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Zusammenfassung 

Mittlerweile ist gut belegt, dass oropharyngeale Plattenepithelkarzinome zu einem großen 

Anteil mit high-risk-HPV-Infektionen vergesellschaftet sind. Im Gegensatz zu den ansonsten 

nikotin- und/oder alkoholinduzierten übrigen Karzinomen des Oropharynx, steht hier im 

pathogenetischen Korrelat die Interaktion und Inaktivierung zellulärer und Tumorsuppressor-

proteine p53 und pRb durch die viralen Onkogenprodukte E6 und E7 im Mittelpunkt. Das virale 

Genom wird entweder als episomale DNA in der epithelialen Wirtszelle gefunden oder in das 

menschliche Genom integriert und somit samt viralen Onkogenen überexprimiert.  

Die Ziele dieser Arbeit waren (I) die Zusammenstellung eines Kollektivs oropharyngealer 

Plattenepithelkarzinome, (II) dessen molekulare Charakterisierung in Bezug auf den Anteil high-

risk-HPV-assoziierter Fälle samt Typisierung auf DNA-Ebene und (III) die Analyse der Aktivität 

der viralen Onkogene E6 und E7 auf RNA-Ebene. Schließlich sollte (IV) eine Korrelation der 

molekularpathologischen Befunde mit der immunhistochemischen Expression von p16 als 

Surrogatmarker einer HPV-Infektion durchgeführt werden. Dazu wurden 96 

Oropharynxkarzinome molekular mittels My09/11, GP 5+/6+, nested-Multiplex-PCR und der 

typspezifischen nested-RT-PCR aufgearbeitet und die Daten mit den Patientendaten und 

verfügbaren immunhistochemischen Befunden korreliert.  

Zur Vermeidung möglicher Kontaminationen aus angrenzender nicht tumoröser HPV-positiver 

Schleimhaut wurde das Tumorgewebe vor der Nukleinsäureextraktion mikrodissektiert. Von 

den untersuchten 96 Proben zeigten 55,2 % (53/96 Fälle) eine Infektion mit insgesamt 6 

verschiedenen high-risk-HPV-Typen (16, 18, 33, 35, 59, 66), darunter 90,6 % (48/53) HPV16-

assoziierte Plattenepithelkarzinome. In 79,2 % der HPV-positiven Fälle (42/53) konnte die 

pathogenetische Bedeutung der Infektion in der Tumorgenese durch den Nachweis der 

transkriptionellen Aktivität der viralen Onkogene E6 und E7 mittels nested-RT-PCR am 

untersuchten FFPE-Material bestätigt werden. Die Korrelation der molekularen Befunde mit 

Ergebnissen der immunhistochemisch bestimmten p16-Expression zeigte einen relativ hohen 

Anteil p16-positiver Plattenepithelkarzinome ohne Nachweis von HPV-DNA. 

Zusammenfassend belegt die vorliegende Studie die pathogenetisch ursächliche Rolle von HPV 

in der Entstehung von ca. 50 % der Plattenepithelkarzinome des Oropharynx. Diese konnten 

wir durch Nachweis der E6/E7-Onkogentranskriptaktivität in 79,2 % (42/53) überzeugend 

untermauern. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie erscheint die 
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alleinige Bewertung der immunhistochemischen p16-Expression als alleinige 

Nachweismethode für eine HPV-Infektion als problematisch. Denn diese hat einen Einfluss auf 

die Prognose und insbesondere die Therapie oropharyngealer Plattenepithelkarzinome. 

Dennoch ist die Rolle der p16- Antikörper Immunhistochemie als Surrogatmarker für die HPV-

Infektion weiterhin unbeeinträchtigt. 
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1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie der Kopf-Hals-Karzinome 

Die Neuerkrankungsrate der Kopf-Hals-Karzinome (zumeist Kopf-Hals-Plattenepithel-

karzinome, head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) wird auf 550.000 Fälle pro Jahr 

weltweit geschätzt [1] [2]. Epidemiologische Studien zeigten, dass die Inzidenz der Kopf-Hals-

Karzinome über die Jahre kontinuierlich abgenommen hat. Dies gilt vor allem für Larynx-, 

Pharynx- und die Mundhöhlenkarzinome, was auf einen verminderten Alkohol- und 

Nikotinkonsum zurückzuführen sein dürfte [3].  

Im Gegensatz dazu blieb die Inzidenz der Oropharynxkarzinome lange konstant und nimmt in 

den letzten Jahren langsam zu. Der Oropharynx besteht anatomisch aus der Vorderwand, den 

Seitenwänden, der Hinterwand und der oberen Wand. Zur Vorderwand des Oropharynx gehört 

der Zungengrund hinter den Papillae circumvallatae und die Vallecula. Die Seitenwände 

bestehen aus den Tonsillen, den Fossae tonsillare und den Gaumenbögen sowie den 

Glossotonsillarfurchen. Zur oberen Wand gehören die orale Oberfläche des weichen Gaumens 

und die Uvula, vgl. Abbildung 1.  

 

Abbildung 1: Anatomie des Oropharynx [4] 

Weltweit stehen Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region an sechster Stelle der 

Krebshäufigkeit. Die Inzidenzrate in Europa beträgt bei Männern 20 pro 100.000. In den USA 

machen Kopf-Hals-Karzinome 3 % aller Karzinome aus, ungefähr 52.000 Neuerkrankungen 

jedes Jahr [5, 6].  
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Männer erkranken zwei-bis viermal so häufig an Oropharynxkarzinomen wie Frauen. Nach 

Angaben des Tumorregisters München betrug im Jahr 2016 die Inzidenz von 

Oropharynxkarzinomen 1,4 pro 100.000 bei Männern und 1,1 pro 100.000 bei Frauen.  

Die kumulative Inzidenz bei Patienten unter dem 75. Lebensjahr lag bei jeweils 0,12 % und 

0,10 %. Das mittlere Diagnosealter der Patienten mit Oropharynxkarzinomen war bei beiden 

Geschlechtern 63,5 Jahre. Das mittlere Sterbealter wird bei Männern mit 67,4 Jahren und bei 

Frauen mit 67,0 Jahren angegeben.  

Nach statistischen Daten des Tumorregisters München wurden im Jahr 2016 für Kopf-Hals-

Tumoren 259 Neuerkrankungen registriert, darunter 196 Männer und 63 Frauen mit einem  

mittleren Erkrankungsalter von 66,6 Jahre und 68,8 Jahre respektive [7]. 

Dem Tumorregister München zufolge wurden seit 1998 in München insgesamt 13.445 

Patienten mit HNO-Tumoren registriert, wovon 124 männliche und 43 weibliche Patienten 

nachweislich an einem Oropharynxkarzinom (ICD Code C09-C10) erkrankt waren [8]. Das 

standardisierte Inzidenzverhältnis trifft eine Aussage über die Inzidenz einer betrachteten 

Kohorte, in diesem Fall Oropharynxkarzinome, in Bezug auf die Gesamtbevölkerung (HNO-

Tumore).  

Unter den Verstorbenen im Zeitraum zwischen 1998 und 2016 nahmen Oropharynxkarzinome 

einen Anteil von 4,9 % (148) bei Männern und 5,0 % (40) bei Frauen [7]. 

 

Abbildung 2: Altersverteilung von bösartigen Neubildung vom Oropharynx und Tonsille bei Männern und 
Frauen und altersspezifische Inzidenz (Tumorregister München, https://www.tumorregister-
muenchen.de/facts/base/bC0910G-ICD-10-C09-C10-Oropharynxtumor-Inzidenz-und-Mortalitaet.pdf)  

Patienten mit Humanen Papillomaviren (HPV) assoziierten Oropharynxkarzinomen sind jünger 

im Vergleich zu Patienten, die keine HPV-assoziierten Oropharynxtumoren aufweisen.  
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In einer im Jahr 2016 im Lancet publizierten multizentrischen Kohortenstudie (ICON-S) wurden 

1.907 Patienten mit Oropharynxkarzinom und nachgewiesener HPV-Infektion mit 696 

Patienten mit einem Oropharynxkarzinom ohne Nachweis einer HPV-Infektion verglichen. 

Dabei zeigte sich eine erhöhte Prävalenz der HPV-positiven Oropharynxkarzinome im Alter 

zwischen 30 und 55 Jahren, wobei das mittlere Alter der HPV-positiven Patienten bei 57 Jahren 

lag. Im Vergleich hatten Patienten mit HPV-negativen Oropharynxkarzinomen ein mittleres 

Alter von 61 Jahren [10, 11]. 

1.2 Ätiologie der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich 

Bei den meisten Kopf-Hals-Karzinomen handelt es sich um Plattenepithelkarzinome. Für 

Oropharynxkarzinome gibt es unterschiedliche ätiologische Faktoren. Zum einen sind die 

Noxen Alkohol, Nikotin und Kautabak wichtige Risikofaktoren, wobei der gleichzeitige Konsum 

von Alkohol und Nikotin einen additiven Effekt auf das Risiko der Entwicklung eines 

Plattenepithelkarzinoms hat [12-14]. Viele Patienten mit oropharyngealen Plattenepithel-

karzinomen weisen jedoch keinen der zuvor genannten Risikofaktoren auf. Hier ist meist eine 

Infektion mit humanen Papillomaviren für die Pathogenese verantwortlich [9, 15]. Die meisten 

dieser Karzinome entstehen im Bereich des Zungengrunds, der Tonsillen und im Oropharynx. 

Diese Regionen werden auch als Waldeyerscher Rachenring bezeichnet. Der Waldeyersche 

Rachenring besteht aus lymphoepithelialem Gewebe, speziell den Tonsillae pharyngeae und 

palatinae sowie der Tonsilla lingualis. Ein Teil der dort lokalisierten Karzinome stellt 

pathophysiologisch als auch morphologisch eine eigene Entität dar [16]. Analog zu Zervix-

karzinomen zeigen die meisten Plattenepithelkarzinome eine Infektion mit HPV 16. Seltener 

sind Koinfektionen oder Infektionen mit HPV 18, 31 und 33 nachweisbar.  

Humane Papillomaviren sind nicht das einzige Beispiel onkogener Viren im Bereich der Kopf-

Hals-Tumoren. Seit mehreren Jahrzehnten ist die Assoziation des Ebstein-Barr-Virus (EBV) mit 

Nasopharynxkarzinomen, auch als Schmincke-Tumoren bezeichnet, bekannt [17, 18]. Ihr 

Auftreten spielt vor allem im asiatischen Raum eine wichtige Rolle [19].  

Weiterhin entwickeln Patienten mit einer Infektion durch humane Immundefizienzviren (HIV) 

häufiger Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich als HIV-negative Patienten [20]. 

Weitere pathogenetische Faktoren für oropharyngeale Karzinome stellen toxische Substanzen 

dar. Viele Umweltfaktoren und Toxine wurden mit der Entstehung von Platten-

epithelkarzinomen in Zusammenhang gebracht, unter anderem Perchlorethylen, Asbest, 
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Pestizide, Plastik- und Gummiprodukte, Naphthalin und Formaldehyd [21-27]. Eine 

vorausgegangene Strahlentherapie erhöht ebenfalls das Risiko von Plattenepithelkarzinomen 

im Kopf-Hals-Bereich [21] [10]. Weiterhin bergen hämatoonkologische Erkrankungen wie ein 

myelodysplastisches Syndrom, eine akute myeloische Leukämie und die Fanconi-Anämie ein 

hohes Risiko für die Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich [28, 29]. 

Das Patientenalter liegt auch hier im Durchschnitt niedriger als bei Patienten mit Alkohol- und 

Nikotinkonsum. Risikofaktoren sind darüber hinaus auch eine mangelnde Mundhygiene sowie 

peridontale Erkrankungen [30]. Das in Asien weit verbreitete Betelnusskauen wurde ebenfalls 

als Risikofaktor beschrieben [27]. 

1.3 Klinische Manifestation von HPV-assoziierten Kopf-Hals-

Karzinomen 

HPV-assoziierte Karzinome unterscheiden sich in mehreren Aspekten von den noxen-

assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen. Zunächst fällt die charakteristische Lokalisation der 

Primärtumoren in den Bereichen des Waldeyerschen Rachenrings auf. In den USA sind ca. 60% 

der Plattenepithelkarzinome im Oropharynx HPV-assoziiert. In Kanada beträgt deren Anteil fast 

80 %. In Europa zeigen ca. 15-30 % der Oropharynxkarzinome eine HPV-Assoziation [4]. Die 

IARC (Agency for Research on Cancer) bezifferte die Prävalenz von HPV in 

Mundhöhlenkarzinomen mit 3,9 % und in Oropharynxkarzinomen mit ca. 18,3 % [31, 32]. 

Ein weiterer Unterschied liegt in der Histomorphologie dieser Plattenepithelkarzinome. 

Während HPV-assoziierte Karzinome selten verhornend und basaloid differenziert sind, sind 

bei Tabak- und Alkohol-assoziierten Karzinomen oft eine Hyperkeratose, Hyperplasie oder 

Akanthose der Epithelschicht nachweisbar [33]. Die relativ vulnerablen Eigenschaften des 

lymphoepithelialen Kryptenepithels begünstigen eine Infektion mit humanen Papillomaviren. 

Das lymphoepitheliale Kryptenepithel zeigt eine funktionelle Analogie zum Übergangsepithel 

der zervikalen und anorektalen Transformationszone. Dieser Umstand erklärt auch gut den 

deutlich höheren Anteil HPV-assoziierter Plattenepithelkarzinome in diesen Lokalisationen 

[34].  

Aus epidemiologischer Sicht sind für HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinome weitere 

Unterschiede zu erkennen. So liegt das Manifestationsalter im Durchschnitt 10 Jahre niedriger 

als bei Patienten mit Noxen-assoziierten Karzinomen [9, 15, 35]. Und anders als bei Noxen-

assoziierten Karzinomen erkranken bei HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinomen Männer 
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deutlich häufiger als Frauen. In der ICON-S-Datenbank z.B. sind 84 % der Patienten mit einem 

HPV-assoziierten Karzinom männlich [10].  

Schließlich unterscheidet sich die klinische Präsentation von HPV-assoziierten Karzinomen von 

den Noxen-assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen. Oropharynxkarzinome mit einer HPV-

Assoziation können bereits bei kleinen Primärtumoren (pT1/pT2) eine lymphogene 

Metastasierung aufweisen. Nicht selten präsentieren sich diese Patienten mit großen 

Lymphknotenmetastasen im Halsbereich ohne klinischen Nachweis eines Primärtumors. Es 

liegt zunächst eine CUP(Cancer of Unknown Primary)-Situation vor, wobei der Nachweis einer 

HPV-Assoziation an der Lymphknotenmetastase auf die Primärtumorlokalisation hinweist. 

Nach mehreren Biopsieentnahmen im Oropharynx finden sich Hinweise auf den oft klinisch 

okkulten Primarius. Dieses Vorgehen nennt man auch „Mapping“. Diese 

Lymphknotenmetastasen zeigen oft eine zystische Degeneration, welche sonographisch zu der 

Fehldiagnose einer Halszyste führen kann [36]. 

Trotz der häufigen lymphogenen Metastasierung zeigt sich eine hämatogene Ausbreitung 

deutlich seltener und in deutlich geringerem Ausmaß als bei HPV-negativen Karzinomen [37, 

38]. Das Auftreten von Zweitkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich ist bei HPV-assoziierten 

Plattenepithelkarzinomen sehr gering [39]. Zweitkarzinome sind dagegen bei Noxen-

assoziierten Plattenepithelkarzinomen aufgrund der Feldkanzerisierung häufiger zu 

beobachten. 

1.4 Humane Papillomaviren 

Humane Papillomaviren werden als die häufigste sexuell übertragbare Infektionserkrankung in 

den USA beschrieben [40, 41]. In Europa sind die Daten zur Prävalenz einer HPV-Infektion sehr 

unterschiedlich [41]. HPV-Infektionen manifestierend sich häufig durch das Auftreten von 

Kondylomen im Genitalbereich (Condylomata accuminata) und anogenitalen Plattenepithel-

läsionen im Bereich der Zervix, Vagina, Vulva sowie des Penis und der Analregion. 

Die Rolle der HPV-Infektion in der Ätiologie und Pathogenese von Plattenepithelkarzinomen 

wird durch folgende Faktoren belegt: Sowohl die Virus-DNA als auch die Expression der E6- und 

E7-Onkogene sind in anogenitalen und oralen Plattenepithelkarzinomen, aber auch 

präkanzerösen Läsionen nachweisbar. Die Expression der E6- und E7-Onkogene ist mit dem 

Tumorwachstum assoziiert. Die E6- und E7-Onkogene können auf molekularer Ebene die 

Zellzyklus-regulierenden Funktionen der befallenen Zellen verändern, indem sie die 
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Tumorsuppressorproteine p53 und pRb inaktivieren. Das Protein p53 fungiert als ein 

Regulatorprotein des Zellwachstums. Es greift im Kontrollpunkt der G0-Phase des Zellzyklus 

zum Übergang auf die G1-Phase ein. Weiterhin kann dieses als Tumorsuppressor bei 

Vorkommen von chromosomalen Defekten die Zellteilung verhindern, so dass DNA-Reparatur-

Enzyme eingreifen können [42]. 

Seit 2004 werden Papillomaviren als eigene Virenfamilie, die Papillomaviridae, angesehen. Die 

HPV-Klassifikation beruht auf der phylogenetischen Analyse des L1-Gens [43]. Bisher sind 

ungefähr 150 unterschiedliche HPV-Typen bekannt; für 120 davon wurde das gesamte Genom 

bereits sequenziert. Die humanen Papillomaviren, die die Schleimhäute befallen, gehören zum 

Genus α. Es gibt weitere Geni von humanen Papillomaviren, z.B. β, γ, µ und ν; diese kommen 

allerdings nur auf oberflächlichen Hautläsionen vor [44].   

