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1. Einleitung 

1.1. Humane Papillomviren 

Humane Papillomviren (HPV) traten erstmals 1994 als Auslöser von Krebserkrankungen 

im Zusammenhang mit dem Zervixkarzinom in den Fokus der Öffentlichkeit (zur Hausen 

et al. 1994). Für diese Entdeckung erhielt Professor Harald zur Hausen 2008 den 

Nobelpreis für Medizin. In seiner Arbeit beschreibt er, dass für die Entwicklung des 

Zervixkarzinoms zu 50 % HPV Typ 16 und zu 20 % der Typ 18 verantwortlich sind (zur 

Hausen 2008). 

Papillomviren sind eine Familie der DNA-Viren mit zirkulärer doppelsträngiger 

Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid, DNA), von denen der Großteil der 

humanen PV-Typen dem alpha-, beta- und gamma-Genus zugeordnet sind (Meiring et 

al. 2017) (Abb. 1A). Bis heute sind über 100 unterschiedliche Typen identifiziert, die nach 

ihrem Infektionsrisiko klassifiziert sind (de Villiers et al. 2004). Die sogenannten 

Hochrisiko-Typen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 und 82) sind für 

die Entstehung von Tumoren verantwortlich; eine Infektion mit einem Niedrigrisiko-Typ 

(z.B. 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 und 81) führt zur Ausbildung von Warzen 

(Munoz et al. 2003). In der Zervix und im Kopf-Hals Bereich sind die Mehrheit der HPV-

getriebenen Karzinome mit den Hochrisiko-Typen 16 und 18 assoziiert (Berman et al. 

2017). 

Das circa 8 Kilobasen (kb) große Genom von HPV codiert sechs „frühe“ (Early, E) 

Virusproteine (E1, E2, E4, E5, E6 und E7), die die virale Replikation regulieren und zwei 

„späte“ (Late, L) Strukturproteine (L1, L2) (Zheng et al. 2006) (Abb. 1B). Die 

Strukturproteine bilden die Kapsid-Hülle des Virus. Einige der frühen Virusproteine sind 

für die karzinogene Veränderung von Zellen verantwortlich. 
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Bei einer Infektion mit HPV dringt das Virus über eine Wunde in die Nähe der 

Basalzellschicht vor und infiziert dort prolieferierende Keratinozyten (Abb. 2) Nach dem 

Eindringen in die Wirtszelle und dem Transport in den Nukleus nutzt HPV den 

natürlichen Replikationsprozess der Zelle, um virale DNA zu transkribieren. In der frühen 

Phase der Virusreplikation werden E1 und E2 als Regulatoren der Onkogene E6 und E7 

exprimiert. Aufgrund der Expression viraler Proteine in geringer Konzentration wird das 

Immunsystem nicht aktiviert und das Virus kann sich latent vermehren. Mit der 

Transkription von E6 und E7 geht die Zelle in die maligne Form über (der molekulare 

Mechanismus wird im folgenden Absatz erklärt). Erreichen HPV-infizierte Zellen mit der 

Differenzierung der Keratinozyten die oberen Zellschichten werden in der späten Phase 

des viralen Lebenszyklus Kapsidproteine exprimiert und infektiöse HP-Viruspartikel mit 

der Ablösung der oberen Zellen freigesetzt (Graham 2017). 

Abb. 1: Familie der Papillomviridae und Schema der genomischen Struktur von HPV Typ 16. 
(A) Phylogenetischer Baum der Familie der Papillomviren. Die äußersten Bezeichnungen 
definieren Arten, die inneren Bezeichnungen Spezies mit mehreren Typen. Die bedeutendsten 
humanen PV gehören in die Arten der alpha-, beta- und gamma-PV. Der HPV-Typ 16 gehört zur
Spezies 9 der alpha-PV. (Herausgegeben von (de Villiers et al. 2004), mit Erlaubnis von Elsevier, 
Lizenznummer: 522477243166). (B) Genomische Struktur von HPV-Typ 16. Das zirkuläre Virus-
Genom besteht aus 7904 Basen (innerer Kreis und Zahlen). Äußere Kreislinien symbolisieren die 
Lage der Gene (E1-E7, L1, L2) im Genom. Die lange Kontrollregion (long control region, LCR)
enthält einen DNA Replikationsursprung und reguliert die Replikation. P97: Promoter; PAE und 
PAL: Polyadenylierungssignal. (Herausgegeben von (Beutner et al. 1997), mit Erlaubnis von 
Elsevier, Lizenznummer: 5224770637400).
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Innerhalb einer gesunden Zellen finden bei der Replikation molekular folgende Prozesse 

statt: das Gen Cyclin-abhängiger Kinase Inhibitor 2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 

2A, CDKN2A) codiert für die Proteine p14ARF und p16INK4A. p14ARF aktiviert als Antwort 

auf mitogene Stimuli über mehrere Zwischenschritte das Tumorprotein 53 (p53), 

welches wiederum p21 aktiviert (Abb. 3). Aktives p21 hemmt den Übergang des 

Zellzyklus aus der Wachstumsphase 2 (growth phase 2, G2-Phase) in die Mitose. 

p16INK4A dagegen inhibiert den Komplex aus Cyclin D1 und Cyclin-abhängigen Kinasen 

4 und 6 (cyclin-dependent kinases 4 and 6, CDK4/6). Aktiviert katalysiert dieser Komplex 

die Phosphorylierung des Retinoblastom Proteins (pRb), und damit die Freisetzung des 

Transkriptionsfaktors E2F und den Übergang des Zellzyklus in die Synthese (S)-Phase. 

Freies E2F regt über eine Feedback-Schleife die Expression von p16INK4A an, welches 

wiederum den Cyclin D1-CDK4/6-Komplex inhibiert (s. oben). 

In HPV-infizierten Zellen interagiert E6 über ein assoziiertes Protein (E6AP) mit dem 

Tumorsuppressorprotein p53. Dabei wird p53 ubiquitiniert und daraufhin degradiert. 

Dadurch wird die Aktivierung von p21 unterbunden. Inaktives p21 greift somit nicht in 

den Zellzyklus ein und die Zelle geht unkontrolliert in die Mitosephase über. E7 dagegen 

bindet und löst das Rb-Protein und weitere Bindeproteine vom Transkriptionsfaktor E2F. 

E2F wird dadurch freigesetzt und initiiert den Übergang in die Synthesephase (Faraji et 

al. 2017b). Durch das Zusammenspiel von E6 und E7 werden die zellulären 

Kontrollmechanismen zur Apoptose außer Kraft gesetzt und die Zelle teilt sich 

unkontrolliert. Entsprechend dem Verlauf in gesunden Zellen regt freies E2F die 

Expression von p16INK4A an. Aufgrund des fehlenden Rb-Proteins wird E2F jedoch nicht 

mehr inhibiert und die Expression von p16INK4A infolgedessen nicht gestoppt, ohne dass 

Abb. 2: Schematische Darstellung einer HPV-
getriebenen Tumorprogression. 
Infektion und Eintritt in die Zelle resultieren in einer 
aberranten Differenzierung basaler Stammzelle, 
was im weiteren Verlauf zu einer Dysplasie, einem 
Carcinoma in situ und schließlich einem invasiven 
Karzinom führen kann. Graue Punkte: HPV; große 
und kleine weiße Kreise: Zelle mit Zellkern; 
oranger Zellkern: aberrante Differenzierung; 
braune Zellen: Tumorzelle. (Herausgegeben von 
(Faraji et al. 2017b), mit Erlaubnis von Elsevier, 
Lizenznummer: 5224770963632) 
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sich diese Anhäufung von p16INK4A negativ auf die Proliferation der Tumorzellen auswirkt, 

wie es bei gesunden Zellen der Fall wäre. P16INK4A fungiert in einer gesunden Zelle also 

als Tumorsuppressor und verhindert durch die Inhibition des Cyclin D1/CDK4/6-Komplex 

den Eintritt in die S-Phase. Liegen keine entsprechenden Stimuli vor, wird p16INK4A nicht 

aktiviert und dementsprechend nicht hoch exprimiert. Daher wird die Anhäufung von 

p16INK4A als Surrogatmarker für einen HPV-infizierten Tumor gewertet. Allerdings zeigten 

Studien, dass eine positive p16INK4A Färbung auch physiologisch auftreten kann und 

alleine nicht ausreicht, um eine HPV-Assoziation sicher festzustellen (Wagner et al. 

2020). Deswegen sollte für eine sichere Diagnose einer HPV-Assoziation neben der 

p16INK4A Färbung auch immer HPV-DNA im Tumor nachgewiesen werden. 

Das Virusprotein E2 wird üblicherweise als regulatorisches Protein beschrieben, das die 

Transkription der Onkogene E6 und E7 kontrolliert. Eine Deregulation der Onkogene 

kann durch die funktionelle Disruption des E2 Gens stattfinden. Dies geschieht häufig 

während einer Integration des HPV-Genoms in das Wirtsgenom, bei der durch eine 

Linearisierung des HPV-Genoms häufig ein Bruch innerhalb des E2 Gens stattfindet 

(Groves et al. 2018). Die Funktion der viralen Proteine E1, E4 und E5 ist noch nicht 

endgültig geklärt. Es wird aber vermutet, dass es sich bei E1 um die virale Helikase und 

ein ATP-bindendes Protein handelt, das für die Replikation der viralen DNA von 

Bedeutung ist. Für HPV16 E4 wird eine Rolle bei der Virusfreisetzung vermutet, indem 

es die Kapsidzusammensetzung unterstützt (Graham 2017). Für HPV16 E5 hingegen 

wird vermutet, dass es nur eine schwache kanzerogene Funktion besitzt, aber hilft das 

Immunsystem zu umgehen, indem es die Präsentation viraler Protein am 

Haupthistokompatibilitätskomplex unterdrückt (Graham 2017; Stanley et al. 2007). 
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1.2. Kopf-Hals Tumore 

1.2.1. Inzidenz und Epidemiologie 

Karzinome des Kopf-Hals Bereichs umfassen die Mundhöhle, den Oropharynx, 

Nasopharynx, Hypopharynx, Larynx und die Trachea. (Abb. 4A). Abgesehen von 

Tumoren im Oropharynx, wurde in den letzten Jahren von einer abnehmenden Inzidenz 

bei Kopf-Hals Tumoren berichtet (Marur et al. 2010). Trotzdem wurden im Jahr 2020 

weltweit knapp 900.000 neue Kopf-Hals Tumorfälle diagnostiziert und ca. 444.000 

Patienten starben an dieser Erkrankung (Sung et al. 2021). Die Hauptrisikofaktoren für 

Kopf-Hals Tumore sind Tabak- und Alkoholkonsum, Betelkauen und virale Infektionen 

(Eppstein-Barr Virus, Humane Papillomviren). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt, je 

nach Tumorlokalisation, zwischen 20 % und 80 % (Berrino et al. 1998; Carvalho et al. 

2005; Guntinas-Lichius et al. 2010). 

Abb. 3: Schematische Darstellung der molekularen Karzinogenese HPV-getriebener Tumore im 
Vergleich zu einer gesunden Zelle. 
In einer gesunden Zelle (schwarz) codiert das Gen CDKN2A für die zwei Proteine p14ARF und 
p16INK4A. Links: p14ARF aktiviert bei Replikationsfehlern über mehrere Zwischenschritte p53, 
welches p21 aktiviert und darüber den Übergang des Zellzyklus in die Mitose (M) inhibiert. 
Rechts: p16INK4A inhibiert die Aktivierung von CDK4/6 durch Cyclin D1, wodurch pRb 
unphosphoryliert bleibt, den Transkriptionsfaktor E2F bindet und den Übergang in die 
Synthesephase (S) verhindert. Durch Deaktivierung von pRb und Aktivierung von E2F (freies 
E2F) wird eine negative Feedback-Schleife aktiviert, die die Expression von p16INK4A anschaltet. 
Bei einer Infektion mit HPV (rot) interagiert das HPV-Onkoprotein E6 mit der Ubiquitin Ligase 
E6AP, was zur Ubiquitinierung und dem Abbau von p53 führt (links). Durch den Abbau von p53 
bleibt p21 inaktiv und der Zellzyklus geht unkontrolliert in die Mitose über. Zusätzlich bindet und 
markiert E7 pRb für den Abbau, wodurch E2F freigesetzt und aktiviert wird – der Zellzyklus geht 
in die S-Phase über. Freies E2F aktiviert die Expression von p16INK4A. G1: Wachstumsphase 1; 
G1/S: Kontrollpunkt zwischen Wachstumsphase 1 und Synthese-Phase; S: Synthese-Phase; G2: 
Wachstumsphase 2; G2/M: Kontrollpunkt zwischen Wachstumphase 2 und Mitosephase; M: 
Mitosephase. (Modifiziert nach (Faraji et al. 2017b), mit Erlaubnis von Elsevier, Lizenznummer: 
5224770963632) 
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Plattenepithelkarzinome des Oropharynx (oropharyngeal squamous cell carcinoma, 

OPSCC) sind eine Untergruppe der Kopf-Hals-Tumore und umfassen den weichen 

Gaumen, die Tonsillen, die Rachen-Hinter- und Seitenwand sowie den Zungengrund 

(Abb. 4B). 

Entgegen des allgemeinen rückläufigen Trends von Kopf-Hals Tumoren steigen die 

Inzidenzen im Oropharynx (98.400 neue Fälle in 2020), was vor allem der Infektion mit 

HPV zugeordnet wird (Sung et al. 2021). Der häufigste HPV-Typ ist dabei der Hochrisiko 

Typ 16 (Gillison et al. 2014). Der Anteil HPV-getriebener (HPV+) OPSCC hat inzwischen 

den HPV-negativer (HPV-) OPSCC übertroffen; zudem wird mit einem weiteren Anstieg 

gerechnet, der in Deutschland bis 2030 auch die Fallzahlen von Zervixkarzinomen 

überschritten haben soll (Wittekindt et al. 2019). Verglichen mit HPV- OPSCC Patienten, 

zeigen Patienten mit HPV+ OPSCC ein signifikant besseres Therapieansprechen und 

Überleben (Fakhry et al. 2008; Marur et al. 2010), was sich auch auf die Rückfallrate 

(Ausbildung von Lokalrezidiv/Fernmetasen, LR/MF) auswirkt. Trotz des verringerten 

Rezidivrisikos erleiden immer noch 13-25 % der Patienten mit HPV+ OPSCC innerhalb 

der ersten zwei Jahre und bis zu 36 % innerhalb von acht Jahren einen 

Krankheitsrückfall (Faraji et al. 2017a). Ungeachtet der Unterschiede in klinischen und 

biologischen Eigenschaften, werden bisher alle OPSCC Patienten, unabhängig des 

HPV-Status, mit konventionellen Standard-Therapieleitlinien (primäre 

Chemoradiotherapie oder Operation mit adjuvanter Chemoradiotherapie) behandelt 

(Johnson et al. 2020). Daher werden über de-eskalierte Therapien diskutiert, mit 

beispielweise verringerter Strahlungsdosis für Patienten mit HPV+ OPSCC, und 

entsprechende klinische Studien initiiert (z.B. NCT02908477, NCT03215719, 

NCT03777384, über https://clinicaltrials.gov/, Stand: 19.01.2022). Die in der Literatur 

Abb. 4: Untereinheiten des Kopf-Hals Bereichs (A) sowie des Oropharynx (B). 
((A) VectorMine/Shutterstock.com (Artikel ID: 1667954575), (B) (Cancer Research UK via 
wikimedia commons, 2015), Lizenznummer CC BY-SA 4.0) 
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beschriebenen Eigenschaften bezüglich Inzidenz (Abb. 5A), Überlebensprognose (Abb. 

