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Abstrakt 

Plattenepithelkarzinome der Mundhöhle (oral squamous cell cancer, OSCC) und des 

Oropharynx (oropharyngeal squamous cell cancer, OPSCC) stehen mit 275 000 

Neuerkrankungen pro Jahr an sechster Stelle der weltweit häufigsten Krebsleiden [1]. 

Eine kausale Assoziation der Karzinogenese mit Humanen Papillomviren (HPV) wurde 

für OPSCC, wie z. B. für Tonsillenkarzinome, nachgewiesen [2, 3].  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Tumormikromilieu bei OSCC und OPSCC in 

Abhängigkeit vom HPV-Status zu untersuchen. Von Interesse war hierbei das Vorliegen 

von CD20+ B-Lymphozyten.  

Die Untersuchungen wurden an anonymisierten Gewebeproben von 197 Patienten des 

Unfallkrankenhauses Berlin (ukb) durchgeführt. Zunächst wurde die Patientenkohorte 

hinsichtlich des Geschlechts, des Alters, der Lokalisation der Primärtumore, des 

Tumorstadiums, des Lymphknotenstatus und des Tumorgradings untersucht.  

Der HPV-Status wurde mittels Nachweises des p16-Proteins und HPV-spezifischer 

Ribonukleinsäure (RNS) und –Desoxyribonukleinsäure (DNS) ermittelt. Weiterhin 

erfolgte die immunhistochemische Quantifizierung von CD20+ B-Lymphozyten im 

Tumor- und Stromagewebe in Abhängigkeit vom HPV-Status.  

77,2% der Patienten waren männlich und 22,8% weiblich mit einem medianen Alter von 

60 Jahren. Im Bereich der Mundhöhle waren 55,3%, im Oropharynx 35% und im 

Hypopharynx 9,1% der Tumore lokalisiert. Die Diagnose erfolgte primär im 

Tumorstadium IV (45,4%), gefolgt von Stadium III (23,2%), Stadium I (19,2%) und 

Stadium II (12,4%). Der Anteil positiver Lymphknoten in Abhängigkeit vom Primärtumor 

lag bei der Mundhöhle bei 49,1%, beim Oropharynx bei 71,6% und beim Hypopharynx 

bei 88,9%. Bei den Primärtumoren besaßen 42,1% einen mäßigen histologischen 

Differenzierungsgrad (G2), niedrig differenzierte Tumore (G3) bestanden bei 38,6% der 

Patienten und hoch differenzierte (G1) bei 11,2%. 

11,7% der Patienten zeigten einen positiven Nachweis des p16-Proteins. Ein positiver 

HPV-Status wurde bei 10,2% der Patienten ermittelt (Ergebnisse publiziert durch [4]). 

Patienten mit positivem HPV-Status waren im Median signifikant (p<0,05) älter 

(66 Jahre) als Patienten mit negativem HPV-Status (59 Jahre). Die HPV-positiven 

Tumore waren signifikant häufig (p<0,0005) im Oropharynx lokalisiert (18 Fälle), zwei 



 Abstrakt 2 

 

Fälle fanden sich im Bereich der Mundhöhle. Alle Hypopharynxkarzinome waren 

HPV-negativ.  

HPV-assoziierte Tumore zeigten im Median 17 CD20+ B-Lymphozyten pro 

Quadratmillimeter Tumorfläche, die Infiltrationsrate lag signifikant (p<0,0005) höher als 

bei HPV-Status negativen Tumoren, wo keine CD20+ B-Lymphozyten vorlagen. Es 

zeigte sich keine signifikante Assoziation der Invasion CD20+ B-Lymphozyten in das 

den Tumor umgebende Stromagewebe in Abhängigkeit vom HPV-Status.  

Die Notwendigkeit einer strikten Differenzierung von OSCC und OPSCC wird von den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit unterstützt. Der Nachweis einer vermehrten 

Infiltration CD20+ B-Lymphozyten bei HPV-positiven OSCC und OPSCC konnte 

erbracht werden. Hierdurch besteht ein neuer, histologisch begründbarer 

Erklärungsansatz für die bessere Prognose dieser Tumorentität. 