 

Abbildung 3: Phylogenetischer Baum der humanen Papillomaviren 

Humane Papillomaviren sind gekapselte, doppelsträngige zirkuläre DNA-Viren, die 

Epithelzellen infizieren können. Ihre Größe beträgt 52-55nm [45, 46]. Das Genom dieser Viren 

ist ungefähr 8.000bp lang. Zu unterscheiden sind early und late genes (frühe und späte Gene 

respektive); bisher wurden 6 early genes (E6, E7, E1, E2, E4, E5) und 2 late genes (L1, L2) 

beschrieben. Für die Pathogenese der HPV-assoziierten Karzinome spielen die viralen E6- und 

E7-Onkogene eine entscheidende Rolle. Diese inaktivieren jeweils die zellregulatorischen 

Proteine p53 und Rb. Die early genes E1-E4 kodieren für Proteine, welche die Virusreplikation 

und -transkription regulieren. Genauer betrachtet ist das E1-Protein für die virale DNA-

Replikation notwendig. Das E2-Protein spielt in der Transkription und Replikation eine Rolle. 

Das E4-Protein interagiert mit dem Keratinzytoskelett und dem Intermediärfilament, um die 

Virussekretion aus der Wirtszelle zu initiieren. Das E5-Protein ist ein weiteres Onkoprotein, das 
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die kontinuierliche Virusproliferation in der Wirtszelle fördert und die Apoptose hemmt. Zuletzt 

beschrieben wurden die Proteine E3 und E8, die ebenfalls in der early region kodiert werden. 

Diese werden nur in wenigen HPV-Typen wie HPV 1, 11, 18,16, 31, 33 gefunden. Das E3-Protein 

ist eine Ubiquitin-Ligase (UBE3A), die an das E6-Protein von HPV 16 und HPV18 bindet und die 

p53-Degradierung fördert [47] [48]. Ein weiteres Protein ist das E8^E2, das als Regulatorprotein 

in der DNA-Replikation fungiert [49, 50] und in den HPV-Typen 11, 31 und 16 nachgewiesen 

wurde. Es interferiert in seiner Funktion mit der E2-abhängigen Gentranskription und kann die 

Replikation von Virusplasmiden inhibieren [50]. Die late genes L1 und L2 kodieren für Proteine 

des Viruskapsids [51]. 

Des Weiteren sind bei den HP-Viren low-risk- und high-risk-Typen zu unterscheiden, je 

nachdem, welche Arten von Läsionen überwiegend mit ihnen assoziiert sind. low-risk-Typen 

kommen in gutartigen Plattenepithelläsionen oder Kondylomen vor. high-risk-Typen werden 

dagegen meist bei Plattenepithelkarzinomen oder präkanzerösen Läsionen nachgewiesen. In 

Tabelle 1 sind die bereits bekannten high- und low-risk-HPV-Typen aufgelistet [44, 52].  

Tabelle 1: low- und high-risk-HPV-Typen 

high-risk-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 

low-risk-Typen 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73, 82 

1.4.1 Genomstruktur  

Wie bereits beschrieben lässt sich das HPV-Genom in frühe und späte Gene unterteilen. 

Entscheidend für den Pathomechanismus der Viren ist die Synthese der E6- und E7-Proteine. 

Das E6-Protein ist ein 16-18kDa großes Protein, das sich aus ca. 150-160 Aminosäuren 

zusammensetzt. Es greift in die Zellzyklusregulation der Wirtszelle ein, indem es zur Proteasom 

vermittelten p53-Degradation führt [53]. Das E7-Protein ist mit 11kDa etwas kleiner und 100 

Aminosäuren lang. Beide Proteine lassen sich in kleinere Mengen im Zellnukleus nachweisen. 

Im HPV-Genom lassen sich auch Sequenzen nachweisen, die für keine Proteine kodieren, und 

zwar die non-coding-Region (NCR), und die long-control-Region (LCR). Diese Sequenzen sind 

entscheidend für die Replikation des Virus und die Transkription viraler Gene, da sie die 

Promoter- und Enhancer-Regionen für die viralen Gene enthalten. Die LCR zeigt die größte 

Variabilität im HPV-Genom [51]. 
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Interessant ist, dass die HPV-DNA in infizierten Zellen in episomaler Form, also 

extrachromosomal, oder integriert im Zellgenom vorkommt. Auch eine Mischung beider 

Formen wurde beschrieben [51, 54, 55]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Virusgenom des humanen Papillomavirus. Zu den early genes zählen die Sequenzen, die für die 
Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 kodieren. Die late genes kodieren die L1 und L2, aus denen das Kapsid gebildet 
wird. Die Onkogene werden lila angezeigt und die early proteins E1-5 in Blau sowie die late genes in L1 und L2 
in Grün. Die LCR-Region, die Promoter und Enhancer enthält, ist rot markiert [51]. Die obere Abbildung wird 
zeigt die Struktur des HPV als zirkuläres Molekül. Die untere Abbildung zeigt ein bereits in das Wirtsgenom 
integriertes Virus.  

1.4.2 Pathophysiologie 

Die HPV-Infektion geht von den Basalzellen des lymphoepithelialen Kryptenepithels der 

Gaumentonsille und des Zungengrunds aus. Wenn ein Trauma oder eine Erosion des 

Plattenepithels vorliegt, kommen die HPV-Viren in Kontakt mit der Basalmembran. Da die 

Papillomaviren keine eigenen Replikationsenzyme besitzen, müssen jene des Wirtgenoms 

genutzt werden. Das setzt eine Infektion teilungsfähiger Zellen voraus. Aufgrund der hohen 

Teilungsrate bieten nur die basalen und suprabasalen Zellen des Plattenepithels die 

Voraussetzungen einer geeigneten Wirtszelle für eine initiale HPV-Infektion. 
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Die Virusintegration in die Wirtszelle erfolgt über das Viruskapsid. Humane Papillomaviren 

binden sich an Anteile der Basalmembran und der extrazellulären Matrix wie Heparansulfat-

proteoglykan und Laminin 5 und können so in die Wirtszelle eindringen. 

Durch die Bindung der Kapsidkomponente L1 an Heparansulfatproteoglykane kommt es zu 

einer Konformationsveränderung des Kapsids und einer proteolytischen Abspaltung der L2-

Komponente mit weitergehender Exposition des L1-Epitops. Nach Bindung des L1-Epitops an 

den spezifischen Rezeptor wird das Virusgenom in der Zelle aufgenommen und an die späten 

Endosomen transportiert, wo das Genom des Virus freigesetzt werden kann. Die Transkription 

des Virusgenoms kann somit stattfinden [51, 56]. 

HPV 16 besitzt keine eigene DNA-Polymerase und die E1- und E2-Proteine sind die 

Schlüsselproteine für die Replikation des Virus. Das E2-Protein akkumuliert in der Zelle und 

bindet an den Promoter p97 (siehe Abbildung 4), so dass die Expression von E6 und E7 

herunterreguliert wird. Der Promoter p97 generiert alternativ gesplicte mRNAs, die alle 

polyadenyliert sind [57]. Das erlaubt den Zellen, sich weiter zu differenzieren und auf der 

Oberfläche des Plattenepithels zu wandern. 

Die Zelldifferenzierung trägt zur Aktivierung des late-Promoters p670 bei, sodass alle HPV-

Proteine außer E6 und E7 exprimiert werden [58]. In dieser Phase kommt es zum Splicing und 

einer Polyadenylierung in den infizierten Zellen. E6 und E7 werden früh in der Infektion der 

Zelle exprimiert, aber für die late-Protein-Synthese ist die Zelldifferenzierung notwendig. Hohe 

Konzentrationen von E2-Protein führen zu einem Übergang vom frühen ins späte 

Genexpressionsprogramm und die L1- und L2-Proteine werden exprimiert, so dass Virionen 

produziert und aus der Zelle freigesetzt werden [59]. 

Je nach HR-HPV-Typ wurden verschiedene E6/E7-Spliceprodukte beschrieben. Das zumeist 

nachgewiesene verkürzte Spliceprodukt von E6 ist E6*[60, 61]. Der Splicingmechanismus von 

HPV16 ist bisher am besten untersucht. Weitere bisher identifizierte E6/E7-Spliceprodukte sind 

E6*I, E6*II, E6*III, E6̂E7, E6̂E7*II, E6*IV, E6*V und E6*VI[62-66]. Das Spliceprodukt E6*I wurde 

in Vergleich zum E6-Transkript in höheren Mengen in der Epithelzelle nachgewiesen [67-69]. 
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Abbildung 5: HPV16-Virusgenom und mögliche Spliceprodukte [57]. 

Nach der Infektion der Basalzellen gelangen die infizierten Zellen im Rahmen der physiolo-

gischen Ausreifung des Epithels in höhere Schichten und differenzieren sich aus. Durch diese 

Ausdifferenzierung kommt es zum kompletten Verlust der Replikationskontrolle der Zellen, zur 

vermehrten Synthese von viralen Proteinen des späten Viruspromoters und zeitgleich zu einer 

vermehrten Transkription des Virusgenoms. Die viralen Kapsidproteine L1 und L2 werden 

exprimiert. Somit können infektiöse Viruspartikeln gebildet und aus den Superfizialzellen 

freigesetzt werden, die weitere Schleimhautareale oder Individuen infizieren [33, 34, 55]. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer HPV-Infektion in den verschiedenen Schichten des Plattenepithels 
[51]. 

Durch die HPV-Infektion kommt es zu einer gesteigerten Zellproliferation und zu einer 

Architekturstörung des Plattenepithels. Histomorphologisch lassen sich charakteristische 

Zellveränderungen nachweisen, die Koilozyten. Die Bezeichnung ist vom griechischen Wort 

koilos für Deutsch „rund“ abgeleitet. In diesen Zellen ist der Zellkern und um den Zellkern ein 

leeres Zytoplasma zu erkennen (Abbildung 5). In den Koilozyten lässt sich im Elektronen-

mikroskop eine hohe Zahl an Viruskopien nachweisen [70]. Die Koilozyten gelten als patho-

gnomonisches Zeichen einer HPV-Infektion. 

1.5 HPV-Nachweismethoden 

Für den Nachweis einer Infektion mit humanen Papillomaviren stehen unterschiedliche 

Methoden zur Verfügung. In der Praxis werden zumeist der immunhistologische Nachweis von 

p16 als Screeningmethode, die HPV-in Situ-Hybridisierung (HPV-ISH) und eine Polymerasen-

Kettenreaktion (PCR) als Nachweismethoden verwendet. 

Die zumeist angewandte Methode zum Nachweis einer HPV-Assoziation bei Oropharynx-

karzinomen ist der immunhistologische Nachweis von p16. Diese Methode ist mit Formalin-

fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe (FFPE) mit kommerziell erhältlichen 

Antikörpern in der Pathologie sehr leicht durchzuführen. p16 dient im klinischen Alltag als 

Surrogatmarker für den Nachweis einer HPV-Assoziation von Oropharynxkarzinomen. 

Das p16-Protein ist ein Zyklin-abhängiges Kinase (CDK)-Inhibitor-Protein der Familie Ink4. Diese 

hemmen spezifisch CDK4 und CDK6. Die Proteine der CDK-Inhibitor (CKI)-Familie greifen an 

einem Kontrollpunkt der Phase G1 des Zellzyklus ein und verhindern den Übergang von der G1-
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Phase zur S-Phase. Die Aktivität von pRb hängt von seinem Phosphorylierungsgrad ab. 

Heterodimere aus Zyklin D und CDK4 oder CDK6 können pRb in einen phosphorylierten Zustand 

bringen, so dass die Zelle in die S-Phase übergehen kann. Als Tumorsuppressorgen greift p16 in 

diese Übergangsphase ein. Es bindet direkt an CDK4 und 6 und interagiert so mit den D-Zyklinen 

[71]. Das Retinoblastomprotein bleibt so in einem hyperphosphorylierten Zustand. So kann der 

E2F-Transkriptionfaktor an das pRb binden und die Übergangsphase inhibieren. Die HPV-

Integration resultiert in dem Verlust des viralen E2-Gens und somit zur Überexpression der E6- 

und E7-Onkogentranskripte. Durch Bindung des E7-Proteins an das pRb wird dieses degradiert, 

wodurch es zu einer kompensatorischen Überexpression des p16-Proteins kommt [71-74]. Nur 

eine durchgehend kräftig positive Reaktion in der Immunhistochemie gilt als Anhalt für eine 

HR-HPV-Infektion. Die Sensitivität und Spezifität der Methode ist somit relativ hoch [39, 72, 

75]. 

Die Polymerase-Kettenreaktion oder Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-

PCR) wird zur Amplifikation von DNA oder cDNA verwendet. Als cDNA bezeichnet man die aus 

extrahierter RNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase synthetisierte komplementäre DNA, die 

als Matrix für die Translation dient. Die PCR läuft in unterschiedlichen Phasen ab. Zuerst beginnt 

bei einer hohen Temperatur von ca. 95 °C die Denaturierung der doppelsträngigen DNA. In der 

anschließenden Annealingphase werden bei einer niedrigeren Temperatur (55 °C) die 

spezifischen Primer an die einzelsträngige DNA gebunden. Ein PCR-Zyklus endet mit der 

Elongation der Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase (Taq Polymerase) bei einer 

Temperatur von 72°C. Diese Methode kann sowohl an frischem als auch an FFPE-Material 

durchgeführt werden, obwohl sie an frischen Proben aufgrund der geringeren Degradation eine 

höhere Sensitivität besitzt [9]. 

Eine in der Praxis ebenfalls verwendete Methode ist die HPV-in situ-Hybridisierung (HPV-ISH). 

Der Vorteil der HPV-ISH ist die Möglichkeit einer topographischen Zuordnung der HPV-Infektion 

zum Tumor oder der umgebenden Schleimhaut; HPV-ISH erlaubt also zu unterscheiden, ob sich 

das Virus in den Tumorzellen oder in den benachbarten Epithel- oder Stromazellen befindet, so 

dass die klinische Relevanz der Infektion beurteilt werden kann. Weiterhin lässt HPV-ISH eine 

Aussage zu, ob sich das Virus im Zellnukleus oder im Zytoplasma befindet, ob es sich also um 

im Genom integrierte oder episomale DNA handelt. Das Ergebnis kann man mikroskopisch 

evaluieren. Ein punktuelles Signal weist auf eine integrierte HPV-DNA hin, im Unterschied zu 

einem verstreuten Signal, das auf eine episomale HPV-DNA schließen lässt. Die Spezifität der 
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HPV-ISH ist somit sehr hoch, allerdings ist die Sensitivität der Methode begrenzt; ein positives 

Ergebnis lässt sich erst ab ungefähr 10 Viruskopien nachweisen [76]. 

Trotz deutlich höherer Sensitivität gibt es auch einige Nachteile der PCR im Vergleich zur HPV-

ISH. Die PCR ist technisch aufwendig. Ein weiterer wichtiger Nachteil der PCR ist die fehlende 

Nachweismöglichkeit, ob es sich um eine episomale oder im Genom integrierte DNA handelt, 

und ob die nachgewiesene HPV-DNA aus der Tumorzelle stammt oder aus einer anderen 

Epithelzelle. Somit ist für das PCR ununterscheidbar, ob es sich um eine klinisch signifikante 

Infektion handelt oder nicht [34]. Darüber hinaus ist die Primerauswahl für die amplifizierten 

Gene wichtig für das Untersuchungsergebnis. Sehr oft werden Primer verwendet, die an die L1-

Region binden; diese Region kann in einer signifikanten Anzahl von Proben bei der Integration 

des Virus in die Zelle verloren gehen, was die Sensitivität beeinträchtigen dürfte. Um die 

Sensitivität der Methode zu erhöhen, stehen Primer zur Verfügung, mit Hilfe derer kleine DNA-

Sequenzen amplifiziert werden [15]. 
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1.6 Therapie und Prognose 

Die Therapie der Oropharynxkarzinome erfolgt primär chirurgisch. Der Primärtumor wird im 

Gesunden entfernt, meistens in Kombination mit einer adjuvanten Strahlentherapie. In 

Abhängigkeit von Größe und Lokalisation wird der Gewebedefekt mit einem freien oder 

gestielten Transplantat (z.B. Radialislappen) gedeckt. Eine Operation der Halsweichteile (Neck 

Dissection) wird auch – je nach Größe und Lokalisation des Primärtumors – ein- oder beidseitig 

durchgeführt. Eine Neck Dissection beinhaltet die Ausräumung der zervikalen Lymphknoten 

ipsilateral oder beidseitig. Im Rahmen der radikalen Neck Dissection werden zusätzlich M. 

sternocleidomastoideus, V. jugularis interna und N. accessorius reseziert, mit resultierenden 

Bewegungseinschränkungen des Kopfes und der Schulter [77]. 

Tabelle 2: Chirurgische Therapie der Oropharynxkarzinome 

 

  

T-Stadium Chirurgische Therapie bei Oropharynxkarzinom  

Tis Exzision 

T1 Transorale oder transzervikale Resektion bei Befall des Zungengrundes, 
primärer Defektschluss ist selten notwendig  

T2 Transzervikale laterale Pharyngotomie, mediane oder suprahyoidale 
Pharyngotomie oder transorale Resektion mit plastischer Rekonstruktion mit 
reanastomosierten Radialislappen oder anderen Transplantaten   

T3 Transzervikale Resektion, laterale Pharyngotomie und temporale 
Mandibulotomie  

Bei Befall des Zungengrundes Plastische Rekonstruktion 

T4 Nicht unter Erhalt der Organe oder Funktionen zu erhalten. Transzervikale 
Resektion evtl. Laryngotomie bei Befall des Zungengrundes. Plastische 
Rekonstruktion.  
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Postoperativ ist eine Bestrahlung des Tumorgebiets und der Lymphabflusswege indiziert. 