5B) und Rückfallraten (Abb. 5C) konnten wir auch bei Patienten beobachten, die 

zwischen den Jahren 2000 und 2019 in der Klinik für Hals-Nasen-Ohren (HNO-

)Heilkunde des Universitätsklinikums Gießen/Marburg, Standort Gießen behandelt 

wurden. 

 

1.2.2. Klassifikation von Oropharynxkarzinomen 

Klinisch werden Erkrankungen anhand der „Internationale statistische Klassifikation der 

Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme“ (international statistical 

classification of diseases and related health problems ICD, Ausgabe ICD-10, Version 

19) der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) eingeteilt 

(Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Auftrag des 

Bundesministeriums für Gesundheit (BMG) unter Beteiligung der Arbeitsgruppe ICD des 

Kuratoriums für Fragen der Klassifikation im Gesundheitswesen (KKG) 2020). 

Neoplasien des Oropharynx umfassen dabei die in Tabelle 1 gelisteten Bereiche und 

Codierungen. 

Abb. 5: Klinische Charakteristika von Oropharynx-
Plattenepithelkarzinome in der Klinik für Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde, Kopf-Halschirurgie und plastische 
Operationen des Universitätsklinikums Gießen & 
Marburg, Standort Gießen. 
(A) Inzidenz HPV+ (schwarz) und HPV- (grau) 
OPSCC von 2000 bis 2019. (B) 
Überlebenszeitanalysen HPV+ (schwarz) und HPV- 
(grau) OPSCC Patienten mit einer 
Primärtumordiagnose zwischen 2000 und 2019. 
Querstriche stellen zensierte Fälle dar. (C) Anteil von 
Lokalrezidiven (orange) und Fernmetastasen (blau) 
bei Patienten mit HPV+ und HPV- OPSCC mit einer 
Primärtumordiagnose zwischen 2000 und 2014; 
weiß: bis 03/2020 kein LR/FM bekannt.  
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Tabelle 1: ICD-10 Codierung zur bösartigen Neubildung des Oropharynx. 

ICD-10 Code Teilbereich 

C01  Bösartige Neubildung des Zungengrunds 
C05.1  Bösartige Neubildung des Weichgaumens 
C05.2  Bösartige Neubildung der Uvula 

C09  Bösartige Neubildung der Tonsille 
 C09.0 Fossa tonsillaris 
 C09.1 Vorderer und hinterer Gaumenbogen 
 C09.8 Mehrere Teilbereiche überlappend 
 C09.9 Nicht näher bezeichnet 
C10  Bösartige Neubildung des Oropharynx (ohne Tonsillen) 
 C10.0 Vallecula epiglottica 
 C10.1 Voderfläche der Epiglottis 
 C10.2 Seitenwand 
 C10.3 Hinterwand 
 C10.4 Kiemengang 
 C10.8 Mehrere Teilbereiche überlappend 
 C10.9 Nicht näher bezeichnet 

Adaptiert von (Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Auftrag des 
Bundesministeriums für Gesundheit (BMG) unter Beteiligung der Arbeitsgruppe ICD des 
Kuratoriums für Fragen der Klassifikation im Gesundheitswesen (KKG) 2020)  

Nach der Codierung der Erkrankung mittels ICD wird der Tumor und dessen Ausbreitung 

näher klassifiziert: dabei wird die Tumorgröße (T) sowie der Lymphknoten- (Nodus, N) 

und der Fernmetastasenstatus (M) berücksichtigt. Bei p16INK4A-positiven OPSCC gibt es 

bezüglich der TNM-Klassifikation eine Unterscheidung zwischen klinischer und 

pathologischer Einteilung. In dieser Arbeit wird für die Beurteilung der analysierten 

OPSCC die pathologische Klassifizierung genutzt, da diese der biologischen Relevanz 

näher ist als die klinische Klassifizierung. Die pathologischen Einteilungen für 

p16INK4A-positive und p16INK4A-negative OPSCC sind in Tabelle 2 gelistet. 
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Tabelle 2: Pathologische TNM-Kategorien für p16INK4A-positive und p16INK4A-negative OPSCC. 

  p16INK4A-negativ p16INK4A-positiv 

T-Status T1 ≤2 cm 
 T2 >2 cm, ≤4 cm 
 T3 >4 cm, oder Ausbreitung auf linguale Epiglottis 
 T4a Infiltration Larynx, äußere 

Zungenmusk., Hartgaumen, 
Mandibula, Lamina med. 
Processus pterygoideus 

Infiltration Larynx, äußere 
Zungenmuskel, Lamina med./lat. 
Processus pterygoideus, 
Hartgaumen, Mandibula, M. 
pterygoideus lateralis, 

Scha ̈delbasis, ACI, lat. 
Nasopharynx (hier nur T4) 

 T4b Infiltration M. pterygoideus 

lateralis, Scha ̈delbasis, ACI 

N-Status N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
 N1 Ipsilateral solita ̈r, ≤3 cm ≤4 betroffene Lymphknoten 

 N2a Ipsilateral solita ̈r, ≤3 cm mit ECS 

oder ≤6 cm ohne ECS 

≥5 betroffene Lymphknoten 
(hier nur N2) 

 N2b Ipsilateral multipel, ≤6 cm, ohne 
ECS 

 N2c Bilateral, kontralateral ≤6 cm ohne 
ECS 

 N3a Metastasen >6 cm, kein ECS  

 N3b Metastasen >3 cm mit ECS oder 
kontra-/bilateral mit ECS 

 

M-Status M0 Keine Fernmetastase 
 M1 Fernmetastasen vorhanden 

ECS: extracapsular spread (extrakapsuläre Ausbreitung); M.: Musculus (Muskel); ACI: aorta 
carotis interna (innere Halsschlagader); med.: medial (mittig); lat.: lateral (seitlich). Adaptiert von 
(Brierley J. 2017) 

Anhand der TNM-Klassifierung wird der Tumor mit Hilfe der Definition der Internationalen 

Vereinigung gegen Krebs (Union for international cancer control, UICC) weiter in Stadien 

zur Krankheitsschwere eingeteilt. In dieser Einteilung wird ebenso zwischen 

p16INK4A-positiven und p16INK4A-negativen OPSCC unterschieden. Die UICC-Stadien und 

deren Herleitung sind in Tabelle 3 gelistet. 

Tabelle 3: UICC-Stadien der Tumorklassifizierung. 

 p16INK4A - negativ p16INK4A - positiv 

Stadium T-Status N-Status M-Status T-Status N-Status M-Status 

0 Tis N0 M0 Tis N0 M0 
I T1 N0 M0 T1, T2 N0, N1 M0 

II T2 N0 M0 
T1, T2 N2 M0 

T3 N0, N1 M0 

III 
T3 N0 M0 

T3, T4 N2 M0 
T1, T2, T3 N1 M0 

IVA 
T4a N0, N1 M0 Jedes T Jedes N M1 

T1, T2, T3, 
T4a 

N2 M0 
(hier nur Stadium IV) 

IVB 
Jedes T N3 M0 

T4b Jedes N M0 
IVC Jedes T Jedes N M1 

Tis: Tumor in situ (lokal begrenzt). Adaptiert von (Brierley J. 2017) 

1.2.3. Standardtherapie für Plattenepithelkarzinome des Oropharynx 

Auf Basis des Leitlinienprogramms Onkologie für Mundhöhlenkarzinome der Deutschen 

Krebsgesellschaft (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 
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Deutsche Krebshilfe, AWMF 2021) und der individuellen Situation des Patienten wird 

eine geeignete Therapie gewählt. Unterschieden wird zwischen einer kurativen 

Behandlung mit der Möglichkeit zur vollständigen Heilung des Patienten, und einer 

palliativen Therapie, wenn eine Heilung aufgrund der vorliegenden Diagnose nicht mehr 

möglich erscheint. Bei kleinen Tumoren genügt häufig eine Operation zur vollständigen 

Entfernung des Tumors; bei größeren Tumoren wird in der Regel eine adjuvante Radio- 

oder Radiochemotherapie angeschlossen. Bei bewiesenem Befall von Lymphknoten 

und um eine Metastasierung des Tumors über die Lymphbahnen zu verhindern, kann 

während der Operation eine Ausräumung der Halslymphknoten (Neck-Dissection) 

durchgeführt werden, bei der die Halslymphknoten, je nach Beurteilung ebenfalls 

entfernt werden. Hier werden verschiedene Abstufungen vorgenommen (Abb. 6 und 

Tabelle 4) (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche 

Krebshilfe, AWMF 2021). 

Tabelle 4: Abstufungen bei der Ausräumung der Halslymphknoten bei kurativer Behandlung. 

Abstufung Gewebe, das entfernt wird 

Radikale Entfernung der 
Halslymphknoten 

Lymphknoten Level I-V 
11. Hirnnerv (Nervus accessorius) 
Innere Drosselvene (Vena jugularis interna) 
Großer Kopfwendemuskel (M. sternocleidomastoideus) 

Modifizierte radikale Entfernung 
der Halslymphknoten 

Lymphknoten Level I-V 
Erhalt einer oder mehrere Strukturen, die bei einer 
radikalen radikalen Ausräumung der Halslymphknoten 
entfernt werden 

Selektive Entfernung der 
Halslymphknoten 

Lymphknoten Level I-III 

Erweiterte Entfernung der 
Halslymphknoten 

Zusätzliche Lymphknotengruppen oder nicht lymphatische 
Strukturen 

Adaptiert von: (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, 
AWMF 2021)). 

Abb. 6: Lymphknoten Level bei der Ausräumung der 
Halslymphknoten bei einer sanierenden Operation. 
Adaptiert aus: (Leitlinienprogramm Onkologie 
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, 
AWMF 2021)). 
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1.3. Vergleich chromosomaler und genetischer Unterschiede zwischen HPV-

getriebenen und HPV-negativen OPSCC 

1.3.1. Mutationssignaturen 

Abhängig vom auslösenden Faktor der Tumorentstehung (HPV vs. Rauchen/Alkohol 

oder andere Noxen) unterscheiden sich die Tumorzellen im Mechanismus ihrer 

Kanzerogenese und in ihrem Mutationsprofil. Einige Studien beschrieben Unterschiede 

in den Mutationsraten zwischen HPV+ und HPV- Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals 

Bereichs (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), die den unterschiedlichen 

Mechanismen der Karzinogenese zugeschrieben wurden (Gaykalova et al. 2014; 

Stransky et al. 2011). Stransky et al. berechneten eine Mutationsrate von 

2,28 Mutationen/Megabase (Mb) in HPV+ HNSCC verglichen zu 4,83 Mutationen/Mb in 

HPV- HNSCC (Stransky et al. 2011). Andere Studien dagegen konnten keinen 

Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der Mutationsfrequenz bei HNSCC 

finden (Cancer Genome Atlas 2015; Seiwert et al. 2015). 2015 untersuchten 

Wissenschaftler des The Cancer Genome Atlas Network (TCGA) Karzinome des Kopf-

Hals Bereichs auf somatische Mutationen, Kopienzahl und weitere genetische 

Aberrationen (Cancer Genome Atlas 2015). Unter den 279 Kopf-Hals Karzinomen waren 

33 Tumore aus dem Oropharynx, von denen 66,7 % positiv auf HPV getestet wurden. 

HPV+ HNSCC / OPSCC zeigten selten Mutationen im Gen des Tumorproteins 53 (TP53) 

(2,8 % / <0,4 %) und CDKN2A (jeweils <0,4 %), aber häufig Mutationen in der helikalen 

Domäne der Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, katalytische Untereinheit 

alpha (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha, PIK3CA) 

(36,1 % / 40,9 %) (Cancer Genome Atlas 2015; Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013). 

Hier sind vor allem die Hotspot Mutationen p.Glu542Lys und p.Glu545Lys beschrieben. 

In HPV- HNSCC dagegen verteilten sich die Mutationen in PIK3CA über das gesamte 

Gen. Zudem lagen in HPV- HNSCC in 84,8 % und 25,9 % (HPV- OPSCC: 81,8% und 

18,2%) Mutationen in TP53 und CDKN2A vor (Cancer Genome Atlas 2015). 

Eine Whole-exome Sequenzierungs (WES)-Studie von Lui et al. untersuchte Mutationen 

verschiedener Signalwege in 151 HNSCC (Lui et al. 2013). Dabei sind Komponenten 

des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Signalwegs am häufigsten von Mutationen 

betroffen. Weiterhin waren in einer Subgruppe mit HPV+ HNSCC PIK3CA und die 

regulatorische Untereinheit alpha der Phosphatidylinositol 3-Kinase 

(phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha, PIK3R1) die einzigen mutierten 

Gene. Zudem waren alle Tumore mit Mutationen in mehreren Genen des 

PI3K-Signalwegs nach klinischer Einteilung mindestens Stadium IV (fortgeschrittenes 

Stadium). Dies lässt vermuten, dass Mutationen des PI3K-Signalweg zur 

Tumorprogression beitragen. Eine höhere Mutationslast der Gene PIK3CA und des 
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Phosphatase und Tensin Homologs (PTEN) des PI3K-Signalwegs in HPV+ OPSCC 

wurde auch in einer Studie mit je 20 HPV- und HPV+ OPSCC detektiert (Lechner et al. 

2013). Zudem zeigte diese Kohorte eine höhere Mutationsrate des F-box/WD repeat-

containing protein 7 (FBXW7) in HPV+ OPSCC. Eine weitere Sequenzierungsstudie mit 

120 Tumor- und entsprechend gepaarten gesunden Gewebeproben zeigte eine Häufung 

von Mutationen in der DEAD-box helicase 3 X-linked (DDX3X) und der Fibroblast growth 

factor receptors 2 and 3 (FGFR2/3) in HPV+ HNSCC im Vergleich zu HPV- HNSCC 

(Seiwert et al. 2015). Weiterhin werden in HPV+ HNSCC Mutationen in KRAS (Kirsten 

rat sarcoma) beschrieben, obwohl diese generell selten in Plattenepithelkarzinomen 

detektiert werden (Hayes et al. 2015; Prigge et al. 2014). 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass HPV+ HNSCC weniger Mutationen tragen als 

Tumore, die durch andere Risikofaktoren bedingt sind. Weiterhin sind aufgrund der 

Kanzerogenese bei HPV+ OPSCC Mutationen in TP53 selten und es treten eher 

Mutation in Genen des PI3K-Sigalwegs auf. 

1.3.2. Integration von HPV-DNA in das Wirtsgenom 

Nach einer Infektion mit HPV kann die virale DNA im Nukleus episomal, als zirkuläre 

extrachromosomale DNA, integriert in die DNA der Wirtszelle oder als Hybrid aus 

episomal/integriert vorliegen (Balaji et al. 2021; Morgan et al. 2017). In der Literatur wird 

eine Integration der HPV-DNA bei 40 % bis 90 % der Zervix- und Oropharynxkarzinome 

beschrieben (Bodelon et al. 2016; Gao et al. 2019; Holmes et al. 2016; Nulton et al. 

2017; Parfenov et al. 2014; Pinatti et al. 2021; Speel 2017). 