 

Abstract 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) and oropharyngeal squamous cell carcinoma 

(OPSCC) represent the sixth most common types of cancer worldwide with an annual 

incidence of 275 000 cases [1]. A causative association of carcinogenesis with the 

human papilloma virus (HPV) has been proven for OPSCC, specifically tonsillar 

cancer [2, 3].  

The aim of this research was to investigate the tumor microenvironment of OSCC and 

OPSCC based on the HPV-status of the patient. Of particular interest was the presence 

of CD20+ B-lymphocytes.  

Tissue probes from 197 patients of the Unfallkrankenhaus Berlin (ukb) were diagnosed 

with OSCC or OPSCC. The patient cohort was then screened for sex, age, location of 

the primary tumor, tumor stage, nodal stage and grading.  

The HPV-status was then determined by the presence of the p16-protein and HPV 

specific ribonucleic acid and desoxyribonucleic acid. Immunohistochemical staining for 

the presence of CD20+ B-lymphocytes in tumoral and stromal tissue as well as 

quantification of these cells was performed.  

The patient population consisted of 77,2% male and 22,8% female with a median age of 

60 years. 55,3% of tumors were located inside the oral cavity, 35% in the oropharynx, 
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and 9,1% in the hypopharynx. Diagnosis was made primarily in tumor stage IV (45,4%), 

followed by stage III (23,2%), stage I (19,2%) and stage II (12,4%).  

Oral cavity tumors were accompanied by positive lymph nodes in 49,1% of patients, 

oropharyngeal tumors in 71,6% and hypopharynx tumors in 88,9%. Primary tumors 

showed a medium differentiation in 42,1% of cases, poorly differentiated tumors were 

found in 38,6%, and highly differentiated tumors in 11.2%. 

11,7% of tumors were positive for the p16-protein. 10,2% of patients were found to be 

positive for HPV (results published by [4]). Patients with a positive HPV-status were 

significantly (p<0.05) older (66 years) than patients with negative HPV-status 

(59 years). HPV-positive tumors were more often localized to the oropharynx 

(p<0.0005, 18 cases) and two cases were found in the oral cavity. All hypopharyngeal 

tumors were HPV-negative.  

HPV-associated tumors showed a median of 17 CD20+ B-lymphocytes per square 

millimeter tumor area. This was significantly (p<0.0005) higher than HPV-negative 

patients where no CD20+ B-Lymphocytes were found in the tumor area. There was no 

significant association between invasion of CD20+ B-lymphocytes in the stromal area 

and the HPV-status.  

The need for strict differentiation between OSCC and OPSCC is supported by the 

results of this work. Evidence for an increased infiltration of CD20+ B-lymphocytes in 

HPV-positive OSCC and OPSCC was found. Therefore there exists a new, 

histologically based explanation to the favorable prognosis of this tumor entity.  
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1 Einleitung und Fragestellung 

1.1 Karzinome der Kopf-Hals-Region 

Die Karzinome der Kopf-Hals-Region stellen eine heterogene Tumorgruppe dar, die 

abhängig vom Ort ihrer Entstehung im oberen Aerodigestivtrakt in 

Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome unterteilt wird, wobei das 

Plattenepithelkarzinom mit einer Häufigkeit von 90% vorwiegend anzutreffen ist [1, 5]. 

