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1. Einleitung 

 

Es erkranken weltweit pro Jahr 12,7 Millionen Menschen an einem Karzinom (Ferlay et al. 

2010). Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs sind dabei mit 570.000 neu 

diagnostizierten Fällen die sechsthäufigsten Karzinome (Kamangar et al. 2006). Die Tumoren 

des Kopf-Hals-Bereichs entstehen in den anatomischen Regionen Mundhöhle, Nasopharynx, 

Oropharynx, Larynx und Hypopharynx (Kamangar et al. 2006). Nikotin- und Alkoholabusus 

werden als bedeutendste Risikofaktoren der Kopf-Hals-Malignome angesehen. Besonders 

die karzinogenen Substanzen des Tabakrauchs führen zu einer Mutation des 

Tumorsuppressorgens p53 (Brennan et al. 1995). Ein weiterer wichtiger Risikofaktor ist eine 

Infektion mit humanen Papillomviren. Auch die Ernährungsgewohnheiten, Familien- und 

Eigenanamnese sowie orale Hygiene spielen bei der Karzinogenese der Kopf-Hals-

Malignome eine Rolle (Pai und Westra 2009).  

Plattenepithelkarzinome sind mit etwa 90% die häufigsten Malignome des Kopf-Hals-

Bereichs (Marur et al. 2010). Bei zwei Prozent aller Kopf-und Hals-Karzinome liegt dagegen 

ein “Cancer of unknown primary“ (CUP-Syndrom) vor. Bei dieser Tumorentität können nach 

Abschluss der Diagnostik nur die zervikalen Lymphknotenmetastasen ohne Nachweis eines 

Primärtumors gefunden werden (Grau et al. 2000). Die diagnostische Routine sieht bei 

Vorliegen eines CUP-Syndroms die Durchführung einer Panendoskopie, die Tonsillektomie 

sowie die Probeentnahme aus dem Zungengrund und dem Nasopharynx bei fehlendem 

Anhalt für einen Primärtumor vor (Cianchetti et al. 2009). Die Durchführung der 

Tonsillektomie wird empfohlen, da die Tonsillen und der Zungengrund die häufigsten 

Lokalisationen der diagnostizierten Primärtumoren darstellen (Cianchetti et al. 2009). Die 

Panendoskopie beinhaltet die Tracheobronchoskopie, Ösophagoskopie, Mikrolaryngoskopie 

und Naso-/Oro-/Hypopharyngoskopie sowie die gründliche Inspektion der Mundhöhle. Die 

Panendoskopie führt in bis zu 39% der Fälle mit vermeintlichem CUP-Sydrom zur Detektion 

eines klinisch nicht erkennbaren Primärtumors (Lapeyre et al. 1997, Koch et al. 2001). 

Epidemiologische Untersuchungen zeigen eine Infektion mit humanen Papillomviren in 20 

bis 30% der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (Kreimer et al. 2005, Dayyani et 

al. 2010, Hoffmann et al. 2010). Die Prävalenz der HPV-Infektion ist dabei in den 
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verschiedenen anatomischen Regionen des Kopf-Hals-Bereiches nicht einheitlich. Die 

Tonsillen des Waldeyer´schen Rachenrings sind mit einer Prävalenz von bis zu 60% 

besonders prädestiniert für eine solche Infektion (Gillison et al. 2000, Klussmann et al. 2001, 

Hoffmann et al. 2005b, D'Souza et al. 2007). Die Expression von p16INK4A, einem zellulären 

Tumorsuppressor, welcher bei viraler biologischer Aktivität vermehrt sein soll, gilt 

insbesondere bei Tonsillenkarzinomen als Marker für eine aktive HPV-Infektion (Hoffmann et 

al. 2012). 

HPV-DNA-positive Karzinome, wiederum insbesondere Tonsillenkarzinome, zeichnen sich 

durch eine frühe Metastasierung in die lokoregionären Lymphknoten aus, die auf ein 

aggressiveres biologisches Verhalten des Tumors zurückgeführt wird (Hoffmann et al. 2005b, 

Hoffmann et al. 2010, Syrjänen 2010). Der Lymphknotenstatus ist somit bei Diagnosestellung 

regelmäßig höher als bei HPV-negativen Karzinomen (Hoffmann et al. 2005b). Gewebe von 

zervikalen Lymphknotenmetastasen HPV-positiver Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs können 

ebenfalls HPV-DNA aufweisen und zeigen dabei in der HPV-Prävalenzbestimmung und in der 

Genotypisierung eine hohe positive Korrelation zum Primätumorgewebe derselben 

Patienten (Hoffmann et al. 2005b, Weiss et al. 2011). Es ist daher anzunehmen, dass die 

Prävalenz HPV-positiver Lymphknotenmetastasen in einem Patientenkollektiv mit CUP-

Metastasen die HPV-Prävalenz des Primärtumors im Kopf-Hals-Bereich widerspiegelt und so 

auf die potentielle Lokalisation des Indextumors der Metastasen hindeutet. 

Die vorliegende Promotionsarbeit hat vor diesem Hintergrund das Ziel, die Prävalenz der 

Infektion mit humanen Papillomviren bei CUP-Syndromen zu ermitteln. Es stellt sich die 

Frage, ob mittels dieser Prävalenz auf einen bestimmten Tumorausgangspunkt geschlossen 

werden kann. Weiterhin wird untersucht, inwiefern das p16INK4A-Expressionsmuster mit dem 

HPV-DNA-Status korreliert. Es wird zudem die Bedeutung der Noxen Alkohol und Nikotin für 

HPV-Infektion, p16INK4A-Expression und Überleben statistisch ausgewertet. Es sind zu diesem 

Zweck 35 Tumorproben von Patienten mit CUP-Syndromen des Kopf-Hals-Bereichs 

retrospektiv untersucht worden. Die HPV-DNA ist mittels LCD-Array und das p16INK4A-

Expressionsmuster mittels Immunhistochemie bestimmt worden. Die Ergebnisse beider 

Untersuchungen sind miteinander sowie mit dem Alkohol-und Nikotinabusus der Patienten 

korreliert worden. Sämtliche Ergebnisse sind einer statistischen Analyse unterzogen worden.
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2. Fragestellungen 

 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle humaner Papillomviren bei CUP-Syndromen zu 

untersuchen. Dieses soll mit der Beantwortung folgender Fragestellungen avisiert werden: 

 

1. Wie hoch ist die HPV-Prävalenz in den untersuchten Biopsaten aus CUP-Syndromen? 

Die Prävalenz einer Infektion mit humanen Papillomviren ist bei 35 Patienten mit 

zervikalen Metastasen eines CUP-Syndroms ermittelt worden. Es ist dafür der HPV-

DNA-Nachweis mittels LCD-Chip-Array durchgeführt worden. 

 

2. Lassen sich durch die Prävalenz der humanen Papillomviren in CUP-Syndromen 

Rückschlüsse auf den Primärtumorort ziehen? 

Die bestimmte Prävalenz der HPV-positiven CUP-Syndrome ist in den Kontext mit den 

unterschiedlichen Prävalenzen der Regionen Mundhöhle, Nasopharynx, Oropharynx, 

Larynx und Hypopharynx gestellt worden. 

 

3. Wie ist das Expressionsmuster von p16INK4A? Lassen sich durch den 

immunhistochemischen Nachweis von p16INK4A Rückschlüsse auf den HPV-Status 

ziehen? 

Das Expressionsmuster des Proteins p16INK4A ist durch Immunhistochemie 

semiquantitativ bestimmt worden. Anschließend ist es mit den Ergebnissen der HPV-

DNA-Untersuchung auf Korrelationen untersucht worden. 

  

4. Gibt es signifikante Korrelationen des HPV- und/oder p16INK4A-Status zu 

Tumorcharakteristika und den Risikofaktoren Nikotin und Alkohol? 

Die in den Untersuchungen gewonnenen Daten sind statistisch ausgewertet und 

interpretiert worden. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Material 

3.1.1 Gewebeproben 

Es sind 35 in Paraffin fixierte Gewebeproben von 27 männlichen und 8 weiblichen Patienten 

untersucht worden, die in der Zeit von September 2002 bis September 2009 in der Klinik für 

Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universität 

zu Kiel im Rahmen von diagnostischen und therapeutischen Eingriffen entnommen worden 

sind. Es ist entsprechend einer von der Ethikkommission des Universitätsklinikums Kiel 

befürworteten Einverständniserklärung von allen Patienten die Zustimmung zur 

wissenschaftlichen Bearbeitung des Gewebes eingeholt worden (D 464/10). Die 

Gewebeproben aus den Präparaten sind in 30 Fällen im Rahmen der Neck dissection, in 4 

Fällen durch Exzision einzelner Lymphknotenmetastasen in der Region des lateralen Halses 

und in einem Fall durch Exzision einer Weichgewebsmetastase zervikal links entnommen 

worden. Vierunddreißig Gewebeproben sind im Rahmen der histopathologischen 

Untersuchung des Präparates durch das Institut für Pathologie (Direktor: Prof. Dr. Christoph 

Röcken) der Universitätsklinik Schleswig-Holstein als Metastasen eines 

Plattenepithelkarzinoms identifiziert worden; eine Probe entspricht histologisch einem 

spindelzelligen Tumor. Die in Paraffin fixierten Gewebeproben, mit denen in der 

vorliegenden Untersuchung gearbeitet worden ist, sind von dem Institut Pathologie zur 

Verfügung gestellt worden. 

 

3.1.2 Patienten und klinische Daten 

Die Patienten haben bei Diagnosestellung ein mittleres Alter von 57 Jahren (SD: 7,6; Min: 43; 

Max: 72) gezeigt. Die Geschlechterverteilung entspricht einem Verhältnis von einer Frau zu 

drei Männern (8 Frauen und 27 Männer); der Anteil der weiblichen Patienten liegt somit bei 

29,6%. In Tabelle 1 (siehe Anhang) werden die Patienten mit TNM-Klassifikation (Tumor-, 

Nodal- und Metastasenstatus), Alter und Geschlecht sowie den Untersuchungsergebnissen 

zusammengefasst dargestellt. 
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3.1.3 Verwendete Kits  

 

QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit QIAGEN (Hilden/ Deutschland) 
 
QIAamp MinElute® Columns 50 
Collection Tubes (2ml) 3x50 
Buffer ATL 10ml 
Buffer AL 12ml 
Buffer AW1 19ml 
Buffer AW2 13ml 
Buffer ATE 12ml 
Proteinase K 1,25ml 
Handbook 1 
 

 
Peroxidase-Blocking Reagent 

 
2 x 11,5ml 

Mouse anti-Human p16INK4A Antibody 11,5ml 
Visualization Reagent 2 x 11,5ml 
Negative Reagent Control 11,5ml 
DAB Buffered Substrate 31ml 
DAB Chromogen 0,85ml 
Epitope Retrieval Solution 10x 500ml 
Handbook 1 
 
LCD-Array Kit Chipron GmbH (Berlin/Deutschland) 
 
Primer Mix A: My11/09  
Primer Mix B: `125`  
LCD-Arrays  
HYBIDIZATION Buffer   
Modulator  
DILUTION Buffer  
LABEL  
STAIN Solution  
Wash Powder  
Humidity Chamber  
Product Information Cd  
 

3.1.4 Verwendete Chemikalien 

 

CINtec® Histology Kit 
 

Mtm laboratories AG (Heidelberg/ 
Deutschland) 
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Ampuwa® (Aqua dest.) Fresenius Kabi AG ( Bad Homburg/ 
Deutschland) 

100% Ethanol Mallinckrodt Baker B.V. 
(Griesheim/Deutschland) 

96% Ethanol BÜFA Chemikalien GmbH Co.KG (Hude-
Altmoorhausen/Deutschland) 

80% Ethanol 400ml 100% Ethanol, 100 ml Aqua dest. 
70% Ethanol 350ml 100% Ethanol, 150ml Aqua dest. 
Xylol Merck KGaA (Darmstadt/ Deutschland) 
Eukitt Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Steinheim/Deutschland) 
Waschpuffer Mtm laboratories AG 

(Heidelberg/Deutschland) 
Mayers Hämalaun Merck KGaA (Darmstadt/Deutschland) 
Aceton Mallinckrodt Baker B.V. 