Die Integration von HPV-DNA in das Wirtsgenom führt häufig zu einer Disruption des E2 

Leserahmens, was entsprechend zu einem Verlust der Transkriptionskontrolle der 

Onkogene E6 und E7 führt und als Treiber des neoplastischen Prozesses angesehen 

wird (Romanczuk et al. 1992). Aufgrund einer erhöhten Expression der viralen 

Onkogene, Veränderung kritischer zellulärer Gene (z.B. Funktionsverlust durch 

Disruption von Tumorsuppressorgenen oder DNA-Reparaturgenen), der 

Promotermethylierung und der Transkription durch die Integration können das 

Wachstum und Überleben der Zelle beeinflusst werden (Rusan et al. 2015). Analysen 

von Zelllinien und Patientenproben bezüglich der Integrationsstellen von HPV-DNA im 

humanen Genom zeigen Integration sowohl zwischen Gene (intergenisch), als auch 

innerhalb von (Karzinom-assoziierten) Genen (intragenisch) (Brant et al. 2019; Pinatti et 

al. 2018; Walline et al. 2016). Ergebniss von Nulton et al. und Koneva et al. zeigen ein 

verschlechteres Überleben für Patienten mit HPV-DNA integrierten HNSCC (Nulton et 

al. 2018; Walline et al. 2016). Dagegen konnten in anderen Studien kein signifikanter 

Unterschied bezüglich des Überlebens zwischen Patienten mit episomaler, integrierter 
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oder gemischt vorliegender HPV-DNA festgestellt werden (Lim et al. 2016; Vojtechova 

et al. 2016). Walline et al. untersuchten Integrationsstellen in zehn HPV+ 

Oropharynxkarzinomen von Patienten mit gutem Therapieansprechen und solchen mit 

Therapieversagen (Walline et al. 2016). In Patienten mit gutem Therapieansprechen lag 

die Integration von HPV-DNA häufig zwischen zwei Genen, wohingegen bei Patienten 

mit Therapieversagen die HPV-DNA Integrationsstelle häufiger innerhalb eines Gens 

lag. Dabei waren Onkogene oder Tumorsuppressorgene häufig von Integration 

betroffen. In einer weiteren Studie war in 36 p16INK4A-positiven HNSCC eine Integration 

von HPV-DNA mit einem verbesserten Überleben assoziiert (Pinatti et al. 2021). 

Zusammenfassend liegen inkonsistente Ergebnisse bezüglich der Korrelation des 

HPV-DNA Integrationsstatus und der Prognose bei Patienten mit HPV+ HNSCC vor. 

Anhand der vorliegendenden Daten kann vermutet werden, dass gegebenenfalls auch 

die Lokalisation der Integration eine Rolle spielt. 

1.3.3. Aberrationen in der Kopienzahl genomischer DNA in HPV-getriebenen 

Kopf-Hals-Tumoren 

Über das Genom verteilt, zeigen HPV- und HPV+ HNSCC eine ähnliche Verteilung der 

Kopienzahl genomischer DNA. Amplifikationen werden häufig auf dem langen Arm (q) 

von Chromosom 1 (1q), 3 (3q), und dem kurzen Arm (petit, p) von Chromosom 5 (5p) 

und 8 (8q) beobachtet, Deletionen häufig in 3p, 5q und 11q (Yang et al. 2020a). 

Allerdings werden auch auf genomischer Ebene Unterschiede zwischen HPV- und HPV+ 

HNSCC gefunden. Eine Inaktivierung des TNF-Rezeptor assoziierten Faktor 3 (TRAF3) 

durch Deletionen oder Stopp-Codon Mutationen wurde besonders in HPV+ HNSCC 

beobachtet, während eine Aberration dieser Region in HNSCC allgemein, ohne gezielte 

Betrachtung des HPV-Status, sehr selten bis nie detektiert wurde (Cancer Genome Atlas 

2015; Hayes et al. 2015). Weiterhin wird die Deletion von 11q häufiger in HPV+ HNSCC 

gefunden als in HPV- (Hayes et al. 2015; Klussmann et al. 2009). Im Vergleich zu HPV- 

HNSCC wird bei HPV+ OPSCC keine Veränderung des Chromosomenabschnitts 9p21.3 

beobachtet. In diesem liegt das Gen CDKN2A, welches in HPV- HNSCC häufig deletiert 

ist (Cancer Genome Atlas 2015; Klussmann et al. 2009). Einer der bekanntesten 

Unterschiede betrifft Chromosom 7, auf dem in HPV+ im Gegensatz zu HPV- Tumoren 

bisher keine Amplifikationen beschrieben wurden (Cancer Genome Atlas 2015; Hayes 

et al. 2015). Hier liegt das epidermal growth factor receptor Gen (EGFR), welches bereits 

als Therapietarget genutzt wird (Hayes et al. 2015; Mandic et al. 2006). Ein weiterer 

großer Unterschied wird auf Chromosom 3q beschrieben, welches in fast allen HPV+ 

HNSCC in der Region der Gene SRY-box 2 (SOX2), Tumorprotein 63 (TP63) und 

PIK3CA amplifiziert ist (Hayes et al. 2015). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Unterschiede zwischen HPV+ und HPV- 
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HNSCC auf chromosomaler Ebene geringer sind als auf genetischer Ebene. Allerdings 

kommen Aberrationen weniger einzelner Genabschnitte (z. B. Deletion 11q, 

Amplifikation 3q) in einer Entität häufiger vor als in der anderen. 

1.4. „Flüssigbiopsien“ (Liquid Biopsy) in der Tumordiagnostik 

Gewebebiopsien sind bisher das verbreiteste Material für die Detektion, das Staging und 

die Prognosestellung von Karzinomen. Allerdings kann Tumorgewebe abhängig von der 

Lokalisation schwierig erreichbar sein und eine frühe Diagnose ist nicht möglich, wenn 

der Tumor noch nicht ausreichend ausgebildet und makroskopisch erkennbar ist. Um 

umfangreiche Krebsscreenings in gesunden Personen durchzuführen, wird ein 

allgemein-gültiger und kosten-effektiver Ansatz benötigt. In den letzten Jahren lag der 

Fokus dabei auf Flüssigbiopsien (Chen et al. 2019). Bei Flüssigbiopsien kann es sich 

dabei um jedes „nicht feste“ (ergo flüssiges) Material handeln, das durch nicht-invasive 

Methoden gewonnen wird. Sie können zur frühen Detektion von Tumoren und Residuen, 

zur Krankheitsüberwachung und zum Verständnis der Tumorevolution dienen. Das 

entsprechende Untersuchungsmaterial stammt aus Körperflüssigkeiten wie Urin, 

Speichel oder Blut und wird unter anderem auf Tumor-DNA und -Mutationen untersucht 

(Lo et al. 1999; Tian et al. 2019; Wang et al. 2015). In der Tumorforschung wird dabei 

am häufigsten peripheres Blut, in einigen Fällen auch Speichel, verwendet. Blutproben 

können zu verschiedenen Zeitpunkten auf zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor 

cells, CTC), zirkulierende zellfreie DNA ((circulating) cell-free DNA, (c)cfDNA oder; im 

Falle von Tumor-DNA in vielen Publikationen auch als zirkulierende Tumor-DNA 

(circulating tumor DNA, ctDNA) bezeichnet) oder Ribonukleinsäure (ribonucleic acid, 

RNA) untersucht werden (Abb. 7). Etablierte Bereiche der Flüssigbiopsien sind die 

Detektion von EGFR Mutationen bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (non-small-

cell lung cancer, NSCLC) (Jenkins et al. 2017; Oxnard et al. 2016; Thress et al. 2015) 

und von Eppstein-Barr Virus (EBV)-DNA bei Nasopharynxtumoren (nasopharyngeal 

carcinoma, NPC) (Chen et al. 2020; Lo et al. 1999; Lv et al. 2019). Bei NSCLC wird 

Plasma cfDNA auf EGFR Mutationen als Biomarker für die Therapiesensitivität 

untersucht; cfEBV-DNA dagegen ist als Marker zur frühen Detektion und als 

Prognostikator nach der Therapie verifiziert. 

Konkordant mit der Fachliteratur wird im weiteren Verlauf der Arbeit der englische Begriff 

Liquid Biopsy verwendet. 
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1.4.1. Eigenschaften zellfreier-DNA im Plasma 

Zell-freie DNA im Blut wurde erstmals 1948 von Mandel und Metais beschrieben (Mandel 

et al. 1948). Es kann sich dabei um genomische, mitochondriale Wirts-DNA, aber auch 

um Fremd-DNA, beispielsweise von Bakterien oder Viren, handeln. Sie wird von 

Blutzellen und apoptotischen oder nekrotischen Zellen des Gewebes in den Blutstrom 

freigesetzt (Abb. 8). Aufgrund des kontrollierten Abbaus der DNA bei der Apoptose durch 

Endonukleasen entstehen kleinere DNA-Fragmente (Grabuschnig et al. 2020) bis zu 

einer Länge von 70 bis 200 bp (Stroun et al. 1987; Ziegler et al. 2002). Aufgrund der 

Windung der DNA um ein Nukleosom ist der Großteil der cfDNA Fragmente 160-

170 Basenpaare lang (Jiang et al. 2015; Lo et al. 2010; Wan et al. 2017). Wegen des 

schnellen, unkontrollierten Prozesses liegen hingegen bei der Nekrose häufiger größere 

Fragmente mit > 1000 bp vor (Grabuschnig et al. 2020). Abhängig von physiologischen 

und pathologischen Umständen und Methode wird für cfDNA eine Halbwertszeit 

zwischen 4 Minuten und 12 Stunden beschrieben (Khier et al. 2018). 

 

Abb. 7: Klinische Anwendung von CTC und cfDNA Analysen während der Tumortherapie. 
Darstellung der molekularen Analysen von CTC und cfDNA. Diese können angewendet werden, 
um Strategien zu unterschiedlichen Zeitpunkten während der Initialdiagnose oder der Therapie 
zu wählen. (Herausgegeben von (Haber et al. 2014)). 
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1.5. Hypothese und Ziele 

Wir vermuten, dass Patienten mit HPV+ OPSCC mit LR/FM mehr Mutationen in 

Tumor-assoziierten Genen aufweisen als Patienten mit HPV+ OPSCC ohne LR/FM. 

Weiterhin nehmen wir an, dass Patienten mit HPV+ OPSCC mit LR/FM aufgrund des 

reduzierten Therapieansprechens und des erhöhten Rezidivrisikos ein ähnliches 

Mutationsprofil aufweisen wie Patienten mit HPV- OPSCC. Demzufolge sollten 

Unterschiede zu finden sein, die spezifisch für die entsprechende Patientengruppe sind 

und für diagnostische Zwecke genutzt werden können. Weiterhin wollten wir analog zu 

hämatopoetischen Karzinomen Tumor-spezifische Mutationen und Virus-DNA im 

Blutplasma der Patienten mittels quantitativer Polymerasekettenreation (polymerase 

chain reaction, qPCR) und Sequenzierung detektieren und damit das 

Therapieansprechen und den Krankheitsverlauf monitorieren. 

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung spezifischer genetischer Tumormarker, die zur 

Überwachung der minimalen Resterkrankung (minimal/measurable residual disease, 

Abb. 8: Schematische Darstellung von Plasma als Flüssigbiopsie. 
Zellfreie DNA kann aus gesundem (grüne Zellen) oder Tumorgewebe (graue Zellen) über 
Apoptose oder Nekrose freigesetzt werden und in den Blutstrom gelangen. Nach Zentrifugation 
des Bluts setzen sich die Erythrozyten und intakte (zirkulierende Tumor-) Zellen (roter Bereich im 
Röhrchen rechts) ab, wohingegen die zellfreie DNA im Plasma (gelber Bereich) verbleibt. CTC: 
zirkulierende Tumorzelle (Herausgegeben von (Wittekindt et al. 2018), mit Erlaubnis von © Georg 
Thieme Verlag KG, Lizenznummer: 5225220645668). 
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MRD), sowie zur Identifizierung von Patienten mit OPSCC und einem erhöhtem Risiko 

für ein Rezidiv dienen könnten.  



ERGEBNISSE 

18 

2. Ergebnisse 

2.1. Nachweis von HPV-DNA in Plasma von Patienten mit HPV-getriebenem 

OPSCC vor und nach der Therapie 

 

 

 

Plasma Cell-free Human Papillomavirus Oncogene E6 and E7 DNA Predicts 

Outcome in Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma 

 

Henrike Reder, Victor F. Taferner, Claus Wittekindt, Andreas Bräuninger, Ernst-Jan M. 

Speel, Stefan Gattenlöhner, Gregor Wolf, Jens P. Klussmann, Nora Würdemann, Steffen 

Wagner 

 

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol 22 , No 10, November 2020 

(doi: 10.1016/j.jmoldx.2020.08.002) 

 

 

 

 

Als Grundlage für die weiteren Arbeiten wurde in dieser Studie retrospektiv der Nachweis 

viraler HPV-DNA im Plasma von Patienten mit HPV+ OPSCC im Krankheitsverlauf 

untersucht. Wir zeigen mittels quantitativer Real-Time PCR, dass im Gegensatz zu 

Patienten mit HPV- OPSCC HPV-DNA im Plasma der Patienten mit HPV+ OPSCC 

nachweisbar ist. Durch Analyse der Grenzwertoptimierungskurve (receiver operating 

characteristic, ROC-Kurve) für E6 und E7 cfDNA Kopien pro Milliliter Plasma in 

prä-Therapie Proben von HPV+ und HPV- OPSCC Patienten wurde ein Schwellenwert 

für die Positivität der Proben bestimmt. Im zweiten Schritt konnte gezeigt werden, dass 

die Virus-DNA Last im Plasma nach erfolgreicher Therapie signifikant abnahm und bei 

klinisch Karzinom-freien Patienten auf einem niedrigen Niveau blieb. Im Gegensatz dazu 

wurde bei Patienten, die einen klinisch dokumentierten Rückfall erlitten, retrospektiv in 

Proben, die zeitlich vor der klinischen Diagnose des Rezidivs abgenommen wurden, ein 

erneuter Anstieg der DNA-Viruslast nachgewiesen. 
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2.2. Identifizierung spezifischer Mutationen in HPV-getriebenen OPSCC von 

Patienten mit Therapieversagen 

 

 

 

Genetic alterations in human papillomavirus-associated oropharyngeal squamous 

cell carcinoma of patients with treatment failure 

 

Henrike Reder, Steffen Wagner, Ulrike Gammerdinger, Sarah Sandmann, Nora 

Würdemann, Andreas Bräuninger, Martin Dugas, Stefan Gattenlöhner, Jens Peter 

Klussmann, Claus Wittekindt 

 

Oral Oncology, 93 (2019) 59-65 

(doi: 10.1016/j.oraloncology.2019.04.013) 

 

 

 

 

Trotz eines allgemein besseren Therapieansprechens von Patienten mit HPV+ OPSCC 

im Vergleich zu Patienten mit HPV- OPSCC, entwickeln einige Patienten mit HPV+ 

OPSCC Fernmetastasen oder ein Lokalrezidiv (LR/FM), was mit einem entsprechend 

schlechteren Krankheitsverlauf einhergeht. In dieser Studie wurde untersucht, ob 

Patienten mit LR/FM ein anderes genetischen Muster an Mutationen aufweisen als 

Patienten ohne LR/FM. 90 Zielregionen in 22 Genen, die in der Literatur häufig in HPV+ 

OPSCC als mutiert beschrieben worden sind, wurden für ein Genpanel zur gezielten 

Sequenzierung (targeted Next Generation Sequencing, tNGS) ausgewählt. Bezüglich 

chromosomaler Aberrationen wurden keine Unterschiede zwischen HPV+ OPSCC von 

Patienten mit und ohne LR/FM beobachtet. Hingegen wiesen HPV+ OPSCC von 

Patienten mit LR/FM höhere Mutationsraten auf als von Patienten ohne LR/FM. 