Das OSCC ist eine Untergruppe von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region 

und kann per definitionem seinen Ausgang von allen intraoralen, mit Plattenepithel 

ausgekleideten Strukturen mit Ausnahme der äußeren Lippe und der Speicheldrüsen 

nehmen. Hierdurch wird die Mundhöhle bis zum vorderen Gaumenbogen 

miteinbezogen. Die weitere für diese Arbeit relevante Untergruppe der Karzinome der 

Kopf-Hals-Region ist das OPSCC. Sein Ursprungsraum schließt sich dem des OSCC 

nach dorsal an, beginnend bei der Zungenwurzel. Nach kranial wird er vom 

Nasopharynx und nach kaudal zum Hypopharynx durch die pharyngoepiglottische Falte 

begrenzt. Die Lokalisation des OPSCC stellt somit den mittleren Teil des Pharynx dar 

und beinhaltet die Gaumentonsillen und deren Logen sowie die 

Zungengrundtonsille [6, 7]. 

1.1.1 Inzidenz 

Die weltweiten Inzidenzzahlen weisen hohe regionale Unterschiede auf, wobei das 

Erkrankungsrisiko für Männer drei bis fünf Mal so hoch ist wie für Frauen. In Teilen 

Asiens (Sri Lanka, Indien, Pakistan, Bangladesch) stehen das OSCC und das OPSCC 

mit einem Anteil von 25% an 1. Stelle bei den Krebsneuerkrankungen [1]. In Europa 

sind regional große Unterschiede zu verzeichnen. So zeigt Frankreich mit einer 

Inzidenzrate von 27 bis 37 auf 100 000 Einwohner die höchste Neuerkrankungsrate. In 

Deutschland lag die Inzidenzrate mit 19,1 bei Männern und 5,9 bei Frauen auf 100 000 

Einwohner im Jahr 2008 im europäischen Mittel [1, 5].  

1.1.2 Risikofaktoren 

Endogene Risikofaktoren 

Voraussetzung für die Entstehung eines OSCC bzw. OPSCC sind eine Reihe von 

genetischen Mutationen, die durch das Zusammenwirken von exogenen Faktoren und 

genetischer Disposition bedingt werden [8]. In der Literatur wurde in den letzten Jahren 

eine Reihe von Genpolymorphismen beschrieben, die mit einem erhöhten 
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Erkrankungsrisiko assoziiert sind. Besonders im Fokus stehen Polymorphismen von 

Genen, die an der Reparatur geschädigter Desoxyribonukleinsäure (DNS) beteiligt sind. 

So wurde für den Polymorphismus 399 des excision repair cross-complementing-

Gens 6 eine signifikante Erhöhung der Auftretenswahrscheinlichkeit eines OSCC 

ermittelt [9]. Gleiches wurde für Polymorphismen der DNS-Reparaturgene Ku70 und 

XRCC4 nachgewiesen [10, 11]. Es wird eine Rolle der genannten Genpolymorphismen 

als Biomarker und zur Ermittlung von Hochrisikopatienten diskutiert [10]. 

Exogene Risikofaktoren 

Rauchen 

Zigarettenrauch wird als maßgeblicher ätiologischer Faktor bei der Entstehung oraler 

prämaligner Läsionen und des OSCC bzw. OPSCC angesehen [12]. Er enthält 

karzinogene Substanzen wie Teer, Nikotin, Benzoapyrene, Nitrosamine, 

Cyanwasserstoff und Formaldehyd [13, 14]. Hierdurch kommt es zu Beeinträchtigungen 

der DNS-Reparaturkapazität, der Kontrolle des Zellzyklus sowie zu chromosomalen 

Aberrationen und Veränderungen von Zellkerngröße, Keratinisierungsgrad sowie 

erhöhten Zellproliferationsraten [12]. Dadurch steigt das Risiko an einem OSCC bzw. 

OPSCC zu erkranken um das zwei- bis siebenfache [15]. Auch die Wahrscheinlichkeit 

des Auftretens einer oralen prämalignen Läsion korreliert stark mit dem Rauchen [16].  