Alternativ kann bei Primärtumoren mit großer Ausdehnung (Stadium T3 und T4) eine primäre 

Strahlentherapie ggf. simultane Radiochemotherapie sinnvoll sein [78]. Tabelle 2 enthält die 

chirurgischen Therapien in Abhängigkeit vom Tumorstadium. 

Tabelle 3: Prognostische Stadien [3] 

T-Stadium  N-Stadium  M-Stadium Prognostisches 
Stadium  

Tis N0 M0 Stadium 0 

T1 N0  M0 Stadium I 

T1, T0 N1 M0 Stadium II 

T2 N0 
N1 

M0 Stadium II 

T1, T0 N2 M0 Stadium III 

T2 N2 M0 Stadium III 

T3 N0 
N1 
N2 

M0 Stadium III 

T1, T2, T3 N2 M0 Stadium IVA 

T4a N0 
N1 
N2 

M0 Stadium IVA 

Jedes T  N3 
 

M0 Stadium IVB 

Jedes T  Jedes N  M1 Stadium IVC 
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1.7 Zielsetzung 

In dieser retrospektiv angelegten Studie sollte die pathogenetische Bedeutung von HPV- 

Infektion für die Entstehung von Oropharynxkarzinomen untersucht werden. Dazu wurde ein 

Kollektiv aus 96 Patienten gebildet, welche im Zeitraum von 2002 bis 2008 an der Ludwig-

Maximillians- Universität München wegen eines Plattenepithelkarzinoms des Oropharynx 

operativ behandelt wurden. Nach Anonymisierung wurde an dem FFPE-Material folgende 

Fragestellungen bearbeitet: 

 

1. Anteil der Oropharynxkarzinome mit immunhistochemischem Nachweis einer p16 INK4a 

Expression als Surrogatmarker für eine high-risk HPV Assoziation der jeweiligen Karzinome 

 

2. Anteil der Oropharynxkarzinome mit molekularpathologischem Nachweis einer HPV- 

Infektion mit Hilfe von nested-PCR-Verfahren. 

 

3. Charakterisierung der zugrundeliegenden HPV-Typen bei HPV-positiven Karzinomen aus 

Fragestellung 2. 

 

4. Versuch des Nachweises der HPV E6/E7 Onkogenaktivität an FFPE-Material der HPV- 

positiven Karzinome aus Fragestellungen 2 und 3. 

 

5. Korrelation der immunhistochemischen (p16 INK4a) und molekularpathologischen (PCR, RT-

PCR) Befunde untereinander und mit Tumorlokalisationen und Tumorstadien. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Patientenkollektiv 

In dieser retrospektiv angelegten Studie wurde ein Kollektiv aus 96 Patienten, die im Zeitraum 

zwischen 2002 und 2008 an der Klinik und Poliklinik für Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der 

Ludwig-Maximilians-Universität München wegen eines Oropharynxkarzinoms operiert 

wurden, zusammengestellt.  

2.2 Vorgehensweise 

2.2.1 DNA-Isolierung und die RNA-Gewinnung 

Nach der operativen Entnahme des Gewebes wurden alle Resektate in Formalin mindestens 

für 24 Stunden fixiert. Nach der makroskopischen Beurteilung des Exsidats wurde dieses 

zugeschnitten, maschinell entwässert und in Paraffin eingebettet. Nach Anonymisierung des 

Untersuchungsmaterials erfolgte die Anfertigung von Leerschnitten. Für die DNA-Isolierung 

und die RNA-Gewinnung wurden 3-5µm dicke Schnitte auf nicht beschichteten Objektträgern 

angefertigt. Das Tumorgewebe wurde unter dem Mikroskop markiert und das markierte 

Tumorgewebe wurde anschließend vom Objektträger mikrodissektiert. Das gewonnene 

Material wurde anschließend für die Nukleinsäurenextraktion verwendet.  

2.2.2 Kontrollen 

Für sämtliche DNA-Untersuchungen wurden jeweils eine positive und eine negative Kontrolle 

mituntersucht. Als Positivkontrolle wurde eine gesicherte HPV-positive Probe eines 

Zervixkarzinoms verwendet sowohl für die sogenannte housekeeping-PCR, als auch für die MY 

09/11- und GP 5+/6+ PCRs verwendet. Für die Multiplex-PCRs zur HPV-Typisierung wurden 

Plasmide der verschiedenen HR-HPV-Typen verwendet, in welchen die komplette Sequenz des 

Amplifikationsprodukts enthalten war. Für die RNA-Untersuchung wurde bei der 

housekeeping-PCR eine kommerziell erhältliche Positivkontrolle der Firma Roche (UPL#4, 8nt, 

cat.no. 04685016001) und bei den HPV RT-PCRs wurde die mRNA der Probe 44 verwendet. Alle 

Positivkontrollen wurden bei -20 °C gelagert. 

Als Negativkontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet.  
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2.2.3 Histopathologie 

Die Histologie wurde nach der pTNM-Klassifikation (UICC 2002) beurteilt. Ab 2017 gilt die 

überarbeitete pTNM-Klassifikation (UICC 2017) der Oropharynxkarzinome [80-82]. Die pTNM-

Klassifikation, das Tumorgrading (G) und die Residualtumorklassifikation (R) wurden nach der 

histopathologischen Aufarbeitung durch im Rahmen der Routinediagnostik im Pathologischen 

Instituts der LMU bestimmt. In der pTNM-Klassifikation wird die Größe und die lokale 

Ausdehnung des Primärtumors bestimmt und als T-Stadium kategorisiert. In der Klassifikation 

werden die Lymphknotenmetastasen des Tumors erfasst und als N-Stadium kategorisiert. Die 

N-Klassifikation ist für die oropharyngealen und hypopharyngealen Karzinome einheitlich. Das 

M-Stadium beschreibt Fernmetastasen, also Metastasen in Organen außerhalb des den 

Primärtumor enthaltenden Organs.  

Die pTNM-Klassifikation erfasst noch weitere Eigenschaften der untersuchten Tumore. Hierzu 

gehören eine etwaige Blut- und Lymphgefäßinvasion, Perineuralscheideninvasion sowie der 

Resektionsstatus postoperativ, aber auch das Grading. Das Grading ist ein Maß für die 

biologische Aggressivität eines Tumors. Ein gut differenzierter Tumor wird als G1 klassifiziert; 

in diesem ist das Tumorwachstum langsam. Dem Grad G2 werden mäßig differenzierte 

Tumoren und dem Grad G3 wenig differenziertes Tumoren zugeordnet. Die Einstufung erfolgt 

mit Hilfe der Kern- und Zellmorphologie. Ein höheres Grading geht mit einem aggressiveren 

Wachstum einher.  
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Die exakte pTNM-Klassifikation (UICC 2002) der Oropharynx-Karzinome ist in den Tabellen 4, 5 

und 6 dargestellt. Für den anatomischen Bezirk der Seitenwand gibt es folgende Einteilung: 

Tabelle 4: Einteilung der Tumorgröße im Bereich des Oropharynx (UICC 2002) 

Primärtumor    

Tx Primärtumor ist nicht beurteilbar 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor  

Tis Carcinoma in situ  

T1 Tumor 2 cm oder weniger in größter Ausdehnung  

T2 Tumor größer als 2 cm aber nicht mehr wie 4 cm in größter Ausdehnung  

T3 Tumor größer als 4 cm in größter Ausdehnung oder Ausbreitung zur lingualen 
Oberfläche der Epiglottis 

T4a Tumor infiltriert Nachbarstrukturen (Larynx, äußere Muskulatur der Zunge, 
Lamina medialis des Processus pterygoideus, harten Gaumen oder 
Unterkiefer) 

T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus lateralis, Lamina 
lateralis des Processus pterygoideus, Schädelbasis oder umschließt die A. 
carotis interna) 

 

In der neuen pTNM-Klassifikation wurden die Stadien T4a und T4b zum T4-Stadium 

zusammenfasst. Aufgrund der fehlenden Basalmembran im Bereich des Waldeyer´schen 

Rachenrings wurde die Bezeichnung Tis als Karzinoma in situ für die Oropharynxkarzinome 

abgeschafft.  

Um den N-Status als N0 zu bewerten, müssen alle untersuchten Lymphknoten ohne Nachweis 

von Tumorgewebe sein (pN0) oder die klinische Untersuchung keinen Hinweis auf eine 

Lymphknotenmetastase geben (cN0). Die weiteren N-Stadien werden analog zu den Tumoren 

im HNO-Bereich eingestuft. 

Bei einer selektiven Lymphadenektomie und histologischen Untersuchung werden 

üblicherweise 6 oder mehr Lymphknoten bzw. bei einer radikalen oder modifiziert-radikalen 

Lymphadenektomie und histologischen Untersuchung üblicherweise 10 oder mehr 

Lymphknoten untersucht.  
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Tabelle 5: Einteilung der regionären Lymphknotenmetastasen im oro- und hypopharyngealen Bereich (UICC 
2002) 

 
Aufgrund der Zunahme der HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome wurde der HPV-Status in 

der überarbeiteten Klassifikation von 2017 miteinbezogen. Dafür wurde die Bestimmung des 

p16-Status als Surrogatmarker für die HPV-Infektion angesehen. Der p16-Status ist dann für die 

Einteilung der N-Stadien in der aktuellen pTNM-Klassifikation entscheidend. In den Tabellen 7-

9 sind die Einteilungen für p16-negative und -positive Karzinome aus pathologischer und 

klinischer Sicht aufgeführt oder definiert.  

Bei p16-positiven Karzinomen gibt es deutliche Unterschiede zwischen der klinischen und 

histopathologischen Einteilung. Aus einer Studie aus dem Jahr 2015 ergab sich, dass die Anzahl 

der befallenen Lymphknoten und nicht die Größe oder das kapselüberschreitende Wachstum 

für die prognostischen Stadien entscheidend ist [83]. Bei p16-negativen Karzinomen hat das 

kapselüberschreitende Wachstum allerdings einen negativen Einfluss auf die Prognose der 

Erkrankung. 

  

Lymphknoten  

Nx Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0 keine regionäre Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastase(n) in solitärem ipsilateralem Lymphknoten, ≥3cm in größter 
Ausdehnung  

N2a Metastase(n) in solitärem ipsilateralem Lymphknoten, >3cm und <6cm in 
größter Ausdehnung  

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, ≤6cm in größter 
Ausdehnung 

N2c Metastasen in bilateralen und kontralateralen Lymphknoten, ≤6cm in 
größter Ausdehnung  

N3 Metastase(n) in Lymphknoten > in größter Ausdehnung  
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Tabelle 6: Einteilung der regionären Lymphknotenmetastasen für p16-negativen im oropharyngealen Bereich 
(UICC 2017) 

Tabelle 7: Pathologische Einteilung der regionalen Lymphknotenmetastasen für p16-positive Oropharynx-
karzinome pathologisch (UICC 2017) 

Tabelle 8: Fernmetastasen pTNM-Klassifikation 

 

2.2.4 Vermeidung von Kontaminationen 

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden jeweils die DNA- und RNA-Extraktion sowie dies 

PCR-Vorbereitung, die DNA-Amplifikation und das Arbeiten mit Amplifikationsprodukten 

räumlich getrennt durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde destilliertes, autoklaviertes 

Wasser verwendet. Es gab keine PCR-Untersuchung mit Nachweis eines Amplifikats in der 

Negativkontrolle. 

Lymphknoten  

Nx Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0 keine regionäre Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastase(n) in solitärem unilateralem Lymphknoten, ≤3cm in größter 
Ausdehnung  

N2a Metastase(n) in solitärem unilateralem Lymphknoten, >3cm und ≤6cm in 
größter Ausdehnung  

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, ≤6cm in größter 
Ausdehnung 

N2c Metastasen in multiplen bilateralen und kontralateralen Lymphknoten, 
≤6cm in größter Ausdehnung  

N3 Metastase(n) in Lymphknoten >6cm in größter Ausdehnung  

Lymphknoten  

pNx Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar 

pN0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 

pN1 1-4 Lymphknotenmetastasen  

pN2 ≥5 Lymphknoten 

Fernmetastasen  

M0 keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen  



Material und Methoden 

33 

 

2.3 Nachweis und Typisierung von HPV-Infektionen 

2.3.1 DNA-Extraktion  

Die zur HPV-Typisierung angefertigten ungefärbten Schnittpräparate wurden zwei Mal für 

jeweils 15 min zur Entfernung des Paraffins in Xylol eingelegt und zwei Mal für jeweils 10 min 

in 100 % Ethanol gewaschen. Um bei der Dissektion das Tumorareal vom gesunden Gewebe 

abgrenzen zu können, wurde der entparaffinierte Leerschnitt mit einem Hämatoxylin-Eosin 

(HE) gefärbten Serienschnitt verglichen. Im Vorfeld erfolgte die Beurteilung der HE-gefärbten 

Schnitte und die Markierung des zu entnehmenden und molekular zu analysierenden 

Tumorareals unter mikroskopischer Kontrolle mit Sicherheitsabständen zum unauffälligen 

Plattenepithel. Die Mikrodissektion des Tumorareals diente der Vermeidung potentieller 

Kontamination durch eine mögliche HPV-Infektion der angrenzenden nicht-neoplastischen 

plattenepithelialen Schleimhaut. Das entnommene Gewebe wurde mit einer Pipettenspitze 

abgetragen. 
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Abbildung 7: (a) zeigt das ungefärbte Schnittpräparat aus Probe 102, (b) den HE-gefärbten Serienschnitt. (c) 
zeigt den HE-gefärbten Serienschnitt nach Mikrodissektion des Tumorgewebes. 

Für die DNA-Extraktion wurde das QIAmp DNA Micro-Kit (QIAGEN QIAamp DNA Micro Kit, Cat. 

Nr 56304) verwendet. Um die Tumorzellen vom Objektträger abzutragen, wurden 180 µl ATL-

Lysepuffer verwendet und das Material wurde in ein Eppendorfgefäß übertragen. Nach Zugabe 

von 20 µl Proteinase K wurde die Probe gevortext und im Thermoschüttler (Kisker, SN 

430810076) bei 56 °C für 18h zum Verdau von Histonproteinen inkubiert. Nach dem Verdau 

wurden 200 µl AL-Puffer zur Inaktivierung der Proteinase K dazupipettiert und die Probe wurde 

für 15s gevortext und 1min bei 16000 rcf(relative centrifugal force) zentrifugiert (Eppendorf-

Zentrifuge 5415 D/ 5415 R, SN 0023629). Anschließend wurde die Probe mit 200 µl Ethanol 

(100 %, bei 4°C gekühlt) gemischt, gevortext und für 5min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nachdem die Probe für 1min bei 16000rcf zentrifugiert wurde, wurde das Lysat in ein QIAamp 

Mini Elute Column gegeben und bei 6000rcf für 1 min zentrifugiert. Die Probe wurde 
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anschließend mit 500 µl AW1-Puffer und 500 µl AW2-Puffer gewaschen und bei 6000 rcf für 

1 min zentrifugiert. Das Eluat wurde jeweils verworfen. Nach 3 min Zentrifugation bei 16000 rcf 

wurde die DNA mit 15 -20 µl destilliertem, autoklaviertem Wasser eluiert. Die DNA-

Konzentration wurde in einem Alliquot von 1,2 µl bei 260 nm am Spektrophotometer 

(NanoDrop ND-100, PeqLab) bestimmt. Bei DNA-Konzentrationen über 50 ng/ µl wurde die 

Probe auf 50 ng/ µl mit destilliertem, autoklaviertem Wasser verdünnt. Die Proben wurden bei 

-20 °C gelagert. 

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis und Typisierung von HPV-

Infektionen 

Alle PCR-Reaktionen wurden mit Endvolumina von 15 µl in einer DNA-Workstation Typ UVC/ T-

M-AR (G. Kisker Biotech, SN 840808004) vorbereitet und in einem Veriti-Thermocycler (Applied 

Biosystems, SN 299022527) durchgeführt. Zur Untersuchung der extrahierten DNA wurden je 

30ng extrahierter Gesamt-DNA als Template und 0,6 µl PCR-Produkt zur Reamplifikation in die 

nested-PCR eingesetzt.  

Der Reaktionseinsatz enthielt 10x konzentriertes PCR-Gold-Puffer (100mM Tris-HCl, pH 8,3, 

500mM KCl, 15mM MgCl2, Applied Biosystems), jeweils 25 mM der vier dNTPs (Fermentas), je 

5  oder 15 pM PCR-Primer und 0,5 U thermostabile Taq-Polymerase (AmpiTaq Gold DNA 

Polymerase, Applied Biosystems). Die verwendeten Primer wurden durch die Firma TIB Molbiol 

(Berlin, Deutschland) hergestellt. Die Primerkonzentration war für die β-globin- und MY09/11-

PCR auf 5µM verdünnt und für die GP5+/6+-sowie Multiplex-PCR auf 15 µM. 

Der HPV-Nachweis und die Typisierung der extrahierten DNA wurden mittels eines bereits 

etablierten E6-nested-Multiplex-PCR-Assay durchgeführt [81, 84]. Um die strukturelle 

Integrität der DNA zu prüfen, wurde zunächst ein Teil des humanen β-Globin-Gens mittels PCR 

amplifiziert [85]. Nur positive Fälle wurden weiteruntersucht. Zum Nachweis einer HPV-

Infektion wurden PCR-Reaktionen mit den beiden in der Literatur am häufigsten benutzten L1-

Konsensus-Primern MY09/11 und GP5+/6+ durchgeführt [44, 86]. Diese Konsensus-Primer sind 

aufgrund der großen Sequenzhomologien der verschiedenen HPV-Typen innerhalb des viralen 

L1-Gens in der Lage, ein ganzes Spektrum an unterschiedlichen HPV-Typen nachzuweisen. Zur 

Steigerung der Sensitivität wurde mit dem Amplifikationsprodukt der MY09/11-PCR eine 

nested-PCR mit GP5+/6+-Primern durchgeführt. Die Fälle, in denen entweder in der single-PCR 

mit MY09/11-Primern oder in der nested-PCR mit GP5+/6+-PCR ein Amplifikationsprodukt von 
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ca. 450bp (für die Primer MY09/11) bzw. ca. 150 bp (für die Primer GP5+/6+) nachweisbar 

waren, wurden als HPV-positiv gewertet und die HPV-Typisierung wurde wie unten 

beschrieben durchgeführt. 