(Griesheim/Deutschland) 
Xylol-Ersatz Vogel GmbH &Co.KG (Giessen/Deutschland) 
„HotStar Taq DNA Polymerase“  QIAGEN (Hilden/ Deutschland) 
PCR-Reaktionspuffer Mitgeliefert mit HotStar Taq DNA 

Polymerase 
dNTP Mix Fermentas GmbH (St. Leon-

Rot/Deutschland) 
H2O für PCR Carl Roth GmbH +Co.KG 

(Karlsruhe/Deutschland 
DNA Längenstandarts 
(Molekulargewichtsmarker) 

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder – 
Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot/Deutschland) 

EDTA Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

 SeaKem LE Agarose Biozym Scientific GmbH (Hessisch 
Oldendorf/Deutschland) 

Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

6x Orange Loading Dye (Farbmarker) Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot/Deutschland) 

 

3.1.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Objektträger Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk 
GmbH &Co.KG (Braunschweig/Deutschland) 

Deckgläser (14 x 32mm, 24 x 60mm, 18 x 
18mm) 

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk 
GmbH &Co.KG (Braunschweig/Deutschland) 

Einweghandschuhe Peha-soft ® Paul Hartmann AG (Heidenheim/ 
Deutschland) 

Mikrotomklinge A35 Produkte für die Medizin AG (Köln/ 
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Deutschland) 
Einwegpipettenspitzen (10 µl farblos, 200µl 
gelb, 1000µl blau)  

SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co 
(Nümbrecht/Deutschland) 

Eppendorfhütchen SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co 
(Nümbrecht/Deutschland) 

Reagiergefäße (0,5ml, 1,5ml, 2ml) SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co 
(Nümbrecht/Deutschland) 

Kimberly-Clark® Professional Einwegtücher  Hakle-Kimberly Deutschland GmbH 
(Mainz/Deutschland) 

UV-transparente Einmal-Küvetten SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co 
(Nümbrecht/Deutschland) 

Filterpapier Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

Färbeschalen Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

Halterung für die Objektträger Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

Messzylinder Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

Pipetten (10µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf reference 
(Hamburg/Deutschland)  

Halterung für Reagiergefäße neoLab (Heidelberg/Deutschland) 
Glastrichter Carl Roth GmbH +Co.KG 

(Karlsruhe/Deutschland) 
Spritzflasche  Carl Roth GmbH +Co.KG 

(Karlsruhe/Deutschland) 
Kamm MWG Biotech (Ebersberg/ Deutschland) 

 

3.1.6 Geräte 
 

Zentrifuge Eppendorf (Hamburg/Deutschland) 
Vortexer Fisher Scientific GmbH 

(Schwerte/Deutschland) 
Thermocycler PerkinElmer (Waltham, USA) 

DNA Engine –BioRad 
(München/Deutschland) 

Stoppuhren Carl Roth GmbH +Co.KG 
(Karlsruhe/Deutschland) 

Mikrowelle Samsung (Schwalbach / Ts/ Deutschland) 
Wasserbad Julabo (Seelbach/Deutschland) 

Memmert (Schwabach/Deutschland) 
Mikrotom Reichert-Jung, Cambridge Instruments 

GmbH (Nussloch/Deutschland) 
 Bio Photometer Eppendorf (Hamburg/Deutschland) 



8 
 

 Model 200/2.0 Power Supply BioRad (München/Deutschland) 
UV-Licht und Bilderfassungssystem GelDoc 
XR+ 

BioRad (München/Deutschland) 

ChipspinFVL2400N Chipron GmbH (Berlin/Deutschland) 
Scanner PF 3650u Chipron GmbH (Berlin/Deutschland) 
Elektrophoresekammer MWG Biotech (Ebersberg/Deutschland) 

 

3.2 Methoden 

 
3.2.1 Immunhistochemische Färbung von p16INK4A 

Das CINtec® Histology Kit der Firma mtm laboratories AG (jetzt Roche mtm laboratories AG) 

ist für die p16INK4A-Immunhistochemie verwendet worden. Dies ist ein immunzytochemischer 

Assay für die Bestimmung des p16INK4A–Antigens. Für das Verfahren sind 5µm dicke Schnitte 

verwendet worden, die zuvor aus Paraffinblöcken mit den eingebetteten Formalin-fixierten 

Gewebeproben geschnitten worden sind. Es sind bis zu zwanzig Schnitte unterschiedlicher 

Gewebeproben gleichzeitig gefärbt worden, wobei jeweils eine Negativkontrolle zusätzlich 

untersucht worden ist. Es ist nach folgendem Färbeprotokoll vorgegangen worden: 

Die Schnitte sind zunächst einer Entparaffinisierung und Rehydrierung unterzogen worden: 

2x10  min Xylol       

2x10  min 100% Ethanol  

5  min 96% Ethanol    

5  min 80% Ethanol 

5  min 70% Ethanol 

30         s Spülen mit Aqua dest.                    

Die Objektträger sind folgend zur Epitopdemaskierung in 220ml Epitopdemaskierungslösung 

(20ml Epitope Retrieval Solution, 200ml Aqua dest.) für 2x7min in der Mikrowelle bei 450W 

erhitzt worden. Die Lösung ist zwischen den Zeiteinheiten mit 50ml Aqua dest. aufgefüllt 

worden. Nach 20-minütiger Abkühlung bei Raumtemperatur sind die Objektträger für 5min 
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mit 220ml Waschpuffer (20ml Wash Buffer, 200ml Aqua dest.) gewaschen worden. Das 

Blocken der endogenen Peroxidaseaktivität ist anschließend durch eine 5-minütige 

Inkubation mit 100-200µl Peroxidase-Blockierungsreagenz erfolgt. Die Schnitte sind nach 

Waschen für weitere 5min mit 220ml Waschpufferlösung für 30min mit 200µl 

Primärantikörper (Maus-Anti-Human p16INK4A oder negative Reagenzienkontrolle) bei 

Raumtemperatur inkubiert worden. Daraufhin ist ein erneutes Spülen für 5min in 220ml 

Pufferlösung erfolgt. Die Objektträger sind anschließend mit 100-200µl 

Visualisierungsreagenz bedeckt und 30min inkubiert worden. Es ist nach zweimaligem 

Waschen für 5min in jeweils 220ml Pufferlösung eine Inkubation der Schnitte mit 100µl DAB 

Gebrauchslösung (1ml DAB Substratlösung und 1 Tropfen DAB Chromogen [Diaminbenzidin-

Chromogenlösung] für circa 10 Schnitte) erfolgt. Die Gegenfärbung mit frisch gefilterter 

Hämalaun-Lösung (1:2) für 5s ist nach Spülen mit Aqua dest. durchgeführt worden. Die 

Schnitte sind nach 10-minütigem Spülen unter fließendem Wasser nach folgendem Schema 

dehydriert worden:  

3  min 70% Ethanol      

3  min 80% Ethanol  

2x3  min 96% Ethanol    

2x3  min 100% Ethanol 

2x10     min Xylol     

Die Proben sind schließlich mit Deckgläschen ausreichender Größe und Eukitt eingedeckt 

worden. 

 

3.2.2 Isolation von DNA aus Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Proben  

Das QIAamp DNA FFPE Tissue Kit der Firma QIAGEN ist für die Isolation von DNA verwendet 

worden, wobei nach dem darin beschriebenen Protokoll vorgegangen worden ist. Im 

Rahmen der Qualitätskontrolle ist zusätzlich eine Negativprobe ohne Probenmaterial 

untersucht worden. Außerdem sind die Arbeitsgeräte zur Vermeidung einer Kontamination 

der einzelnen Schnitte mit Ethanol und Aceton gereinigt beziehungsweise gewechselt 
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worden. Die Paraffinblöcke sind zunächst mit Hilfe des Mikrotoms nach folgendem 

Algorhithmus geschnitten worden: 

Durchmesser der Probe ≥ 0,5cm² → 1 Schnitt a‘ 5μm                                                                                                                                             

Durchmesser der Probe zwischen 0,1 und 0,5cm²→ 3 Schnitte a‘ 5μm                                                                        

Durchmesser der Probe ≤ 0,1cm²→ 3 Schnitte a‘ 10μm 

Es sind 1000µl Xylol zur Auflösung des Paraffins auf die Proben in den 1,5er 

Eppendorfhütchen gegeben worden. Der Überstand ist nach Vortexen und Zentrifugation 

über 2min entfernt worden. Die Proben sind folgend mit 1000μl 96% Ethanol versetzt und 

nach Zentrifugieren sowie Abpipettieren des Überstandes 10min inkubiert worden. Die 

vollständige Lyse der Proben ist durch Zugabe von 180µl Buffer ATL und 20µl Proteinase K 

erfolgt. Das Gemisch ist nachfolgend zunächst 60min bei 56°C im Wasserbad und 

anschließend in 0,5er Eppendorfhütchen 60min bei 90°C im Thermocycler inkubiert worden. 

Die Proben sind nun entsprechend des Protokolls zentrifugiert und in 1,5er 

Eppendorfhütchen überführt worden. Es sind dem Gemisch 200µl Buffer AL und 200µl 96% 

Ethanol zur Präzipitation der DNA hinzugefügt und mittels Vortexer vermischt worden. Der 

Inhalt der Eppendorfhütchen ist nach kurzer Zentrifugation auf die Membran der QIAamp 

MinElute® Columns geschichtet worden. Das Gemisch ist bei 8000U/min in einer 

Tischzentrifuge abzentrifugiert und die DNA während der Zentrifugation selektiv von der 

Membran der Extraktionssäule absorbiert worden. Kontaminierende Proteine und 

Polysaccharide sind nicht an die Membran gebunden und dadurch entfernt worden. Das 

Waschen der gebundenen DNA ist anschließend in zwei Eppendorfhütchen mittels der im 

Set enthaltenen Waschpuffer AW1 und AW2 erfolgt. Die Proben sind zunächst nach der 

Zugabe von 500µl Buffer AW1 1min bei 8000U/min zentrifugiert worden. Dieser Vorgang ist 

mit 500μl des Buffers AW2 wiederholt worden. Restliche Kontaminationen sind mittels der 

Waschvorgänge entfernt worden; dadurch ist der Reinheitsgrad der DNA erhöht worden. Die 

QIAamp Extraktionssäule mit der gebundenen DNA ist nun nach Zentrifugation bei 

maximaler Geschwindigkeit in 1,5er Eppendorfhütchen überführt worden. Die Proben sind 

zur Eluierung der reinen, konzentrierten DNA mit 50µl Aqua dest. für 5min inkubiert und 

schließlich bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert worden. Die Filter sind entsorgt 

worden; das Aqua dest. mit der darin extrahierten DNA ist nach der photometrischen 

Bestimmung bei -80°C eingefroren worden. 
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3.2.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 

Die Bestimmung der DNA-Konzentration der einzelnen Proben ist photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 260nm in einem UV-Spektralphotometer erfolgt. Eine Eichung des 

Photometers ist mit 95μl Aqua dest. durchgeführt worden. Für die Messung sind UV-

transparente Einmal-Küvetten benutzt worden. Die DNA-Konzentration in den Proben ist in 

einem Verhältnis von 1:20 (5µl Probe, 95μl Aqua dest.) festgestellt worden. 

 

3.2.4 HPVType 3.5 LCD-Array 

Der LCD-Array dient der Detektion und Typisierung von HPV-DNA. Diese Chip-basierte 

Detektionsmethode der Firma Chipron GmbH erlaubt die Identifizierung von 32 HPV-Typen. 

Es wird zunächst eine Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) durchgeführt, um die 

daraus entstandenen Amplifikate dann unter Verwendung eines ‚low cost and density‘ (LCD) 

Arrays analysieren zu können. Die Software übernimmt anschließend die Auswertung der 

Ergebnisse, die Sortierung nach Signalstärke und den Ergebnisreport. Die RT-PCR sowie der 

Array wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. 

 

3.2.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die von Mullis und Faloona im Jahr 1986 erstmalig beschriebene Polymerasekettenreaktion 

(PCR) ist eine in-vitro Technik, die der Vervielfältigung von Nukleinsäurefragmenten mittels 

einer enzymatischen, zyklischen Reaktion dient. Die PCR besteht aus drei Teilen: Der 

Denaturierung, dem Annealing und der Elongation. Das zu vervielfältigende DNA-Fragment 

ist eingerahmt von zwei spezifischen Oligonukleotiden (Primer). Das thermostabile Enzym 

Taq-Polymerase (original isoliert aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus, 

vervielfältigt in E.coli) synthetisiert von den Primern aus die komplementären Stränge zu den 

vorhandenen DNA-Ausgangssträngen in 3`-5`-Richtung. 

Das LCD-Array HPV 3.5-Kit beinhaltet zwei Primer-Gemische: Primer Mix A- My11/09 

(~430bp) und Primer Mix B- `125` (~125-155bp); mittels dieser werden HPV-spezifische DNA-

Segmente (L1-Region) amplifiziert. Beide Primerpaare müssen in unabhängigen 
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Polymerasekettenreaktionen angewendet und vor der Hybridisierung kombiniert werden. 

Für vier Reaktionen a‘ 25µl für beide Primer-Mischungen sind zwei Master-Mischungen 

(jeweils 125µl) hergestellt worden: 

Mix My 11/09  Mix `125` 
12,5 Puffer(µl) 12,5 
5,0 dNTP Mix(µl) 5,0 
5,0 Primer Mix A oder B(µl) 10,0 
1,5 Taq-Polymerase(µl) 1,5 
91 H2O(µl) 86 

 

Zu jedem Reaktionsgefäß sind nach Aufteilung der Mastergemische auf jeweils 4 PCR-

Reaktionsansätze 2µl virale DNA gegeben worden. Die Reaktionsansätze sind nun in den 

Thermocycler gegeben worden, der nach folgendem Ablaufplan Amplifikate produziert hat: 

Schritt Zeit in min Temperatur in °C 
1) 3:00 96 
2) 1:00 94 
3) 1:30 45 
4) 1:30 72 
5) Wiederholung ab 2) 42 Mal 

42 Mal 

6) 3:00 72 
 

3.2.4.2 Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die der Trennung von 

DNA-Molekülen nach ihrer Größe im elektrischen Feld dient. 

Es ist zunächst das Gel hergestellt worden: Die Mischung aus 1,5% Agarose und TAE-Puffer 

(48,4g Tris, 20ml 0,5M NaEDTA, 11,42ml Essigsäure, Wasser) ist in der Mikrowelle zur Lösung 

der Bestandteile erhitzt worden. Das Gießen der Lösung in einen Gelträger mit Kämmen ist 

nach einer Abkühlung erfolgt. Das Gel ist nach vollständig abgeschlossener Polymerisation 

und Entfernung der Kämme in eine Gelelektophoresekammer mit darin befindlichen TAE-

Puffer und Ethidiumbromidlösung gebracht worden. Fünf µl der PCR Lösung und 1µl des 6x 

Orange Loading Dye sind zusammen mit DNA Längenstandards und Farbmarkern in die 

Gelkammern gegeben worden. Die Banden sind nach Anlegen einer Spannung von 70V für 

25min mittels UV-Licht sichtbar gemacht und durch ein Bilderfassungssystem archiviert 

worden. 
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Nach der Auswertung der Gelelektrophorese mit Hilfe einer Skala über die 

Amplifikationsstärke von eins bis fünf ist die Entscheidung erfolgt, welche PCR Proben 

mittels Array weiter untersucht werden sollen. Eine Amplifikatstärke von null ist als kein 

Amplifikat und eine Amplifikatstärke von fünf als starkes Amplifikat bewertet worden. Ein 

Gemisch beider Reaktionen ist auf dem Array hybridisiert worden, wenn beide Primersets 

ein Amplifikat ergeben haben. Wenn nur die „125“-Amplifikation erfolgreich gewesen ist, ist 

nur diese hybridisiert worden. 