Alkohol 

Das in alkoholischen Getränken enthaltene Ethanol wurde als karzinogen für Menschen 

eingestuft und ein kausaler Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Entwicklung 

eines OSCC und OPSCC hergestellt [17, 18]. Nach dem Konsum erfolgt die Resorption 

von Ethanol im Dünndarm und die Metabolisierung in der Leber über das Enzym 

Alkoholdehydrogenase, das es zu Acetaldehyd oxidiert [19]. Zusätzlich wurde eine 

Umwandlung von Ethanol in Acetaldehyd durch orale Mikroben nachgewiesen, was zu 

stark erhöhten Konzentrationen von Acetaldehyd im Speichel führt [20]. Da Acetaldehyd 

multiple karzinogene Eigenschaften besitzt, wird seine lokale Anreicherung im oberen 

Aerodigestivtrakt mit für die erhöhte Inzidenz maligner Läsionen bei Alkoholabusus 

verantwortlich gemacht [19, 21]. Weiterhin sind auch genetische Polymorphismen der 

Alkoholdehydrogenase für die Toxizität des konsumierten Ethanols von Bedeutung; 

insbesondere bei asiatischen Bevölkerungspopulationen kommt es dabei zu erhöhten 
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Auftretenswahrscheinlichkeiten von Karzinomen der oberen Atmungs- und 

Verdauungsorgane [18, 22]. 

Die Kombination von hoher Alkoholaufnahme und Rauchen, wie sie bei bis zu 80% von 

Alkoholkranken anzutreffen ist, führt zu einer überproportional starken 

Auftretenswahrscheinlichkeit eines OSCC und OPSCC. Im Vergleich mit von Alkohol 

und Rauchen abstinenten Patienten war diese um das 15- bis 35-fache erhöht [15, 23]. 

Weiterhin besteht eine positive Korrelation zwischen steigender Alkoholkonzentration 

und Karzinogenität des betreffenden, unverdünnt zugeführten Getränkes [24, 25]. 

Betelnuss 

Der Konsum der Betelnuss (Arekanuss), Frucht der Betelnusspalme (Areca catechu), 

ist in Teilen Südostasiens verbreitet [26]. Dabei wird die unreife oder reife Betelnuss 

zerschnitten und, in ein Blatt der Betelnusspalme eingewickelt, für mehrere Stunden 

kauend und saugend in der Mundhöhle gehalten. Wahlweise werden dieser Mischung 

auch Tabak und Geschmacksverbesserer hinzugefügt [27]. Weiterhin erfolgt die 

Zugabe von Kalziumhydroxid, um die Resorption der alkaloiden Hauptwirkstoffe, die 

eine euphorisierende und stimulierende Wirkung besitzen, durch die orale Mukosa zu 

vereinfachen [26]. 

Das Kauen der Betelnuss wurde von der Internationalen Agentur für Krebsforschung 

(International Agency for Research on Cancer) 1996 offiziell als karzinogen 

eingestuft [28]. Es führt durch den prolongierten Kontakt mit der Mundschleimhaut und 

durch die Freisetzung karzinogener Inhaltsstoffe wie Nitrosamine, Arecolin und 

reaktiven Sauerstoffspezies zu präkanzerösen Veränderungen und ist mit einem 

erhöhten Erkrankungsrisiko an einem OSCC korreliert [26]. Die Anwesenheit von Tabak 

in der Kaumischung sowie der Konsum von Zigaretten und Alkohol führen zu zusätzlich 

stark gesteigerten Inzidenzraten [29]. 

Mundhygiene 

Mangelnde Mundhygiene und Parodontitis sind mit einem erhöhten Risiko für das 

Auftreten eines OSCC verbunden [30]. In der Vergangenheit war umstritten, ob es sich 

dabei um unabhängige Risikofaktoren handelt oder ob sie eine Folge der 

Hauptrisikofaktoren eines OSCC, Alkoholkonsum und Zigarettenrauchen, sind [31]. Es 

wurde nachgewiesen, dass bei entsprechender Substratzufuhr Stoffwechselprodukte 

der oralen mikrobiellen Flora karzinogene Eigenschaften aufweisen können [20]. 
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Weiterhin ist eine chronische Entzündungsreaktion, wie sie im Rahmen einer 

Parodontitis innerhalb der oralen Mukosa vorliegt, mit einer erhöhten Inzidenz maligner 

Läsionen assoziiert [32]. Daher ist davon auszugehen, dass mangelnde Mundhygiene 

und Parodontitis unabhängige Risikofaktoren für die Entstehung eines OSCC 

darstellen [30]. 