Unter Verwendung von Konsensus-Primern im Bereich der viralen (Onko)-Gene E6 und E7 für 

eine erste PCR-Amplifikation und typspezifischen internen Primern für nested-PCR-Reaktionen 

wurden bei den HPV-positiven Proben die zugrundeliegenden HPV-Typen bestimmt. Nach dem 

Prinzip der Multiplex-PCR [84] wurden in 5 unterschiedlichen Primer-Mixen die HPV-Typen 

6/11, 16, 18, 31, 33, 34, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 

70, 72, 73, 74 erfasst. In jedem Primer-Mix konnten jeweils 6-7 verschiedene HPV-Typen in 

einer nested-PCR-Reaktion typisiert werden, die aufgrund der unterschiedlichen Länge ihrer 

Amplifikationsprodukte eindeutig identifiziert werden können. Die Darstellung der PCR-

Produkte erfolgte jeweils mittels Gelelektrophorese. 

2.3.3 Primerliste 

Tabelle 9: Beta-Globin-Primer-Paar(DNA-PCR) 

Primer Sequenz Länge Position Tm Amplicon 

GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 20nt (-145)-(-126) 560C 268bp 

PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC 20nt 124-104 590C 268bp 

Tabelle 10: PPP1CA-Primer-Paar(RT-PCR) 

Primer Sequenz Länge Position Tm Amplicon 

RT-PPP1CA CAGTTGAAGCAGTCAGTGAA 20nt 596-577 550C  

PPP1CA X3 F CCTATAAGATCAAGTACCCCGAGA 24nt 449-472 600C 113bp 

PPP1CA X4 B GATGTTGTAGCGTCTCTTGCAC 22nt 561-540 600C 113bp 

Tabelle 11: Verteilung der HPV-Typen in der nested-Multiplex-PCR 

Mix 1(bp) Mix 2  Mix 3 Mix 4 Mix 5 

HPV 35(358) HPV 16(457) HPV 33(398) HPV 18(405) HPV 56(408) 

HPV 74(307) HPV 68(333) HPV 6/11(334) HPV 67(319) HPV 55(315) 

HPV 31(263) HPV 39(280) HPV 58(274) HPV 42(277) HPV 57(270) 

HPV 44(208) HPV 52(224) HPV 51(223) HPV 59(215) HPV 61(216) 

HPV 45(151) HPV 66(172) HPV 70(160) HPV 54(154) HPV 73(164) 

HPV 53(96) HPV 72(106) HPV 69(98) HPV 43(100) HPV 62(101) 

 

In Tabelle 17 ist die Verteilung der HPV-Typen in 5 unterschiedlichen nested-Multiplex-PCR-

Mixen angegeben. Die Viren sind nach aufsteigender Länge der Amplifikate angegeben in 

Basenpaaren (bp). 
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In Proben mit nachgewiesenen Infektionen wurde aus weiteren ungefärbten Schnittpräparaten 

die gesamt-RNA extrahiert. 

2.3.4 Sequenzierung zur Typisierung 

Um den HPV-Typ festzulegen, wurden die Amplifikationsprodukte der GP5+/6+-PCR von der 

Firma Sequiserve sequenziert. Die Amplifikationsprodukte wurden vorher mit dem QIAquick 

PCR Purification Kit (QIAGEN) prozessiert, um die doppelstrangige-DNA-Fragmente zu reinigen.  

2.4 Untersuchung der transkriptionellen Aktivität der E6/E7-

Onkogene 

2.4.1 Extraktion von RNA zum Nachweis der transkriptionellen Aktivität der 

E6/E7-Onkogene 

Die Extraktion von RNA erfolgte aus weiteren Leerschnitten auf nicht beschichteten 

Objektträgern. Die Leerschnitte wurden zuerst 2x für 10min in reinem Xylol entparaffiniert und 

2x für 10min in absolutem Ethanol gewaschen. Zunächst wurde das Tumorareal von den 

entparaffinierten Schnitten mit einer Pipettenspitze abgetragen. Um bei der Dissektion das 

Tumorareal vom gesunden Gewebe exakt abgrenzen zu können, wurde der entparaffinierte 

Leerschnitt mit dem passenden Hämatoxylin-Eosin gefärbten Serienschnitt verglichen, auf dem 

bereits unter Mikroskop das Tumorareal mit ausreichendem Abstand vom gesunden 

Plattenepithel markiert wurde. 

Für die RNA-Extraktion wurde das High Pure FFPE RNA-Micro-Kit der Firma Roche (SN. 

04823125) verwendet. Um das Tumorareal vom Objektträger abzutragen, wurden 60 µl 

Gewebe-Lysepuffer verwendet und das Material wurde in ein Eppendorf-Gefäß übertragen. 

Nach der Zugabe von 10 % SDS (Sodium Dodecyl Sulphate, Natriumdodecylsulfat) und 30 µl 

Proteinase K (in 4,5ml Elutionspuffer gelöst, aliquotiert und bei 20°C gelagert) wurden die 

Proben kurz gevortext, zentrifugiert und für 3h bei 55°C in den Thermoschüttler zum Verdau 

gestellt. Nach dem Proteinase K-Verdau wurden 200 µl Bindungspuffer und 200 µl absolutes 

Ethanol dazu pipettiert. Nachdem die Probe gevortext und bei 16.000rcf für eine Minute 

zentrifugiert wurde, wurde der Überstand in einen High Pure-Filter gegeben. Die Probe wurde 

auf 8.000rcf zentrifugiert und das Eluat wurde danach verworfen. Die Probe wurde für 1min 

bei 19.090rcf (maximale Geschwindigkeit der Eppendorf-Zentrifuge) zentrifugiert, um den 
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Filter zu trocknen. Zu der Probe wurde danach 30 µl DNase-Lösung pipettiert, die aus 3 µl 

DNase-Inkubationspuffer und 27 µl DNase (in 2ml Elutionspuffer gelöst, aliquotiert und bei 

20°C gelagert) hergestellt wurde, und für 15min in Raumtemperatur inkubiert. Die Probe wurde 

danach mit 300 µl Waschpuffer I, 300 µl Waschpuffer II und 200 µl Waschpuffer II gewaschen 

und für 30s bei 8.000rcf zentrifugiert. Das Eluat wurde nach jedem Schritt verworfen. Um den 

Filter erneut zu trocknen, wurde die Probe für 2min bei 19 090rcf zentrifugiert. Für die 

Eluierung der RNA wurden 20 µl Elutionspuffer verwendet. Die RNA-Konzentration wurde aus 

einem Aliquot von 1,2 µl Probe bei 240nm am Spektrophotometer (NanoDrop ND-1000, 

PeqLab) gemessen. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. 

2.4.2 cDNA-Synthese mit typspezifischen Primern  

Im Anschluss an die Extraktion wurde die RNA einer Reverse-Transkriptase-Reaktion zugeführt 

und in eine komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben, um mittels PCR amplifiziert werden 

zu können. Dafür wurden jeweils 3 -5 µl Gesamt-RNA in einem Volumen von insgesamt 20 µl 

verwendet. Zuerst wurde ein Primer-Mix hergestellt. In 50 µl Primer-Mix werden jeweils 2 µl 

eines für das PPP1CA-Gen (Homo sapiens-Protein Phosphatase 1, katalytische Untereinheit, 

Alpha-Isoenzym, Transkriptvariante 1) ausgewählten Primers (5⁰-CAGTTGAAGCAGTCAGTGAA-

3⁰, Position 596-577) und 2 µl des Back-Primers für den untersuchten HPV-Typ mit 46 µl H2O 

(destilliertes, autoklaviertes Wasser) gemischt.[84] Für die Reverse-Transkriptase-Reaktion 

wurde das Transcriptor First Strand cDNA Synthesis-Kit (Roche, SN 04379012001) verwendet. 

Für die Reaktion wurden 2 unterschiedliche Mixe zubereitet. Im ersten Mix wurden 3-5 µl 

Gesamt-RNA mit 5 µl Primer-Mix und 3-5 µl H2O, so dass das Gesamtvolumen der Reaktion 

zunächst 13 µl betrug. Das Gemisch wurde dann im Thermocycler für 10min bei 65°C inkubiert, 

um die RNA zu "entfalten" und die Anlagerung der Primer an die RNA (annealing) zu erreichen. 

Im nächsten Arbeitsschritt wurde das Reaktionsprodukt für 5min in einen Kühlständer gestellt 

und 7 µl von dem zweiten Mix wurden dazu pipettiert. Der zweite Mix wurde aus 4 µl 

Transcriptor-Reverse-Transkriptase-Reaktionspuffer (5x konzentriert, 250mM Tris-HCL, 

150mM KCl, 40mM MgCl2, pH 8,5), 0,5 µl Protector-RNase-Inhibitor (40 U/µl), 2 µl 

Desoxyribonukleotide-Mix (10mM jeweils), 0,5 µl Transcriptor-Reverse-Transkriptase (20 U/µl) 

hergestellt. Nach dem Abkühlen wurde das Reaktionsgemisch im Thermocycler bei 55°C für 30s 

und bei 85° C für 5min inkubiert und für 10min auf 10°C abgekühlt. 
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Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase und kann unter diesen 

Bedingungen mit einer einzelsträngigen RNA als Matrize in 5`-3` Richtung eine komplementäre 

DNA (cDNA) synthetisieren. Die strukturelle Integrität der cDNA wurde durch den Nachweis 

gesplicter Transkripte des PPP1CA-Gens mit einer einfachen PCR überprüft. 

2.4.3 Einfache RT-PCR und nested-RT-PCR 

Mit einer anschließenden PCR wurde die in cDNA umgeschriebene RNA amplifiziert. Als Primer 

für die RT-PCR wurden ähnliche E6-Konsensus-Primer verwendet, die auch für die HPV-

Typisierung verwendet wurden. Zur Steigerung der Sensitivität wurden jeweils interne Primer 

für eine nested RT-Reaktion verwendet [84]. Es wurden 1 µl cDNA in die RT-PCR eingesetzt. Der 

Reaktionsansatz enthielt 10x konzentriertes PCR-Gold-Puffer II (100mM Tris-HCl, pH 8,3, 

500mM KCl, 15mM MgCl2, Applied Biosystems), 25mM von jedem der vier dNTPs (Fermentas), 

je 15pmol PCR-Primer und 1U thermostabile Taq-Polymerase (AmpiTaq Gold DNA-Polymerase, 

Applied Biosystems). Die verwendeten Primer wurden durch die Firma TIB Molbiol (Berlin, 

Deutschland) hergestellt. 

Tabelle 12: HPV-Typ und RT-PCR-Vorwärts-Primer 

HPV Typ RT-PCR-Vorwärts-Primer Position (nt) 

HPV 16 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC 141-164 

HPV 18 GCT TTG AGG ATC CAA CAC GG 112-131 

HPV 33 ACT ATA CAC AAC ATT GAA CTA 172-192 

HPV 35 CAA CGA GGT AGA AGA AAG CAT C 157-178 

HPV 59 TAC ACA ACG ACC ATA CAA ACT G 108-129 

HPV 66 GCA GCC TGT TGT GCC TGT AG 76-95 

 

Tabelle 13: HPV-Typ und Rückwärtsprimer 

HPV Typ RT-PCR-Rückwärts-Primer Position (nt) 

HPV 16 TCC TCC TCC TCT GAG CTG TC 668-649 

HPV 18 CTG AGT CGC TTA ATT GCT CG 692-673 

HPV 33 TCA TCC TCA TCT GAG CTG TC 679-660 

HPV 35 TCC TCC TCC TCT GAG CTG TC 668-649 

HPV 59 TCT CGG AGT CGG AGT CAG G 686-668 

HPV 66 TCC TCA TCC TCT GAG CTG TC 678-659 

 

Für die nested RT-PCR 1 µl PCR-Produkt aus der typspezifische RT- PCR eingesetzt. Der 

Reaktionsansatz enthielt 10x konzentriertes PCR Gold Puffer II (100mM Tris- HCl, pH 8,3, 
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500mM KCl, 15mM MgCl2, Applied Biosystems), 25mM von jedem der vier dNTPs (Fermentas), 

je 15pmol PCR-Primer und 1U thermostabile Taq-Polymerase (AmpiTaq Gold DNA Polymerase, 

Applied Biosystems). Die verwendeten Primer wurden durch die Firma TIB Molbiol (Berlin, 

Deutschland) hergestellt. 

Tabelle 14: HPV- Typ nested RT- PCR-Vorwärts-Primer [83] 

HPV Typ nested RT- PCR-Vorwärts-Primer Position (nt) 

HPV 16 GTG TGT ACT GCA AGC AAC AG 192-211 

HPV 18 CAC TTC ACT GCA AGA CAT AGA 170-190 

HPV 33 GGA ATG CAA AAA ACC TTT GCA A 201-222 

HPV 35 CAA ACA AGA ATT ACA GCG GA 208-227 

HPV 59 CTC TGC ATG ATA TTC GCA TC 158-177 

HPV 66 CCT GTA GAT ATC CAT GGA TTC C 89-110 

 

Tabelle 15: HPV- Typ nested RT-PCR-Rückwärtsprimer [83] 

HPV Typ nested RT- PCR Rückwärts-Primer Position (nt) 

HPV 16 CAT ATA TTC ATG CAA TGT AGG TGT A 597-573 

HPV 18 GTT GTG AAA TGC TGC TTT TTC A 491-470 

HPV 33 GTT TTT ACA CGT CAC AGT GCA 569-549 

HPV 35 GGT CAG TTG CCT CGG GTT C 625-607 

HPV 59 CAC ACA AGG TCA ACT TCC TC 654-635 

HPV 66 AGA TTC TGT AGC TTG TCT ACT C 560-539 

 

2.4.4 Gelelektrophorese  

Die Analyse der PCR-Amplifikationsprodukte erfolgt mittels Gelelektrophorese. Die 

Amplifikationsprodukte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen. Für die Herstellung eines 2 % 

Agarose-Gels wurden 1,4g Agarosepulver (PeqGold Universal Agarose, PeqLab Biotechnologie, 

Ser. Nr. 35 1020) in 70ml 0,5 % TBE-Puffer (450mM Tris Borat, 10mM EDTA, Roth Nr. 3061:2) 

gemischt. Das Gel wurde für 2min bei 900W in der Mikrowelle unter Sichtkontrolle gekocht und 

anschließend unter kaltem Leitungswasser auf ungefähr 60°C abgekühlt. Um die 

Amplifikationsprodukte unter UV-Licht sichtbar zu machen, wurden 3 µl Ethidiumbromid 

(Konzentration von 3 l EtBr in 70ml Gel) in das abgekühlte, flüssige Gel zugegeben und in diesem 

gleichmäßig verteilt. Als Laufpuffer wurde 0,5 % TBE-Puffer benutzt. Ungefähr 7-8 µl Probe 

wurden mit 1 µl Ladepuffer (6x Loading Buffer von PeqLab, 10mM Tris-HCl, EDTA, BpB, 

Xylencyanol, 60 % Glycerin, Ser. Nr. 25 2170) gemischt und in eine Geltasche pipettiert. Um die 
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Länge der Amplifikationsprodukte abschätzen zu können, wurden jeweils 3 µl Längenmarker 

(PeqGold DNA-Sizer XIII, Ser. Nr. 25 2171) in die Geltasche vor der ersten Probe und in die 

Geltasche nach der Positivkontrolle aufgetragen. Mittels Gelelektrophorese wurden alle PCRs 

sowohl auf DNA-als auch RNA-Ebene ausgewertet. So wurde es möglich, die 

Amplifikationsprodukte einem bestimmten Splice-Produkt (E6/ E7, E6 bzw. E6 I, E6 II im Fall 

einer HPV16-Infektion) zuzuordnen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Stichprobe 

Das im Folgenden untersuchte Gewebematerial des Pathologischen Instituts stammt aus einem 

Patientenkollektiv der HNO-Klinik mit folgenden Eigenschaften. (Für eine vollständige 

Darstellung der Stichprobe inklusive Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Tumorlokalisation und 

pTNM-Klassifikation, vgl. Anhang 1):  

Unter den 96 Patienten befanden sich 69 Männer (71,8 %) und 27 Frauen (28,1 %).  

Der allgemeine Altersdurchschnitt für beide Geschlechter lag bei 60 Jahren, der Altersmedian 

bei 59 Jahren. Geschlechtsbezogen betrachtet lag das Durchschnittsalter bei der operativen 

Entfernung/Biopsie bei Frauen mit 62 Jahren gering höher als bei Männern, wobei der Median 

bei 59 Jahren lag. Das Erstdiagnosealter bei den männlichen Patienten lag im Durchschnitt bei 

59 Jahren, der Altersmedian ebenfalls bei 59 Jahren. Der älteste männliche Patient war 75 Jahre 

bei Erstdiagnose und die älteste Patientin 84 bei Erstdiagnose.  

Die meisten behandelten Karzinome waren in den Tonsillen lokalisiert. In 6 Proben handelte es 

sich um bilaterale Tonsillenkarzinome (Proben 38+39; 56+76; 62+63; 69+70; 73+74; 130+131), 

die separat aufgearbeitet worden waren. Weitere Lokalisationen waren die 

Glossotonsillarfurche, der Zungengrund und der Gaumenbogen. In Tabelle 4 sind sämtliche 

eingeschlossenen Patientencharakteristika inklusive Lebensalters, Geschlecht, Tumor-

lokalisation und pTNM-Stadium aufgelistet. 