Besonders die Gene HRAS (Harvey Rat sarcoma), PIK3R1, STK11 (Serine/Threonin 

Kinase 11) und TP63 waren häufiger in OPSCC von Patienten mit LR/FM mutiert als in 

Patienten ohne LR/FM. Zusätzlich könnten synchrone Aberrationen auf den 

Chromosomen 16 und 19 einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. 
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2.3. Mutationsmuster in HPV-getriebenen und HPV-negativen OPSCC von 

Patienten mit Therapieversagen 
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Patienten mit HPV+ OPSCC und LR/FM zeigen einen Krankheitsverlauf ähnlich dem von 

Patienten mit HPV- OPSCC. In dieser Studie untersuchten wir, ob die zwei Gruppen 

auch ein ähnliches Mutationsmuster aufweisen, das mit dem schweren 

Krankheitsverlauf assoziiert ist. Insgesamt waren die Mutationsraten zwischen Patienten 

mit und ohne LR/FM ähnlich. HPV- OPSCC hatten mehr Mutationen über das gesamte 

Genpanel und in TP53 als HPV+ OPSCC. TP53 war in HPV+ OPSCC signifikant seltener 

mutiert als in HPV- OPSCC. Innerhalb der HPV- OPSCC waren, abgesehen von FAT1 

(FAT Atypical Cadherin 1), alle Gene ähnlich häufig von Mutationen betroffen; FAT1 war 

in Patienten ohne LR/FM häufiger mutiert als in Patienten mit LR/FM. Mit Ausnahme von 

TP53 zeigten HPV+ OPSCC mit LR/FM eine ähnliche Mutationsrate wie HPV- OPSCC. 
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2.4. Nachweis Tumor-spezifischer Mutationen im Plasma HPV-getriebener 

OPSCC Patienten im Verlauf 

Aus den Patienten der Liquid Biopsy Studie (s. Kapitel 2) wählten wir einige Patienten, 

von denen ebenfalls Formalin-fixiertes und in Paraffin-eingebettetes (FFPE-)Material 

des Tumors vorlag und sequenzierten dieses mit dem beschriebenen Genpanel. Aus 

den detektierten Varianten wurden weiter diejenigen ausgewählt, die mit einer 

Variantenallelfrequenz (VAF) von mindestens 4 % vorlagen. Von einem Patienten mit 

LR/FM lagen nur Mutationen mit einer VAF unter 4 % vor. Hier wurden Mutationen mit 

der höchsten Frequenz ausgewählt (Tabelle 5). Weiterhin lagen von diesen Patienten 

Serumproben nach der Therapie vor und der Anteil der Variante konnte 

dementsprechend im Verlauf analysiert werden. Die gewählten Varianten wurde mit dem 

„Ion Plus Fragment Library Kit“ von Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific) nach 

Herstellerangaben amplifiziert und sequenziert (s. Kapitel 6.1.1). 

Tabelle 5:Variantenallelfrequenz von Mutationen, die im Tumorgewebe und im Serum der ersten 
vorliegenden Probe analysiert wurden. 

Variante VAF Tumor 
[%] 

VAF Serum 
[%] 

Zeitpunkt Graph 

TAF1 c.5506G>A, p.Glu1836Lys 5,8 0,02 PE Abb. 9A 
PIK3CA c.1633G>A, p.Glu545Lys 38,3 1,3 PE Abb. 9B 

43,6 0,03 PE  

4,7 0,04 PE  

25,2 0,04 PE  
JAK2 c.1201C>T, p.His401Tyr 28,8 0,05 OP Abb. 9C 
PIK3CA c.1624G>A, p.Glu542Lys 18,2 0,07 PE Abb. 9D 
RB1 c.2106+23C>T 3,0 0,04 NS Abb. 10A 
NOTCH1 c.3294C>T, p.Ser1098= 2,9 0,07 NS Abb. 10B 
EP300 c.2242-18G>T 6,6 0,2 PE  
PDGFRA c.1711G>A, p.Glu571Lys 7,0 0,02 PE  
DDX3X c.1684G>A, p.Glu562Lys 14,5 1,2 PE  
TP53 c.501G>A, p.Gln167= 9,9 0,05 PE  
PIK3CA c.3140A>T, p.His1047Leu 20,0 0,0 PE  

Ausgewählte Mutationen aus dem FFPE-Tumorgewebe wurden im Serum zum Zeitpunkt der 
Erstdiagnose (bei einem Patienten mit LR/FM zum Zeitpunkt der ersten vorliegenden Nachsorge 
vor der Diagnose des Rezidivs) auf ihr Vorliegen untersucht. VAF: Variantenallelfrequenz, PE: 
Panendoskopie, NS: Nachsorge, OP: Operation; für die Bedeutung der Gennamen s. Kapitel 5.1. 

2.4.1. Nachweis Tumor-spezifischer Mutationen in Patienten ohne 

Therapieversagen im Krankheitsverlauf 

Beispielhaft werden hier die Verläufe der vier Varianten TAF1 (TATA-Box Binding 

Protein Associated Factor 1):p.Glu1836Lys, PIK3CA:p.Glu545Lys, JAK2 (Janus 

Kinase 2):p.His401Tyr und PIK3CA:p.Glu542Lys detaillierter untersucht. Im 

Primärtumor lagen die Variaten zu 5,8 %, 38,3 %, 28,8 % bzw. 18,2 % vor (Tabelle 5). 

In der Serumprobe zum Zeitpunkt der Panendoskopie bzw. der Operation lies sich eine 

VAF von 0,02 %, 1,3 %, 0,05 % und 0,07 % ermitteln (Tabelle 5). Bei einer Variante stieg 

die VAF zum Zeitpunkt der Operation im Vergleich zur Panendoskopie leicht an, sank 
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aber zum Zeitpunkt der ersten Nachsorge wieder ab (Abb. 9A). Bei den drei anderen 

Varianten sank die Mutationslast im Serum über die Therapie und blieb bis zur ersten 

Nachsorge Probe auf einem niedrigen Niveau. Bei einer Variante in PIK3CA blieb der 

Anteil der Variante auch über die folgenden zwei Nachsorge-Termin auf einem niedrigen 

Level bestehen (Abb. 9B). Die JAK2 Mutation war im Serum während eines Nachsorge-

Zeitpunkts erneut mit einem Anteil von 0,16 % nachweisbar, sank aber danach wieder 

ab (Abb. 9C). Der Anteil der zweiten PIK3CA Mutation hingegen blieb über den 

gesamten untersuchten Zeitraum latent mit einem Anteil zwischen ca. 0,07 % und 

0,05 % nachweisbar (Abb. 9D). 
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Abb. 9: Anteil von vier detektierten Varianten (A-D) im Plasma im Verlauf von Patienten ohne 
LR/FM. 
(A) TAF1 c.5506G>A, p.Glu1836Lys, (B) PIK3CA c.1633G>A, p.Glu545Lys, (C) JAK2 
c.1201C>T, p.His401Tyr, (D) PIK3CA c.1624G>A, p.Glu542Lys. Der obere Graph zeigt jeweils 
den Anteil im Verhältnis zu den Gesamtreads an der Position und der untere Graph den Anteil 
normalisiert auf den Zeitpunkt der Diagnose (PE bzw. OP). PE: Panendoskopie; PT: Primärtumor; 
OP PT: Operation des Primärtumors; NS: Nachsorge (nach der Therapie). 
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2.4.2. Nachweis Tumor-spezifischer Mutationen in Patienten mit 

Lokalrezidiv/Fernmetastase im Krankheitsverlauf 

Von einem Patienten mit Lokalrezidiv/Fernmetastase lagen Mutationsdaten aus dem 

Gewebe des Primärtumors und aus Plasmaproben zum Zeitpunkt der ersten 

Rezidivtherapie (Operation) sowie der Panendoskopie des zweiten Rezidivs und 

während der Nachsorge vor. Im Primärtumor lagen die Varianten RB1 c.2601+23C>T 

und NOTCH1 p.Ser1098= zu 3,0 % und 2,9 % vor (Tabelle 5). Während des ersten 

Nachsorgezeitraums konnten die Varianten mit einem Anteil von 0,04 % und 0,08 % 

detektiert werden. Zum Zeitpunkt der Operation des Rezidivs stieg der Anteil beider 

Varianten auf 0,07 % bzw. 0,1 %. Im weiteren Verlauf der Nachsorge und bis zur 

Panendoskopie des zweiten Rezidivs konnten divergierende Anteile der Varianten 

detektiert werden: für die untersuchte Variante in RB1 stieg der Anteil innerhalb eines 

Monats nach der Operation auf 0,32 % und sank im nächsten Monat wieder auf 0,05 %. 

Zum Zeitpunkt der Panendoskopie des zweiten Rezidivs stieg ihr Anteil erneut leicht auf 

0,09 %. Der Anteil der NOTCH1 Variante dagegen sank im ersten Monat nach der 

Operation auf 0,03 %, stieg dann auf 0,1 %. In der Plasmaprobe zum Zeitpunkt des 

zweiten Rezidivs sank ihr Anteil auf 0,06 % (Abb. 10). 

 

 

Abb. 10: Anteil detektierter Varianten im Plasma im Verlauf eines Patienten mit LR/FM. 
(A) RB1 c.2106+23C>T, (B) NOTCH1 c.3294C>T, p.Ser1098=. Rez: Rezidiv; NS: Nachsorge 
Termine; OP: Operation; PE: Panendoskopie. 
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3. Diskussion 

Primäres Ziel des Projekts war zunächst die Identifizierung und Monitorierung 

spezifischer Mutationen HPV+ OPSCC in Flüssigbiopsien. Dafür wurde nach einer 

Literaturrecherche ein spezifische Auswahl an Genen (Genpanel) erstellt, welche häufig 

in HPV+ HNSCC mutiert sind und zeitgleich analysiert werden können. Mittels des 

Panels analysierten wir Tumorproben von Patienten mit HPV+ OPSCC mit und ohne 

LR/FM auf genetische Unterschiede, um für jeden Patienten spezifische Marker zu 

identifizieren, da wir insbesondere bei Patienten mit LR/FM die Nachweisbarkeit 

relevanter genetischer Marker vermuteten. Trotz interessanter Ergebnisse, lagen die 

meisten Mutation jedoch nur mit einer geringen Allelfrequenz vor, so dass diese Marker 

mittels der zur Verfügung stehenden Techniken nicht direkt in der Flüssigbiopsie 

untersucht werden konnten. Deswegen wurde zunächst die Tauglichkeit von HPV-DNA 

als Marker in Flüssigbiopsien analysiert. HPV-DNA ist in HPV+ Tumoren ein stabiler 

Marker, der im Gegensatz zu heterogenen Tumormutation auch bei einem HPV+ Rezidiv 

vorliegen sollte. Nach dem erfolgreichen Nachweis der HPV-DNA im Plasma 

untersuchten wir anschließend zuvor detektierte Mutationen in der Flüssigbiopsie 

während des Krankheitsverlaufs. 

Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse der Teilaspekte dieser Arbeit im Detail 

interpretiert und im Zusammenhang zur bestehende Literatur eingeordnet. 

3.1. Entwicklung des Genpanels 

Zur Identifikation Patienten-spezifischer genetischer Marker führten wir eine 

Literaturrecherche bezüglich HPV+ OPSCC und HNSCC auf Gene und bestimmte 

chromosomale Regionen durch, die häufig als mutiert beschrieben wurden. Basierend 

auf der wachsenden Technologie der Sequenzierung wurden bereits mehrere Studien 

veröffentlicht, die das Genom HPV+ Tumore untersuchten. Rekurrente Mutationen 

wurden in Proteinen des PI3K-Signalwegs (besonders PIK3CA), in Rezeptor-Tyrosin-

Kinasen (besonders FGFR2 und FGFR3), Signalwegen der DNA-Reparatur (z.B. Ataxia-

telangiectasia mutated kinase (ATM), Fanconi anemia group G protein (FANCG), 

Fanconi anaemia, complementation group A (FANCA), RAD51 Paralog B (RAD51B)) 

und der Immunantwort (z.B. TRAF3, Humane Leukozytenantigene A und B (HLA-A, 

HLA-B)) gefunden (Rusan et al. 2015; Seiwert et al. 2015). Diese Studien berichten, 

dass viele Gene sowohl in HPV+ als auch in HPV- HNSCC mutiert sind (z.B. NOTCH, 

Gene der myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (MLL), RAS, TP63) (Rusan et al. 

2015). Allerdings zeigen sich Unterschiede in den Mutationsraten von CDKN2A und 

TP53, welche im Großteil der HPV+ HNSCC in ihrer Wildtyp-Form vorliegen. 60-80 % 

der HNSCC insgesamt und ca. 84 % der HPV- HNSCC weisen Mutationen von TP53 auf 
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(Leemans et al. 2011). Hingegen wies der PI3K-Signalweg, und davon besonders 

PIK3CA, in HPV+ HNSCC am häufigsten Mutationen auf. Eine weitere Übersicht zu 

genomischen Aberrationen in HNSCC bestätigt die vorherigen Studien (Leemans et al. 

2018). Die häufigsten Aberrationen in HNSCC Tumorzellen finden sich auf den 

Chromosomen 3p, 9p und in TP53. Auf dem Chromosom 9p liegt das Gen CDNK2A, 

das den Zellzyklus kontrolliert (vgl. Abb. 3). Der WNT-Signalweg, der eine zentrale Rolle 

bei der Embryogenese spielt und auch bei vielen Karzinomen Veränderungen aufweist, 

ist bei HNSCC ebenso betroffen. Als Teil dieses Signalwegs wurden in HNSCC 

besonders die Gene FAT1, NOTCH1 und AJUBA in mehreren Studien als mutiert 

beschrieben. Dogan et al. untersuchten prognostische Marker in HPV+ und HPV- 

OPSCC mittels gezielter Exomsequenzierung (Dogan et al. 2019). Dabei zeigte sich, 

dass HPV- OPSCC, Rauchen und die Tumorlokalisation am Gaumensegel einen 

negativen Einfluss auf die Prognose haben. Innerhalb der HPV+ OPSCC sind NOTCH1 

Mutationen mit einem schlechteren Überleben assoziiert. Auf chromosomaler Ebene 

wurden in HPV+ OPSCC mehr Aberrationen auf Chromosom 8p, 8q und 16q gefunden, 

wohingegen bei HPV- OPSCC die Chromosomen 9p, 18q und 21q betroffen waren. 

Neue, potentiell funktionelle intragenische Deletionen in HPV+ OPSCC wurden in den 

Genen JAK3, MYC und EP300 gefunden. Bezüglich rekurrenter bzw. metastasierter 

HPV+ HNSCC unterscheidet sich das genetische Profil im Vergleich zu Primärtumoren. 

Morris et al. konnten zeigen, dass das molekulare Profil rekurrenter/metastasierter HPV+ 

HNSCC ähnlich zu HPV- HNSCC ist, inklusive einer erhöhten Mutationsfrequenz von 

TP53 sowie Genomduplikationen und Deletionen auf dem Chromosom 3p (Morris et al. 