Es sind auf diese Weise 12 Proben ausgeschlossen und der Array ist bei 23 Proben 

durchgeführt worden. 

 

3.2.4.3 LCD-Array 

Der LCD-Array besteht aus vier Arbeitsschritten: Der Hybridisierung, Markierung, Färbung 

und der Analyse. Alle Teilschritte werden auf LCD-Chips (Objektträger) durchgeführt, die 

jeweils aus acht Kammern bestehen. Diese Kammern beinhalten die sogenannten Capture 

Probes, welche Subtyp-spezifische Sonden darstellen. Die Capture Probes sind für folgende 

33 HPV-Typen aufgebracht: 06, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 

59, 61, 62, 66, 67, 68, 70, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 90, 91. An drei Ecken der Kammern befinden 

sich zusätzlich Kontrollpunkte, die der Überwachung der Hybridisierung und Färbung dienen. 

Die Hybridisierung ist als erster Teilschritt durchgeführt worden. Für die Herstellung des 

Hybridisierungsgemisches sind 22µl HYBRIDIZATION Buffer, 2µl MODULATOR und 10µl der 

PCR-Reaktionsprodukte (jeweils 5µl aus PCR von Mix A und Mix B) vermengt worden. Es sind 

30µl des PCR-Hybridisierungsgemisches auf die Felder der Objektträger in der 

Feuchtkammer pipettiert worden. Die LCD-Chips sind anschließend 30min in einem 

Wasserbad von 35°C inkubiert worden. Daraufhin fanden zwei Waschvorgänge in jeweils 

300ml Waschpufferlösung statt. Diese ist zuvor aus 50ml 20xconcentrate-Lösung (1Packung 

WASH Powder und 1l Aqua dest.) und 950ml Aqua dest. hergestellt worden. Die Inkubation 

der Objektträger ist anschließend in einem dritten Behälter mit Waschpufferlösung für 1min 

erfolgt. Die LCD-Chips sind schließlich für 15s in den CHIPSpin2400N überführt und so 

getrocknet worden. 
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Der zweite Schritt des Arrays -das Markieren, Labeling,- ist nachfolgend durchgeführt 

worden. Die Labeling-Mischung ist zunächst aus DILUTION Buffer und MODULATOR in einem 

Verhältnis von 9:1 hergestellt worden, um nachfolgend 150µl dieser Mischung mit 1µl LABEL 

zu versetzen. Der Objektträger ist mit 30µl der Lösung pro Feld 5min bei Raumtemperatur 

inkubiert worden. Die drei Waschvorgänge sind anschließend wie in dem Schritt der 

Hybridisierung durchgeführt worden; ebenso wie die Trocknung in dem CHIPSpin2400N für 

15s. 

Der Array ist schließlich mit der Färbung, Staining, der LCD-Chips beendet worden. Es sind 

zunächst 30µl der STAIN Solution auf jedes Feld der Objektträger gegeben worden. 

Anschließend ist eine Inkubation von 1 bis 3min bei Raumtemperatur erfolgt, der sich ein 

Spülen der Objektträger in dem letzten der drei Waschpufferbehälter von dem Schritt des 

Markierens für 11 bis 15s anschloss. Die LCD-Chips sind nun erneut in dem CHIPSpin2400N für 

15s getrocknet worden. 

Die LCD-Chips sind abschließend mittels des Scanners PF 3650u analysiert worden. 

 

3.2.5 Statistik 

Alle statistischen Berechnungen sind mit dem Programm SPSS/PC+ Version 10 (SPSS Inc. 

/IBM, Ehningen, Deutschland) vorgenommen worden. Es sind der exakte Test nach Fisher 

und der Chi-Quadrat-Test angewandt worden. Die gesamten p-Werte waren zweiseitig und 

Irrtumswahrscheinlichkeiten von p<0,05 (5%) sind als signifikant bezeichnet worden. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Patientencharakteristika  

Die Untersuchung umfasst 35 Patienten; die Patientencharakteristika werden in Tabelle 2 

aufgezeigt. 

Die Histologie der Lymphknotenmetastasen zeigt überwiegend ein Plattenepithelkarzinom 

(34/35, 97,1%) mit einer Ausnahme eines spindelzelligen Tumors. Die Mehrzahl der 

Patienten hat einen Nodalstatus von N2a oder höher (33/35, 94,3%); lediglich bei zwei 

Patienten ist ein Nodalstatus von N1 festgestellt worden (2/35, 5,7%). Das 

histopathologische Grading zeigt bei elf Patienten eine niedrige Differenzierung (G3, 11/35, 

31,4%), bei zwei Patienten eine niedrige bis moderate Differenzierung (G2-3, 2/35, 5,7%), bei 

19 Patienten eine moderate Differenzierung (G2, 19/35, 54,2%) und bei einem Patienten 

eine moderate bis hohe Differenzierung (G1-2, 1/35, 2,9%). Bei zwei Patienten ist das 

histopathologische Grading nicht bestimmt worden. Der Großteil der Patienten sind 

ehemalige oder aktive Raucher (30/35, 85,7%); auch regelmäßiger Alkoholabusus kann bei 

15 Patienten in der Anamnese festgestellt werden (16/35, 45,7%). 

Tabelle 2. Patientencharakteristika 

Patientencharakteristik Anzahl 
(n=35) 

  
Geschlecht, n (%)  

Männlich 27 (77,1) 
Weiblich 8 (22,9) 

  
Mittleres Alter, Jahre (Rang) 57,54 (43-73) 
  
pN, n (%)  

1 2 (5,7) 
2 21 (60) 

(2a) 7 (20) 
(2b) 13 (37,1) 
(2c) 1 (2,9) 

3 12 (34,3) 
  
pG, n (%)   
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1 0 
1 bis 2 1 (2,9) 

2 19 (54,3) 
2 bis 3 2 (5,7) 

3 11(31,4) 
Unbekannt 2 (5,7) 

  
Nikotinabusus in Anamnese, n 
(%) 

 

Ja 5 (14,3) 
Nein 30 (85,7) 

  
Alkoholabusus in Anamnese, 
n(%) 

 

Ja 16 (45,7) 
Nein 19 (54,3) 

  
HPV16 Status, n (%)  

Positiv 14 (40) 
Negativ 21 (60) 

  
P16INK4A-Status, n (%)  

Positiv 11 (31,4) 
Negativ 24 68,6) 

  

 

4.2 Nachweis der HPV-DNA 

Die extrahierte DNA aus den 35 Karzinomgewebeproben wird unter Anwendung des LCD-

Array-Kits auf das Vorhandensein von DNA der humanen Papillomviren untersucht.  

Die generierten Produkte der PCR geben nach Auswertung durch die 

Agarosegelelektrophorese Auskunft über das Vorhandensein bestimmter Sequenzen von 

HPV. Dreiundzwanzig der 35 Karzinomgewebeproben werden aufgrund der 

Amplifikationsstärke mittels LCD-Array zur Identifizierung auf Subtypenebene untersucht. 

Die DNA des humanen Papillomvirus Typ 16 wird bei 14 dieser Proben identifiziert (14/35; 

40% [siehe Tabelle 2]). Ein anderer Genotyp der humanen Papillomviren kann trotz der 

Möglichkeit der Identifizierung von 33 Papillomviren durch den Array nicht detektiert 

werden. 

4.3 Immunhistochemischer Nachweis der p16INK4A-Expression 
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Die p16INK4A-Immunhistochemie wird insgesamt bei 35 Lymphknotenmetastasen von CUP-

Syndromen durchgeführt. Die Schnitte werden von zwei unabhängigen Experten 

ausgewertet. Es werden sowohl nukleäre als auch zytoplasmatische Färbungen als positiv 

gewertet. Elf von den 35 Proben (31,4%) sind in der Immunhistochemie bei der Cintec-

Färbung positiv für p16INK4A  (siehe Tabelle 2). 

Die untersuchten Proben werden klassifiziert nach Klaes et al. (2001). Bei dieser 

Klassifikation werden die Ergebnisse je nach Intensität der immunhistochemischen Färbung 

wie folgt unterschieden: 

negativ (<1% der Zellen sind positiv)         

sporadisch (<5% der Zellen positiv),                                                                                                                    

fokal (<25% der Zellen positiv)                                                                                                                            

und diffus (>25% der Zellen positiv).                                                                                             

Drei (27,27%) der p16INK4A-positiven Proben zeigen nach dieser Klassifikation in der 

Immunhistochemie eine sporadische, zwei (18,18%) Proben eine fokale und sechs (54,5%) 

Proben eine diffuse Anfärbung.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1 P16INK4A-Immunhistochemie eines Platteneptithelkarzinoms unter Verwendung des 
Kits CINtec®PLUS CYTOLOGY. a und c zeigen eine p16INK4A- und Ki67-positive Reaktion. In c ist 

 
a 

 
b 

 
c 

 
d 
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besonders gut die intrazelluläre Anfärbung des Ki67 und des p16INK4A zu sehen. Die 
Anfärbung des p16INK4A wurde hier nach Klaes et al. (2001) als diffus klassifiziert. Zum 
Vergleich sieht man in b und d eine p16INK4A-negative Färbung, Ki67 ist positiv. (a und b: 
x200; b und c: x400) 
 

4.4 Kombination des HPV-Status mit dem p16INK4A-Status 

Es ergeben sich durch die Kombination des HPV-Status mit dem p16INK4A-Status vier 

Gruppen:               

Tabelle 3. 
  

  

Kombinierter HPV/ p16INK4A-Status Abkürzung Anzahl der Patienten 

  n/35 (%) 

 
HPV-negativ/p16INK4A-negativ 

 
HPV[-]/p16INK4A[-] 

 
16 (45,7) 

 
HPV-negativ/p16INK4A-positiv 

 
HPV[-]/p16INK4A[+] 

 
5 (14,3) 

 
HPV-positiv/p16INK4A-negativ 

 
HPV[+]/p16INK4A[-] 

 
8 (22,9) 

 
HPV-positiv/p16INK4A-positiv 

 
HPV[+]/p16INK4A[+] 

 
6 (17,1) 

 

Von den 35 untersuchten Karzinomgewebeproben sind 16 Proben HPV[-]/p16INK4A[-] (16/35, 

45,7%), fünf Proben HPV[-]/p16INK4A[+] (5/35, 14,3%), acht Proben HPV[+]/p16INK4A[-] (8/35, 

22,9%) und sechs Proben sind HPV[+]/p16INK4A[+](6/35, 17,1%). 

 

4.5 Korrelation des HPV- und des p16INK4A-Status mit den Patientencharakteristika 

Die Beziehung der klinischen Parameter der Patienten mit dem Status von HPV und p16INK4A 

wird in Tabelle 3 dargestellt. Die hier berücksichtigten Parameter sind Geschlecht, 

durchschnittliches Alter, Nodalstatus, Grading (Tumorstadium nach TNM-Klassifikation), 

Nikotinabusus und Alkoholabusus. 

 

Tabelle 4. Klinische Daten in Korrelation mit dem HPV- und p16INK4A-Status 
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  HPV-Status P16INK4A-Status 

Charakteristik Anzahl Negativ Positiv P-Wert Negativ Positiv P-Wert 

        
Patienten, n(%) 35 21(60) 14(40)  24(68,6) 11(31,4)  

        
Geschlecht, n(%)        

Männlich 27 15(71,4) 12(85,7) 0,431 18(75) 9(81,8) 1 
Weiblich 8 6(28,6) 2(14,3)  6(25) 2(18,2)  

        
Durchschnittliches 

Alter, Jahre 
63 58,7 55,8 0,459 57,17 58,36 0,46 

        
pN, n (%)        

1 2 1(4,8) 1(7,1) 0,765 1(4,2) 1(9,1) 0,856 
2 21 12(57,1) 9(64,3)  14(58,3) 7(63,6)  

2a 7 3(14,3) 4(28,8)  5(20,8) 2(18,2)  
2b 13 8(38,1) 5(35,7)  8(33,3) 5(45,5)  
2c 1 1(4,8) 0  1(4,2) 0  
3 12 8(38,1) 4(28,6)  9(37,5) 3(27,3)  
        

pG, n (%)        
1 0 0 0 0,669 0 0 0,88 

1-2 1 0 1(7,1)  1(4,2) 0  
2 19 13(62) 6(43)  13(54,2) 6(54,5)  

2-3 2 1(4,7) 1(7,1)  1(4,2) 1(9,1)  
3 11 6(28,6) 5(35,7)  8(33,3) 3(27,3)  

Unbekannt 2 1(4,7) 1(7,1)  1(4,2) 1(9,1)  
        

Nikotinabusus, 
n(%) 

       

Ja 30 20(95,2) 10(71,4) 0,134 23(95,8) 7(63,6) 0,026 
Nein 5 1(4,8) 4(28,6)  1(4,2) 4(36,4)  

        
Alkoholabusus, 

n(%) 
       

Ja 16 11(52,4) 5(35,7) 0,491 13(54,2) 3(27,3) 0,167 
Nein 19 10(47,6) 9(64,3)  11(45,8) 8(72,7)  

        

 

 

Nikotinabusus in der Anamnese kann als einzig signifikanter Parameter zwischen p16INK4A-

positiven im Vergleich zu p16INK4A-negativen Fällen identifiziert werden (p=0,026, Chi-

Quadrat-Test). In der Gruppe der 24 p16INK4A-negativen Patienten geben 23 Patienten 

(23/24, 95,8%) einen regelmäßigen Tabakkonsum in der Anamnese an; nur ein Patient ist 
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kein aktiver oder ehemaliger Raucher (1/24, 4,2%). Der Anteil der Raucher bei den p16INK4A-

positiven Patienten liegt dagegen bei 63,6% (7/11). Vier der elf p16INK4A-positiven Patienten 

sind Nichtraucher (4/11, 36,4%). 