Tabelle 16: Tumorlokalisation 

Lokalisation Anzahl Prozent 

Tonsille 83 86,5 % 

Glossotonsillarfurche 4 4,2 % 

Oropharynx 2 2,1 % 

Zungengrund 3 3,1 % 

Gaumenbogen 2 2,1 % 

Tonsillenloge 1 1 % 

 
6 Gewebeproben stammten aus bilateralen Tonsillenkarzinomen, also von 3 Patienten. Diese 

wurden separat aufgearbeitet. In diesen Proben handelt es sich um die Proben 38+39; 56+76; 

62+63; 69+70; 73+74; 103+131. 
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In Tabelle 21 sind die Tumorstadien der in der Studie eingeschlossenen Karzinome aufgelistet. 

Im Stadium pT1 waren 19 Karzinome (19,8 %). Bemerkenswert ist, dass 49 Karzinome (51 %) 

im Stadium pT2 diagnostiziert wurden, mit einer Primärtumorgröße von 2-4cm. Ein Karzinom 

(1 %) wurde im Stadium pT2/3 beschrieben. Im Stadium pT3 waren 25 Karzinome (26,0%). Im 

Stadium pT4 und pT4a waren jeweils 1 Karzinom (1,0%). 

Tabelle 17: Tumorausdehnung (n=96) 

 
Das N-Stadium war in 5 Proben (5,2 %) unbekannt. 23 Karzinome (24,0 %) wiesen keine 

Lymphknotenmetastasen (pN0) auf. 24 Karzinome (25,0 %) waren im pN1-Stadium, wiesen also 

ispilaterale Lymphknotenmetastasen kleiner als 3cm auf. 3 Fälle (3,1 %) wurden als pN2-

Stadium bei Nachweis von bilateralen Lymphknotenmetastasen eingestuft. Bei Nachweis von 

ipsilateralen Lymphknotenmetastasen ergibt sich ein pN2a-Stadium, wenn diese zwischen 3 cm 

und 6cm groß sind; als solche wurden 4 Fälle (4,2 %) eingestuft. Im pN2b-Stadium sind multiple 

ipsilaterale Lymphknotenmetastasen bis zu 6cm nachweisbar; in dieser Kategorie gehörten 26 

Fälle (27,1 %). Als Stadium pN2c wurden 7 Fälle (7,3 %) bei Nachweis von bilateralen 

Lymphknotenmetastasen bis zu 6cm kategorisiert. 3 Fälle (3,1 %) waren bei Nachweis von 

Lymphknotenmetastasen über 6cm im Stadium pN3. In einem Fall (1 %) wurde das Stadium 

pN3a dokumentiert. 

Das M-Stadium war für alle Patienten der Studie unbekannt und somit als Mx eingestuft. 

T-Stadium  Anzahl Prozent  

pT1 19 19,8 % 

pT2 49 51.0 % 

pT2/3 1 1,0 % 

pT3 25 26,0 % 

pT4 1 1,0 % 

pT4a 1 1.0 % 
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Tabelle 18: Lymphknotenstatus 

N-Stadium Anzahl Prozent 

pNx 5 5,2 % 

pN0 23 24,0 % 

pN1 24 25,0 % 

pN2 3 3,1 % 

pN2a 4 4,2 % 

pN2b 26 27,1 % 

pN2c 7 7,3 % 

pN3 3 3,1 % 

pN3a 1 1,0 % 

 
Das Grading wurde in einem Fall (1 %) als G1 bewertet. Als G2 wurden 25 Fälle (26,0 %) 

eingestuft. 70 Fälle (72,9 %) wurden als gering differenziert bewertet. 

Tabelle 19: Grading (n=96) 

Grading  Anzahl Prozent  

G1 1 1,0 % 

G2 25 26,0 % 

G3 70 72,9 % 

 
Der Resektionsstatus der Karzinome war in 82 der insgesamt 96 Fälle (85,4 %) unbekannt. Bei 

5 Proben (5,2 %) wurde kein Residualtumor an den Resektionsrändern nachgewiesen und somit 

als R0 bezeichnet. In 9 Proben (9,4 %) konnte ein mikroskopischer Nachweis von Tumorgewebe 

an den Resektionsrändern nachgewiesen werden (R1-Status). 

Tabelle 20: Resektionsstatus 

 
In 2 Fälle fanden sich eine Lymphangiosis, Hämangiosis carcinomatosa und eine Peri-

neuralscheideninfiltration. Im Fall 45 lag ein L1, V1 und Pn1-Status vor. Dies bedeutet, dass 

mikroskopisch in Lymph- und Blutgefäßen Tumorgewebe sowie eine 

Perineuralscheideninfiltration nachweisbar waren. Im Fall 65 wurde ein L1, V0, Pn1-Status 

beschrieben.  

Resektionsstatus Anzahl Prozent 

Rx 82 85,4 % 

R0 5 5,2 % 

R1 9 9,4 % 
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3.2 Ergebnisse immunhistologischer Untersuchungen 

Von allen Proben wurde eine immunhistologische Untersuchung mit einem anti-p16-

Antikörpern durchgeführt. Von 96 Proben reagierten 60 Fälle (62,5 %) positiv auf die p16-

Antikörper; 36(36,5 %) reagierten nicht durchgehend kräftig positiv und wurden somit als 

negativ gewertet. 

Mittels Immunhistochemie konnte in 52 von 53 Karzinomen mit Nachweis einer HPV-Infektion 

(98,1 %; 52/53 Proben) eine p16-Überexpression nachgewiesen werden. Im Fall 103 wurde 

mittels Sequenzierung eine HPV16-Infektion festgestellt, aber immunhistochemisch keine p16-

Überexpression nachgewiesen. In 9 Proben (9,4 %; 9/96) zeigte sich eine p16-Überexpression 

bei fehlendem Nachweis eines Amplifikats in allen Typisierungsreaktionen, so dass hier eine 

Diskrepanz zwischen der p16-Überexpression und dem HPV-Status bestand.  

3.3 Nachweis und Typisierung von HPV-Infektionen 

Die strukturelle Intaktheit der extrahierten DNA wurde durch die Amplifikation des humanen 

β-Globin-Gens überprüft [39]. In 95 der insgesamt 96 untersuchten Fälle (98,9 %; 95/96) wurde 

das β-Globin-Gen nachgewiesen (s. Abbildung 8). In einem Fall (Fall Nr. 132) war dieses Ampli-

fikationsprodukt nicht nachweisbar. Trotz des fehlenden Nachweises des β-Globin-Amplifika-

tionsprodukts wurden weitere Typisierungsuntersuchungen durchgeführt. Diese zeigten 

jeweils ein negatives Ergebnis. Die Abbildung 8 zeigt die Auswertung der housekeeping-PCR mit 

Hilfe der Gelelektrophorese beispielhaft. Vor und nach den Proben war jeweils eine molekulare 

Leiter aufgetragen worden, um die Länge der PCR-Produkts korrekt bestimmen zu können. Bei 

jeder PCR wurde eine negative und eine Positivkontrolle mitanalysiert. So ließ sich eine 

Kontamination bei positivem Nachweis eines Amplifikats in der Negativprobe ausschließen.  

 

Abbildung 8: Beta-Globin-Nachweis als housekeeping-PCR. Proben 61-69 sind positiv. Die Probe 70 ist schwach 
positiv und aufgrund der Auflösung nicht gut auf diesem Bild erfasst. Die Negativkontrolle zeigt keinen 
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Amplifikatnachweis und die Positivkontrolle zeigt einen positiven Nachweis. In der ersten und letzten Spalte 
sind jeweils die verwendeten molekularen Leiter dargestellt. Das Amplifikationsprodukt bei den positiven 
Proben ist 281bp lang.  

Die erste PCR zum Nachweis einer HPV-Infektion ist die MY09/11-PCR. In dieser Reaktion wird 

ein Teil des L1-Gens amplifiziert. In der MY09/11-PCR waren 48 Fälle (50 %; 48/96) positiv. 

Anschließend wurde bei allen Proben der MY09/11 das Amplifikationsprodukt für die 

Durchführungen der GP5+/6+-PCR weiteranalysiert. Die Ergebnisse der nested-GP5+/6+-PCR 

unterschieden sich leicht von den Ergebnissen der MY09/11-PCR. In der GP5+/6+-PCR wurde in 

53 Proben (55,2 %; 53/96) ein Amplifikationsprodukt nachgewiesen. Im Unterschied zu diesen 

53 in der GP5+/6+-PCR positiven Proben wurde mittels NMPCR nur in 50 Proben (52,1 %; 50/96) 

ein Amplifikationsprodukt nachgewiesen. Abbildung 9 zeigt beispielhaft einen Vergleich der 

Ergebnisse beider PCR-Methoden.  

 

Abbildung 9:MY- und GP-PCRs von den Proben 40, 52, 53, 54, 88, 90, 94, 97, 103, 105, 133. In der MY-09/11-PCR 
sind die Proben 53, 90, 97 positiv und die Proben 54, 88, 94, 103, 133 schwach positiv. Das 
Amplifikationsprodukt der MY09/11-PCR ist 450bp lang. In der GP 5+/6+ sind alle Proben bis auf Probe 105 
positiv. In der GP5+/6+-PCR ist Amplifikationsprodukt 150bp lang. 

Alle nested GP5+/6+-PCR positiven Fälle, die sich mittels NMPCR als negativ erwiesen, wurden 

sequenziert und in allen Proben wurde dabei die Infektion mit HPV bestätigt. Bei den Proben 

40, 94 und 103 wurde eine HPV-Assoziation durch ein positives Ergebnis in der MY09/11- und 

GP5+/6+-PCR nachgewiesen. In der nested-Multiplex-PCR (NMPCR) konnte kein Amplifikat 

nachgewiesen werden. In der Sequenzierung konnte für die Proben 40 und 103 eine Infektion 

mit HPV 16 und für die Probe 94 eine Infektion mit HPV 33 nachgewiesen werden. Die 

Typisierung ergab folgende HPV-Typen: 16, 18, 35, 59, 66, wobei Typ 66 nur als Koinfektion mit 

HPV 16 in 2 Proben vorkam. Tabelle 21: Im Gesamtkollektiv nachgewiesene HPV-TypenTabelle 

25 listet die im Gesamtkollektiv nachgewiesenen HPV-Typen auf. In 48 Proben (90,6 %; 48/53) 

wurde HPV-Typ 16 nachgewiesen, wobei in 2 Proben eine Koinfektion mit HPV 66 festgestellt 

wurde. In 2 Proben (3,7 %; 2/53) wurde HPV 18 nachgewiesen und in einem einzigen Fall (1,8 %; 
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1/53) HPV 35 und HPV 59. Die Infektion mit HPV 33 wurde wie oben bereits beschrieben nur in 

einem einzigen Fall (1,8 %; 1/53) mittels Sequenzierung festgestellt.  

 

Abbildung 10: Multiplex nested-PCR mit Nachweis von HPV 35, 16.Für HPV 35 ist in der NMPCR ein Amplifikat 
mit 358bp Länge nachweisbar. Für HPV 16 ist ein Amplifikat mit 457bp Länge nachweisbar.  

 

Abbildung 11: Multiplex nested-PCR mit Nachweis von HPV 18. Die Länge des nachgewiesenen Amplifikats ist 
322bp.  

Tabelle 21: Im Gesamtkollektiv nachgewiesene HPV-Typen 

HPV-Typ Anzahl Prozent 

16* 48 90,6 % 

18 2 3,7 % 

33 1 1,8 % 

35 1 1,8 % 

59 1 1,8 % 

66 2 3,7 % 

* In 2 Proben konnte eine Koinfektion mit HPV16 und 66 festgestellt werden. Diese Fälle wurden zu den 
HPV16-Einfachinfektionen hinzugezählt. 
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Im folgenden Flussdiagramm (Abbildung 12) sind die einzelnen Arbeitsschritte und die 

Ergebnisse der jeweiligen PCRs dargestellt.  

 

Abbildung 12: Untersuchungsablauf und Ergebnisse auf DNA-Ebene in schematischer Darstellung 
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Tabelle 22: Ergebnisse der HPV-Untersuchungen auf DNA-Ebene(sequenzierte Fälle sind orange markiert) 

Fall-Nr Beta-Globin 
(0= negativ, 
1=positiv) 

My09/11 
(0= negativ, 
1=positiv) 

GP5+/6+  
(0= negativ, 
1=positiv) 

Multiplex 
HPV             

(0= negativ, 
1=positiv) 

HPV-Typ(0= 
keine Infektion 
nachweisbar) 

28 1 0 0 0 0 

30 1 1 1 1 16 

32 1 0 0 0 0 

38 1 0 0 0 0 

39 1 0 0 0 0 

40 1 1 1 0 16* 

41 1 1 1 1 16 

42 1 1 1 1 16 

44 1 1 1 1 16 

45 1 0 0 0 0 

46 1 0 0 0 0 

47 1 1 1 1 16 

48 1 0 0 0 0 

49 1 0 0 0 0 

50 1 1 1 1 16 

51 1 0 0 0 0 

52 1 1 1 1 16 

53 1 1 1 1 16 

54 1 1 1 1 16 

55 1 0 0 0 0 

56 1 1 1 1 16 

57 1 1 1 1 16 

58 1 1 1 1 16 

59 1 1 1 1 16 

60 1 0 0 0 0 

61 1 1 1 1 16 

62 1 0 0 0 0 

63 1 0 0 0 0 

65 1 0 0 0 0 

66 1 1 1 1 16 

68 1 1 1 1 16 

69 1 1 1 1 16, 66 

70 1 1 1 1 16 

71 1 0 0 0 0 

72 1 0 0 0 0 

73 1 1 1 1 16 

75 1 1 1 1 16 

76 1 1 1 1 16 
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77 1 0 0 0 0 

78 1 1 1 1 18 

79 1 0 0 0 0 

80 1 1 1 1 16 

81 1 0 0 0 0 

82 1 0 0 0 0 

84 1 1 1 1 16 

85 1 1 1 1 16 

86 1 0 0 0 0 

87 1 0 0 0 0 

88 1 1 1 1 16 

89 1 1 1 1 16 

90 1 1 1 1 16 

91 1 1 1 1 16 

92 1 0 0 0 0 

93 1 0 0 0 0 

94 1 1 1 0 33* 

95 1 1 1 1 59 

96 1 1 1 1 16 

97 1 1 1 1 16 

98 1 1 1 1 18 

99 1 0 1 1 16 

100 1 0 0 0 0 

101 1 0 0 0 0 

102 1 1 1 1 16, 66 

103 1 0 1 0 16* 

104 1 1 1 1 16 

105 1 0 0 0 0 

106 1 1 1 1 16 

107 1 0 0 0 0 

108 1 0 1 1 16 

109 1 1 1 1 16 

110 1 0 0 0 0 

111 1 1 1 1 16 

112 1 1 1 1 16 

113 1 0 0 0 0 

114 1 0 0 0 0 

115 1 1 1 1 16 
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116 1 0 0 0 0 

117 1 1 1 1 16 

118 1 1 1 1 16 

119 1 0 1 1 16 

120 1 0 1 1 35 

121 1 0 0 0 0 

122 1 0 0 0 0 

123 1 1 1 1 16 

124 1 1 1 1 16 

125 1 0 0 0 0 

126 1 0 0 0 0 

127 1 0 0 0 0 

129 1 0 0 0 0 

130 1 0 0 0 0 

132 0 0 0 0 0 

133 1 1 1 1 16 

134 1 0 0 0 0 

135 1 0 0 0 0 

136 1 1 1 1 16, 66 

 

3.4 Transkriptionelle Aktivität der E6/E7-Onkogene 

Für die Untersuchung der Fälle auf RNA-Ebene wurde zuerst eine komplementäre DNA (cDNA) 

synthetisiert. Um die strukturelle Intaktheit der synthetisierten cDNA zu überprüfen, wurde das 

PPP1CA-Gen (Homo-sapiens-Protein-Phosphatase 1, katalytische Untereinheit, alpha-

Isoenzym, Transkriptvariante 1) amplifiziert. In 50 von 53 Proben (94,3 %) ließ sich ein 

Amplifikat nachweisen und in 3 Proben (5,6 %) nicht. Diese 3 Fälle wurden weiterhin mittels 

einfacher und nested-typspezifischer RT-PCR untersucht, wobei allerdings kein Amplifikat in 

der nested RT-PCR nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse der typspezifischen HPV-

nested-RT-PCR waren folgende: In 42 von 53 untersuchten Proben (79,2 %) konnten die 

Amplifikationsprodukte E6* oder E6/7 nachgewiesen werden. 

Aus 48 HPV 16-positiven Proben wiesen 40 (83,3 %) die E6*- und/oder E6/E7-

Onkogentranskripte auf; in 8 Proben (16,6 %) konnte kein Onkogentranskript nachgewiesen 

werden. In beiden Proben, die mit HPV18 infiziert waren, konnte kein Onkogentranskript 

nachgewiesen werden. Auch die Fälle mit nachgewiesener HPV66-Koinfektion wiesen für den 

Typ 66 kein Onkogentranskript auf. In Proben, in denen eine Infektion mit Typ 33 und 35 

nachgewiesen worden war, wurde ein für diese Typen spezifisches E6/E7-Onkogentranskript 

nachgewiesen. 
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Die Abbildung 13 zeigt das Ergebnis der nested-RT-PCR für die Proben 70, 84, 85, 89, 91, 96, 99, 

106, 108, 111, 112.    

Tabelle 23: PCR Ergebnisse RNA 

PCR PPP1CA HPV16 
nRT-PCR 

HPV18 
nRT-PCR 

HPV66 
nRT-PCR 

HPV33 
nRT-PCR 

HPV35 
nRT-PCR 

HPV59 
nRT-PCR 

Positiv  
% 
(absolut) 

94,3 % 
(50/53) 

83,3 % 
(40/48) 

0 % 
(0/2) 

0 % 
(0/2) 

100 % 
(1/1) 

0 % 
(0/1) 

100 % 
(1/1) 

 

Im unten folgenden Flussdiagramm sind sämtliche PCRs mit den jeweiligen Ergebnissen 

dargestellt.  