2017). In der beschriebenen Kohorte zeigten 43 % der fortgeschrittenen HPV+ HNSCC 

einen Genotyp, der primären HPV- HNSCC ähnelt. Diese „HPV- ähnlichen“ HPV+ 

HNSCC wiesen zudem ein verschlechtertes Überleben auf. Weiterhin lagen in 

rekurrenten/metastasierten HPV+ HNSCC höhere Mutationsfrequenzen von TP53 und 

geringere Mutationsraten von PIK3CA vor als in primären HPV+ HNSCC. 

3.2. Einsatz nicht-invasiver Flüssigbiopsien im Klinikalltag 

Nicht-invasive Flüssigbiopsien sind ein wachsender Forschungsbereich und werden 

genutzt, um das Therapieansprechen und die Tumorlast während der Nachsorge zu 

überwachen, zur Detektion eines minimalen Residualtumors und zur Erforschung der 

Krebsevolution (Bronkhorst et al. 2019; Corcoran et al. 2018; De Mattos-Arruda et al. 

2013; Jung et al. 2010; Schwarzenbach et al. 2011). Ein etablierter Bereich der cfDNA 

Detektion ist die Identifikation von EGFR Mutationen im NSCLC als Alternative zu 

Gewebebiopsien (Papadopoulou et al. 2019). Einige diagnostische Tests (z.B. der FDA 

(U.S. food and drug administration)-zugelassene cobas® EGFR Mutation Test v2 
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(Roche Diagnostics) und CellSearch®-based Circulating Tumor Cell Auszählung) sind 

bereits im Klinikalltag angekommen und etabliert (Babayan et al. 2018; Bardelli et al. 

2017; Douillard et al. 2014). In HNSCC ist die Detektion von EBV im Plasma von 

Patienten mit NPC als Biomarker zur frühen Detektion und als Prognostikator nach der 

Therapie verifiziert (Li et al. 2021; Papadopoulou et al. 2019). Aufgrund der inter- und 

intraumoralen Heterogenität solider Tumore bezüglich aberranter Gene stellt die 

Bestimmung spezifischer und stabiler Marker ein Problem dar (Ledgerwood et al. 2016; 

Mroz et al. 2017; Tellez-Gabriel et al. 2016), die in Flüssigbiopsien im Verlauf untersucht 

werden könnten. Verglichen mit somatischen Mutationen ist DNA kanzerogener Viren 

dagegen ein stabiler Marker in Bezug auf die klonale Selektion, da die Zellproliferation 

im Tumor meist auf die Aktivität der viralen Onkoproteine angewiesen ist. Daher sind 

Flüssigbiopsien besonders geeignet für Patienten mit einer Infektion kanzerogener 

Viren, beispielsweise HPV. 

3.3. Identifikation genetischer Varianten bei HPV-getriebenen und HPV-

negativen OPSCC 

3.3.1. Mutationsraten HPV-getriebener und HPV-negativer OPSCC 

Aufgrund der zugrunde-liegenden karzinogenen Mechanismen werden in HPV- OPSCC 

mehr Mutationen erwartet. Konform der Erwartungen detektierten wir eine höhere 

Mutationszahl in HPV- (insgesamt 464 Mutationen, 16,6 Mutationen/Tumor) verglichen 

zu HPV+ (insgesamt 183 Mutationen, 6,5 Mutaionen/Tumor; p≤0,001) OPSCC. In der 

Literatur gibt es einerseits Publikationen, die keine Unterschiede in der Mutationsrate 

zwischen HPV- und HPV+ Kopf-Hals-Tumoren fanden (Cancer Genome Atlas 2015; 

Seiwert et al. 2015) und andererseits solche, die mehr Mutationen in HPV- OPSCC als 

in HPV+ OPSCC detektierten (Agrawal et al. 2011; Boscolo-Rizzo et al. 2016; Harbison 

et al. 2018). In den Studien von TCGA, Seiwert et al. und Agrawal et al. wurden HNSCC 

allgemein untersucht, wovon der Oropharynx nur ein Bereich ist und sich der Anteil HPV+ 

Tumore verringert (Agrawal et al. 2011; Cancer Genome Atlas 2015; Seiwert et al. 2015). 

Die Studien von Boscolo-Rizzo et al. und Harbison et al. dagegen fokussierten ihre 

Analysen auf OPSCC (Boscolo-Rizzo et al. 2016; Harbison et al. 2018). Diverse Studien 

zeigen, dass sich die Entitäten der Kopf-Hals-Tumore bzw. der HNSCC in ihren 

klinischen und molekularen Charakteristika unterscheiden und differenziert betrachtet 

werden müssen (Andreasen et al. 2019; Chow 2020; Gillison 2004; Klussmann 2017; 

Murray et al. 2015; Powell et al. 2021). Besonders aufgrund der geringen Zahl an HPV+ 

Tumoren und der Inhomogenität eingeschlossener Entitäten in vorherigen Studien 

werden detailliertere Untersuchungen gebraucht, um die Fallzahlen bezüglich seltener 

Tumorentitäten zu erhöhen und den Fokus auf eine spezifische Entität legen zu können. 
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Hinsichtlich TP53 Mutationen detektierten wir eine höhere Rate in HPV- als in HPV+ 

OPSCC (p≤0,001), was den Erwartungen und der Literatur entspricht (Agrawal et al. 

2011; Kobayashi et al. 2018; Litwin et al. 2017). Da das p53 Protein den Zellzyklus 

reguliert, akkumulieren viele Tumore Mutationen in TP53, was zu einem 

Funktionsverlust des Proteins und damit einer unkontrollierten Zellreplikation führt. In 

unserer Studie war TP53 in je 12/14 (85,7 %) Patienten mit HPV- OPSCC mit und ohne 

LR/FM mutiert, aber nur in fünf Patienten mit HPV+ OPSCC mit LR/FM und zwei 

Patienten ohne LR/FM. Daher scheinen TP53 Mutationen den Krankheitsverlauf weder 

bei Patienten mit HPV- noch HPV+ OPSCC signifikant zu beeinflussen. Wir fanden 

höhere TP53-Mutationsraten in der Gruppe der HPV+ OPSCC als zuvor in der Literatur 

beschrieben: in unserer Studie wiesen insgesamt 7/28 (25,0 %) HPV+ OPSCC eine 

TP53 Mutation auf. Eine Studie beschreibt TP53 Mutationen in 84,8 % der HPV- HNSCC, 

aber nur in 2,8 % der HPV+ HNSCC (Cancer Genome Atlas 2015). Allerdings wurde 

auch bereits ein ähnliches molekulares Profil von HPV+ OPSCC von Patienten mit 

LR/FM und HPV- OPSCC beschrieben, inklusive einer höheren Mutationsrate in TP53 

(15 % HPV+ HNSCC) (Morris et al. 2017). In HPV+ Tumoren entstehen maligne Zellen 

hauptsächlich aufgrund der Degradation von p53 und der Deregulierung von pRb unter 

Einwirkung der viralen Proteine, jedoch nicht aufgrund der Akkumulation von Mutationen 

in diesen Genen. Daher liegt p53 in HPV+ Tumoren üblicherweise in seiner Wildtyp-Form 

vor. Eine erhöhte Mutationsrate in unserer Kohorte von HPV+ OPSCC im Vergleich zur 

Literatur könnte aus der Zusammenstellung der Kohorte mit einer größeren Zahl an 

Patienten mit LR/FM hervorgehen, da HPV+ OPSCC von Patienten mit LR/FM in unserer 

Studie mehr TP53 Mutationen (5/14 Patienten) zu haben scheinen als das 

Tumorgewebe von Patienten ohne LR/FM (2/14 Patienten). Aufgrund der geringen 

Fallzahlen waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Dies könnte allerdings durch 

größere Studien mit mehr Patienten kompensiert werden und eindeutigere Ergebnisse 

zur besseren Einordnung und Interpretation liefern. Bezüglich der Mutationsfrequenz 

zwischen allen vier Untergruppen entstehen die Unterschiede vermutlich aus der 

insgesamt hohen Mutationsrate in HPV- OPSCC von Patienten ohne LR/FM und der 

sehr geringen Rate in HPV+ OPSCC von Patienten ohne LR/FM. 

3.3.2. tNGS-identifizierte Mutationen in Patienten in Abhängigkeit des 

Therapieansprechens 

Unterteilt man unsere Kohorte unabhängig vom HPV-Status, sind weder bezüglich der 

Gesamtmutationszahl, noch bezüglich TP53-Mutationen Unterschiede zwischen 

Patienten mit und ohne LR/FM sichtbar. Weiterhin gibt es innerhalb der HPV+ oder der 
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HPV- OPSCC, jeweils aufgeteilt nach LR/FM-Status, keinen Unterschied in der Gesamt- 

und TP53-Mutationsrate. Diese Daten lassen vermuten, dass nicht die absolute Anzahl 

an Mutationen für den Krankheitsverlauf verantwortlich ist, sondern dass andere 

Mechanismen oder individuelle Treibermutationen wichtigere Faktoren sind. 

 

Bei der Untersuchung von HPV+ OPSCC detektierten wir unterschiedliche 

Mutationsraten in mehreren der analysierten Genen bei Patienten mit und ohne LR/FM. 

In Primärtumorgewebe von Patienten mit LR/FM lagen Mutationen in mehr Genen und 

mehr Einzelmutationen vor als von Patienten ohne LR/FM. Insbesondere die Gene 

STK11, HRAS, PIK3R1 und TP63 waren häufiger mutiert. Übereinstimmend mit 

Literaturdaten detektierten wir keine Mutationen in den Codons 12, 13 oder 15 von KRAS 

(Prigge et al. 2014). Allerdings fanden wir eine KRAS Mutation in Tumorgewebe eines 

Patienten ohne LR/FM. Laut Literatur führt der detektierte Aminosäureaustausch von 

Serin zur Asparagin an Codon 17 (p.Ser17Asn) zu einer erhöhten Bindungsaffinität der 

Austauschfaktoren (Matallanas et al. 2003). Somit konkurriert die Mutante mit Wildtyp 

RAS-Proteinen um die Austauschfaktoren, kann aber nicht mit intrazellulären Effektoren 

interagieren und resultiert daher in unproduktiven Komplexen. In den TCGA Daten finden 

sich keine Informationen zu LR/FM bei Patienten mit HPV+ OPSCC (Cancer Genome 

Atlas 2015; Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013; über https://www.cbioportal.org/study/ 

summary?id=hnsc_tcga_pub, Stand: 19.01.2022). In Anbetracht der Probenanzahl und 

Rezidivrate bei HPV+ OPSCC kann vermutet werden, dass alle 22 HPV+ OPSCC 

Patienten der TCGA Studie ohne LR/FM sind. Weiterhin fanden sich in dieser Studie 

keine TP53 Mutationen in HPV+ OPSCC (Cancer Genome Atlas 2015), wohingegen wir 

TP53 Varianten in fünf (41,7 % mit LR/FM) bzw. zwei (16,7 % ohne LR/FM) HPV+ 

Proben detektierten. Abgesehen von Exon 6, Exon 7 und Exon 11 sind die Frequenz 

und Verteilung der TP53 Mutationen über alle Exons vergleichbar mit publizierten Daten 

(Internationale Agentur für Krebsforschung (International Agency for Research on 

Cancer, IARC), Veröffentlichung R19) (Bouaoun et al. 2016). Exon 6 und 7 (geringere 

Mutationsfrequenz in unserer Kohorte mit LR/FM verglichen zu TCGA Daten) sind Teil 

der DNA-Bindedomäne, während für Exon 11 keine funktionelle Proteindomäne 

beschrieben ist. Allerdings sind in Exon 11 (höhere Mutationsfrequenz in unserer 

Kohorte mit LR/FM verglichen zu TCGA Daten) Aminosäuren mit biologischer (z.B. 

Variante p.Gly389Glu) oder post-transkriptioneller Funktion beschrieben, deren Mutation 

die Transkriptionsaktivität beeinflussen (Feng et al. 2005; Friedler et al. 2005; Pirolli et 

al. 2010). Zudem ist beschrieben, dass metachrone, rezidivierende OPSCC eine 

genomische Landschaft ähnlich zu HPV- OPSCC und dementsprechend auch eine 
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höhere TP53 Mutationsrate aufweisen (Harbison et al. 2018). Obwohl TP53 Mutationen 

in HPV+ OPSCC eher selten auftreten, könnten sie in unserer Kohorte eine Rolle bei der 

Entstehung von LR/FM spielen. Es bleibt aber offen, ob LR/FM in Patienten mit HPV+ 

OPSCC kausal mit individuellen TP53 Mutationen in Zusammenhang gebracht werden 

kann oder ob zusätzliche Lifestyle-Risikofaktoren (z.B. Tabakkonsum) und 

korrespondierende (prä-kanzerogene) genetische Veränderungen den karzinogenen 

Mechanismus der HPV-Infektion verstärken. Trotz unseres limitierten Panels an 

sequenzierten Regionen ergab unserer Studie interessante und (bezüglich TP53) 

unerwartete Ergebnisse. Insgesamt konnten wir zeigen, dass genetische Unterschiede 

zwischen den Gruppen bestehen. 

 

Innerhalb der HPV- OPSCC zeigten sich, abgesehen von FAT1, keine signifikanten 

Unterschiede in der Mutationsfrequenz der untersuchten Gene zwischen Patienten mit 

und ohne LR/FM. Mutationen im Gen FAT1 waren in HPV- OPSCC von Patienten ohne 

LR/FM häufiger als in Patienten mit LR/FM (p=0,043). Das humane FAT1 Gen reguliert 

das Zellwachstum, die Migration sowie die Polarisierung mit einer Rolle sowohl als 

Tumorsuppressor als auch als Onkogen (Hayes et al. 2016). Eine Studie zeigte, dass 

FAT1 im Ösophaguskarzinom das Tumorwachstum und die epithelial-mesenchymale 

Transition inhibierte, welche ein wichtiger Schritt der Metastasierung ist (Hu et al. 2017). 

Eine weitere Studie fand eine Assoziation zwischen FAT1 Mutationen und einem 

verbesserten Gesamtüberleben in Patienten mit HPV- OPSCC, jedoch nicht bei 

Patienten mit HPV+ OPSCC (Kim et al. 2016). In Übereinstimmung damit detektierten 

wir mehr FAT1 Mutationen in Patienten mit HPV- OPSCC ohne LR/FM als in Patienten 

mit HPV- OPSCC mit LR/FM (22 vs. 5 Varianten). Dieses Ergebnis stützt die Hypothese, 

dass Mutationen in FAT1 die Tumorprogression in HPV- OPSCC Patienten negativ 

beeinflusst. 

3.3.3. Zusammenfassung der Mutationsstudie zwischen HPV-getriebenen und 

HPV-negativen OPSCC mit und ohne Therapieversagen 

Mittels der Sequenzanalysen von HPV+ OPSCC und HPV- OPSCC, jeweils von 

Patienten mit und ohne LR/FM, konnten wir mehrere Schlüsse ziehen: (I) mit Hilfe eines 

limitierten tNGS-Panels konnten keine Mutationen identifiziert werden, die eindeutig und 

in Patientengruppen wiederkehrend mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert 

sind. (II) Insgesamt scheint nicht die Anzahl der Mutationen für den Krankheitsverlauf 

ursächlich zu sein, sondern (III) vielmehr spezifische Mutationen scheinen am ehesten 

mit einem erneuten Auftreten der Krankheit assoziiert zu sein. (IV) Mit der Ausnahme 
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von TP53 zeigen HPV+ OPSCC von Patienten mit Therapieversagen ein ähnliches 

Mutationmuster wie HPV- OPSCC. 