Viren 

Viren sind ein ätiologischer Faktor für die Entstehung multipler maligner Neoplasien 

z. B. beim hepatozellulären Karzinom, beim Kaposi-Sarkom oder beim 

Zervixkarzinom [33-35]. Eine pathogenetische Rolle von HPV in der Genese von 

OPSCC, z. B. bei Tonsillenkarzinomen, wurde nachgewiesen [2, 3]. Hierbei kommt es 

durch viral bedingte Degradation zellulärer Tumorsupressorproteine zu einer Störung 

des Zellzyklus und Immortilisation der betroffenen Zellen [36, 37].  

Bei einer weltweit insgesamt leicht rückläufigen Inzidenz von OSCC und OPSCC fällt 

bei den Neuerkrankungen ein Anstieg HPV-positiver Tumoren auf. Besonders 

Nichtraucher, Nichttrinker, junge Patienten und das männliche Geschlecht sind 

betroffen [2, 38-40]. Mögliche Ursachen hierfür sind die vermehrte Exposition 

gegenüber HPV durch eine erhöhte Anzahl von Sexualpartnern und orogenitale 

Sexualpraktiken [38]. Auch perinatale und oral-zu-oral-Übertragungsmechanismen 

werden diskutiert [41]. 

Patienten mit HPV-positiven Tumoren weisen eine bessere Prognose als Patienten mit 

HPV-negativen Tumoren auf. Die Überlebensrate ist gesteigert, die Rezidivrate 

vermindert und ein besseres Ansprechen auf eine Radiochemotherapie wurde 

nachgewiesen [2, 42-44].  

Die Risikofaktoren für die Entstehung eines OSCC und OPSCC sind zusammengefasst 

in Abbildung 1 dargestellt. 
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Abbildung 1: Risikofaktoren für das Krankheitsbild des OSCC und des OPSCC 

 

1.1.3 Klassifikation 

Nach den Kriterien der Internationalen Vereinigung gegen Krebs (Union internationale 

contre le cancer, UICC) wird das OSCC und das OPSCC wie folgt unterteilt 

(Tabellen 1 bis 3, Stadieneinteilung in Tabelle 4) [45]: 

Tumorgröße des Primärtumors (T) Klassifikation  

Primärtumor nicht beurteilbar Tx 

Kein Anhalt für Primärtumor 0 

Carcinoma in situ Tis 

Tumor bis 2 cm  T1 

Tumor von 2 cm bis 4 cm  T2 

Tumor mehr als 4 cm  T3 

Tumor infiltriert Nachbarstrukturen T4 

OSCC: Tumor infiltriert den kortikalen Knochen, die intrinsische 
Muskulatur der Zunge, die Gesichtshaut oder die Kieferhöhle  

OPSCC: Tumor infiltriert den Larynx, die intrinsische 
Muskulatur der Zunge, den M. ptyergoideus medialis, den 
harten Gaumen oder die Mandibula  

T4a 

OSCC: Tumor infiltriert das Spatium masticatorium (Inhalt: 
Ramus mandibulae, Mm. masseter, pterygoideus medialis et 
lateralis, temporalis kaudal, Teile der A. maxillaris und 
N. mandibularis,) den Processus pterygoideus, die 
Schädelbasis oder umschließt die A. carotis interna 

OPSCC: Tumor infiltriert den M. pterygoideus lateralis, den 
Processus pterygoideus, den lateralen Nasopharynx, die 
Schädelbasis oder umschließt die A. carotis interna 

T4b 

Tabelle 1: Ausdehnung des Primärtumors (T) 
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Lymphknotenbefall (N) Klassifikation 