 

Abbildung 13: Multiplex-nested-RT-PCR für HPV 16. Erkennbar sind verschiedene Spliceprodukte von HPV16. In 
Probe 89 am längsten und schwach erkennbar das E6/E7-Amplifikat mit 395 bp Länge. Weiterhin das E6*I-
Amplifikat mit 213 bp Länge und das E6*II-Amplifikat mit 95 bp Länge [100] 
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Abbildung 14: Untersuchungsablauf und Ergebnisse auf RNA-Ebene 

 

 

  

53 Fälle  

PPP1CA PCR  50  3  

HPV RT-PCR  

HPV nested RT-

PCR  

+ - 

HPV 16: 

40 
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Tabelle 24: Ergebnisse der HPV-Untersuchung auf RNA-Ebene 

Fall-
Nr 

HPV-
Typ 

PPP1CA (0=negativ, 
1=positiv) 

HPV-RT-PCR        
(0=negativ, 1=positiv) 

HPV-nRT-PCR (0= 
keine Infektion 

nachweisbar 

30 16 1 0 1 

40 16 0 
 

0 

41 16 1 0 1 

42 16 1 0 1 

44 16 1 1 1 

47 16 1 1 1 

50 16 1 1 1 

52 16 1 0 0 

53 16 1 0 1 

54 16 1 0 1 

56 16 1 0 1 

57 16 1 0 1 

58 16 1 0 1 

59 16 1 0 1 

61 16 1 0 0 

66 16 1 1 1 

68 16 1 0 1 

69 16, 66 1 0(16), 0(66) 1(16), 0(66) 

70 16 1 0 1 

73 16 1 0 1 

75 16 1 1 1 

76 16 1 0 0 

78 18 1 0 0 

80 16 1 1 1 

84 16 1 0 1 

85 16 1 1 1 

88 16 1 0 1 

89 16 1 0 1 

90 16 1 0 1 

91 16 1 1 1 

95 59 1 0 1 

94 33 1 
 

1 

96 16 1 0 1 

97 16 1 0 1 

98 18 1 0 0 

99 16 1 1 1 

102 16, 66 1 0(16), 0(66) 1(16), 0(66) 

103 16 1 1 0 

104 16 1 0 1 

106 16 1 0 1 
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108 16 1 0 0 

109 16 1 0 1 

111 16 1 1 1 

112 16 0 0 0 

115 16 1 0 1 

117 16 1 0 1 

118 16 1 0 1 

119 16 1 0 1 

120 35 0 0 0 

123 16 1 0 1 

124 16 1 0 1 

133 16 1 0 0 

136 16 1 0 1 

 

3.5 Korrelation von HPV-Infektion und Karzinomlokalisation 

Das Tumormaterial sämtlicher im untersuchten Kollektiv verfügbaren 96 Proben wurde in 

folgenden Geweben lokalisiert: Tonsille, Glossotonsillarfurche, Oropharynx, Zungengrund, 

Gaumenbogen und Tonsillenloge. Für 83 Proben (86,5 %; 83/96) war im pathologischen Befund 

als Tumorlokalisation die Tonsille angegeben. Vier Proben stammten aus der 

Glossotonsillarfurche (4,2 %; 4/96), 2 Proben aus dem Oropharynx (2 %; 2/96), 3 Proben 

stammten aus dem Zungengrund (3,1 %; 3/96), 2 Proben aus dem Gaumenbogen (2,1 %; 2/98) 

und jeweils 1 Probe aus der Tonsillenloge.    

In insgesamt 42 (79,2 %; 42/53) Proben konnte ein Amplifikat der E6/E7-Onkogentranskripte 

nachgewiesen werden. In diesen Proben war der Primärtumor meist in den Tonsillen lokalisiert; 

in einem weiteren Fall in der Pharynxwand/Tonsille und in einem weiteren Fall im Bereich des 

Mundbodens/Tonsille lokalisiert.  

Alle 3 Fälle (5,6 %; 3/53), in denen kein Amplifikat in der housekeeping-PPP1CA erzeugt werden 

konnte, war der Primärtumor in der Tonsillenregion lokalisiert. In Fall 136 konnte kein 

Amplifikat in der housekeeping β-Globin-PCR nachgewiesen werden; auch hier war der 

Primärtumor in der Tonsille lokalisiert. 

In 11 Proben konnte in der nested-RT-PCR trotz nachgewiesener HPV-Infektion in der nested-

Multiplex-PCR kein Amplifikat für die E6/E7-Onkogentranskripte nachgewiesen werden. In 3 

dieser Fälle konnte in der housekeeping-PPP1CA-PCR kein Amplifikat nachgewiesen werden. In 
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5 Proben war der Primärtumor in der Tonsille und in 3 Proben jeweils im Oropharynx, 

Gaumenbogen und Glossotonsillarfurche lokalisiert. 

Von den 83 in der Tonsille lokalisierten Proben zeigte 50(50/83; 60,2%) eine HPV-Assoziation. 

34(34/83; 39,8%) Karzinome, die aus Tonsillengewebe stammen zeigten keine HPV-Assoziation.  

Bei den 4 Proben, die aus Glossotonsillarfurchengewebe stammen, zeigten 3 Karzinome (3/4; 

75%) keine HPV –Assoziation. 2 Fälle aus Oropharynxkarzinome zeigten jeweils einen HPV-

assoziierten Fall und einen HPV-negativen Fall. Die Verteilung war ähnlich bei den 2 

Gaumenbogenkarzinomen mit jeweils einen HPV-positiven Fall und einen HPV-negativen Fall. 

Bei den 3 Proben, die aus Zungengrundgewebe stammen, zeigte sich keine HPV-Assoziation.  

Tabelle 25: Korrelation von Lokalisation und HPV-Status 

Lokalisation Tonsille Glosso-
tonsillar
furche 

Oro-
pharynx 

Zungen-
grund 

Gaumen-
bogen 

Tonsillen-
loge 

Tonsille/ 
Lymph-
knoten 

HPV positiv 50 1 1 0 1 0 0 

HPV negativ 33 3 1 3 1 1 1 

Σ 83 4 2 3 2 1 1 

HPV positiv (%) 60,2% 25% 50% 0 50% 0% 0% 

HPV negativ (%) 39,8% 75% 50% 100% 50% 100% 100% 

3.6 Korrelation von HPV-Infektion und T-Stadium 

Nach der TNM-Klassifikation kommen in dem aufgearbeiteten Kollektiv die Tumorstadien pT1-

pT4a vor, wie in der Tabelle 17: Tumorausdehnung (n=96) bereits aufgezählt sind. Im pT1-

Stadium wurden 19 Karzinome klassifiziert. Davon waren 11(11/19; 57,9%) Karzinome HPV-

positiv und 8 Karzinome HPV-negativ. Im pT2-Stadium waren 30 Karzinome HPV-assoziiert 

(30/49; 61,2%). Bei einem Karzinom wurde die Tumorausdehnung als HPV-negativ 

ausgewertet. Im pT3-Stadium befanden sich 25 Karzinome und davon waren 11(11/25; 44%) 

HPV-assoziiert. Im pT4-Stadium wurde ein Karzinom mit HPV-Assoziation dokumentiert.  

Tabelle 26: Korrelation von T-Stadium und HPV-Status 

T-Stadium pT1 pT2 pT2-T3 pT3 pT4 pT4a 

HPV positiv 11 30 0 11 1 0 

HPV negativ 8 19 1 14 0 1 

Σ 19 49 1 25 1 1 

HPV positiv (%) 57,9% 61,2% 0 44% 100% 0 

HPV negativ (%) 42,1% 38,8% 100% 56% 0 100% 
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In Tabelle 27: HPV-Typ und Tumorgröße sind die verschiedenen HPV-Typen aufgetrennt nach 

Tumorgrößen aufgelistet. Im pT1-Stadium konnte in 11 Proben eine Infektion mit HPV16 

diagnostiziert werden und einmalig HPV66. Im pT2-Stadium konnte in 24 Proben (24/30; 80%) 

eine Infektion mit HPV16 festgestellt werden. In weiteren 2 Proben im pT2-Stadium konnte 

eine Infektion mit HPV 18 festgestellt werden. Weiterhin konnten die HPV-Typen 33, 59, 35 und 

eine Koinfektion von HPV 16 und 66 bei Karzinomen im pT2-Stadium festgestellt werden. Im 

pT3-Stadium konnte in 11 Proben (11/11; 100%) eine HPV16-Infektion festgestellt werden. Im 

pT4-Stadium konnte ebenfalls eine HPV16-Infektion festgestellt werden. 

Tabelle 27: HPV-Typ und Tumorgröße 

T-Stadium pT1 pT2 pT3 pT4 

HPV 16  11 24 11 1 

HPV 18  
 

2 
  

HPV 33 
 

1 
  

HPV 59 
 

1 
  

HPV 35 
 

1 
  

HPV 66 1 1 
 

0 

Σ 12 30 11 1 

 

3.7 Korrelation von HPV-Infektion und p16-Immunohistochemie 
 

Die p16-Immunhistochemie wird in der Routinediagnostik als Surrogatmarker für die HPV-

Infektion angesehen. Insgesamt wurden 60 Karzinome als p16-positiv analysiert. Davon waren 

51 Karzinome (51/60; 85%) HPV-assoziiert und bei 9 Karzinomen gelang trotz positiver p16-

Reaktion kein HPV-Nachweis. In 2 Proben mit positivem HPV-Nachweises mittels PCR war keine 

p16-Reaktion in der Immunhistochemie nachweisbar. In beiden Proben konnten keine E6/E7-

Onkogentranskripte in der nested RT-PCR amplifiziert werden. 

Tabelle 28: Korrelation HPV-Status und p16-Immunhistochemie 

  p16 positiv p16 negativ 

HPV positiv 51 2 

HPV negativ 9 34 

Σ 60 36 

HPV positiv (%) 85% 5,6% 

HPV negativ (%) 15% 94,4% 

Σ 100% 100% 
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3.8 Korrelation von HPV-Infektion und Geschlecht 

Weiterhin ist auch die Geschlechtsverteilung in Bezug auf die HPV-Positivität der Karzinome 

interessant. Bei insgesamt 69 männlichen Patienten kamen 37(37/69; 53,6%) HPV-assoziierte 

Karzinome vor. In 27 weiblichen Patientinnen kamen 16(16/27; 59,3%) HPV-assoziierte 

Karzinome vor.  

Tabelle 29: Korrelation HPV-Infektion und Geschlechtsverteilung 

Geschlecht männlich weiblich 

HPV positiv 37 16 

HPV negativ 32 11 

Σ 69 27 

HPV positiv (%) 53,6% 59,3% 

HPV negativ (%) 46,4% 40,7% 

Σ 100% 100% 
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4 Diskussion 

Die pathogenetische Rolle einer Infektion mit humanen Papillomaviren in der Entstehung von 

Oropharynxkarzinomen wird seit vielen Jahren diskutiert. Derartige Tumoren unterscheiden 

sich von alkohol- und nikotin-assoziierten Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx durch ihre 

oft basaloide Morphologie [16]. Im klinischen Alltag zeigt eine HPV-Assoziation ebenfalls 

Relevanz, da sich die Therapie dieser Karzinome durch ihre Strahlensensibilität von den 

noxenassoziierten Plattenepithelkarzinomen unterscheidet [87]. Analog zu den 

Zervixkarzinomen zeigen die meisten Plattenepithelkarzinome eine Infektion mit dem HPV-Typ 

16. Seltener sind Koinfektionen oder Infektionen mit den Typen 18, 31 und 33 [15, 38]. 

Der eindeutige Beweis für ein HPV-assoziiertes Oropharynxkarzinom ist erst durch Nachweis 

der Virus-DNA in den Tumorzellen möglich geworden. Im klinischen Alltag basiert die Diagnose 

eines HPV-assoziierten Tonsillenkarzinoms jedoch vor allem auf immunhistochemischen 

Untersuchungen, speziell dem Nachweis des Surrogatmarkers p16. Aufgrund der hohen 

Übereinstimmung immunhistochemischer und molekularer Befunde orientiert sich auch das 

Therapiekonzept daran. HPV-assoziierte Oropharynxkarzinome sind strahlenempfindlicher und 

haben eine bessere Prognose als die alkohol- und nikotinassoziierten Plattenepithelkarzinome 

[12, 14].  

Ein direkter Nachweis von HPV kann auch durch eine HPV-in situ-Hybridisierung erfolgen. Unter 

dem Mikroskop wird dann beurteilt, ob sich die Virus-DNA im Zellkern befindet. Die HPV-in situ-

Hybridisierung zählt aufgrund des hohen technischen Aufwands und der relativ geringen 

Sensitivität noch nicht zu den Nachweismethoden, die als Routinediagnostik im Klinikbetrieb 

angewendet werden. Durch die Einführung von kommerziellen Kits zur HPV-in situ-

Hybridisierung sind die diagnostischen Schritte allerdings mittlerweile standardisiert und somit 

nicht wesentlich zeitaufwändiger als die Immunhistochemie. Die HPV-in situ-Hybridisierung ist 

damit als Methode zum direkten Virusnachweis geeignet, zumal damit die Infektion spezifisch 

bestimmten Gewebsarealen zuordnen lässt.  

Über die immunhistochemische Untersuchung oder die HPV-in situ-Hybridisierung kann zwar 

eine Assoziation dieser Karzinome mit dem Virus gezeigt werden, eine Aussage über den 

Virustyp ist allerdings nicht möglich. Zudem ist auch mit den kommerziellen Kits nur eine sehr 

begrenzte Anzahl von HPV-Typen mittels HPV-in situ-Hybridisierung nachweisbar [13]. 
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Die genaue Bestimmung des jeweils vorliegenden HPV-Typs zum Nachweis von 

Mehrfachinfektionen ist sinnvoll, um zwischen Infektionen mit einem high-risk- und einem low-

risk-Typ zu unterscheiden. Mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten PCR-Methode ist 

eine Amplifikation der E6/E7-Onkogene und somit die Identifizierung des vorliegenden HPV-

Typs, aber auch der transkriptionellen Aktivität des Virus im Tumorgewebe möglich. 

4.1 Methodendiskussion 

Das für die in Kapitel 3 beschriebenen Untersuchungen verwendete Gewebe wurde aus 

operativ entfernten oropharyngealen Karzinomen vorwiegend aus Tonsillengewebe 

gewonnen. Weitere Entnahmelokalisationen waren die Glossotonsillarfurche, der 

Zungengrund und der Gaumenbogen. In einzelnen Proben stand auch Material aus 

Lymphknotenmetastasen zur Verfügung. Die Untersuchung des Primärtumorgewebes wurde 

bevorzugt durchgeführt. Das Untersuchungsmaterial stammte aus den Jahren 2002 bis 2008. 

Untersucht wurden Nukleinsäuren (DNA und mRNA), die aus FFPE-Material extrahiert wurden. 

Durch die chemische Konservierung des Tumormaterials mittels Formalin ist die Integrität der 

gewonnenen DNA und insbesondere mRNA gestört [88]. So konnte in einer Untersuchung von 

Ben-Ezra et al. belegt werden, dass eine Formalinfixierung und der Fixierungszeitraum die 

Ergebnisse der PCR-Untersuchungen negativ beeinflussen können [79].  

Entsprechende Untersuchungen aus unfixiertem nativem Tumormaterial hätte möglicherweise 

mehr Informationen, besonders über die transkriptionelle Aktivität der E6/E7-Onkogene in den 

untersuchten Tumoren geliefert, waren aber für die geplanten Untersuchungen nicht 

verfügbar.  

Zur besseren Einschätzung des zu untersuchenden Materials wurde die Konzentration der 

extrahierten Nukleinsäuren photometrisch bei 260 nm gemessen [88]. 

Um sicherzustellen, dass ein positives HPV-Ergebnis nicht von einer HPV-Infektion der 

umgebenden Schleimhaut, bei eigentlich negativem Tumor, herrührt, wurden die zu 

untersuchenden Tumorareale unter mikroskopischer Sicht mit einem wasserfesten Filzstift 

markiert. Aus der markierten Zone und mit einem gewissen Sicherheitsabstand zum 

tumorfreien Gewebe wurde das Material zur Nukleinsäureextraktion und weiteren HPV-

Analyse entnommen. 
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4.2 Korrelation zwischen p16-Immunhistochemie und HPV-PCR-

Nachweis 

Unsere Daten zeigten in 9,4 % der Fälle (9/96) keine Übereinstimmung der Ergebnisse von HPV-

PCR und anti-p16-Immunhistologie. So wurde in der Immunhistologie eine Überexpression des 

Proteins p16 nachgewiesen, obwohl in den HPV-PCRs kein Amplifikat nachweisbar war. 

In einer Wiederholung der Untersuchung der 9 diskrepanten Proben zeigte sich eine davon 

positiv; hier war in der PCR HPV-DNA nachweisbar. Bei der RNA-Untersuchung derselben Probe 

konnte allerdings erneut kein Amplifikat von der E6-RNA nachgewiesen werden. Da von diesen 

Proben kein Nativmaterial, sondern formalinfixiertes Gewebe untersucht wurde, könnte eine 

Degradation der Nukleinsäuren dafür verantwortlich sein, dass die HPV-DNA fragmentiert oder 

teilweise degradiert war, so dass aufgrund der in diesen PCRs eingesetzten Primern kein 

Amplifikat nachgewiesen werden konnte. 