Eine Schwäche unserer Studie ist die geringe Zahl an primären HPV+ OPSCC von 

Patienten, die LR/FM entwickeln. Obwohl die Inzidenzen HPV+ OPSCC steigen, ist die 

Patientenzahl, die ein Rezidiv entwickeln im Verhältnis gering und wir waren auf ein 

retrospektives Studiendesign und archivierte FFPE Gewebeproben beschränkt. 

Weiterhin verwendeten wir tNGS anstelle von WES oder Genomsequenzierung (whole 

genome sequencing, WGS), welche qualitativ sehr hochwertige DNA benötigen. Neben 

zukünftigen technologischen Fortschritten von Sequenzierungsmethoden lösen 

Multicenter und/oder longitudinale Studien dieses Problem aber für weitere Studien oder 

einer Wiederholung der aktuellen Probe. In unserer Studie konnten durch die in ihren 

klinischen Eigenschaften entsprechenden Patientenproben Unterschiede aufgrund der 

Tumoreigenschaften vermindert werden. Allerdings konnten durch die Selektion der 

Proben aus den nicht-limitierten Patientengruppen ebenso Artefakte eingebracht 

werden. Die signifikanten Unterschiede im Gesamtüberleben und in unseren 

Sequenzierungsdaten lassen vermuten, dass ein erneutes Tumorauftreten in HPV- und 

HPV+ OPSCC durch unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen wird. In HPV- 

OPSCC könnten spezifische Mutationen die Tumorprogression und Metastasierung 

vorantreiben. In HPV+ OPSCC dagegen scheint neben spezifischen Treibermutationen 

eine erhöhte TP53-Mutationsfrequenz (wie wir sie in entsprechenden Proben fanden), 

möglicherweise als ein sekundärer Prozess, das Wiederauftreten des Tumors zu 

begünstigen. 

In einer früheren Studie wurde mittels WES die Mutationslandschaft rezidivierter und 

nicht rezidivierter HPV+ OPSCC im Vergleich zu HPV- Tumoren untersucht (Harbison et 

al. 2018). Es wurde gezeigt, dass metachrone HPV+ OPSCC eine ähnliche genomische 

Signatur aufweisen wie HPV- Kopf-Hals-Tumore und dass wiederauftretende HPV+ 

OPSCC genetisch vergleichbar mit nicht rekurrenten HPV+ OPSCC sind. Diese 

Erkenntnisse stimmen mit unseren Ergebnissen überein, obwohl die Studie von 

Harbison et al. zwei wesentliche Schwächen aufweist: (I) die kombinierten Datensätze 

aus öffentlichen WES Daten (Cancer Genome Atlas 2015) und deren eigenen 

Sequenzierungsdaten (mittels WES und tNGS in nicht definiertem Umfang) 

repräsentieren eine selektierte Kohorte unterschiedlicher Sublokalisationen, während 

unsere Studie sich auf OPSCC konzentriert. (II) Proben aus eigenen Archiven wurden 

nur auf p16INK4A Färbung untersucht und nicht auf HPV-DNA, was zur HPV-

Kategorisierung nicht ausreichend ist (Bussu et al. 2014; Rietbergen et al. 2014; Wagner 

et al. 2020). 

Zusammengefasst stellten wir fest, dass HPV+ OPSCC von Patienten mit LR/FM mehr 
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Mutationen aufwiesen als HPV+ OPSCC von Patienten ohne LR/FM. Allerdings ist die 

Mutationsrate ähnlich der von LR/FM-Patienten mit HPV- OPSCC. 

Überraschenderweise hatte das Primärtumorgewebe von Patienten mit HPV- OPSCC 

ohne LR/FM die meisten Mutationen und nicht wie erwartet die HPV- OPSCC der 

Patienten mit LR/FM. Wir nehmen an, dass nicht die Anzahl an Mutationen, sondern 

spezifische Treibermutationen die dominant kausalen Faktoren für 

Tumorwiederauftreten sind. 

3.4. Die Konzentration der zell-freien HPV-DNA im Plasma korreliert mit dem 

Krankheitsverlauf 

In 25/28 (89 %) Plasmaproben unserer Patienten mit HPV+ OPSCC konnten wir zell-

freie E6- und E7-DNA vor der Therapie detektieren. Neun Patienten zeigten Signale für 

die HPV-Onkogene in mindestens zwei Nachsorge-Proben. Entsprechend der Literatur 

(Hanna et al. 2018) konnten wir einen Anstieg der cfHPV-DNA vor klinischer Diagnose 

des Rezidivs in vier Patienten beobachten. In den anderen fünf Patienten wurde bis zum 

Ende der Nachbeobachtung im Rahmen dieser Studie (02/2020) klinisch kein 

Anhaltspunkt für ein Rezidiv diagnostiziert. Einer dieser fünf Patienten wurde klinisch mit 

R1 (mikroskopische Detektion von Residualzellen am Schnittrand) klassifiziert, einer 

wurde nur mit einer primären Radiochemotherapie behandelt; die restlichen drei waren 

R0 nach einer Operation (einer ohne, zwei mit adjuvanter Radio(chemo)therapie). 

Aufgrund der Sensitivität zur Detektion MRD verschiedener Krebsentitäten, kann 

vermutet werden, dass in R1-klassifizierten Patienten verbliebene Tumorzellen im Blut 

detektierbare HPV-DNA verursachen könnten (Bidard et al. 2019; Chakrabarti et al. 

2020; Diehn et al. 2017; Yang et al. 2020b). Die Primärumordiagnose aller fünf Patienten 

lag zwischen 2015 und 2017, was bis April 2020 innerhalb der 5-Jahresrate lag, in der 

die Wahrscheinlichkeit für ein Rezidiv noch sehr hoch ist (Lin et al. 2013). 

Beachtenswert ist, dass die gemessene E7-DNA Konzentration durchgängig höher war 

als die der entsprechenden E6-DNA. Das kann an einer erhöhten Bindungseffizienz der 

entsprechenden Primer und Sonden oder an einer geringeren Stabilität der E6 

Fragmente verglichen mit den E7 Fragmenten im Blut liegen. Dies unterstreicht das 

Problem eines validen Schwellenwerts. Da es sich hier um eine Pilotstudie handelt, 

definierten wir keinen Schwellenwert, sondern berichteten absolute Werte. Betrachtet 

man allerdings unsere Reihenverdünnung des Standards, könnten wir eine valide 

Nachweisgrenze von 10 Kopien/Reaktion empfehlen, was in unserem Fall einem 

Schwellenwert von 2,5*103 Kopien/Milliliter Plasma entspricht. 

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass die Detektion zirkulierender HPV-DNA vor der 

Erstlinien-Therapie und nach Chemotherapie eine prognostische Signifikanz bei HPV+ 

fortgeschrittenen Analkarzinomen hat (Mallen-St Clair et al. 2016). Obwohl die 
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Rezidivrate in HPV+ OPSCC gering ist, zeigen die Daten unserer Studie, dass 

cfHPV-DNA im Plasma mit konventionellen Methoden (Real-time 

Polymerasekettenreation, RT-PCR) detektiert und mit der Tumorlast und dem 

Krankheitsverlauf korreliert werden kann. Um ihre Rolle als Biomarker zu validieren, sind 

allerdings größere Patientenkohorten und längere Nachsorge-Intervalle nötig. Dies 

wurde in der Studie von Chera et al. realisiert (Chera et al. 2020): Hier wurden 

115 Patienten mit nicht metastasiertem OPSCC über einen Zeitraum von 23 Monaten 

mittels digitaler PCR auf cfHPV-DNA im Plasma untersucht. 13 % der untersuchten 

Patienten enwickelten ein Rezidiv und mit der Detektion von cfHPV-DNA in zwei 

konsekutiven Plasmaproben lag der positive prädiktive Wert bei 94 %. Wie auch wir in 

unserer Studie (s. Kapitel 2.1, Abb. 4 der Publikation) konnten Chera et al. einen Anstieg 

der cfHPV-DNA bereits vor (im Median 3,9 Monate) der klinischen Bestätigung eins 

Rezidivs beobachten. Eine weitere Studie zeigte eine Korrelation zwischen cfHPV-DNA 

vor der Therapie und dem Lymphknotenstatus sowie der Gesamttumorlast (klassifiziert 

mit UICC Edition 6) (Dahlstrom et al. 2015). Unsere Untersuchungen bestätigen diesen 

Zusammenhang zwischen der E6- und E7-cfHPV-DNA mit dem Lymphknotenstatus (N0 

vs. N+; E6: p≤0,001, E7: ≤0,001; vgl. Publikation in Kapitel 2, Abb. 2) und dem Satus der 

Fernmetastasierung (M0 vs. M+; E6: p≤0,001, E7≤0; vgl. Publikation in Kapitel 2, Abb. 

2). Bezüglich der Gesamttumorlast nach UICC Edition 8 lag in unseren Daten allerdings 

kein Zusammenhang vor, weder klassifiziert nach Stadium I+II vs. III+IV noch klassifiziert 

nach Stadium I-III vs. IV (E6: p=0,615 bzw. p=0,518, E7=0,518 bzw. p=0,518; Mann-

Whitney U Test). Allerdings kann diese Differenz auch an der unterschiedlichen 

Tumorklassifizierung (UICC Version 6 vs. 8) und der Anzahl untersuchter Fälle liegen. 

Lee et al. untersuchten lokal fortgeschrittene HPV+ Kopf-Hals Tumore auf zirkulierende 

HPV-DNA mittels NGS (Lee et al. 2017). Sie zeigen, dass der entwickelte NGS-Assay 

HPV16-detect in Kombination mit der Positronen-Emissions-Tomographie mit 

Computertomographie (PET-CT) zuverlässig das Wiederauftreten des HPV+ Tumors 

detektiert. Allerdings ist NGS eine Zeit- und Kosten-intensive Methode, die für eine 

„einfache“ HPV-DNA Detektion im Plasma sehr hochwertig ist. Im Gegensatz zu Tumor-

spezifischen Mutationen benötigt die Detektion von cfHPV-DNA keine Sequenzierung 

und detaillierte Analyse des Primärtumors. 

Eine allgemeine Schwäche bezüglich der Analyse Tumor-spezifischer Mutationen stellt 

die Tumor-Heterogenität dar: sogar innerhalb eines Tumors können Zellen 

unterschiedliche Mutationsprofile tragen (Ledgerwood et al. 2016) und anhand des 

Primärtumorgewebe ausgewählte Mutationen könnten aufgrund klonaler 

Selektionsprozesse im rezidivierenden Tumor fehlen, was für virale DNA in HPV+ 

Tumoren normalerweise nicht der Fall ist (Gravitt et al. 2017; Mirghani et al. 2018), sofern 
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die rezidivierenden Tumorzellen weiterhin von der viralen Karzinogenese abhängig sind. 

Die beobachtete Korrelation von Tumorlast und Detektion viraler cfDNA im Plasma 

stimmt mit früheren Daten HPV+ Oropharynxkarzinome überein, die mit digitaler PCR 

analysiert wurden (Hanna et al. 2018) und zum großen Teil mittels einer Chemo- oder 

einer Immuntherapie behandelt wurden. Demgegenüber nutzten wir qRT-PCR und 

63,3 % unserer Patienten erhielten eine sanierende Operation als primäre Therapie. 

Einschränkungen unserer Pilotstudie sind die kleine Probengröße und eine gewisse 

Inkonsistenz der Zeitpunkte der Probensammlung, welche sich aus den individuellen 

Nachsorgeterminen der Patienten ergab. Weiterhin ist ein Wiederauftreten des Tumors 

in HPV+ OPSCC ein vergleichsweise seltenes Ereignis. Daher waren wir auf retrospektiv 

gesammelte Proben angewiesen, was ebenfalls zu den inkonsistenten Zeitpunkten der 

Probenentnahme beigetragen hat. Wir nutzten qRT-PCR anstelle anderer, eventuell 

sensitiverer Methoden (z.B. multiplexer digitaler PCR) aus folgendem Grund: qRT-PCR 

ist eine Preis-günstige, etablierte Methode und die benötigten Materialien und Geräte 

sind in den meisten Diagnostik- und Forschungslaboren vorhanden. Nichtsdestoweniger 

ist eine Stärke unserer Studie die longitudinale Probensammlung bezogen auf die 

Behandlung und die Bedeutung viraler DNA als Biomarker in OPSCC. Besonders die 

hohe Zahl an Patienten mit einer sanierenden Operation ist eine Stärke unserer Studie, 

da in Deutschland sanierende Operationen, im Gegegnsatz zu vielen 

englischsprachigen Ländern, die bevorzugte Therapieform für OPSCC sind. Folglich 

werden weitere Studien mit größeren Patientenkohorten, definiertem 

Probenentnahmeplan und längeren Nachbeobachtungszeiten benötigt, um unsere 

Ergebnisse zu verifizieren. 

Insgesamt betrachtet ist die Detektion von cfHPV-DNA im Plasma von Patienten mit 

HPV+ OPSCC eine valide und zuverlässige Methode, um die virale Onkogen-Last in 

OPSCC zu beobachten. Wir konnten zeigen, dass qRT-PCR geeignet ist, um die An- 

beziehungsweise Abwesenheit zell-freier DNA der HPV Onkogene E6 und E7 zu 

verfolgen. Weiterhin konnten wir zeigen, dass Veränderungen in der cfHPV-DNA 

Konzentration mit dem Krankheitsverlauf korrelieren. Daher ist cfHPV-DNA ein 

vielversprechender Biomarker, um minimale Residualtumore zu detektieren, Rezidive 

frühzeitig zu erkennen und um die Reduktion der Tumorlast während der Therapie zu 

überwachen. Besonders im Hinblick auf bevorstehende de-eskalierende 

Therapiestrategien, könnte die Detektion von cfHPV-DNA genutzt werden, um das 

Therapieansprechen zu kontrollieren und Hochrisiko-Patienten frühzeitig zu 

identifizieren, die für ein de-eskaliertes Therapiekonzept ungeeignet sind. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unsere Pilotstudie interessante Daten 

hervorgebracht hat, die cfHPV-DNA als vielversprechenden Biomarker für HPV+ OPSCC 
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andeutet. 