Zervikale Lymphknoten können nicht beurteilt werden Nx 

Keine zervikalen Lymphknotenmetastasen N0 

Metastase in solitärem, ipsilateralem Lymphknoten, bis 3 cm N1 

Metastase in solitärem, ipsilateralem Lymphknoten, größer 
3 cm, kleiner 6 cm  

N2a 

Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner 
größer als 6 cm  

N2b 

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, 
keiner größer als 6 cm  

N2c 

Metastase(n) größer als 6 cm  N3 

Tabelle 2: Lymphknotenbefall (N) 

 

Fernmetastasen (M) Klassifikation 

Fernmetastasen können nicht beurteilt werden Mx 

Keine Fernmetastastasen M0 

Fernmetastasen (auch Lymphknoten außerhalb der zervikalen 
Lymphknoten) 

M1 

Tabelle 3: Fernmetastasen (M)  

 

Stadium T N M 

0 Tis 0 0 

I 1 0 0 

II 2 0 0 

III 
1 oder 2 1 0 

3 0 oder 1 0 

IVa 
1 oder 2 oder 3 2 0 

4a 0 oder 1 oder 2 0 

IVb 
Jedes 3 0 

4b Jedes 0 

IVc Jedes Jedes 1 

Tabelle 4: Stadieneinteilung des OSCC und des OPSCC 
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1.1.4 Klinische Merkmale 

Das OSCC kann an jeder Stelle der Mundhöhle entstehen. Prädelektionsstellen sind 

der Zungenrand, die Zungenunterseite und der Mundboden. Der Entwicklung eines 

invasiven Karzinoms kann eine präkanzeröse Läsion der Schleimhaut in Form einer 

Leukoplakie oder Erythroplakie der Schleimhaut vorausgehen [46, 47]. 

Bei der klinischen Untersuchung imponiert das OSCC in frühen Stadien als erhabene, 

indurierte, oft weißlich (Leukoplakie), seltener rötlich (Erythroplakie) gefärbte Plaque 

oder als unscharf begrenzte, verruköse Schleimhautverdickung. Hier besteht die Gefahr 

der Fehldiagnose als Prothesendruckstelle oder als unspezifisches Ulcus der 

Mundschleimhaut. In fortgeschrittenen Stadien entstehen durch die Vergrößerung der 

Läsion sowohl ulzeröse als auch exophytische Anteile. Typisch ist ein irregulärer, 

aufgeworfener, derber Randwall [47].  

Weitere klinische Symptome eines OSCC stellen gelockerte Zähne, verminderter 

Prothesenhalt und in einigen Fällen, in Abhängigkeit von der Lokalisation, Schmerzen 

dar. Oft bleiben die Tumoren lange asymptomatisch und werden zufällig beim 

Zahnarztbesuch entdeckt. Sprachstörungen durch beeinträchtigte Zungenmobilität, 

Schluckbeschwerden, Stauungssymptomatiken der Kopfspeicheldrüsen durch 

Verlegung von Ausführungsgängen und pathologische Frakturen im Kieferbereich sind 

Symptome lokal fortgeschrittener OSCC. Aus Patientensicht sind die Hauptgründe für 

das Aufsuchen eines Arztes oder Zahnarztes das Auftreten von Schmerzen, 

insbesondere einer Odynophagie, sowie das Vorliegen eines intraoralen 

Tumors [46, 47].  

OPSCC gehen in 60% der Fälle von der Tonsilla palatina aus. Auf Grund ihrer Lage 

werden sie klinisch erst in späten Stadien durch Odynophagie, 

Zungenbewegungseinschränkung oder lokale Schmerzen auffällig. Es kann bei 

kranialer Ausbreitungstendenz zu einer Verlegung des Nasenrachenraumes und damit 

zu einem geschlossenen Näseln oder Ohrenschmerzen kommen. Oft ist eine 

Lymphknotenmetastase durch ihre lokale Größenprogredienz diagnostisch hinweisend. 