Die p16-Immunhistochemie wird in der heutigen Routinediagnostik als Surrogatmarker für die 

HPV-Infektion eingesetzt. Es gibt einen kleinen Anteil an Karzinomen, die zwar eine p16-

positive Immunhistochemie zeigen, aber für die HPV-DNA oder E6/E7-Onkogentranskripte 

nicht nachweisbar sind. Für etwa 15 % der Patienten mit p16-positiver Immunhistochemie 

gelingt laut Literatur kein molekularer Nachweis einer HPV-Infektion [96]. Im vorliegenden 

Kollektiv ist der Anteil dieser diskrepanten Fälle lediglich 9,2 %. Diese Ergebnisse zeigen auch 

eine klinische Relevanz. Karzinome mit HPV-negativem Status und p16-Überexpression haben 

eine schlechtere Prognose, ähnlich wie HPV-negative Fälle [4, 96]. 

Rietbergen et al. [97] testeten 34 von insgesamt 195 (17 %) p16-positiven Karzinomen negativ 

auf HPV, wobei sie für die DNA- und RNA-Analysen FFPE-Material verwendeten [98].  In dieser 

Studie wurden die Untersuchung des genetischen Profils der Tumoren über LOH-Patterns (Loss 

of heterozygosity analysis) durchgeführt. Nach Untersuchung der HPV-positiven und -negativen 

HNSCC zeigten sich Übereinstimmungen zwischen diskrepanten, nur p16-positiven Proben und 

den HPV-negativen HNSCC.  

In 2 Proben konnte in der Studie von Rietbergen et al. durch Untersuchung der mRNA doch 

eine HPV-Assoziation bewiesen werden. Die Autoren begründeten dieses mit der DNA-

Degradierung durch Formalinfixierung, da FFPE-Material untersucht wurde. In unserem 

Kollektiv wurden keine Untersuchungen auf RNA-Ebene bei den diskrepanten Proben 

durchgeführt. In diesen Proben erfolgte eine erneute DNA-Extraktion und GP5+/6+-PCR mit 
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negativem Ergebnis. Der Nachweis von p16-positiven Karzinomen mittels Immunhistochemie 

zeigte eine gute Sensitivität (98 %), aber nur moderate Spezifität (84 %). Durch eine 

Kombination der p16-Immunhistochemie mit einer HPV-DNA-PCR kann die Spezifität bis auf 

96 % gesteigert werden [99]. 

Im Fall 103 konnte mittels Sequenzierung des GP5+/6+ PCR-Produkts eine HPV16-Infektion 

festgestellt werden, obwohl sowohl die p16-Immunhistochemie negativ, als auch keine E6/E7-

Onkogentranskripte nachweisbar waren. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass in 

diesem Fall eine nicht transkriptionell aktive HPV-Infektion vorlag, die keine Rolle in der 

Karzinogenese spielte.  

4.3 Korrelation von Tumorgröße/Geschlecht/Lokalisation 

Nach Analyse unserer Daten zeigten sich deutlich mehr HPV-positive Karzinome mit 

Tumorgröße im Stadium pT2. Die Verteilung der HPV-Typen in den verschiedenen T-Stadien 

zeigte keine relevanten Unterschiede.  

Im Kollektiv waren deutlich mehr männliche Patienten eingeschlossen. Die Verteilung der HPV-

positiven und negativen Fälle, zeigte keinen relevanten Unterschied zwischen den 

Geschlechtern.  

In Bezug auf die Lokalisation waren die meisten im Kollektiv eingeschlossenen Karzinome in der 

Tonsille lokalisiert.  

4.4 Nachweis der HPV-Infektion mittels PCR 

Der Nachweis von HPV-Infektionen mittels PCR ist eine bereits gut etablierte Methode, die viele 

Vorteile bietet, aber auch Limitierungen hat. Mit speziell ausgewählten Primern sind der 

Nachweis und die Typisierung mit guten Ergebnissen möglich. Allerdings ist die Qualität des zur 

Verfügung stehenden Materials entscheidend. In der Arbeit von Rietbergen et al. [95] wurden 

im Rahmen einer Panendoskopie von den Patienten jeweils sowohl FFPE-als auch 

schockgefrorenes Biopsie-Gewebe entnommen und auf eine HPV-Infektion untersucht. Die 

Übereinstimmungsrate der Ergebnisse aus FFPE- und schockgefrorenem Gewebe war 98 %. 

Von 24 untersuchten Proben wurden bei der Untersuchung des FFPE-Gewebes 22 Fälle als HPV-

16-positiv und bei Untersuchung des schockgefrorenen Gewebes entsprechend 23 Fälle als 
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HPV-positiv erkannt. In diesem Kollektiv wurden ausschließlich Infektionen mit HPV16 und 

HPV33 nachgewiesen.  

4.5 Einfach- und Mehrfachinfektionen 

In den meisten untersuchten Proben konnte eine einfache Infektion mit HPV festgestellt 

werden. Der Typ 16 wurde in über 50 % (48/96) der Fälle diagnostiziert (vgl. Tabelle17). 

Mehrfachinfektion sind deutlich seltener und kamen im untersuchten Kollektiv nur in 2,1 % 

(2/96) der Fälle vor. In der RNA-Untersuchung ließ sich für HPV66 kein Amplifikat der 

Onkogentranskripte E6/E7 nachweisen, obwohl in denselben Proben ein Amplifikat für den Typ 

HPV16 nachzuweisen war. Bei diesen Proben ist somit davon auszugehen, dass die HPV16-

Infektion ursächlich für die Onkogenese dieser Fälle ist. Die Infektion mit HPV66 als Koinfektion 

mit einem HPV-Typ mit intermediärem Risiko ist damit für die maligne Transformation 

entscheidend.  

Unsere Quote von HPV16-positiven Proben im Gesamtkollektiv stimmt mit der anderer 

Kollektive überein. In der Studie von Holzinger et al. wurde in 49 % der Fälle eine HPV16-

Infektion festgestellt [91]. Zusätzlich konnten ebenfalls Infektionen mit HPV 18, 33, 35 aus 

schockgefrorenen Biopsien, allerdings keine Koinfektionen nachgewiesen werden. In einer 

weiteren Arbeit wurde in einem thailandändischen Kollektiv von 96 Proben eine Koinfektion 

mit HPV16/18 nachgewiesen. HPV 16 und HPV 18 konnten im restlichen Kollektiv nachgewiesen 

werden [92]. 

Im Fall von HNSCC kommen Koinfektionen sowohl mit high-risk-Typen als auch mit low-risk-

Typen vor. Eine Infektion mit mehreren HPV-Typen erhöht das Risiko eines HNSCC [93].  

In einer größeren Studie im asiatischen Raum wurden insgesamt 3.710 HNSC-Patienten auf 

ihren HPV-Status untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass HPV16 mit 10,1 % die größte 

Prävalenz in dieser Region besaß. In 5,5 % wurden Koinfektionen dokumentiert. In 1,5 % der 

Fälle wurde eine Koinfektion mit HPV16/18 nachgewiesen. In diesem Kollektiv wurden die 

Typen 68, 72, 57 und 39 am seltensten detektiert [94]. 
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4.6 Nachweis der transkriptionellen Aktivität der E6/E7-Onkogene 

aus FFPE-Material 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Onkogenprodukte E6 und E7 aus FFPE-Material nachzuweisen 

und damit die Aktivität und pathogenetische Bedeutung der viralen Onkogene E6 und E7 zu 

belegen. Der Nachweis von mRNA nach Formalinfixierung ist allgemein erschwert, da diese 

deutlich eher als DNA degradiert wird [88]. Aus den hier untersuchten Proben konnte im Schnitt 

eine DNA-Konzentration von 235,1ng/ µl (Median 171,4ng/µl) isoliert werden. Die RNA-

Konzentration in den extrahierten Proben zeigte eine mittlere Konzentration von 38,4ng/ µl 

(Median 37,1 ng/µl). 

Um die Eignung der ausgewählten Proben für die Untersuchung von mRNA zu belegen, wurde 

eine housekeeping-PCR für das Gen PPP1CA durchgeführt. Dabei zeigten sich allgemein gute 

Ergebnisse mit der aus Plattenepithelkarzinomen isolierten mRNA. Eine PPP1CA-mRNA konnte 

in 94,3 % (50/53) der high-risk-HPV-positiven Proben nachgewiesen werden.  

In Probe 131 konnte bereits in der DNA-Untersuchung bei der β-Globin-Untersuchung kein 

Amplifikat nachgewiesen werden. Trotz hoher Konzentration von extrahiertem DNA in der 

Photometrie (76,7ng/µl) zeigte keine der durchgeführten PCRs ein Ergebnis. In weiteren 3 

Proben (40, 112, 120) konnte kein Amplifikat in der housekeeping-PPP1CA-PCR nachgewiesen 

werden. Trotz des negativen Ergebnisses wurde eine RT-PCT und eine nested-RT-PCR mit 

typspezifischen Primern durchgeführt. In diesen Proben konnte ebenfalls kein Onkogen-

transkript nachgewiesen werden. 

In 3 Proben konnte eine HPV-Assoziation durch ein positives Ergebnis in der GP5+/6+-PCR 

nachgewiesen werden, aber eine direkte Typisierung durch die nested-Multiplex-PCR war nicht 

möglich, so dass in diesen Proben durch eine Sequenzierung eine Typisierung erfolgte. In einem 

dieser Fälle konnte HPV 33 (Fall 94) und in weiteren 2 Proben (40, 103) HPV 16 nachgewiesen 

werden. In den Proben 40 und 103 konnte kein Onkogentranskript in der E6/E7-nested-RT-PCR 

nachgewiesen werden, allerdings konnte im Fall 94 ein Amplifikat des E6/E7-

Onkogentranskripts von HPV 33 nachgewiesen werden. 

Bei diesen Proben ist davon auszugehen, dass die Formalinfixierung und lange Lagerung im 

Archiv bei Raumtemperatur zu einer Degradierung der DNA und mRNA geführt hat. In einer 

Untersuchung von v. Ahlfen et al. [89] zeigte sich allerdings, dass die Isolierung von mRNA in 

formalinfixierten Proben mit guten Ergebnissen durchgeführt werden kann. Im Gegensatz dazu 
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zeigt sich die cDNA-Synthese von spezifischen Sequenzen eingeschränkt. Eine wichtige Rolle 

spielt dabei offensichtlich die Reaktion von Formaldehyd in Nukleinsäurebasen und Proteinen, 

wie die Arbeit von Masuda et al. zeigte [90].  

Trotz erschwerter Bedingungen durch lange Lagerungszeit und Formalinfixierung konnte durch 

den Einsatz von nested-PCR-Methoden und den Nachweis kleinerer Amplifikationsprodukte in 

42/53 (79,2 %) der HPV-positiven Proben, E6/E7-Onkogentranskripte nachgewiesen werden. 

Durch die nested-RT-PCR konnte eine Steigerung der Sensitivität erreicht werden. In der 

MY09/11 Reaktion waren 47 Proben positiv und durch die nested GP5+/6+-PCR konnten 53 als 

positiv quantifiziert werden. In der typspezifischen HPV-RT-PCR waren nur 11 Proben positiv 

und in Vergleich dazu gab es in der typspezifischen nested HPV-RT-PCR 44 Proben positiv.  

Der HPV-Status ist ein prognostischer Indikator für die Patienten mit HNSCC, aber auch ein 

positiver Prädiktor für das Gesamt- und das erkrankungsspezifische Überleben. In der aktuellen 

Leitlinie aus dem Jahr 2018 wird vom College of American Pathologists dringend empfohlen, 

alle Patienten mit einem neu diagnostizierten HNSCC auf HR-HPV zu screenen. Als primäres 

Screeningverfahren ist die p16-Immunhistochemie beschrieben. Es gibt keine Empfehlung für 

eine Kombination mehrerer Methoden zum Nachweis einer HR-HPV-Infektion [4]. Da der 

direkte Nachweis von E6-/E7-Onkogentranskripten auf eine aktive Infektion zurückgeführt 

werden kann, sind weitere Methoden notwendig, um eine klinisch relevante HPV-Infektion von 

einer latenten unterscheiden zu können.    

4.7 Aussagekraft des Onkogentranskriptnachweises an FFPE-Material 

Alle Untersuchungen mittels PCR wurden in diesem retrospektiv ausgewählten Kollektiv an 

FFPE-Material durchgeführt. Die Untersuchung von und der Vergleich mit nativem (nicht 

formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem FFPE-Material aus Biopsien oder 

Tumorexisdaten war nicht Ziel und Inhalt dieser Arbeit. Es ist allgemein bekannt, dass die 

Qualität extrahierter Nukleinsäuren (DNA und mRNA) deutlich schlechter ist als aus nativen 

Präparaten. Die Extraktion von mRNA aus FFPE-Material gestaltet sich aufgrund der leichten 

Degradierbarkeit von mRNA dabei besonders anspruchsvoll. In diese Versuchsreihe ist es durch 

die spezifische Auswahl von RT-PCR-Primern gelungen, E6/E7-Onkogentranskripte in einem 

großen Teil der untersuchten high-risk-HPV-positiven Fälle nachzuweisen. Zur 

Qualitätssicherung der verwendeten mRNA-Proben wurde eine housekeeping-RT-PCR 

durchgeführt. Amplifiziert wurde eine Sequenz aus dem PPP1CA-Gen. Lediglich in 3 Proben von 
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insgesamt 53 (5,6 %; 3/53) untersuchten Proben konnte kein Amplifikat in der housekeeping-

PCR nachgewiesen werden. In der Spektrophotometrie wurde jeweils vorher die Konzentration 

und somit die Menge an extrahierter RNA gemessen. In diesen negativ ausfallenden Proben lag 

die RNA-Konzentration bei jeweils 10,7ng/l; 11,3ng/l und 12,4ng/l, was im Vergleich zu den 

übrigen Proben sehr niedrig ist. Zum Vergleich lag die mRNA-Konzentration in den restlichen 

51 Proben zwischen 11ng/l und 108ng/l (im Mittel bei 38,4ng/l). Die geringen mRNA-

Konzentrationen wurden als Zeichen einer starken Degradierung gewertet. Eine weitere 

Theorie wäre, dass die E6/E7-Onkogentranskripte bei Karzinomen mit geringeren mRNA-

Konzentrationen in geringeren Mengen exprimiert worden sind. Durch die Auswahl der 

angewendeten Primer und den Einsatz von nested-PCR konnte die Sensitivität der 

Untersuchung gesteigert werden. In 42 von 53 Proben (79,2 %) konnte ein Onkogentranskript 

nachgewiesen werden. In 11 Proben konnten kein Amplifikat in der nested-RT-PCR 

nachgewiesen werden. In 3 dieser Fälle (Fälle 40, 112, 120) war trotz ausreichender 

Primärtumorgröße kein Amplifikat in der housekeeping-PCR nachweisbar. Alle diese Karzinome 

waren in den Tonsillen lokalisiert. In diesen Proben ist von einer starken Degradierung der 

mRNA durch die Formalinfixierung, in den restlichen 8 Proben von einer latenten HPV-Infektion 

auszugehen.    

In der Arbeit vom Smeets et al. [76] wurden 48 native HNSCC-Proben auf ihren HPV-Status 

untersucht. Die Karzinome wurden auf DNA- und RNA-Ebene untersucht und in 3 Kategorien 

eingeteilt, je nach Untersuchungsergebnis mittels GP5+/6+-PCR oder E6/E7-

Onkogentranskriptnachweises. Zwölf der 48 (25 %) Karzinome waren auf DNA- und RNA-Ebene 

HPV-positiv und 10 dieser 12 (83,3 %) Karzinome waren mit HPV 16 infiziert. Der Anteil an HPV-

assoziierten Karzinomen war in unserem Kollektiv deutlich höher. Hier war in 42 der insgesamt 

96 (43,7 %) Fälle eine transkriptionell aktive HPV-Infektion nachweisbar und für 40 dieser 42 

Fälle (95,2 %) wurde eine HPV16-Infektion festgestellt. Die Autoren kombinierten die PCR-

Diagnostik mit der p16-Immunohistochemie und konnten somit belegen, dass durch p16-

Testung und in Folge GP5+/6+ 100 % Sensitivität und 100 % Spezifität erzielt werden kann. 

Allerdings wurden Proben, die in der DNA-Untersuchung ein positives Ergebnis zeigten ohne 

Nachweis von E6/E7-Onkogentranskripten, von den Autoren als HPV-negativ angesehen, und 

zwar mit der Begründung, dass das Virus biologisch inaktiv sei.  
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4.8 Anwendung der Methode in der Praxis 

Die PCR ist eine mittlerweile standardisierte Methode, die im Laboralltag bereits seit vielen 

Jahren eingesetzt wird. Sie bietet den Vorteil, dass mittels spezifischer Primer bestimmte 

Sequenzen des untersuchten Genoms amplifiziert werden können. So kann beim Nachweis 

einer Zielstruktur eine wesentlich bessere Sensitivität erreicht werden. Nachteilig ist, dass die 

eingesetzte Methode zeitlich und technisch aufwendig ist. Mittlerweile sind kommerzielle KITs 

zum Nachweis von HPV-DNA und mRNA im Einsatz, die gute Ergebnisse bei der Anwendung 

sowohl an nativem Material als auch FFPE-Material liefern.  

Nach der aktuellen amerikanischen Leitlinie von 2018 [4] wird bei der Neudiagnose eines 

Oropharynxkarzinoms stark empfohlen, eine HPV-Diagnostik durchzuführen. Des Weiteren 

wird eine p16-immunhistochemische Untersuchung empfohlen. Bei stark positiver p16-

Expression (>70 % Reaktion im Nukleus und Zellplasma) wird zudem eine weitere HR-HPV-

Diagnostik empfohlen. Allerdings gibt es aktuell keine offizielle Empfehlung, welche Methode 

bevorzugt angewendet werden soll. Folgende Methoden werden vorgeschlagen: HPV-DNA-

PCR, HR-HPV-ISH, HPV-RT-PCR, HR-HPV-mRNA-ISH. Außer bei Oropharynxkarzinomen wird bei 

Halslymphknotenmetastasen empfohlen, auf den HPV-Status zu testen.  