3.5. Detektion Tumor-spezifischer Mutationen HPV-getriebener OPSCC im 

Plasma während der Nachsorge 

Neben dem Nachweis viraler DNA können auch Tumor-spezifische Mutationen 

monitoriert werden. Diese somatischen Marker werden bereits vielfach bei Leukämien 

genutzt (Aziz et al. 2017). Jedoch sind solide Tumore heterogener in ihrem 

Mutationsprofil als beispielsweise Leukämien und Selektionsprozesse während der 

Therapie könnten das Wachstum von Zellklonen begünstigen, die im Primärtumor nur in 

geringer Zahl vorhanden sind. Diesen Klonen könnte der gewählte genetische Marker 

fehlen, was ein Monitoring erschweren würde. Weitere Herausforderungen sind die 

schwankenden cfDNA Konzentration (Aravanis et al. 2017; Ignatiadis et al. 2015; Tang 

et al. 2016) sowie die zum Großteil unerforschte genetische Charakterisierung von HPV+ 

OPSCC. Allerdings gibt es bereits Studien, die somatische Mutationen des HNSCC 

Primärtumors im Krankheisverlauf untersuchten. Wang et al. analysierten somatische 

Mutationen und HPV-DNA in Speichel und Plasma von Patienten mit HNSCC mittels 

zwei PCR-basierter Methoden (Safe-SeqS und digitaler PCR) (Wang et al. 2015). In 

75 HNSCC Patienten (12 HPV+ und 63 HPV- HNSCC) wurden somatische Mutationen 

in Flüssigbiopsien untersucht, die zuvor mittels Sequenzierung ausgewählter Gene in 

Tumor-DNA detektiert wurden. Von 35 der 75 Patienten (9 HPV+, 26 HPV-) lag Speichel 

und Plasma vor, von den restlichen 40 (3 HPV+, 37 HPV-) nur Speichel. Die Mutationen 

lagen in den Genen TP53, PIK3CA, CDKN2A, FBXW7, HRAS und NRAS 

(Neuroblastoma RAS). Betrachtet man nur die somatischen Mutationen konnten in 

61/63 HPV- HNSCC und 9/12 HPV+ HNSCC die vorbekannte Variante in Speichel 

und/oder Plasma detektiert werden. Die VAF lag dabei zwischen 0,001 % und 11,467 % 

im Speichel und zwischen 0,016 % und 2,858 % im Plasma. Im Vergleich lagen die VAF 

unserer untersuchten Varianten im Plasma zwischen 0,02 % und 1,3 % (s. Kapitel 2.4.1) 

in einem ähnlichen Bereich. Eine Arbeit der US-amerikanischen Association for 

Molecular Pathology (AMP) empfiehlt, dass eine VAF <1 % aufgrund intrinsicher Fehler 

bei der Amplifikation und der Sequenzierung mit Vorsicht zu behandeln sind (Jennings 

et al. 2017). Demgegenüber steht die Notwendigkeit zur Detektion der MRD oder 

subklonaler Veränderung (Bewicke-Copley et al. 2019). Dafür wurden unique molecular 

identifiers (UMI) entwickelt, um PCR-Duplikate zu identifizieren, die Sensitivität und die 

Detektionsgenauigkeit auch bei DNA mit geringer Qualität zu erhöhen (Bewicke-Copley 

et al. 2019; Salk et al. 2018). Die Detektion von derart geringen VAF profitiert von der 

sensitiven Sequenzierungsmethode, die allerdings nicht in allen Laboren vorliegt und in 

der Routine durchgeführt wird. Weiterhin sind sensitive Sequenzierungsmethoden 

immer noch verhältnismäßig teuer und benötigen eine relativ lange Bearbeitungszeit 
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(Dudley et al. 2021; Ilie et al. 2014). 

3.6. Zusammenfassung des Nachweises von cfHPV-DNA in Plasma 

In unserer Pilotstudie zur Monitorierung spezifischer Varianten zeigte sich ein sehr 

heterogenes Bild bezüglich der VAF in Korrelation zur Therapie: in einigen Proben sank 

der Anteil der Variante nach der Therapie, während bei anderen Proben dieser relativ 

konstant blieb. Auch in Korrelation zu einem Rezidiv konnten wir in unseren Daten 

keinen klaren Trend erkennen. Eine vorherige Studie über das Mutationsprofil solider 

Tumore in Flüssigbiopsien, die mehrere Krebsentitäten umfasste, konnte eine 

Übereinstimmung von 89 % in fortgeschrittenem und 32 % in frühem Stadium 

nachgewiesen werden (Balaji et al. 2018). Das zeigt, dass eine Monitierung möglich, 

aber besonders in frühen Stadien schwierig ist. Eine große Schwäche unserer 

Untersuchung war, dass kein standardisiertes Setting mit festen 

Blutabnahmezeitpunkten vorlag und zu wenig Patienten mit verschiedenen 

Therapieoptionen in die Studie aufgenommen wurde. Damit konnte der Einfluss der 

gewählten Therapie nicht detaillierter analysiert werden. Die Abnahmezeitpunkte sind in 

solchen Untersuchungen von großer Bedeutung. Abhängig von physiologischen und 

pathologischen Umständen und Methode wird für cfDNA eine Halbwertszeit zwischen 

4 Minuten und 12 Stunden beschrieben (Khier et al. 2018). Zusätzlich zu diesen 

exogenen Einflüssen spielt bei der DNA-Konzentration im Blut auch die physiologische 

Reaktionen des Patienten auf die Operation (Henriksen et al. 2020) oder allgemein die 

Behandlung eine Rolle. Daher scheint eine hohe Schwankung der DNA-Konzentration 

in Abhängigkeit zum Abnahmezeitpunkt (vor/während/nach der Operation) naheliegend. 

Weiterhin lagen die untersuchten Varianten bereits im Primärtumor zu einem relativ 

geringen Anteil vor (Kapitel 3.5), was sich dementsprechend in einem verhältnismäßig 

verringerten Anteil im Plasma widerspiegelt. Um diese Schwächen auszugleichen, wäre 

eine Studie unter standardisierten Bedingungen mit einer größeren Anzahl an Patienten, 

einer größeren Auswahl detektierter Varianten pro Patient und Probenentnahmen über 

einen längeren Zeitraum notwendig. Weiterhin sollte eine hoch-sensitive 

Sequenzierungtechnologie gewählt werden, um auch Variantenallelfrequenzen nahe der 

Nachweisgrenze valide detektieren zu können (Dudley et al. 2021; Eboreime et al. 2016; 

Kinde et al. 2011; Kukita et al. 2015). Um die Sensitivität und Spezifität zu erhöhen, 

könnten zudem Mutations-spezifische quantitative PCR durchgeführt werden wie sie in 

der Diagnostik bereits etabliert sind (z.B. Quantifizierung von Nucleophosmin (NPM1) 

Mutationen bei akuten myeloischen Leukämien (Forghieri et al. 2018; Freeman et al. 

2019) oder Nachweis/Quantifizierung der BRAF p.Val600Glu Varianten bei 

Haarzellleukämien (Lung et al. 2020; Schnittger et al. 2012)). 
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4. Ausblick 

Ein umfangreicheres Verständnis der Karzinogenese sowie Fortschritte in der 

Sequenzierungstechnologie deuten darauf hin, dass zukünftig individuelle Marker und 

Therapien eine große Rolle bei der Analyse und Verlaufskontrolle von Krebserkrankung 

spielen werden. Um unsere Ergebnisse zu validieren und zu stärken, könnte ein größer 

angelegtes Genpanel helfen, Gene und Varianten zu identifizieren, die einen Einfluss 

auf das Therapieansprechen und damit den Krankheitsverlauf haben. Somit könnten 

poor responder frühzeitig identifiziert und möglicherweise alternativen Therapieansätzen 

zugeführt werden. Dies ist besonders unter dem Aspekt der aktuell diskutierten und 

untersuchten Therapie De-Eskalation (Hecht et al. 2020; Strohl et al. 2020) für Patienten 

mit HPV+ OPSCC von Bedeutung. Weiterhin zeigen unsere Daten, dass Plasma von 

Patienten mit HPV+ OPSCC während der Nachsorge regelmäßig auf HPV-DNA 

untersucht werden sollte. Hierdurch kann das Therapieansprechen und der weitere 

Krankheitsverlauf überwacht werden. Sobald cfHPV-DNA nachgewiesen wird, sollte 

eine umfassende klinische Untersuchung in Betracht gezogen werden. Neben 

Blutplasma sollte hier auch die Tauglichkeiten weiterer Flüssigbiopsien für die 

Monitierung von cfHPV-DNA während der Nachsorge im Bereich der 

Oropharynxkarzinome untersucht werden. Der Fokus sollte besonders auch auf 

Speichel liegen, da dieser in der Handhabung einfach zu gewinnen, in großer Ressource 

vorhanden ist und bei der Abnahme auch für den Patienten keine Schmerzen oder 

andere Unannehmlichkeiten bereiten. Bezüglich OPSCC ist ein weiterer Vorteil von 

Speichel die räumliche Nähe zur Primärtumorlokalisation und die damit einhergehende 

Annahme, dass Tumor- oder virale DNA in einer messbaren Konzentration vorliegen 

sollte. Die Untersuchung von Flüssigbiopsien im Patienten wurde bisher erfolgreich im 

Melanom, Mamma-, Kolorektal- und Lungenkarzinom eingesetzt (Pinzani et al. 2021). 

Bis zur klinischen Anwendung der Monitorierung spezifischer Mutationen in 

Flüssigbiopsien weiterer solider Tumore, unter anderem HPV+ und HPV- OPSCC, 

werden weitere Studien benötigt. Neben der bereits etablierten Detektion therapie-

sensitiver Mutationen (z.B. EGFR) in cfDNA, ist auch die Kontrolle der MRD mittels 

Flüssigbiopsien von Bedeutung. Hierfür werden Studien mit höheren Fallzahlen je 

Tumorentität und standardisierten Untersuchungsprotokollen benötigt, um eventuell 

vorherrschende Mutationen bestimmter Gene zu bestimmen. 

Die erläuterten Aspekte sind prinzipiell auch auf andere Karzinomentitäten übertragbar. 

Der Fortschritt in der Technologie deutet darauf hin, dass zukünftig eine 

Sequenzierungen des gesamten Exoms zur individuelle Analyse der Krebserkrankung 

gehören wird. Damit könnte der Grundstein gelegt werden, Patienten-spezifische und 
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Tumor-basierte Mutationen während der Therapie zu überwachen, und um zeitnah auf 

Veränderungen der Variantenallelfrequenz reagieren zu können. 
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Abstract 

Patients with HPV-driven (HPV+) oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC) 

show an improved overall survival and treatment response than patients with HPV-

negative (HPV-) OPSCC. Nevertheless, 13 % to 25 % of HPV+ OPSCC patients develop 

local recurrence or distant metastasis (LR/DM) and show a course of disease similar to 

that of HPV- OPSCC patients. We aimed to determine specific genetic tumor markers 

between all four subgroups (HPV+, HPV-, with/without LR/DM) for monitoring minimal 

residual disease and identifying HPV+ OPSCC patients with an increased risk of relapse. 

Therefore, we designed a gene panel for targeted next generation sequencing 

comprising 90 target regions in 22 genes. With this panel, we analyzed the mutational 

profile of 14 patients each with HPV+/HPV- OPSCC with/without LR/DM for somatic 

mutations and copy number aberrations. Subsequently, cell-free (cf) DNA from plasma 

was examined for the previously identified variants. Additionally, a quantitative PCR 

(qPCR) for the HPV-oncogenes E6 and E7 in cfDNA before therapy and during follow-up 

care was performed. 

HPV- OPSCC had significantly more mutations in general and in TP53 than HPV+ 

OPSCC. Overall mutation rates in OPSCC of patients with and without LR/DM were 

similar. Within HPV- OPSCC, FAT1 was mutated more frequently in patients without 

LR/DM than in patients with. In HPV+ OPSCC, HRAS, PIK3R1, STK11 and TP63 were 

mutated more frequently in patients with LR/DM than in patients without. Excepting 

TP53, HPV+ OPSCC from patients with LR/DM and HPV- OPSCC showed a similar 

overall mutation pattern. Regarding chromosomal aberrations, no specific differences 

were observed between HPV+ OPSCC patients with and without LR/DM. Somatic 

mutations from our solid OPSCC tumors could only be detected in a small proportion of 

our samples and with limited validity in cfDNA from plasma. However, 85.7 % pre-

therapy plasma samples from patients with HPV+ OPSCC were positive for at least one 

of the examined HPV-oncogenes by qPCR; no signals were detected in HPV- OPSCC 

patients. In patients with no clinical sign of relapse, cfHPV-DNA concentration decreased 

significantly after therapy. Conversely, cfHPV-DNA levels increased or remained above 

threshold in five patients who had residual disease or developed relapse. 

In summary, we assume that specific mutations are responsible for the course of disease 

in HPV+ OPSCC patients with LR/DM. Furthermore, we show that cfHPV-DNA detection 

in plasma correlates with the clinical course of the disease. Consequently, a full clinical 

evaluation should be considered if cfHPV-DNA is detected during follow-up examination 

of patients with HPV+ OPSCC. Despite, a decreased sensitivity of our mutation-specific 

tNGS method compared to qPCR in cfDNA, future techniques will overvome this 

problem. 
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Zusammenfassung 

Obwohl Patienten mit HPV-getriebenem (HPV+) Oropharynx Plattenepithelkarzinom 

(oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC) im Vergleich zu Patienten mit HPV-

negativem (HPV-) OPSCC ein verbessertes Gesamtüberleben und Therapieansprechen 

zeigen, entwickeln 13 % bis 25 % der HPV+ OPSCC Patienten ein Lokalrezidiv oder 

Fernmetastasen (LR/FM) und zeigen einen ähnlichen Krankheitsverlauf wie HPV- 

OPSCC Patienten. Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung spezifischer genetischer 

Tumormarker zur Überwachung der minimalen Resterkrankung sowie zur Identifizierung 

HPV+ OPSCC Patienten mit erhöhtem Risiko für ein Rezidiv. 

Wir analysierten das Mutationsprofil von jeweils 14 HPV+/HPV- OPSCC Patienten 

mit/ohne LR/FM mittels eines 90 Zielregionen in 22 Genen umfassenden Genpanels, 

welche häufig in HPV+ OPSCC mutiert sind. Anschließend untersuchten wir zellfreie 

(cell-free, cf) DNA aus dem Plasma auf zuvor identifizierte Varianten. Zusätzlich 

überwachten wir die Konzentration der HPV-Onkogene E6 und E7 in cfDNA mittels 

quantitativer PCR (qPCR) vor der Therapie und während der Nachsorge. 

HPV- OPSCC zeigten insgesamt und in TP53 mehr Mutationen als HPV+ OPSCC. 

Unabhängig des HPV-Status wurden keine Unterschiede der Mutationsraten zwischen 

OPSCC von Patienten mit und ohne LR/FM festgestellt. Bei HPV- OPSCC war FAT1 in 

Patienten ohne LR/FM häufiger mutiert als in Patienten mit LR/FM, während bei den 

HPV+ OPSCC HRAS, PIK3R1, STK11 und TP63 in Patienten mit LR/FM häufiger mutiert 

waren als bei Patienten ohne LR/FM. Ausgenommen TP53 zeigten HPV+ OPSCC von 

Patienten mit LR/FM ein ähnliches Mutationsmuster wie HPV- OPSCC. Bezüglich 

Chromosomenaberrationen wurden zwischen HPV+ OPSCC Patienten mit und ohne 

LR/FM keine spezifischen Unterschiede beobachtet. Somatische Mutationen aus den 

OPSCC Proben wurden in cfDNA in sehr geringem Anteil und mit limitierter Validität 

nachgewiesen. Hingegen waren in der qPCR 85,7 % der prä-Therapie Proben von 

Patienten mit HPV+ OPSCC positiv für mindestens ein HPV-Onkogen; bei HPV- 

OPSCC-Patienten wurden keine Signale detektiert. In Patienten ohne klinisches 

Anzeichen eines Rezidivs reduzierte sich die cfHPV-DNA-Konzentration nach der 

Therapie, wogegen die cfHPV-DNA-Spiegel bei fünf Patienten mit Resterkrankung oder 

Rezidiv nach der Therapie oberhalb des Schwellenwerts lagen. 