In seltenen Fällen manifestiert sich ein OPSCC primär durch Atemwegsverlegung mit 

konsekutiver Dyspnoe oder durch eine Kieferklemme nach Infiltration der 

Kaumuskulatur [46, 48]. 
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1.1.5 Tumorausbreitung  

Lokale Tumorausbreitung 

Die lokale Tumorausbreitung in unbestrahltem Gewebe folgt größtenteils den 

anatomischen Strukturen und dem Weg des geringsten Widerstandes. So zeigen 

Tumoren des Mundbodens eine oberflächliche Ausbreitung entlang des 

M. mylohyoideus, Tumoren der Zunge eine in die Tiefe entlang der Muskelfasern 

gerichtete Ausbreitung und Tumoren des Gaumens eine oberflächliche Ausbreitung 

entlang der palatinalen Schleimhaut. OSCC der Zunge bzw. OPSCC der Tonsillen 

neigen zu einer Unterminierung von gesundem Gewebe, bei anderen Lokalisationen 

korreliert die lokale Gesamttumorausbreitung mit der Oberflächenausbreitung [45]. Bei 

zuvor bestrahltem Gewebe erfolgt die Tumorausbreitung extensiver und nicht entlang 

anatomischer Gegebenheiten [49]. Lokal kann es zu einer Infiltration des Knochens 

kommen, wobei auf Grund einer deutlich häufigeren Tumorlokalisation im 

Unterkieferbereich die Mandibula stärker betroffen ist als die Maxilla [47]. Die 

Tumorausbreitung erfolgt hierbei entweder entlang des Parodontalspaltes oder direkt an 

der Kontaktstelle zwischen Tumor und Mandibula [50]. 

Lokaler Lymphknotenbefall  

Der lokale Lymphknotenbefall erfolgt durch Ausbreitung der Tumorzellen in Form von 

vom Primärtumor ausgehenden Emboli. Dabei sind vor allem die Lymphknoten der 

Level I, II, III und seltener IV nach Robbins betroffen [51]. Bei einem die Mittellinie 

überschreitenden Tumorwachstum, vor allem innerhalb des Zungengrundes und des 

weichen Gaumens, kommt es zu einem bilateralen Befall der zervikalen 

Lymphknotenkompartimente. Zu den Risikofaktoren für Lymphknotenmetastasen 

zählen neben der Lokalisation des Primärtumors seine Größe, eine Tumordicke von 

über 5 mm , eine histologisch diagnostizierte infiltrative Invasionsfront und eine 

perineurale oder lymphvaskuläre Invasion [45, 52]. 

Fernmetastasierung 

Für das Tumorwachstum ist eine ausreichende Blutversorgung für den Antransport von 

Nährstoffen und Sauerstoff sowie den Abtransport von Stoffwechselendprodukten nötig. 

Vermittelt durch angiogenetische Wachstumsfaktoren wie z. B. den vascular endothelial 

growth factor (Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor, VEGF) kommt es zunächst 

zu einer Neubildung lymphatischer und blutführender Kapillaren. Diese finden 
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Anschluss an das bestehende Gefäßsystem und ermöglichen so eine systemische 

Aussaat von Tumorzellen [53, 54]. 

Durch therapeutische Erfolge einer lokoregionalen Tumorausbreitung gewann die zuvor 

als sekundär betrachtete Fernmetastasierung von OSCC und OPSCC an Bedeutung. 

Bevorzugter Ort der Fernmetastasierung bei diesen Tumorentitäten ist die Lunge, 

gefolgt von den mediastinalen Lymphknoten, der Leber und dem Skelett [55]. 

1.1.6 Histologische Merkmale 

Bei den OSCC und OPSCC handelt es sich vorwiegend um Plattenepithelkarzinome. 