Die ungleichmäßige Verteilung von Rauchern und Nicht-Rauchern findet sich auch in der 

HPV-positiven Gruppe im Vergleich zu der HPV-negativen Gruppe. Der Anteil der Patienten 

mit positiver Raucheranamnese liegt in der HPV-positiven Gruppe bei 71,4% (10/14). In der 

HPV-negativen Gruppe sind dagegen 95,2% (20/21) ehemalige oder aktive Raucher. Dieser 

Unterschied zwischen der HPV-positiven und HPV-negativen Gruppe zeigt jedoch bei 

Betrachtung der absoluten Zahlen keine statistische Signifikanz (p= 0,134), was am ehesten 

auf die kleine Stichprobengröße zurückzuführen ist. Die statistische Auswertung der 

prozentualen Verhältnisse zeigt dagegen mit p=0.0024 eine hohe statistische Signifikanz. 

Die Korrelation des angegebenen Alkoholkonsums mit dem HPV- beziehungsweise p16INK4A-

Status ergibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den positiven und negativen 

Gruppen. Es fällt allerdings auf, dass die HPV-positive und die p16INK4A-positive Gruppe 

weniger Patienten mit Alkoholabusus aufweisen als die HPV-negative und p16INK4A-negative 

Gruppe. Der Anteil der Patienten mit regelmäßigem Alkoholkonsum liegt bei den HPV-

positiven Patienten bei 35,7% (5/14). Bei der HPV-negativen Gruppe weisen dagegen 52,4% 

(11/22) der Patienten einen Alkoholabusus in der Anamnese auf. Ähnlich verhält es sich bei 

den p16INK4A-Gruppen: Die p16INK4A-positive Gruppe enthält einen Anteil an Patienten mit 

positiver Alkoholanamnese von 27,3% (3/11). Dagegen geben 54,2% (13/24) der p16INK4A-

negativen Patienten einen regelmäßigen Alkoholkonsum an. 

 

4.6 Korrelation der klinischen Daten der Patienten mit den kombinierten HPV/p16INK4A-

Status 

Die Beziehung der klinischen Patientendaten mit den kombinierten HPV/p16INK4A-Status wird 

in Tabelle 5 aufgezeigt. 

Als Patientencharakteristika werden erneut die schon in Tabelle 3 untersuchten Merkmale 

Geschlecht, durchschnittliches Alter, Nodalstatus, Grading (Tumorstadium nach TNM-

Klassifikation), Nikotinabusus und Alkoholabusus verwendet.  
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Tabelle 5. Korreltation der klinschen Patientendaten mit dem HPV/p16INK4A-Status 
 

Charakteristik Anzahl HPV[-]/ 
p16[-] 

HPV[-]/ 
p16[+] 

HPV[+]/ 
p16[-] 

HPV[+]/ 
p16[+] 

p-Wert 
 

       
Patienten, n(%) 35 16(45,7) 5(14,3) 8(22,9) 6(17,1)  

       
Geschlecht, n(%)       

Männlich 27 11(68,8) 4(80) 7(87,5) 5(83,3) 0,734 
Weiblich 8 5(31,2) 1(20) 1(12,5) 1(16,7)  

       
Durchschnittliches 

Alter, Jahre 
63 58,5 59,4 54,5 57,5 0,723 

       
pN, n (%)       

1 2 1(6,3) 0 0 1(16,7) 0,877 
2 21 8(50) 4(80) 6(75) 3(50)  

2a 7 2(12,5) 1(20) 3(37,5) 1(16,7)  
2b 13 5(31,3) 3(60) 3(37,5) 2(33,3)  
2c 1 1(6,3) 0 0 0  
3 12 7(43,7) 1(20) 2(25) 2(33,3)  
       

pG, n (%)      0,374 
1 0 0 0 0 0  

1-2 1 0 0 1(12,5) 0  
2 19 11(68,8) 2(40) 2(25) 4(66,7)  

2-3 2 1(6,2) 0 0 1(16,7)  
3 11 4(25) 2(40) 4(50) 1(16,7)  

Unbekannt 2 0 1(20) 1(12,5) 0  
       

Nikotinabusus, 
n(%) 

      

Ja 30 16(100) 4(80) 7(87,5) 3(50) 0,028 
Nein 5 0 1(20) 1(12,5) 3(50)  

       
Alkoholabusus, 

n(%) 
      

Ja 16 8(50) 3(60) 5(62,5) 0 0,09 
Nein 19 8(50) 2(40) 3(37,5) 6(100)  

       

 

Der einzige signifikante Unterschied wird auch hier durch die Korrelation des Nikotinabusus 

mit den kombinierten HPV/p16INK4A-Status ermittelt (p =0,028; exakter Test nach Fisher). So 

zeigt sich ein Raucheranteil von 100% in der HPV[-]/p16INK4A[-] -Gruppe (16/16). Die 



22 
 

HPV[+]/p16INK4A[+] -Patienten geben dagegen nur in 50% (3/6) der Fälle einen Nikotinabusus 

in der Anamnese an. 

Bei der Korrelation des Alkoholabusus mit den HPV/p16INK4A-Status sind deutliche, wenn 

auch nicht signifikante Unterschiede festzustellen. Die Patienten mit dem HPV[+]/p16INK4A[+] 

-Status zeigen keinen regelmäßigen Alkoholkonsum in der Anamnese (0/6, 0%). In der HPV[-

]/p16INK4A[-] -Gruppe sind dagegen 50% (8/16) positiv für Alkoholabusus in der Anamnese.  

Bezüglich der anderen Patientencharakteristika können keine signifikanten oder auffälligen 

Unterschiede festgestellt werden. 
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5. Diskussion 

 
5.1 Humane Papillomviren (HPV) 

Die infektiöse Natur von Warzen wurde schon Ende des 19. Jahrhunderts von Payne erkannt. 

Ciuffo lieferte 1907 den ersten eindeutigen Beweis für die Entstehung von Warzen nach 

einer Infektion. Der Wissenschaftler übertrug virulentes Material aus Warzen von Mensch zu 

Mensch. Richard Shope isolierte im Jahr 1932 aus einem Kaninchen das erste Papillomvirus 

(Shopes Kaninchenpapillomvirus [Shope 1932]). Die viralen Proteine wurden erstmals 1949 

durch Strauss und Mitarbeiter im Elektronenmikroskop demonstriert. Die ersten 

Veröffentlichungen über die doppelsträngige zirkuläre DNA des humanen Papillomvirus 

erschienen einige Jahre später (zur Hausen 2009). In den siebziger Jahren zeigte sich die 

Vielzahl der Papillomvirustypen. Die Heterogenität dieser Familie wurde durch eine 

Untersuchung von zur Hausen und Mitarbeiter im Jahr 1974 offenkundig. Die ersten 

vollständigen Genome konnten 1982 sequenziert werden: das BPV1 (bovines Papillomvirus) 

durch Chen und Mitarbeiter und das HPV1 (humanes Papillomvirus) durch Danos und 

Mitarbeiter. Die Anzahl der damals entdeckten Papillomviren ist seitdem stetig gestiegen. 

Heute können circa 200 Papillomviren unterschieden werden, von denen etwa 150 beim 

Menschen nachgewiesen werden konnten (Bernard et al. 2010, Kovanda et al. 2011). Ein 

neuer Papillomvirus-Typ wird dabei nur anerkannt, wenn das gesamte Genom vollständig 

sequenziert wurde. Das Genom darf weiterhin in dem Leserahmen für das späte Protein L1 

(L1 ORF) mit dem nächst verwandten HPV-Typ nur in weniger als 90% übereinstimmen (de 

Villiers et al. 2004). Unterschiede in dieser Sequenz von zwei bis zehn Prozent definieren ein 

Papillomvirus als Subtyp und unter zwei Prozent als varianten Typ (de Villiers et al. 2004). 

Papillomviren konnten bislang in mehr als zwanzig Säugetierspezies, Vögeln und Reptilien 

gefunden werden (Doorbar 2005). Sie besitzen eine stark ausgeprägte Wirts- und 

Gewebsspezifität, sind strikt epitheliotrop und obligatorisch intrazellulär (Modrow et al. 

2010, Horvath et al. 2010). Die Papillomviren sind ursprünglich mit den Polyomaviren als 

Familie der Papovaviridae zusammengefasst worden. Es sind dann aber aufgrund 

unterschiedlicher Genomgröße, unterschiedlicher Genomorganisation und nur 

unbedeutenden Übereinstimmungen in der Nukleotid- und Aminosequenz zwei separate 

Familien durch das International Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) festgelegt 
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worden (de Villiers et al. 2004). Die Papillomviren gehören seitdem der Familie der 

Papillomaviridae an. Die Papillomviren werden aufgrund ihrer DNA-Sequenz in fünf 

Supergruppen A-E eingeteilt (IARC Monographs Vol. 90 2007). Die humanpathogenen 

Papillomviren gehören zu den Gruppen A, B oder E (Chan et al. 1995). Die Papillomviren der 

Supergruppe A, zu der unter anderem die HPV-Typen 6,7,11,16,18,10 und 32 gehören, sind 

besonders für die Entstehung der benignen und malignen Tumore ursächlich. 

Die Terminologie unterscheidet weiterhin in Abhängigkeit des Tropismus der Infektionen 

durch die verschiedenen Genotypen kutane von mukokutanen Papillomviren (de Villiers et 

al. 2004). Die mukokutanen Papillomviren werden zusätzlich nach ihrem onkogenen 

Potenzial in zwei Gruppen eingeteilt: In „high-risk“-Papillomviren (HR-PV) und „low-risk“-

Papillomviren (LR-PV [zur Hausen und de Villiers 1994]). Die HR-Papillomviren haben im 

Gegensatz zu den LR-Papillomviren ein hohes Potenzial eine maligne Läsion zu induzieren. 

 

5.1.1 Aufbau der humanen Papillomviren 

Humane Papillomviren haben einen Durchmesser von 55-60nm. Die Viruspartikel besitzen in 

ihrem Inneren eine doppelsträngige zirkuläre DNA. Diese ist von kleinen Kapsiden umgeben. 

Die Proteinkapsidhülle hat eine ikosaedrische Form, welche aus zwei Strukturproteinen 

besteht: Das Hauptkapsidprotein L1 (Major Capsid Protein, 57kD) bildet 72 pentamere 

Kapsomere. Zusätzlich zu L1 finden sich 12 bis 72 Moleküle des Strukturproteins L2 (Minor 

Capsid Protein, 75kD). Die Viruspartikel sind unbehüllt, was die Viren gegenüber 

Inaktivierung, Frost und Austrocknung resistent macht (Chang et al. 1991). 

Das kovalent geschlossene, zirkuläre und doppelsträngige DNA-Genom der humanen 

Papillomviren umfasst eine Größe von 7500 bis 8000bp. Alle viralen Funktionen sind auf 

einem Strang kodiert. Das Genom weist eine typische Organisation auf: Die lange 

Kontrollregion (LCR [Long Control Region] oder auch URR [upstream regulatory region]) 

enthält den überwiegenden Anteil der Kontrollelemente wie frühe Promotoren, Enhancer 

und den Replikationsursprung [ori (origin of replication)]. Die Gene für die früh im 

Vermehrungszyklus gebildeten Proteine schließen sich im Uhrzeigersinn an die LCR an. Diese 

frühe Region (E [Early Region]) beinhaltet sechs bis acht offene Leserahmen (ORF [open 
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reading frames]) für die regulatorischen Proteine E1 bis E8. Die Gene für das Protein E4 sind 

in den E2-Leserahmen integriert. Der späte Genombereich befindet sich zwischen dem E5-

Leserahmen und der LCR. Dieser beinhaltet die Gene für die spät im Replikationszyklus 

synthetisierten Proteine L1 und L2 (Terai et al. 2002, Chen et al. 2006) 

Die frühen Proteine E1 und E2 interagieren mit der DNA der Wirtszelle, wobei E1 ein 

wichtiger Bestandteil der Replikation in den Zellkernen der Wirtszellen ist (Conway und 

Meyers 2009). E1 ist weiterhin eine ATP-abhängige DNA-Helicase (Yang et al. 1993) und 

bindet mit Hilfe einer Komplexbildung mit dem frühen Protein E2 an den 

Replikationsursprung. E1 rekrutiert nach der Bindung zelluläre Replikationsproteine, unter 

anderem die DNA Polymerase α und die Topoisomerase 1. Das frühe Protein E2 reguliert die 

Transkription der frühen Proteine E6 und E7 und gilt als sog. silencer der Region E6/E7. Die 

Funktionen des Proteins E4 bestehen unter anderem in der Induktion von Apoptose und der 

Stimulation der Aktivität von E2 (Nakahara et al. 2005). Das Protein E5 aktiviert durch die 

Bindung an zelluläre Transmembranproteine wachstumsstimulierende Signalkaskaden 

(Crusius et al. 1998). Die E6- und E7-Proteine besitzen die Fähigkeit Zellen zu transformieren 

und zu immortalisieren (zur Hausen 2000). Beide Onkoproteine interagieren mit wichtigen 

Regulatoren des menschlichen Zellzyklus. Es kommt durch die Wirkung der Onkogene zu 

vermehrten DNA-Schäden und letztlich zu einer Transformation der Wirtszelle (Zerfass et al. 

1995, Havre et al. 1995). L1 ist das Hauptkapsidprotein und stellt das gruppenspezifische 

Antigen der Papillomviren dar (de Villiers 1997). L2-Proteine sind für die Bindung und 

Verpackung des Virusgenoms zuständig (Zhou et al. 1994, Zhao et al. 1998). 

 

5.1.2 Pathophysiologie der HPV-Infektion 

Viruspartikel gelangen durch Verletzungen der äußeren Hornschicht in das Epithel und 

können dort die Stammzellen in der Basalzellschicht infizieren. Eine Infektion kann über 

Jahre hinweg subklinisch bleiben. 