In der deutschen Leitlinie von 2012 zur Behandlung von Mundhöhlenkarzinomen wird die 

Assoziation der Oropharynxkarzinome mit HPV zwar erwähnt, aber nicht genauer auf die 

weitere Aufarbeitung und HR-HPV-Diagnostik der histologischen Proben eingegangen.  
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Appendix  

Tabelle 30: Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Tumorlokalisation und pTNM-Klassifikation des Kollektivs 

Fall
-Nr 

Geschlecht Alter  Lokalisation pTNM-Klassifikation 

28 m 49  Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 

30 w 48 Tonsille  pT1, pN1 (1/20), Mx; G3 

31 w 48 Tonsille  pT1, pN1 (1/20), Mx; G3 

32 m 47 Tonsille  pT2, pN1 (1/12), Mx; G3 

33 m 47 Tonsille  pT2, pN1 (1/12), Mx; G3 

34 m 47 Tonsille  pT2, pN1 (1/12), Mx; G3 

37 m 58 Tonsille  pT3, pN2b (2/30), Mx; G2, Rx 

38 m 58 Tonsille  pT3, pN2b (2/30), Mx; G2, Rx 

39 m 58 Tonsille  pT3, pN2b (2/30), Mx; G2, Rx 

40 m 67 Tonsille  pT3 (>4,0cm), pN2a (1/18), Mx; G2, R1 

41 w 55 Tonsille  pT2, pN2b (3/24), Mx; G3 

42 w 65 Tonsille  pT1, pN2a (1/31), Mx; G2 

43 m 67 Tonsille  pT3 (>4,0cm), pN2a (1/18), Mx; G2, R1 

44 w 67 Tonsille  pT3, pN1 (1/19), Mx, L0, V0; G3, R1  

45 w 59 Zungengrund ypT3, ypN2 (2/3), Mx, L1, V1, Pn1; G3 

46 m 49 Tonsille  pT2, pN1 (1/35), Mx; G2 

47 w 76 Tonsille  pT1, pN1 (1/19), Mx; G3, R0 

48 w 43 Tonsille  pT1, pN1, Mx; G3 

49 m 65 Tonsille  pT2, pN2b (8/26), Mx; G3 

50 m 74 Tonsille  pT2, pN2b (4/33), Mx; G2, R1 

51 w 58 Tonsille  pT1, pN3 (5/9), Mx; G3 

52 m 61 Oropharynx pT2, pN2b (3/10), Mx; G3 

53 m 71 Tonsille  pT2, pN2c (7/17), Mx; G3 

54 m 63 Tonsille  pT2, pN2b (6/18), Mx; G2 

55 m 67 Tonsille  pT2, pN2b (5/43), Mx; G3 (abschnittsweise) 

56 m 59 Tonsille pT3, pN3 (5/28), Mx; G3 

57 m 56 Tonsille  pT2, pN2b (3/15),pMx; G3 

58 m 55 Tonsille  pT3, pN0 (0/12), Mx; G2 

59 m 60 Tonsille/ Mundboden  pT4, pN2b (5/27), Mx; G3 

60 m 75 Tonsille pT3, pN2c (16/28), Mx; G2-3 

61 w 58 Tonsille pT3, pN2b (3/32), Mx; G3 

62 m 59 Tonsille pT2, pNx, Mx; G3 

63 m 59 Tonsille pT1, pNx, Mx; G3 

64 m 61 Zungengrund pT2, pN2c (9/24), Mx, L1, V0, Pn1; G3, R0 

65 m 61 Zungengrund pT2, pN2c (9/24), Mx, L1, V0, Pn1; G3, R0 

66 m 60 Tonsille pT2, pN2a (1/39), Mx; G3, R1 

67 m 74 Tonsille pT2, pN2b (4/33), Mx; G2, R1 

68 m 64 Tonsille pT2, pN1 (1/14), Mx; G3 

69 m 55 Tonsille pT2, pN3a (2/26), Mx; G3 



 

75 

 

70 m 55 Tonsille pT1, pN1 (3/9), Mx; G3 

71 w 57 Tonsille pT2, pNx, Mx; G3 

72 m 52 Tonsille pT2, pN1 (1/23), Mx; G2 

73 m 55 Tonsille pT1, pN1 (1/42), Mx; G3 

74 m 55 Tonsille pT1, pN1 (1/42), Mx; G3 

75 m 51 Tonsille pT2, pN0, Mx; G3 

76 m 59 Tonsille  pT3, pN3 (5/28), Mx; G3 

77 m 67 Tonsillenloge pT2, pN2b (5/18), Mx; G3 

78 m 64 Tonsille pT2, pN2b (3/17), Mx; G3 

79 m 66 Oropharynx pT3, pN1 (1/34), Mx; G2 

80 m 65 Tonsille pT2, pN1 (1/17), Mx; G2 

81 w 46 Glossotonsillarfurche pT2, pN0 (0/15), Mx; G2 

82 m 57 Tonsille pT3, pN0 (0/19), Mx; G2 

84 w 46 Tonsille pT2, pN2b (3/12), Mx; G3, R0 

85 w 55 Tonsille pT1, pN2b (4/12), Mx; G3, R0 

86 m 59 Glossotonsillarfurche pT3, pN1 (3/53), Mx; G3 

87 w 62 Tonsille pT1, pN2 (3/25), Mx; G3 

88 m 57 Tonsille pT2, pN2b (4/17), Mx; G3 

89 m 52 Tonsille pT2, pN2b (5/29), Mx; G3 

90 m 52 Tonsille pT3, pN0 (0/5), Mx; G2, R0 

91 m 75 Tonsille pT2, pN2 (2/42), Mx; G3 

92 m 61 Tonsille pT2, pN0 (0/18), Mx; G3, R1 

93 w 62 Tonsille pT3, pN0 (0/22), Mx; G2, R1 

94 m 55 Tonsille pT2, pN0 (0/10), Mx; G3 

95 m 64 Tonsille pT2, pN0 (0/45), Mx; G3 

96 w 84 Tonsille pT3, pN2c (8/19), Mx; G3 

97 m 48 Tonsille pT2, pN2 (2/13), Mx; G3, R1 

98 m 68 Tonsille pT2, pN1 (1/31), Mx; G3 

99 m 54 Tonsille pT1, pN2a (1/1), Mx; G3 

100 m 65 Tonsille pT1, pNx, Mx; G3 

101 m 71 Zungengrund pT3, pN0 (0/30), Mx; G1 

102 m 50 Tonsille pT1, pN2b (26/45), Mx; G3 

103 m 52 Gaumenbogen pT2, pN2c (4/19), Mx; G2-3 

104 w 46 Tonsille pT2, pN1 (1/18), Mx; G3 

105 w 64 Tonsille pT3, pN0 (0/12), Mx; G3 

106 w 71 Tonsille/ Pharynxwand pT3, pN0 (0/34), Mx; G2 

107 m 56 Tonsille pT2, pN0 (0/19), Mx; G2 

108 w 49 Tonsille pT1, pN0 (0/12), Mx; G3 

109 w 81 Tonsille pT2, pN2b (2/22), Mx; G3 

110 w 76 Tonsille pT2, pN2b (7/29), Mx, G2 

111 m 56 Tonsille pT2, pN1 (1/11), Mx; G3 

112 m 59 Tonsille pT2, pN0 (0/17), Mx; G3 

113 w 83 Tonsille pT2, pN1 (1/6), Mx; G2-3 

114 m 56 Tonsille pT2/3, pN2b (6/26), Mx; G3 

115 w 56 Tonsille pT1, pN2b (3/34), Mx; G3 

116 m 66 Glossotonsillarfurche pT3, pN1 (1/29), Mx; G3 
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117 m 61 Tonsille pT2, pNx, Mx; G2, R1 

118 m 53 Tonsille pT2, pN0 (0/8), Mx; G3 

119 m 71 Tonsille pT3, pN0 (0/25), Mx; G3 

120 w 53 Tonsille pT2, pN0 (0/3), Mx; G2  

121 m 67 Tonsille pT3, pN0 (0/33), Mx; G2-3 

122 m 62 Tonsille pT2, pN0 (0/28), Mx; G3 

123 m 57 Tonsille pT1, pN2b (2/40) Mx; G3 

124 w 66 Tonsille pT2, pN1 (1/13), Mx; G2 

125 m 47 Tonsille pT1, pN2c (2/20), Mx; G2 

126 w 61 Gaumenbogen pT1, pN1 (1/22), Mx; G2 

127 m 58 Tonsille pT2, pN0 (0/24), Mx; G2 

129 m 49 Tonsille pT2, pN1 (1/29), Mx; G2 

130 m 46 Tonsille pT1, pN1 (1/20), Mx; G3 

132 m 61 Tonsille pT3, pN2b (5/24), Mx; G3 

133 m 56 Glossotonsillarfurche pT2, pN0 (0/17), Mx; G3 

134 m 55 Tonsille pT4a, pN2b (4/30), Mx; G2-3 

135 m 56 Tonsille pT3, pN1 (2/20), Mx; G3 

136 m 61 Tonsille pT3, pN0 (0/18), Mx; G3 



 

77 

 

Tabelle 31: Gesamtkollektiv. 0 steht für negatives Ergebnis in der PCR oder Immunhistochemie, 1 steht für 
positives Ergebnis in der PCR oder Immunhistochemie. 

Fall- Nr.  Alter  Geschl
echt 

Material pTNM- 
Klassifikation 

Prognose- 
stadium 

p16 Multiplex 
HPV-PCR 

HPV-Typ RNA- 
Ergebnisse     

  
    

HPV-nRT-
PCR 

 28 49 m  Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 0 0  

30 48 w Tonsille pT1, pN1, pMx; G3 III 1 1 16 1 

32 47 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G3 III 1 0 0 
 

38 58 m Tonsille pT3, pN2b, pMx; G2, Rx IVA 0 0 0 
 

39 58 m Tonsille pT3, pN2b, pMx; G2, Rx IVA 0 0 0 
 

40 67 m Tonsille pT3, pN2a, pMx; G2, R1 IVA 1 0 16 0 

41 55 w Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

42 65 w Tonsille pT1, pN2a, pMx; G2 IVA 1 1 16 1 

44 67 w Tonsille pT3, pN1, pMx, L0, V0; G3, R1  III 1 1 16 1 

45 59 w Zungengrund pT3, pN2, pMx, L1, V1, Pn1; G3 IVA 0 0 0 
 

46 49 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G2 IVA 0 0 0 
 

47 76 w Tonsille pT1, pN1, pMx; G3, R0 III 1 1 16 1 

48 43 w Tonsille pT1, pN1, pMx; G3 III 1 0 0 
 

49 65 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 0 0 0 
 

50 74 m Tonsille  pT2, pN2b, pMx; G2, R1 III 1 1 16 1 

51 58 w Tonsille pT1, pN3, pMx; G3 IVB 1 0 0 
 

52 61 m Oropharynx pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 0 
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53 71 m Tonsille pT2, pN2c, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

54 63 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G2 IVA 1 1 16 1 

55 67 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3  IVA 0 0 0 
 

56 59 m Tonsille pT3, pN3, pMx; G3 IVB 1 1 16 1 

57 56 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

58 55 m Tonsille pT3, pN0, pMx; G2 III 1 1 16 1 

59 60 m Tonsille/ Mundboden  pT4, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

60 75 m Tonsille pT3, pN2c, pMx; G2-3 IVA 0 0 0 
 

61 58 w Tonsille pT3, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 0 

62 59 m Tonsille pT2, pNx, pMx; G3 
 

0 0 0 
 

63 59 m Tonsille pT1, pNx, pMx; G3 
 

0 0 0 
 

65 61 m Zungengrund pT2, pN2c, pMx, L1, V0, Pn1; G3, R0 IVA 0 0 0 
 

66 60 m Tonsille pT2, pN2a, pMx; G3, R1 IVA 1 1 16 1 

68 64 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G3 III 1 1 16 1 

69 55 m Tonsille pT2, pN3a, pMx; G3 IVB 1 1 16, 66 1(16), 0(66) 

70 55 m Tonsille pT1, pN1, pMx; G3 III 1 1 16 1 

71 57 w Tonsille pT2, pNx, pMx; G3 
 

0 0 0 
 

72 52 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G2 III 0 0 0 
 

73 55 m Tonsille pT1, pN1, pMx; G3 III 1 1 16 1 

75 51 m Tonsille pT2, pN0, pMx; G3 II 1 1 16 1 

76 59 m Tonsille pT3, pN3, pMx; G3 IVB 1 1 16 0 

77 67 m Tonsillenloge pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 0 0 0 
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78 64 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 18 0 

79 66 m Oropharynx pT3, pN1, pMx; G2 III 0 0 0 
 

80 65 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G2 III 1 1 16 1 

81 46 w Glossotonsillarfurche pT2, pN0, pMx; G2 II 0 0 0 
 

82 57 m Tonsille pT3, pN0, pMx; G2 III 0 0 0 
 

84 46 w Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3, R0 IVA 1 1 16 1 

85 55 w Tonsille pT1, pN2b, pMx; G3, R0 IVA 1 1 16 1 

86 59 m Glossotonsillarfurche pT3, pN1, pMx; G3 III 0 0 0 
 

87 62 w Tonsille pT1, pN2, pMx; G3 IVA 1 0 0 
 

88 57 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

89 52 m Tonsille pT2, pN2b, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

90 52 m Tonsille pT3, pN0, pMx; G2, R0 III 1 1 16 1 

91 75 m Tonsille pT2, pN2, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

92 61 m Tonsille pT2, pN0, pMx; G3, R1 II 0 0 0 
 

93 62 w Tonsille pT3, pN0, pMx; G2, R1 III 0 0 0 
 

94 55 m Tonsille pT2, pN0, pMx; G3 II 1 0 33 1 

95 64 m Tonsille pT2, pN0, pMx; G3 II 1 1 59 1 

96 84 w Tonsille pT3, pN2c, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

97 48 m Tonsille pT2, pN2, pMx; G3, R1 IVA 1 1 16 1 

98 68 m Tonsille pT2, pN1, pMx; G3 III 1 1 18 0 

99 54 m Tonsille pT1, pN2a, pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

100 65 m Tonsille pT1, pNx, pMx; G3 
 

1 0 0 
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101 71 m Zungengrund pT3, pN0, pMx; G1 III 0 0 0 
 

102 50 m Tonsille pT1, pN2b (26/45), pMx; G3 IVA 1 1 16, 66 1(16), 0(66) 

103 52 m Gaumenbogen pT2, pN2c (4/19), pMx; G2-3 IVA 0 0 16 0 

104 46 w Tonsille pT2, pN1 (1/18), pMx; G3 III 1 1 16 1 

105 64 w Tonsille pT3, pN0 (0/12), pMx; G3 III 0 0 0 
 

106 71 w Tonsille/ 
Pharynxwand 

pT3, pN0 (0/34), pMx; G2 III 1 1 16 1 

107 56 m Tonsille pT2, pN0 (0/19), pMx; G2 II 0 0 0 
 

108 49 w Tonsille pT1, pN0 (0/12), pMx; G3 I 0 0 16 0 

109 81 w Tonsille pT2, pN2b (2/22), pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

110 76 w Tonsille pT2, pN2b (7/29), pMx, G2 IVA 1 0 0 
 

111 56 m Tonsille pT2, pN1 (1/11), pMx; G3 III 1 1 16 1 

112 59 m Tonsille pT2, pN0 (0/17), pMx; G3 II 1 1 16 0 

113 83 w Tonsille pT2, pN1 (1/6), pMx; G2-3 III 0 0 0 
 

114 56 m Tonsille pT2/3, pN2b (6/26), pMx; G3 IVA 0 0 0 
 

115 56 w Tonsille pT1, pN2b (3/34), pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

116 66 m Glossotonsillarfurche pT3, pN1 (1/29), pMx; G3 III 1 0 0 
 

117 61 m Tonsille pT2, pNx, pMx; G2, R1 
 

1 1 16 1 

118 53 m Tonsille pT2, pN0 (0/8), pMx; G3 II 1 1 16 1 

119 71 m Tonsille pT3, pN0 (0/25), pMx; G3 III 1 1 16 1 

120 53 w Tonsille pT2, pN0 (0/3), pMx; G2  II 1 1 35 0 

121 67 m Tonsille pT3, pN0 (0/33), pMx; G2-3 III 0 0 0 
 

122 62 m Tonsille pT2, pN0 (0/28), pMx; G3 II 0 0 0 
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123 57 m Tonsille pT1, pN2b (2/40) pMx; G3 IVA 1 1 16 1 

124 66 w Tonsille pT2, pN1 (1/13), pMx; G2 III 1 1 16 1 

125 47 m Tonsille pT1, pN2c (2/20), pMx; G2 IVA 0 0 0 
 

126 61 w Gaumenbogen pT1, pN1 (1/22), pMx; G2 III 0 0 0 
 

127 58 m Tonsille pT2, pN0 (0/24), pMx; G2 II 0 0 0 
 

129 49 m Tonsille pT2, pN1 (1/29), pMx; G2 III 0 0 0 
 

130 46 m Tonsille pT1, pN1 (1/20), pMx; G3 III 0 0 0 
 

131 46 m Tonsille pT2, pN1 (2/23), pMx; G3 III 0 0 0 
 

132 61 m Tonsille pT3, pN2b (5/24), pMx; G3 IVA 1 0 0 
 

133 56 m Glossotonsillarfurche pT2, pN0 (0/17), pMx; G3 II 1 1 16 0 

134 55 m Tonsille pT4a, pN2b (4/30), pMx; G2-3 IVA 0 0 0 
 

135 56 m Tonsille pT3, pN1 (2/20), pMx; G3 III 0 0 0 
 

136 61 m Tonsille pT3, pN0 (0/18), pMx; G3 III 1 1 16 1 
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