Zusammenfassend nehmen wir an, dass bei HPV+ OPSCC Patienten mit LR/FM 

spezifische Mutationen zu einem erneuten Auftreten der Krankheit führen. Weiterhin 

zeigen wir, dass der cfHPV-DNA-Nachweis mit dem klinischen Krankheitsverlauf 

korreliert. Folglich sollte eine umfassende klinische Untersuchung durchgeführt werden, 

wenn cfHPV-DNA während der Nachuntersuchung detektiert wird. Die geringere 

Sensitivität des Nachweises somatischer Mutationen in cfDNA mittels Sequenzierung 

wird zukünftig dank verbesserter Methoden behoben sein.
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5. Verzeichnisse 

5.1. Abkürzungsverzeichnis 

µL Mikroliter (10-6 Liter) 

µM Mikromolar ((10-6 Molar) 

A Adenin (bzgl. DNA-Basen) 

Abb. Abbildung 

ACI Innere Halsschlagader (Aorta carotis interna) 

AMP Association for Molecular Pathology 

Asn Asparagin 

ATM Ataxia-telangiectasia mutated kinase 

BfArM Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte 

BMG Bundesministerium für Gesundheit 

bp Basenpaar 

C Cytosin (bzgl. DNA-Basen) 

c. Nomenklatur auf codierende DNA-Sequenz bezogen 

(c)cfDNA (Zirkulierende) zellfreie DNA (circulating/cell-free DNA) 

CDK4/6 Cyclin-abhängige Kinasen 4 und 6 (cyclin-dependent 
kinases 4 and 6) 

CDKN2A Cyclin-abhängiger Kinase Inhibitor 2A (cyclin-dependent 
kinase inhibitor 2A) 

CTC Zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells) 

ctDNA Zirkulierende Tumor-DNA (circulating tumor DNA) 

ddH2O Doppelt destiliiertes Wasser 

DDX3X DEAD-box helicase 3 X-linked 

DNA Desoxyribonukleinsäure (Desoxy-ribonucleic acid) 

Dr. Doktor 

Dr. med.  Doktor der Medizin 

E Frühe Gene (early) (bei HPV-Genen) 

E6AP E6 assoziiertes Protein 

EBV Eppstein-Barr Virus 

ECS Extrakapsuläre Ausbreitung (extracapsular spread) 

EGFR epidermal growth factor receptor 

EP300 E1A-associated protein p300 

et al. Und die anderen (et alii) 

FANCA Fanconi anaemia, complementation group A 

FANCG Fanconi anemia group G protein 

FAT1 FAT Atypical Cadherin 1 
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FBXW7 F-box/WD repeat-containing protein 7 

FDA US-amerikanische Arzneimittelbehörde (U.S. food and drug 
administration) 

FFPE Formalin-fixiert in Paraffin-eingebettet 

FGFR2/3 Fibroblast growth factor receptor 2 and 3 

G Guanin (bzgl. DNA-Basen) 

Gln Glutamin 

Glu Glutaminsäure 

Gly Glycin 

h Stunde (hora) 

His Histidin 

HLA Humane Leukozytenantigene 

HNO Hals-Nasen-Ohren 

HNSCC Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereichs (head and 
neck squamous cell carcinoma) 

HPV Humanes Papillomvirus 

HPV- HPV-negativ 

HPV+ HPV-getrieben 

HRAS Harvey Rat sarcoma 

IARC Internationale Agentur für Krebsforschung (International 
Agency for Research on Cancer) 

ICD Internationale Klassifikation der Krankheiten (International 
classification of diseases) 

JAK Janus Kinase 

KKG Kuratorium für Fragen der Klassifikation im 
Gesundheitswesen 

KRAS Kirsten rat sarcoma 

L Späte Gene (late) (bei HPV-Genen) 

Lat. Seitlich (lateral) 

LCR Lange Kontrollregion (long control region) 

Leu Leucin 

LR/FM Lokalrezidiv/Fernmetastase 

Lys Lysin 

M Metastasenstatus (bzgl. TNM-Status) 

M. Muskel (Musculus) 

Mb Megabase (1 Million Basenpaare) 

Med. Mittig (medial) 

min Minute 

MLL myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 
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MRD minimale Resterkrankung (minimal/measurable residual 
disease) 

N Lymphknotenstatus (Nodus) (bzgl. TNM-Status) 

ng Nanogramm (10-9 Gramm) 

NOTCH1 Notch homolog 1, translocation-associated 

NPC Nasopharynxtumor (nasopharyngeal carcinoma) 

NPM1 Nucleophosmin 1 

NRAS Neuroblastoma 

NS Nachsorge 

NSCLC nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (non-small-cell lung 
cancer) 

OP Operation 

OPSCC Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (oropharyngeal 
squamous cell carcinoma) 

p Kurzer Arm des Chromosoms (petit) 

p p-Wert zur statistischen Signifikanz 

p. Nomenklatur auf Proteinebene 

p53 Tumorprotein 53 

P97 Promoter im HPV-Genom 

PAA Polyacrylamid 

PAE/PAL Polyadenylierungssignal im HPV-Genom 

PDGFRA platelet-derived growth factor receptor A 

PE Panendoskopie 

PET-CT Positronen-Emissions-Tomographie mit 
Computertomographie 

PGM Personal Genome Machine 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, katalytische 
Untereinheit alpha (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase, catalytic subunit alpha) 

PIK3R1 Phosphatidylinositol 3-Kinase, regulatorische Untereinheit 
alpha 

pM Pikomolar (10-12 Molar) 

pRb Retinoblastom Protein 

PT Primärtumor 

PTEN Phosphatase und Tensin Homolog 

q langer Arm des Chromosoms 

qPCR Quantitative Polymerasekettenreation 

R1 Mikroskopische Detektion von Residualzellen am 
Schnittrand 
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RAD51B RAD51 Paralog B 

RB1 Retinoblastom Gen 

Rez. Rezidiv 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

ROC Grenzwertoptimierung (receiver operating characteristic) 

RT-PCR Echtzeit Polymerasekettenreation (real-time poymerase 
chain reaction) 

rückw. Rückwärts 

s. Siehe 

sek Sekunde 

Ser Serin 

SOX2 SRY-box 2 

S-Phase Synthesephase 

STK11 Serine/Threonin Kinase 11 

T Tumorgröße (bzgl. TNM-Status) 

T Thymin (bzgl. DNA-Basen) 

TAE TRIS-Acetat-EDTA 

TAF1 TATA-Box Binding Protein Associated Factor 1 

TCGA The Cancer Genome Atlas Network 

TE TRIS-EDTA 

Temp. Temperatur 

Tis lokal begrenzt Tumor (Tumor in situ) 

tNGS gezielten Sequenzierung (targeted Next Generation 
Sequencing) 

TP53 Gen des Tumorproteins 53 

TP63 Tumorprotein 63 

TRAF3 TNF Receptor Associated Factor 3 

Tyr Tyrosin 

UICC Internationalen Vereinigung gegen Krebs (Union for 
international cancer control) 

UMI unique molecular identifiers 

V Volt 

VAF Variantenallelfrequenz 

Val Valin 

vorw. Vorwärts 

vs. Versus 

WES Sequenzierung des gesamten Exoms (whole exome 
sequencing) 
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WGS Genomsequenzierung (whole genome sequencing) 

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization) 

z.B. Zum Beispiel 
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6. Anhang

6.1. Methoden

6.1.1. Herstellung der Library zur Fragmentsequenzierung

Für die Fragmentsequenzierung wurde die DNA mit dem „Ion Plus Fragment Library Kit“ 

von Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerprotokoll vorbereitet. 

Zuerst wurde mit dem „TopTaq Master Mix Kit“ (Qiagen) eine PCR mit Primern, die die 

gewählte Mutation flankieren, durchgeführt. Die Reagenzien wurden in einem 

Endvolumen von 30 µl wie folgt gemischt: 

Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung des spezifischen Amplifikats mit dem „TopTaq Master 
Mix Kit“ von Qiagen. 

Reagenz Konzentration / Volumen 

Probe 3 µl 
Primer forward 0,025 µM 

Primer reverse 0,025 µM 

2X TopTaq Master Mix 1X 

ddH2O add 30 µl 

Eine Negativkontrolle mit 3 µl ddH2O wurde bei jeder PCR ebenfalls mitgeführt. Der 

Ablauf der PCR mit Temperatur, Zeit und Zyklenzahl ist in der folgenden Tabelle 

aufgeführt: 

Tabelle 7: PCR-Schema für die Amplifikation „TopTaq Master Mix Kit“ von Qiagen. 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 94° C 3 min 1 

Denaturierung 94° C 30 sek 

35 Primer Anlagerung 52° C 40 sek 

Verlängerung 72° C 1 min 

Finale Verlängerung 72° C 10 min 1 

Abkühlen 10° C ∞ - 

Die Produktgröße wurde mit einem 10 %-igem Polyacrylamid (PAA)-Gel überprüft. 

Tabelle 8: Pipettierschema zur Herstellung eines 10 % igen Polyacrylamid Gels. 

Reagenz Konzentration / Volumen für ein Gel 

50X TAE-Puffer 1X 

40 % PAA 10 % 

6 % APS 0,05 % 

TEMED 16 µl 

ddH2O add 10 µl 

10 µl des PCR-Produkts wurden mit 2 µl 6X Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) 

gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als Größenmarker wurde der „Low Molecular 

Weight DNA Ladder“ (NEB) verwendet. Bei einer Spannung von 150 V wanderte die 

DNA circa 40 min durch das Gel. Anschließend wurde die DNA 20 min mit dem 

Interkalator „Midori Green“ (5 µl in 50 ml 1X TAE-Puffer) inkubiert, 5 min in ddH2O 

gewaschen und anschließend bei einer Längenwelle von 480-530 nm entwickelt. 

20 µl des PCR-Produkts werden anschließend mit 36 µl magnetischen Agencourt 

AMPure XP Kügelchen (Beckman Coulter™) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur 
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(RT) inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 3 min auf einem Magnetständer wird 

der Überstand verworfen. Anschließend wird das gebundene Amplifikat dreimal mit 

150 µl 70 % Ethanol gewaschen und der Ethanol vollständig verworfen. Die Kügelchen 

mit der DNA werden nun 5 min getrocknet und in 15 µl Nuklease-freiem Wasser 

suspendiert. Die DNA löst sich von den Kügelchen und durch eine Inkubation von 1 min 

am Magnetständer trennen sich die Kügelchen von der Lösung. Die Konzentration des 

Überstands wurde dann mit einem Qubit™ Fluorometer (Themor Fisher Scientific) 

bestimmt. Als Vorbereitung für die Ligation werden 10-100 ng des Amplikons 

folgendermaßen behandelt: 

Tabelle 9: Pipettierschema für die Vorbereitung der DNA für die Ligation. 

Reagenz Konzentration / Volumen 

Amplikon Pool 10-100 ng 

5X End Repair Buffer 20 µl 

End Repair Enzyme 1 µl 

ddH2O add 100 µl 

Die Suspension wird für 20 bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit 

Agencourt AMPure XP Kügelchen (Beckman Coulter™) aufgereingt. Dafür werden 

dieses mal 180 µl der Agencourt AMPure XP Kügelchen (Beckman Coulter™) mit den 

100 µl des behandelten Amplikons gemischt und wie bereits weiter oben beschrieben 

inkubiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach den Waschschritten werden die 

Kügelchen zur Ablösung der DNA in 25 µl Low TE Puffer suspendiert und der Überstand 

nach Inkubation am Magnetständer in ein neues Gefäß überführt. Für die 

Adapter-Ligation werden folgende Reagenzien gemischt: 

Tabelle 10: Pipettierschema für die Ligation des Adapters an das Amplifikat. 

Reagenz Volumen 

DNA 25 µL 

10X Ligase Puffer 10 µL (1X) 

Ion P1 Adapter 2 µL 

Ion Xpress Barcode X 2 µL 

dNTP Mix 2 µL 

Nuklease-freies Wasser 49 µL 

DNA-Ligase 2 µL 

Nick Repair Polymerase 8 µL 

Die Adapter werden bei folgendem Programm ligiert: 

Tabelle 11: PCR-Protokoll für die Ligation des Adapters an das Amplifikat. 

Temperatur Zeit Zyklen 

25° C 15 min 1 

72° C 5 min 1 

4° C bis 1 h 1 

Anschließend werden die 100 µl Amplikon entsprechend der vorherigen Schritte (180 µL 

Agencourt AMPure XP Kügelchen (Beckman Coulter™)) aufgereinigt und gewaschen. 

Die DNA wird erneut in 25 µl Low TE Puffer gelöst. 
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Für die Amplifikation der Proben werden folgende Reagenzien gemischt: 

Tabelle 12: Pipettierschema für die Amplifikation der Adapter-ligierten Probe. 

Reagenz Volumen 

Library 25 µL 

Platinum PCR SuperMix High 
Fidelity 

100 µL 

Library Amplification Primer Mix 5 µL 

Das Programm für die Amplifikation lautet folgendermaßen: 

Tabelle 13: PCR-Protokoll zur Amplifikation der Adapter-ligierten Probe. 

Temperatur Zeit Zyklen 

95° C 5 min 1 

95° C 15 sek 

6 58° C 15 sek 

70° C 1 min 

4° C bis 1 h 1 

Es werden erneut die 130 µl Amplikon entsprechend der vorherigen Schritte (diesmal 

mit 195 µL Agencourt AMPure XP Kügelchen (Beckman Coulter™)) aufgereinigt und 

gewaschen. Die DNA wird in 20 µl Low TE Puffer gelöst. Abschließend wird die DNA 

Konzentration mit dem Qubit™ Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen und 

mit Low TE Puffer auf 0,4-0,6 ng/µl verdünnt. Die verdünnte Lösung wird mit dem „High 

Sensitivity DNA Kit“ (Agilent2100 BioAnalyzer) gemessen und die Fragmentlänge 

überprüft. Die DNA wird mit Nuklease-freiem Wasser auf 100 pM eingestellt und mit dem 

Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific) sequenziert. 
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6.2. Materialien 

Tabelle 14: Sequenzen der Primer für die genannte Variante in der Fragmentsequenzierung. 

Variante Primer Sequenz (5‘-3‘) Temp. 
[°C] 

Größe 
[bp] 

JAK2:p.His401Tyr 
vorw. AAAGAAGTAGCACCTCCAGCC 57,1 

70 rückw. TGTATTACTCACGAAATTGGGC
C 

55,2 

TP53:p.Gln167= 
vorw. GCTCACCATCGCTATCTGAG 55,1 

89 
rückw. CATGGCCATCTACAAGCAGT 55,1 

DDX3X:p.Glu562Lys 
vorw. AGGATTTGTTGGATCTTCTTGT

T 
52,6 

115 
rückw. CCTCACCTCTTAGAACGTCC 54,4 

TAF1:p.Glu1834Lys 
vorw. ACCCAAGACACAAGCTTCAG 55,2 

108 
rückw. GACCTGGCTTAGTACGCTC 54,9 

PIK3CA:p.Glu542Lys 

vorw. ATGACAAAGAACAGCTCAAAG
CA 

55,4 

103 
rückw. CATTTTAGCACTTACCTGTGAC

TCC 
55,7 

PIK3CA:p.Glu545Lys 

vorw. CTCAAAGCAATTTCTACACGAG
A 

53,1 

101 
rückw. ACAGAGAATCTCCATTTTAGCA

C 
52,8 

RB1:c.2106+23C>T 

vorw. GACAGGCATTTGGACCAAGTA
A 

55,4 

70 
rückw. CAGTTAACAAGTAAGTAGGGA

GGA 
53,7 

NOTCH1:p.Ser1098= 
vorw. CACAGCAGGTTACCTTGTCG 55,9 

112 
rückw. AGACCCACACCCAGTACC 56,4 

vorw.: vorwärts; rückw.: rückwärts; Temp.: Temperatur; bp: Basenpaare 
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