Es wird davon ausgegangen, dass sekundäre Ereignisse wie somatische Mutationen der 

zellulären Gene zusätzlich zu der persistierenden Infektion mit HP-Viren eintreten müssen 

um konsekutiv zur malignen Transformation beizutragen (Vousden 1993). Ein anerkanntes 
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Charakteristikum der malignen Progression ist die Integration der Virus-DNA in das humane 

Genom (Shirasawa et al. 1986, Schneider-Maunoury et al. 1987, zur Hausen 1989, Peitsaro et 

al. 2002). Die viralen Sequenzen liegen nämlich bei benignen und geringgradigen 

intraeepithelialen Läsionen nach derzeitigem Kenntnisstand überwiegend episomal vor, 

während sie bei Karzinomen regelmäßig in das Wirtsgenom integriert sind (Das et al. 1992, 

Peitsaro et al. 2002). Die E1 und/oder E2 ORFs gehen durch die Integration ebenso 

regelmäßig verloren; die Leserahmen für die frühen Proteine E6 und E7 sowie die LCR 

bleiben jedoch intakt (Peitsaro et al. 2002). Die negative Feedbackregulation auf den 

Promoter der frühen Proteine E6 und E7 geht durch den konsistenten Verlust der E2-

silencer-Proteine verloren (Chow et al. 2010), was die hohe Expressionsrate der viralen 

Onkogene E6 und E7 zur Folge hat. Es existieren allerdings auch Karzinome mit 

nachgewiesener episomaler Lokalisation des viralen Genoms. Der virale Promoter wird hier 

vermutlich in Folge einer mutagenen Deletion enthemmt (May et al. 1994). 

Das Onkoprotein E7 der Papillomviren greift am Übergang der G1-Phase zur S-Phase ein. Es 

bindet an das Retinoblastoma-Genprodukt pRB und den verwandten Pocket-Proteinen 

(McLaughlin-Drubin und Münger 2009), wodurch der Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt 

wird und es zu einem unkontrollierten Eintritt in die Synthesephase kommt (McLaughlin-

Drubin und Münger 2009). Die Inhibitoren der Cyclin D abhängigen Kinasen, welche im 

normalen Zellzyklus E2F durch Phosphorylierung des pRb freisetzen, werden hierdurch 

aktiviert. P16INK4A gehört zu der Gruppe der Inhibitoren der Cyclin D abhängigen Kinasen, 

wodurch es zu einer Überexpression von p16INK4A kommt (Li et al. 1994). 

Das zweite virale Onkoprotein E6 greift an einem weiteren wichtigen Kontrollmechanismus 

in der G2-Phase des Zellzyklus ein. Die transformierende Eigenschaft des E6 entsteht durch 

die Komplexbildung mit dem zellulären Protein E6-AP (E6-assoziiertes Protein). Dieses agiert 

als E3-Ubiquitin-Ligase (Scheffner et al. 1993). Das E6-Protein bindet an das 

Tumorsuppressorprotein p53 und induziert dessen ubiquitinabhängigen Abbau (Huibregtse 

et al. 1991, Scheffner et al. 1993). P53 kann so in seiner Funktion als 

Tumorsuppressorprotein und Regulator der Zellteilung nicht wirken. Ein weiteres 

Tumorsuppressorprotein, Notch1, wird durch die fehlende Funktion des p53 gehemmt. Dies 

hat ein abnormes Zellwachstum und Differenzierungsdefekte der Zelle zur Folge (Yugawa et 

al. 2007). Das E6-Protein übt seine onkogene Potenz auch über andere Wege aus: Es 
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induziert die humane Telomerase hTERT (humane Telomerase Reverse Transkriptase). E6 

interagiert zudem mit den pro-apoptotischen Proteinen Bak, FADD (Fas-associated Death 

Domain) und Procaspase 8 (Thomas und Banks 1999, Garnett et al. 2006), was die HPV-

infizierte Zelle vor einer Apoptose schützt. Das Onkogen interagiert weiterhin mit Proteinen, 

die PDZ-Domänen beinhalten. Diese Proteine sind in zelluläre Funktionen wie 

Signaltransduktion und Zelladhäsion involviert. Es kann durch den Abbau dieser Proteine zu 

einer Transformation der Zelle kommen (Narisawa-Saito und Kiyono 2007). 

 

5.1.3 HPV-assoziierte Erkrankungen 

Humane Papillomviren sind kausale Faktoren für eine Vielzahl von benignen und malignen 

Tumorerkrankungen kutaner und muköser Epithelien. Zu den benignen Läsionen der Haut 

zählen eine Reihe verschiedener Typen von Warzen (Papillome): Die Verrucae plantares und 

vulgares (HPV1 und 4), die Fleischerwarzen (HPV7) oder die Verrucae planae (HPV3 [de 

Villiers 1989]). Die Mehrzahl der für die gutartigen kutanen Warzen ursächlichen 

Papillomviren sind im Zusammenhang mit der Erkrankung Epidermodysplasia verruciformis 

(EV) beschrieben worden (de Villiers 1989). EV tritt in Form von disseminierten und 

persistierenden flachen Warzen auf. (Pfister 2008, Pfister 2011). Die Läsionen der EV weisen 

sowohl HPV-Genotypen mit niedrigem (HPV14, 20 und 21) als auch mit hohem onkogenen 

Potenzial (HPV5, 8 und 47) auf (Chang et al. 1991, Majewski und Jablonska 1995, Marcuzzi et 

al. 2009). Bei 30 bis 60% der hellhäutigen EV-Patienten kann 10 bis 30 Jahre nach dem ersten 

Auftreten benigner Läsionen an vorwiegend sonnenexponierten Arealen ein 

Plattenepithelkarzinom der Haut auftreten (Majewski und Jablonska 1997). 

Humane Papillomviren infizieren auch diverse Schleimhäute. Die „low-risk“ HPV sind für 

benigne genitale Warzen (Condylomata accuminata) und intraeptheliale Neoplasien 

unterschiedlichen Dysplasiegrades der Zervix, Vulva, Penis, Vagina und Anus verantwortlich 

(Pfister 2008). Die humanen Papillomviren 6 und 11 können bei 90% aller genitalen Warzen 

isoliert werden (Steben und Duarte-Franco 2007). Die Infektion mit „high-risk“ Papillomviren 

kann zudem anogenitale Karzinome bedingen. Anfang der siebziger Jahre sind die ersten 

Studien zum möglichen Zusammenhang von HPV und Zervixkarzinomen von Harald zur 

Hausen durchgeführt worden (zur Hausen et al. 1974, zur Hausen 1976), die letztlich zu der 
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Erkenntnis führten, dass Viren Krebs verursachen können. Für die Entwicklung dieser 

Erkenntnis ist Harald zur Hausen der Nobelpreis für Medizin 2008 verliehen worden. HPV-

Infektionen werden heute für Neoplasien der Zervix uteri als ursächlich anerkannt (zur 

Hausen 1996). HPV kann in über 99,7% aller Zervix-uteri-Neoplasien gefunden werden, 

wobei in über 70% eine Infektion mit HPV16 oder HPV18 identifiziert wird (Steben und 

Duarte-Franco 2007). 

Humane Papillomviren sind darüber hinaus mit der Ätiologie von benignen und malignen 

Läsionen des oberen Aerodigestivtraktes vergesellschaftet (Franceschi et al. 1996). Zu den 

benignen Tumorerkrankungen gehört die rezidivierende respiratorische Papillomatose (RRP, 

früher „Larynxpapillomatose“). Die rezidivierende Papillomatose kann in seltenen Fällen 

nach langem Verlauf eine maligne Transformation durchmachen (Mahnke et al. 1998). 

HPV-Infektionen werden ebenfalls als Ursache für die Entstehung von 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs angesehen (Gillison et al. 2000, Klussmann 

et al. 2001, Herrero et al. 2003, Smith et al. 2004, Hoffmann et al. 2005a, Wittekindt et al. 

2005, Mannarini et al. 2009). 

 

5.1.4 HPV in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs 

Kopf-Hals-Karzinome sind in 20 bis 30% mit einer HPV-Infektion vergesellschaftet (Kreimer et 

al. 2005, Dayyani et al. 2010, Hoffmann et al. 2010), wobei die überwiegende Mehrzahl HPV-

positiver Tumoren durch den Hochrisikotyp HPV16 verursacht wird (Klussmann et al. 2001, 

Hoffmann et al. 2003, Gillison 2004, Begum et al. 2005, Furniss et al. 2007). Die Prävalenz 

humaner Papillomviren wird in Abhängigkeit der Lokalisation des Primärtumors 

unterschiedlich beschrieben. Die anatomische Region des Oropharynx hat mit 60% die 

höchste HPV-Prävalenz (Gillison et al. 2000, Klussmann et al. 2001, Hoffmann et al. 2005a, 

D'Souza et al. 2007). Kreimer und Mitarbeiter (2005) haben in einer Metaanalyse von 60 

separaten Studien mit insgesamt 5046 Patienten gezeigt, dass die HPV-Prävalenz der 

Oropharynxkarzinome (35,6%) signifikant höher ist als die in Larynx (24%) und Mundhöhle 

(23,5%). Die HPV-Nachweisbarkeit in Kopf-Hals-Karzinomen scheint zusätzlich abhängig von 

der geographischen Region zu sein, in der die untersuchten Populationen leben. Eine 
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Untersuchung in Schweden hat so beispielsweise eine HPV-Prävalenz von 85% in den 

untersuchten Tonsillenkarzinomen ermittelt, der vorwiegende Genotyp war HPV16 mit 93% 

(Näsman et al. 2009). Die HPV-Prävalenz in Oropharynxkarzinomen in europäischen Ländern 

mit dem höchsten Tabakkonsum liegt dagegen bei unter 20% (Marur et al. 2010). 

Der Grund für die signifikant häufigeren HPV-positiven Oropharynxkarzinome im Vergleich 

zu Karzinomen anderer Lokalisationen ist unklar. Die Tonsilla palatina und die Tonsilla 

lingualis des Waldeyer’schen Rachenrings, der mit Ausnahme der Adenoide im Epipharynx 

zur anatomischen Region des Oropharynx gehört, scheinen aber besonders prädestiniert für 

eine Infektion mit HPV zu sein. Die Tonsillen zeichnen sich durch eine besonders exponierte 

Lage aus, da sie zwischen der äußeren Umwelt und den inneren Organen lokalisiert sind und 

zusätzlich durch immunogene und karzinogene Stimulationen beansprucht werden 

(Wilczynski et al. 1998). In den tiefen Krypten der Tonsillen befindet sich zudem teilweise 

lediglich einschichtiges Epithel, welches der Basalzellschicht entspricht und eine geringe 

Differenzierung zeigt. Die höhere Permissivität des Kryptenepithels weist so auf eine erhöhte 

Sensitivität für HPV-Infektionen hin (Klussmann et al. 2001, Klussmann et al. 2004); die 

geringe Virusclearance in den tiefen Krypten ist weiterhin als begünstigender Faktor denkbar 

(Klussmann et al. 2004). 

HPV-positive Plattenepithelkarzinome, insbesondere Tonsillenkarzinome, können aus 

folgenden Gründen als eigene Tumorentität angesehen werden (Gillison et al. 2000, 

Klussmann et al. 2003a, Klussmann et al. 2003b): Patienten mit HPV-positiven Tumoren sind 

im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen Tumoren jünger und weisen in der Anamnese 

weniger häufig die Hauptrisikofaktoren der Kopf-Hals-Karzinome Alkohol- und Nikotinabusus 

auf (Chaturvedi et al. 2008, Gillison et al. 2008). HPV-positive Karzinome zeichnen sich 

weiterhin durch ein aggressiveres biologisches Verhalten aus (Hoffmann et al. 2005a, 

Hoffmann et al. 2010, Syrjänen 2010) und haben eine Tendenz zu weniger differenzierten 

Tumoren (Hobbs et al. 2006, Gillison et al. 2008). Die Karzinome metastasieren zudem früh 

in die lokoregionären Lymphknoten und weisen bei Diagnosestellung ein fortgeschrittenes 

Tumorstadium auf (Hoffmann et al. 2005b, Hobbs et al. 2006, Gillison et al. 2008). Eine 

Untersuchung von Hoffmann und Mitarbeiter (2005b) zeigte so eine Metastasierung der 

HPV-positiven Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs in 93%. Die HPV-negativen 

Karzinome metastasierten im Gegensatz dazu im Verlauf der Erkrankung in nur 63% in die 
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zervikalen Lymphknoten. Die Lymphknotenmetastasen der HPV-positiven Plattenepithel-

karzinome des Kopf-Hals-Bereichs zeigen eine hohe Korrelation zum HPV-Status der 

jeweiligen Primärtumoren (Hoffmann et al. 2005b, Weiss et al. 2011). 

Patienten mit HPV-positiven Karzinomen haben trotz des oben genannten aggressiveren 

biologischen Verhaltens im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen Karzinomen ein 

besseres Gesamt- und rezidivfreies Überleben (Lindquist et al. 2007, Fakhry et al. 2008, 

Hoffmann et al. 2009). Letzteres wird auf ein besseres Ansprechen HPV-positiver Tumore auf 

die Therapie, vor allem Strahlentherapie, zurückgeführt (Mellin et al. 2000, Hoffmann et al. 

2005a, Hoffmann et al. 2010, Rischin et al. 2010, Syrjänen 2010, Tribius et al. 2011). Das 

erhöhte Ansprechen auf Chemotherapie und Bestrahlung wird durch ein intaktes p53 in 

HPV-positiven Tumoren erklärt, wodurch eine apoptotische Antwort auf den durch 

Chemotherapie erzeugten Stress erfolgen kann (Ferris et al. 2005). 

 

5.2 Das CUP-Syndrom im Kopf-Hals-Bereich 

Unter dem Begriff CUP-Syndrom (Cancer of Unknown Primary) werden diejenigen 

Tumorerkrankungen zusammengefasst, bei denen nach Abschluss der Diagnostik nur 

Metastasen, jedoch kein Primärtumor gefunden wird (Krämer et al. 2008). CUP-Syndrome 

sind mit einer Inzidenz von 2,3 bis 4,2% die siebt- bis achthäufigsten Karzinomerkrankungen 

weltweit (Pavlidis und Fizazi 2005). Zervikale CUP-Syndrome haben allerdings einen geringen 

Anteil an der Gesamtheit der CUP-Syndrome. Kopf-Hals-Karzinome werden in nur 2% als 

CUP-Syndrom diagnostiziert (Grau et al. 2000). 

In der vorliegenden Arbeit sind Proben von 35 Patienten mit einem zervikalen CUP-Syndrom 

untersucht worden, die von September 2002 bis September 2009 entnommen worden sind. 

Die Histologie der untersuchten Lymphknotenmetastasen zeigt, wie in der Literatur 

beschrieben, überwiegend ein Plattenepithelkarzinom (34/35, 97,1% [Vaamonde et al. 2002, 

Issing et al. 2003]). Die zervikalen CUP-Syndrome weisen, wie die Gesamtheit der Kopf-Hals-

Karzinome, eine hohe Prädilektion für das männliche Geschlecht auf (Issing et al. 2003). Das 

männliche Geschlecht überwiegt auch in der vorliegenden Untersuchung mit 77,1% (27/35). 

Das Durchschnittsalter der Patienten mit zervikalem CUP-Syndrom und Kopf-Hals-
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Karzinomen generell wird in der Literatur mit 55-59 Jahren angegeben (Issing et al. 2003, 

Cianchetti et al. 2009). Betrachtet man das Durchschnittsalter der Patienten in der 

vorliegenden Untersuchung, so liegt es mit 57,5 Jahren gerade in diesem Altersintervall. 

Es ist wenig bekannt über die Entstehung und Biologie zervikaler CUP-Syndrome. Sie 

zeichnen sich durch einen kurzen Krankheitsverlauf mit unspezifischen Symptomen und eine 

unterschiedliche Wachstumsdynamik des Primärtumors und der Metastasen aus (van de 

Wouw et al. 2003, Sendler et al. 2008). Die Metastasen proliferieren deutlich aggressiver, 

der Primärtumor hingegen bleibt meist asymptomatisch (Sendler et al. 2008). Es ist ebenfalls 

denkbar, dass die Primärtumoren schnell proliferieren und metastasieren, die 

Gefäßversorgung aber aufgrund des starken Wachstums zu inkompetent ist und die 

Primärtumorzellen mittels Apoptose untergehen (Naresh 2002). 

Der Primärtumor der zervikalen CUP-Syndrome ist höchstwahrscheinlich ein Karzinom des 

Kopf-Hals-Bereiches (Weber et al. 2001). Die Diagnostik bezieht sich aus diesem Grund 

insbesondere auf den Bereich des oberen Aerodigestivtraktes und umfasst die körperliche 

Untersuchung, die HNO-ärztliche Spiegeluntersuchung einschließlich Endoskopie, die B-

Sonographie der Halsweichteile inklusive Gewinnung einer Feinnadelaspiration zur 

zytologischen Untersuchung, CT und/oder MRT des Halses, Panendoskopie mit 

Tonsillektomie der Tonsillae palatinae und Probebiopsien aus der Tonsilla lingualis (Weber et 

al. 2001, Neben et al. 2008). Die Panendoskopie führt in bis zu 39% der Fälle mit 

vermeintlichem CUP-Syndrom zur Detektion eines klinisch nicht erkennbaren Primärtumors 

(Lapeyre et al. 1997, Koch et al. 2001). Die Tonsillektomie zum Nachweis des Primärtumors 

wird besonders empfohlen, da die Tonsillen und der Zungengrund die häufigsten 

Lokalisationen der diagnostizierten Primärtumoren darstellen (Cianchetti et al. 2009). 

Die Detektion des Primärtumors hat eine therapeutische und prognostische Relevanz. Die 

therapeutischen Strategien beim CUP-Syndrom unterscheiden sich deutlich von den 

Behandlungskonzepten bei detektiertem Primärtumor. Patienten mit CUP-Syndrom werden 

mit einer Neck Dissection der Regionen I bis V und einer adjuvanten Radiochemotherapie 

unter Einbeziehung der Mukosa des Naso-, Oro-, Hypopharynx und des Larynx sowie der 

bilateralen zervikalen Lymphabflussstromgebiete behandelt (Colletier et al. 1998, Grau et al. 

2000). Diese Behandlung geht aufgrund der erhöhten Strahlenbelastung im Vergleich zu 
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Fällen mit bekanntem Primarius mit einer erhöhten akuten und chronischen Morbidität 

einher (Grau et al 2000, Nieder et al. 2001). Die Detektion des Primärtumors führt dagegen 

zu einer Eingrenzung der Therapie auf den Bereich des Primärtumorsitzes, was die Selektion 

der zur Neck dissection indizierten Regionen und die Eingrenzung des Strahlentherapiefeldes 

auf die Primärtumorlokalisation zur Folge hat. 

 

5.2.1 HPV beim CUP-Syndrom des Kopf-Hals-Bereichs 

Es ist, wie oben bereits erwähnt, bekannt, dass Kopf-Hals-Karzinome, insbesondere 

Oropharynxkarzinome, eine hohe HPV-Prävalenz zeigen. HPV-Infektionen sind auch bereits 

in zervikalen CUP-Syndromen vereinzelt nachgewiesen worden (Hoffmann et al. 2005b, 

Desai et al. 2009, Barward et al. 2011, Compton et al. 2011). 

Die untersuchten CUP-Syndrome des Kopf-Hals-Bereichs der vorliegenden Arbeit weisen 

eine HPV-Infektion in 14 der 35 Fälle auf. Damit liegt die HPV-Prävalenz mit 40% über den in 

der Literatur beschriebenen durchschnittlichen Angaben zur HPV-Infektion in Kopf-Hals-

Karzinomen von 20 bis 30% (Kreimer et al. 2005, Dayyani et al. 2010, Hoffmann et al. 2010). 

Die HPV-Prävalenz deckt sich mit den Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen. 

Barward und Mitarbeiter (2011) haben beispielsweise eine HPV-Prävalenz in CUP-

Syndromen von 52,9% (9/17) ermittelt. 

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass das Vorhandensein von HPV in 

Lymphknotenmetastasen eine deutliche Korrelation zu HPV-Infektionen der Primärtumoren 

zeigt und mit dem Tumorausgangspunkt im Oropharynx assoziiert ist (Begum et al. 2003, 

Hoffmann et al. 2005b, Begum et al. 2007, El-Mofty et al. 2008, Desai et al. 2009). Hoffmann 

und Mitarbeiter (2005b) haben eine der ersten Untersuchungen zum Zusammenhang von 

HPV-Infektionen der Primärtumoren und Lymphknotenmetastasen durchgeführt. Der HPV-

Status ist in 18 Primärtumoren und den dazugehörigen 19 Lymphknotenmetastasen sowie 

von 17 Lymphknotenmetastasen ohne Primärtumor untersucht worden. Sieben der 18 

Patienten mit Primärtumor zeigten einen positiven HPV-Status sowohl des Primärtumors als 

auch der Lymphknotenmetastasen. Weitere sieben Patienten zeigten für beide 

Gewebeproben einen negativen HPV-Status. Drei Patienten hatten HPV-positive 
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Lymphknotenmetastasen, aber einen HPV-negativen Primärtumor. Die 17 untersuchten 

Lymphknoten ohne untersuchten Primärtumor zeigten in 11 Fällen einen positiven HPV-

Status. Begum und Mitarbeiter (2007) haben 77 Aspirate von 

Plattenepithelkarzinommetastasen mit in 67 Fällen bekanntem Primärtumor auf das 

Vorhandensein von HPV untersucht und sie detektierten HPV in 13 Metastasen. Zehn der 

Metastasen mit HPV-Infektion hatten den Primärtumorsitz im Oropharynx und drei 

Metastasen waren Metastasen eines CUP-Syndroms. HPV konnte somit in keiner „nicht-

oropharyngealen“ Metastase identifiziert werden. El Mofty und Mitarbeiter (2008) haben in 

einer ähnlichen Untersuchung das Vorhandensein von HPV in 93 zervikalen 

Lymphknotenmetastasen eines Plattenepithelkarzinoms mit bekanntem Primärtumor auf 

HPV untersucht. Eine HPV-Infektion ist bei 23 aller Metastasen festgestellt worden. 

Zweiundzwanzig dieser HPV-positiven Proben waren Metastasen von oropharyngealen 

Karzinomen. Daraus lässt sich eine Sensitivität von 95,7% und eine Spezifität von 85,7% bei 

zervikalen Metastasen mit einer HPV-Infektion von einem Primärtumor im Oropharynx 

errechnen (El-Mofty et al. 2008). Desai und Mitarbeiter (2009) haben dagegen in einer 

Untersuchung neben dem Oropharynx beispielsweise die Mundhöhle und die Haut als 

Primärtumorlokalisationen für HPV-positive Metastasen festgestellt. 

Es wird zusammenfassend vermutet, dass die HPV-Diagnostik bei CUP-Syndromen auf den 

Ursprungsort deuten kann: Bei einem negativen HPV-Status werden Tumorlokalisationen 

des Kopf-Hals-Bereiches außerhalb des Oropharynx als Primärtumorsitz angenommen. Ein 

positiver HPV-Status weist dagegen stark auf den Oropharynx, insbesondere die Tonsillen, 

als den möglichen Primärtumorsitz hin. Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelte 

HPV-Prävalenz in CUP-Metastasen von 40% weist aufgrund dieser vergleichsweise hohen 

HPV-Prävalenz eher auf die Tonsillen als Primärtumorsitz hin als auf Primärtumoren des 

Larynx, Hypopharynx oder der Mundhöhle (HPV-Prävalenz außerhalb des Oropharynx im 

Kieler Patientenkollektiv: 20 bis 30%; HPV-Prävalenz im Oropharynx im Kieler 

Patientenkollektiv: 50 bis 60%). 

Die DNA aus den Karzinomproben ist in der vorliegenden Untersuchung mittels eines 

hochspezifischen Typisierungs-Arrays auf das Vorhandensein von 33 humanen Papillomviren 

untersucht worden. Dabei ist der HPV-Typ 16 als einziger infizierender Genotyp identifiziert 

worden (14/14, 100%). HPV16 ist der Genotyp, der in der überwiegenden Mehrheit der HPV-
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positiven Kopf-Hals-Karzinome beschrieben worden ist (Kreimer et al. 2005, Hoffmann et al. 

2005a und b, Hoffmann et al. 2010, Dayyani et al. 2010), während die HPV-Typen 18 und 33 

als zweit- bzw. dritthäufigste Genotypen in Kopf-Halskarzinomen vorkommen (Kreimer et al 

2005, Dayyani et al 2010). 

 

5.3 Das Expressionsmuster des p16INK4A und die Korrelation mit dem HPV-Status 

Das humane Tumorsuppressorprotein p16INK4A wurde erstmals 1993 isoliert (Serrano et al. 

1993, Xiong et al. 1993). Die Funktionen des p16INK4A bestehen in der zellulären Seneszenz, 

also dem permanenten Arrest der Zellproliferation, und in der Regulation der Lebensdauer 

(Hara et al. 1996, Cánepa et al. 2007). P16INK4A führt zu einer funktionellen Inaktivierung des 

pRB (Serrano et al. 1993, Kamb et al. 1994) und die Transkription des p16INK4A wird wiederum 

durch einen regulatorischen Rückkopplungsmechanismus durch den Status des pRB reguliert 

(Serrano et al. 1993, Li et al. 1994, Hara et al. 1996). Es ist folglich detektierbar bei Mutation, 

Deletion oder Inaktivierung des pRB, aber nicht bei intaktem pRB. 

Das p16INK4A ist in den ersten Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen der p16INK4A-

Immunhistochemie und dem HPV-Status stetig als Ersatzmarker einer Infektion mit den 

humanen Papillomviren bestätigt worden (Fregonesi et al. 2003, Klussmann et al. 2003a). 

Die Korrelation der p16INK4A-Überexpression und des HPV-Status waren hochsignifikant 

(Wittekindt et al. 2005, Cunningham et al. 2006, Klussmann et al. 2009, Hoffmann et al. 

2010). An der Aussagekraft der p16INK4A-Überexpression über eine HPV-Infektion kam jedoch 

in den letzten Jahren durch verschiedene Studien Zweifel auf (Klingenberg et al. 2010, 

Rischin et al. 2010, Hoffmann et al. 2012). Hoffmann und Mitarbeiter (2012) haben in einer 

aktuellen Untersuchung festgestellt, dass die p16INK4A-Immunhistochemie oder die HPV-

Detektion alleine nicht aussagekräftig genug sind, um auf eine aktive oder inaktive HPV-

Infektion schließen zu lassen. In der Untersuchung von Hoffmann und Mitarbeiter (2012) 

waren sechs der 78 Proben HPV-positiv aber p16INK4A-negativ. Es gab zusätzlich 13 Fälle mit 

einer p16INK4A-Überexpression ohne das Vorhandensein von detektierbarer HPV-DNA.  

Das Expressionsmuster von p16INK4A ist in der vorliegenden Arbeit mittels Immunhistochemie 

untersucht worden. Es ist insgesamt bei elf Patienten eine p16INK4A–Überexpression 
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festgestellt worden (11/35, 31,4%). Sechs der 35 Patientenproben sind sowohl p16INK4A-

positiv als auch HPV-positiv (17,14%). Weitere fünf Patienten haben einen positiven p16INK4A-

Status, aber einen negativen HPV-Status (5/35, 14,3%). Eine Überexpression des p16INK4A 

kann dagegen bei acht HPV-positiven Patienten nicht festgestellt werden (8/35, 22,9%). Die 

insgesamt elf p16INK4A-positiven Proben weisen somit nur in sechs Fällen einen positiven 

HPV-Status auf. Andererseits kann bei acht Patienten mit positivem HPV-Status keine 

p16INK4A-Überexpression festgestellt werden. 

Es gibt für die p16INK4A-Überexpression ohne eine nachweisbare HPV-Infektion 

unterschiedliche Erklärungsansätze: Die Infektion mit anderen Viren, beispielsweise mit 

Adenoviren, stellt eine Möglichkeit dar. Das Onkoprotein E1A der Adenoviren kann wie das 

E7 der humanen Papillomviren das pRB inaktivieren. Dies hat eine erhöhte Expression des 

p16INK4A zur Folge (Whyte et al. 1988, Helt und Galloway 2003). Das p16INK4A akkumuliert 

weiterhin als Resultat des Alterns. Es kommt somit durch Kürzung der Telomerase, DNA-

Schäden oder oxidativem Stress zu einer sogenannten „replikativen Seneszenz“ (Klingenberg 

et al. 2010). Das physiologische Altern der Gewebezellen führt ebenfalls zu einer vermehrten 

Expression des p16INK4A (Krishnamurthy et al. 2004). Es wird weiterhin die Möglichkeit 

diskutiert, dass HPV früh in der Krebsentstehung beteiligt ist, aber während des 

Fortschreitens des Tumors verloren geht (Lewis et al. 2010). Lewis und Mitarbeiter (2010) 

untersuchten in diesem Zusammenhang die Erfolgsaussichten einer Therapie bei HPV[-

]/p16INK4A[+] -, HPV[+]/p16INK4A[+] -, HPV[+]/p16INK4A[-] – und HPV[-]/p16INK4A[-] –Patienten. 

Innerhalb der p16INK4A[+]-Gruppe hat der Vergleich der HPV[-]- und HPV[+]-Patienten keinen 

Unterschied in den Erkrankungsverläufen gezeigt. Die gleichen Erfolgsaussichten bei den 

p16INK4A[+]-Tumoren sind somit ein Hinweis auf eine mögliche HPV-Beteiligung in der 

Karzinogenese auch ohne Detektierbarkeit der Viren. Die p16INK4A[+]-Patienten zeigen zudem 

unabhängig vom HPV-Status im Vergleich zu den p16[-]-Patienten eine signifikant bessere 

Prognose.  

Die fehlende p16INK4A-Überexpression bei positivem HPV-Status kann entweder durch einen 

technischen Fehler bei der Immunhistochemie oder durch den Funktionsverlust des p16INK4A 

bedingt sein (Chung und Raben 2010). Eine fehlende Expression des p16INK4A wird weiterhin 

durch eine biologisch inaktive HPV-Infektion erklärt (Smeets et al. 2007). Eine biologisch 

inaktive HPV-Infektion zeichnet sich durch eine persistierende Infektion mit dem humanen 
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Papillomvirus aus, bei der das virale Genom als autonomes Plasmid in der Wirtszelle vorliegt, 

wobei es zu keiner Expression der viralen mRNA kommt. Diese Infektion kann über Jahre 

hinweg subklinisch bleiben. 

Es ist zudem aufgefallen, dass HPV[+]/p16INK4A[-] -Fälle vermehrt bei starken Rauchern 

auftreten. Dieser zusätzliche Risikofaktor könnte zu genetischen oder epigenetischen 

Veränderungen geführt haben, die einen Verlust des p16INK4A trotz einer HPV-Infektion zur 

Folge hatte (Reimers et al. 2007). Es sind auch in der vorliegenden Untersuchung sieben der 

acht Patienten mit einem HPV[+]/p16INK4A[-] -Status aktive oder ehemalige Raucher. Die 

HPV[+]/p16INK4A[+] -Fälle haben dagegen nur zur Hälfte einen Nikotinabusus in der 

Anamnese angegeben.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Überexpression des p16INK4A  als alleiniger 

Marker für eine HPV-Infektion auch im CUP-Metastasen-Gewebe nicht ausreichend zu sein 

scheint. Es ist trotz des technischen Aufwandes vielmehr sinnvoll, die HPV-Detektion, die 

Ermittlung des E6/E7mRNA-Expressionsstatus und die p16INK4A-Immunhistochemie zu 

kombinieren (Hoffmann et al. 2012). 

 

5.4 Karzinogene Risikofaktoren bei Kopf-Hals-Karzinomen 

Die kanzerogenen Substanzen des Alkohols und Tabakrauches wurden für 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs früh als Hauptrisikofaktoren erkannt (Blot et 

al. 1988, Franceschi et al. 1990). Diese beiden Risikofaktoren sind tatsächlich in 75% der 

Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich zu finden (Blot et al. 1988). 

Eine Infektion mit humanen Papillomviren wird heute als ein eigenständiger Risikofaktor 

angesehen (Gillison et al. 2000, Applebaum et al. 2007, Gillison 2008). Es werden somit 

ausgehend von einigen Untersuchungen zwei unabhängige ätiologische Risikogruppen der 

Kopf-Hals-Tumore unterschieden: Eine Risikogruppe ist assoziiert mit Alkohol- und 

Tabakkonsum. Die Infektion mit dem humanen Papillomvirus steht bei der anderen 

Risikogruppe im Vordergrund (Gillison et al. 2000, Applebaum et al. 2007, Gillison et al. 

2008). HPV-negative Tumore sind zusätzlich zum Tabak-und Alkoholkonsum regelmäßig mit 

einer mangelnden Mundhygiene assoziiert. HPV-positive Karzinome zeichnen sich dagegen 
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insbesondere durch den zusätzlichen Risikofaktor des Sexualverhaltens aus (Gillison et al. 

2008). Der Faktor des Sexualverhaltens erklärt sich in der angenommenen Transmission der 

Viren durch sexuellen, vor allem orogenitalen, Kontakt (Smith et al. 2004). Diese 

Zusammenhänge sind für Populationen außerhalb der USA allerdings bisher nicht untersucht 

und können nur mit Vorsicht für andere Populationen angenommen werden. 

Eine Untersuchung von Smith und Mitarbeitern (2010) hat folgendes Verhältnis des Alkohol- 

und Tabakkonsums in der HPV-negativen und HPV-positiven Gruppe gezeigt: Die HPV-

negativen Patienten gaben in 76% einen Alkohol-und Nikotinabusus in der Anamnese an, 

während die HPV-positiven Patienten in über 90% ehemalige oder aktive Alkoholiker und 

Raucher waren. Smith und Mitarbeiter haben dementsprechend geschlussfolgert, dass die 

Infektion mit HPV allein keine ausreichende Ursache für die Entstehung der Hals-Kopf-

Tumoren darstellt, sondern zusätzliche endo- oder exogene karzinogene Faktoren zur 

malignen Transformation der Zelle beitragen. 

Aktuelle Studien zeigen, dass Rauchen einen negativen Effekt auf die Prognose HPV-positiver 

Patienten und Nichtrauchen einen positiven Effekt auf HPV-negative Patienten hat (Maxwell 

et al. 2010, Ang et al. 2010). Ang und Mitarbeiter (2010) beschreiben aufrgund dessen drei 

Risikogruppen der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen, die sich aus den Charakteristika 

HPV-Status, Packungsjahre und Tumorstatus zusammensetzen. Die Gruppen geben das 

Sterbens-Risiko an und werden aufgeteilt in: Hohes Risiko, intermediäres Risiko und geringes 

Risiko. Die Hochrisikogruppe beinhaltet HPV-negative Raucher. Die intermediäre 

Risikogruppe setzt sich aus HPV-positiven Rauchern und HPV-negativen Nichtrauchern 

zusammen. HPV-positive Nichtraucher werden als Risikogruppe mit geringem Risiko 

zusammengefasst. 

Unabhängig von den Rauchgewohnheiten beträgt die 5-Jahres-Überlebensrate bei HPV-

positiven Patienten 75-80% und bei HPV-negativen Patienten 45-50% (Ang et al. 2010). Die 

Überlebenszeiten HPV-positiver Patienten werden allerdings proportional zu der Anzahl der 

pack years (py=Packungsjahre, Anzahl der Zigarettenschachteln pro Tag multipliziert mit der 

Anzahl der Raucherjahre) kürzer (Ang et al. 2010). Es wurde zudem in der Untersuchung von 

Maxwell und Mitarbeitern (2010) für HPV-positive aktive Raucher im Vergleich zu HPV-

positiven Nichtrauchern eine fünffach höhere Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs ermittelt. Es 
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ist somit davon auszugehen, dass sich das biologische Verhalten des Tumors durch 

Tabakkonsum ändert (Ang et al. 2010).  

 

5.5 Korrelationen der p16INK4A-Expression, dem HPV-Status und Tumor- sowie 

Patientencharakteristika 

Es wurde in der vorliegenden Untersuchung auf signifikante Unterschiede zwischen der HPV-

positiven und der HPV-negativen Gruppe untersucht. Die Parameter Geschlecht, 

durchschnittliches Alter, Nodalstatus, Grading (Tumorstadium nach TNM-Klassifikation), 

Nikotinabusus und Alkoholabusus sind dafür mit dem HPV-Status, mit dem p16INK4A-Status 

und mit dem kombinierten HPV/p16INK4A-Status korreliert worden. 

Die Korrelation des Risikofaktors Rauchen mit dem p16INK4A-Status bzw. mit dem 

kombinierten HPV-Status/p16INK4A-Status zeigt den einzigen signifikanten Unterschied. Die 

p16INK4A-positiven Patienten geben in 63,6% (7/11) Tabakkonsum in der Anamnese an, die 

p16INK4A-negativen Patienten sind dagegen in 95,8% (23/24) ehemalige oder aktive Raucher. 

Der Unterschied ist mit einem p-Wert von 0,026 signifikant. Die Unterschiede zwischen den 

vier Gruppen HPV[-]/p16INK4A[-], HPV[-]/p16INK4A[+], HPV[+]/p16INK4A[-] und HPV[+]/ 

p16INK4A[+] bezüglich des Nikotinabusus sind mit einem p-Wert von 0,028 ebenfalls 

signifikant. Es sind 100% (16/16) der HPV[-]/p16 INK4A[-] -Patienten ehemalige oder aktive 

Raucher. Die HPV[+]/p16INK4A[+] -Patienten verzeichnen im Gegensatz dazu nur in 50% (3/6) 

einen Tabakkonsum. Der Anteil an Rauchern ist bei den HPV-positiven Patienten geringer 

(10/14, 71,4% versus 20/21, 95,2% der HPV-negativen Gruppe). 

Ein signifikanter Unterschied bezüglich des Alkoholkonsums kann nicht festgestellt werden. 

Es ist trotzdem zu bemerken, dass HPV-positive Patienten zu 35,7% (5/11) und im Gegensatz 

dazu HPV-negative Patienten zu 52,4% (11/21) einen Alkoholabusus in der Anamnese 

aufzeigen. Bei Vergleich der HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten mit den HPV[-]/p16INK4A[-] -

Patienten bezüglich des Alkoholkonsums sind die Unterschiede noch deutlicher: Die 

HPV[+]/p16INK4A[+] -Patienten wiesen keinen Alkoholkonsum in der Anamnese auf (0/6, 0%), 

die HPV[-]/p16INK4A[-] -Patienten waren dagegen zu 50% alkoholabhängig (8/16). 
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Eine Untersuchung bezüglich der Prognose und der Auswirkung von Risikofaktoren, 

insbesondere des Nikotinabusus, auf den Behandlungserfolg ist von Interesse. Aufgrund der 

kleinen Fallzahl von 35 Patienten ist hier auf eine Lebensdatenanalyse verzichtet worden. Es 

ist allerdings eine Lebensdatenanalyse der vorliegenden Daten zusammen mit Ergebnissen 

einer Untersuchung am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) durchgeführt 

worden, die im folgenden Kapitel behandelt wird.  

 

5.6 Das CUP-Syndrom im Hamburger und Kieler Patientenkollektiv 

Es sind parallel zu der vorliegenden Promotionsarbeit im Rahmen einer wissenschaftlichen 

Kooperation Untersuchungen am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) an CUP-

Syndromen und HPV durchgeführt worden. Die Untersuchung der CUP-Syndrome ist dort 

mit den gleichen wissenschaftlichen Methoden wie in der vorliegenden Arbeit durchgeführt 

worden. 

Es sind CUP-Syndrome von insgesamt 63 Patienten (35 Patienten am UKSH Kiel, 28 Patienten 

am UKE Hamburg) untersucht worden. Vier der Patienten (6%) haben einen Primärtumor im 

Krankheitsverlauf entwickelt: Zwei Primärtumoren sind im Zungengrund (nach drei und 45 

Monaten), ein Primärtumor im Parapharynx (nach neun Monaten) und ein Primärtumor in 

der Tonsille (nach 24 Monaten) gefunden worden. Der nach drei Monaten gefundene 

Primarius am Zungengrund ist streng genommen kein CUP-Syndrom. Der Primärtumor im 

Parapharynx ist dagegen am ehesten eine Metastase und kein Primärtumor. In diesem Fall 

wäre eine genauere Untersuchung des Nasopharynx sinnvoll gewesen, da die 

parapharyngealen Metastasen oft ihren Ursprung im Nasopharynx haben. 

Rezidive sind bei 16 Patienten nach einer medianen Zeit von 6,9 Monaten aufgetreten. 

Fernmetastasen sind nach einer medianen Zeit von 10,2 Monaten bei acht Patienten 

diagnostiziert worden. Ein Patient hat lokoregionale und Fernmetastasen entwickelt.  

Eine HPV-Infektion zeigte sich bei der Untersuchung am UKE bei 19 der 28 untersuchten 

CUP-Syndrome (68%). Der Unterschied zwischen den HPV-Prävalenzen in Kiel und Hamburg 

ist statistisch signifikant (p=0,0266) und kann gegebenenfalls auf geographische Einflüsse 

zurückgeführt werden. Die Typisierung der Hamburger Untersuchung hat wie in Kiel eine 
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überwiegende Prävalenz des HPV-Genotyps 16 mit 84% (16/19) ergeben. Es waren allerdings 

auch drei CUP-Syndrome positiv für HPV33 (3/19, 16%). Eine Überexpression des p16INK4A 

konnte in 24 der 28 Fälle (86%) ermittelt werden, was wiederum ein signifikanter 

Unterschied zur p16INK4A-Expression in Kiel mit nur 31,4% darstellt (p<0,0001). 

Der Nikotinabusus insgesamt ist in Hamburg mit einem Anteil von 68% (19/28) ebenfalls 

geringer als in Kiel (p=0,0722). Es ist ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

Anteilen der Raucher mit über zehn pack years festgestellt worden (p=0,0493): Die 

Hamburger Patienten verzeichnen in 16 Fällen über zehn pack years (16/28, 57%), die Kieler 

Patienten geben dagegen in 28 Fällen über zehn pack years in der Anamnese an (28/35, 

80%). Ein weiterer signifikanter Unterschied zwischen den CUP-Syndromen des UKE 

Hamburg und des UKSH Kiel ist in dem Charakteristikum des extrakapsulären Wachstums 

gefunden worden (11/28 [39%] für Hamburg vs. 23/35 [65%] für Kiel, p=0,0356). 

Die Korrelation des kombinierten HPV/p16INK4A-Status mit Tumor-beziehungsweise 

Patientencharakteristika hat in zwei Fällen ein signifikantes Ergebnis erbracht: CUP-

Syndrome, die negativ für HPV-DNA, p16INK4A oder beides waren, zeigten ein extrakapsuläres 

Wachstum in 65% (26/40). Das Wachstum der HPV[+]/p16INK4A[+] -CUP-Syndrom-Metastasen 

ging dagegen in nur 35% (8/23) über die Kapsel hinaus (p=0,0199). Die HPV[+]/p16INK4A[+] -

Patienten sind zudem signifikant häufiger aktive oder ehemalige Raucher (9/23, 61%) als 

HPV[-]-, p16INK4a[-]- oder HPV[-]/p16INK4A[-] -Patienten (4/40, 10% [p=0,0067]). 

Die Lebensdatenanalyse hat eine mediane Nachbeobachtungszeit von insgesamt 23 

Monaten ergeben (UKE Hamburg 15 Monate, UKSH Kiel 32 Monate). Die 2-

Jahresüberlebensrate beträgt bei den HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten 75,7 Jahre. Es gibt hier 

keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten und den 

HPV[-]-, p16INK4a[-]- oder HPV[-]/p16INK4A[-] -Patienten (75,3 Jahre). Es ist aber auffällig, dass 

das progressionsfreie Überleben über zwei Jahre bei den HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten 

numerisch höher ist als bei den HPV[-]-, p16INK4a[-]- oder HPV[-]/p16INK4A[-] -Patienten (79,5% 

vs. 67,8%). HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten mit über 10 pack years haben allerdings ein 

schlechteres therapeutisches Ergebnis als HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten mit weniger als 

zehn pack years in der Anamnese gezeigt.  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Promotionsarbeit zusammen mit den Ergebnissen der 

Hamburger Untersuchung zeigen insgesamt einen Zusammenhang humaner Papillomviren 

mit der Pathogenese der CUP-Syndrome im Kopf-Hals-Bereich. Die Detektion des 

Primärtumorsitzes aufgrund der HPV-Prävalenz ist nicht sicher möglich, allerdings scheinen 

die Tonsillen als Ausgangspunkt der HPV-positiven CUP-Syndrome sehr wahrscheinlich: Die 

Tonsillen des Oropharynx sind zum einen mit einer HPV-Prävalenz von 50% besonders 

prädestiniert für HPV-Infektionen. Die Tonsillenkarzinome zeichnen sich zudem durch 

besondere Tumorcharakteristika wie schnelles Wachstum und frühe lokoregionale 

Metastasierung aus. Es ist desweiteren eine inverse Korrelation der HPV-positiven CUP-

Syndrome mit dem Nikotinabusus festzustellen. Ein Tabakkonsum in der Anamnese kann so 

signifikant häufiger in HPV-negativen CUP-Syndrom-Patienten festgestellt werden. Die Rolle 

des Tumorsuppressorproteins p16INK4A als verlässlichen Ersatzmarker für eine HPV-Infektion 

konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestätigt werden. 
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6. Zusammenfassung 

 

Humane Papillomviren sind als Erreger benigner und maligner Läsionen an Haut und 

Schleimhäuten seit den siebziger Jahren intensiv erforscht worden. Die HP-Viren sind 

ebenfalls an der Pathogenese von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs 

beteiligt. Die HPV-Prävalenz in Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs liegt insgesamt bei 20 bis 

30%; die humanen Papillomviren sind aber besonders mit Plattenepithelkarzinomen der 

Tonsillen assoziiert. HPV-positive Tonsillenkarzinome zeichnen sich neben der hohen HPV-

Prävalenz von 50% durch ein aggressives biologisches Wachstum mit früher Metastasierung 

in die lokoregionären Lymphknoten aus. Patienten mit solchen HPV-positiven Karzinomen 

zeigen dennoch vergleichsweise gute Überlebensdaten, was auf das bessere Ansprechen auf 

die Therapie, insbesondere auf die Strahlentherapie zurückgeführt wird. 

Die infektiöse Pathogenese durch humane Papillomviren wird auch bei zervikalen 

Lymphknotenmetastasen ohne bekanntem Primärtumor - dem CUP-Syndrom des Kopf-Hals-

Bereichs - diskutiert. Es wird angenommen, dass der Ausgangsort der zervikalen CUP-

Metastasen mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Karzinom des oberen Aerodigestivtrakts, 

insbesondere der Tonsillae pallatinae und lingualis, ist; die Diagnostik beschränkt sich daher 

auf diese anatomischen Lokalisationen. Die via solcher Diagnostik erreichte Detektion eines 

Primärtumors zöge die Eingrenzung der Therapie und folglich der Morbidität der Therapie 

nach sich. Dem sorgfältigen Ausschluss des Vorhandenseins eines Primärtumors kommt 

demnach beim Verdacht auf ein CUP-Syndrom besondere Bedeutung zu. Die HPV-Analyse an 

CUP-Metastasengewebe böte einen innovativen diagnostischen Ansatz zur Identifikation des 

Primärtumorsitzes, wenn sich durch HPV-Prävalenzbestimmungen bestätigen ließe, dass 

tatsächlich Tonsillenkarzinome Ausgangsort der CUP-Metastasen sind. 

Es ist in der vorliegenden Promotionsarbeit untersucht worden, ob CUP-Metastasen HPV-

Infektionen zeigen und wie hoch die HPV-Prävalenz in den Lymphknotenmetastasen ist, um 

anhand der Prävalenzrate Rückschlüsse auf den zu vermutenden Primärtumorsitz zu ziehen. 

Die extrahierte DNA aus 35 Metastasen-Gewebeproben von Patienten mit CUP-Syndrom des 

Kopf-Hals-Bereichs ist dafür mittels LCD-Array auf das Vorhandensein von HPV-DNA 

untersucht worden. Histopathologische Schnitte der zervikalen Lymphknotenmetastasen 
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sind desweiteren mittels Immunhistochemie auf das Vorhandensein des zellulären 

Tumorsuppressorproteins p16INK4A untersucht worden. Eine Überexpression des p16INK4A 

wird bei Vorhandensein einer biologisch relevanten HPV-Infektion angenommen. Der HPV-

Status, der p16INK4A-Status sowie der kombinierte HPV/p16INK4A-Status sind mit Tumor- und 

Patientencharakteristika korreliert worden. So ist auch der Frage nachgegangen worden, (i) 

inwiefern man durch das Expressionsmuster des p16INK4A Rückschlüsse auf den HPV-Status 

ziehen kann und (ii) ob es signifikante Korrelationen des HPV- und/oder p16 INK4A-Status zu 

Tumorcharakteristika und den Risikofaktoren Nikotin und Alkohol gibt.  

Es wird gezeigt, dass eine HPV-Infektion bei 14 der 35 (40%) zervikalen CUP-Syndrome 

vorliegt. Der HPV-Genotyp 16 ist in allen 14 HPV-positiven CUP-Syndromen gefunden 

worden. Eine Überexpression des Tumorsuppressorproteins p16INK4A ist bei 11 der 35 

(31,4%) Tumorgewebeproben nachgewiesen worden. Die Korrelation des HPV-Status mit der 

p16INK4A-Expression ergibt in nur sechs Fällen einen positiven HPV- als auch p16INK4A-Status 

(6/35, 17,2%). Acht Patienten zeigen den Status HPV[+]/p16INK4A[-] (8/35, 22,9%), fünf 

Patienten den Status HPV[-]/p16INK4A[+] (5/35, 14,3%) und 16 Patienten sind negativ für HPV 

und p16INK4A (16/35, 45,7%). Die Korrelation des HPV- und/oder p16INK4A-Status mit den 

Tumor- und Patientencharakteristika hat zwei signifikante Ergebnisse ergeben: Ein 

signifikanter Unterschied ist zwischen den p16INK4A-positiven und p16INK4A-negativen Proben 

bezüglich des Risikofaktors Nikotinabusus festgestellt worden. Die p16INK4A-positiven 

Patienten sind so in 63,6% (7/11) Raucher, bei den p16INK4A-negativen Patienten kann 

dagegen in 95,8% (23/24) ein Tabakkonsum in der Anamnese festgestellt werden. Das zweite 

signifikante Ergebnis hat die Korrelation des Risikofaktors Nikotinabusus mit dem 

kombinierten HPV/p16INK4A -Status ergeben. Der Anteil an Rauchern ist auch hier bei den 

HPV[+]/p16INK4A[+] -Patienten mit 50% (3/6) deutlich geringer als bei den HPV[-]/p16INK4A[-] -

Patienten mit 100% (16/16). 

Es kann somit aus den vorliegenden Ergebnissen geschlossen werden, dass humane 

Papillomviren auch in der Pathogenese des zervikalen CUP-Syndroms eine Rolle zu spielen 

scheinen. Die HPV-Prävalenz von 40% in den CUP-Metastasen macht die Tonsillen als 

Ausgangsort für die Metastasierung wahrscheinlich, sodass bei positivem HPV-Status der 

CUP-Metastasen der Oropharnyx, insbesondere die Tonsillen, als Primärkarzinomregion 
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angenommen werden kann, wohingegen ein negativer HPV-Status für eine Lokalisation des 

Primärtumors außerhalb des Oropharynx spricht. 

Es sind parallel zu der vorliegenden Promotionsarbeit identische Untersuchungen an einem 

Patientenkollektiv mit CUP-Syndromen des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) 

durchgeführt worden. Die Verlaufsdaten der Patienten beider Zentren sind gemeinsam und 

vergleichend statistisch ausgewertet worden. Die Auswertung hat eine mediane 

Nachbeobachtungszeit von insgesamt 23 Monaten ergeben. Vier Patienten (6%) haben einen 

Primärtumor im Krankheitsverlauf entwickelt. Es konnte bezüglich der 2-

Jahresüberlebensrate kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen HPV[+]/p16INK4A[+] -

Patienten und den HPV[-]-, p16INK4a[-]- oder HPV[-]/p16INK4A[-] -Patienten gezeigt werden. 

HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten mit über 10 pack years haben allerdings ein schlechteres 

therapeutisches Ergebnis als HPV[+]/p16INK4A[+] –Patienten mit weniger als zehn pack years 

in der Anamnese gezeigt. Die Ergebnisse bestätigen demnach einen bereits vermuteten 

negativen Effekt des Rauchens auf Patienten unabhängig von deren HPV-Status. 

Die vorliegende Arbeit zeigt insgesamt, dass CUP-Metastasen anteilig HPV-infiziert sind und 

eine auf dieser Infektion basierte Genese der CUP-Syndrome in diesen Fällen wahrscheinlich 

ist. HPV-positive CUP-Metastasen entstammen aller Wahrscheinlichkeit nach aus der 

anatomischen Region des Oropharynx (spezifisch den Tonsillen) und HPV-negative aus der 

Region außerhalb des Oropharynx. Sollte sich dieser Zusammenhang bestätigen, wäre die 

Desintensivierung der Strahlentherapie, wie sie für HPV-positive Tonsillenkarzinome 

diskutiert wird, auch für HPV-positive CUP-Syndrome denkbar. 
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8. Anhang 

 

Tabelle 1.  
 

   

Nummer TNM Alter Geschlecht 

1 TX N2a M0 57 M 
2 TX N3 M1 60 M 
3 N2c 51 M 
4 TX N1 M0 65 W 
5 TX N1M0 49 M 
6 TX N2b M0 52 M 
7 TX N2a 71 W 
8 TX N3 M1 53 M 
9 TX N2b M0 64 W 

10 TX N2b M0 58 W 
11 TX N2b M0 64 W 
12 TX N3 M0 71 M 
13 TX N3 M0 45 M 
14 TX N2aM0 64 M 
15 TX N2aM0 48 W 
16 TX N2b M0 57 M 
17 TX N2b M0 59 M 
18 TX N2b M0 56 M 
19 TX  N3 M0 56 M 
20 TX N3 M0 50 W 
21 TX N2b M0 57 M 
22 TX N3 M0 67 M 
23 TX N2a M0 48 M 
24 TX N3 M0 64 M 
25 TX N2a M0 43 M 
26 TX N3 M0 58 M 
27 TX N2b M0 51 M 
28 TX N3 M0 49 M 
29 TX N3 M0 53 M 
30 TX N2b M0 56 W 
31 TX N3 M0 59 M 
32 TX N2a M0 65 M 
33 TX N2b M0 66 M 
34 TX N3 M0 56 M 
35 TX N2b M0 72 M 

  57,5 8 Frauen 
   27 Männer 
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