Diese Tumorzellen weisen histologisch einen Verlust der polaren Ausrichtung und eine 

Zunahme der Größe auf, sind polygonal bis spindelförmig und zeigen Kernatypien 

sowie atypische Mitosefiguren. Ist ein Überschreiten der Basalmembran des Epithels 

durch die dysplastischen Zellen nicht gegeben, liegt ein Carcinoma in situ vor. Im 

Gegensatz zum Plattenepithelkarzinom des Gebärmutterhalses, bei dem eine 

Ausbreitung der Dysplasie auf die gesamte Epitheldicke einer Invasion der 

Basalmembran vorausgeht, kann es beim OSCC und OPSCC auch vorher dazu 

kommen [45]. Das Überschreiten der Basalmembran ist oft mit einer Stromareaktion 

verbunden, die durch Ausbildung einer kollagenreichen Stromakomponente, einer 

Proliferation von Myofibroblasten und durch Neovaskularisation gekennzeichnet ist. 

Weiterhin kann es zur Invasion von Blutgefäßen, Lymphgefäßen oder Nerven durch 

Tumorzellen kommen [45]. 

Der Differenzierungsgrad (Grading, G) wird im Vergleich zu normalem Plattenepithel 

festgelegt, wobei hoch differenzierte Tumoren (G1) diesem am stärksten ähneln. Beim 

Auftreten von nukleären Pleomorphismen und erhöhter Mitoserate wird von einem 

mäßig differenzierten Tumor (G2) gesprochen. Bei niedrig differenzierten Tumoren (G3) 

bestehen eine stark gesteigerte Mitoserate sowie das Vorliegen multipler, unreifer 

Zellen. Obwohl allgemein der Keratinisierungsgrad von hoch zu schlecht differenzierten 

Tumoren abnimmt, wird ihm bei der Festlegung des G-Status keine übergeordnete 

Rolle zugeschrieben. Der Differenzierungsgrad korreliert nicht zwangsläufig mit dem 

klinischen Verhalten des Tumors [45]. Für prognostische Aussagen ist die 

Beschaffenheit der Tumorinvasionsfront von Bedeutung, wobei zwischen expansiv 

verdrängendem und infiltrativem Wachstumsmuster unterschieden wird. Eine 

zusammenhängende, verdrängend wachsende Tumorfront ist mit einer besseren 
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Prognose verbunden als eine infiltrative, durch einzelne Tumorzellnester 

gekennzeichnete, lose zusammenhängende Tumorfront [45, 56]. 

1.1.7 Molekulare Merkmale 

Im klinischen Alltag wird die Einteilung des OSCC und des OPSCC standardmäßig 

nach histopathologischen Merkmalen durchgeführt. Um Aussagen über Therapie und 

Prognose verbessern zu können, wird verstärkt an einer weiteren Differenzierung der 

Tumoren anhand molekularer Marker geforscht [57]. So bietet der Nachweis von 

molekularen Markern wie z. B. des epidermal growth factor receptor (Epidermaler 

Wachstumsfaktor-Rezeptor, EGFR), des VEGF, des Tumorsupressorprotein p53 oder 

von den Zellzyklus beeinflussenden Cyclinen bzw. deren Inhibitoren Anhaltspunkte für 

das Ansprechen des Tumors auf unterschiedliche Therapieformen und ihre 

Erfolgsaussichten [54, 57]. Jedoch ist die Studienlage auf Grund der komplexen 

Interaktionen der einzelnen Marker noch unklar und teils widersprüchlich, so dass sie im 

Großteil der Fälle noch nicht für die klinische Therapieentscheidung bei OSCC bzw. 

OPSCC herangezogen werden [57]. 

1.1.8 Therapie 

Nachdem in einer interdisziplinären Tumorkonferenz die kurative Resektabilität des 

Befundes erörtert wurde, besteht die Primärtherapie des OSCC und des OPSCC in der 

chirurgischen Exzision des Tumors mit einem histologischen Sicherheitsabstand von 

5 bis 10 mm in allen Ebenen. Intraoperativ wird die Befallsfreiheit der Schnittränder 

mittels Schnellschnittdiagnostik kontrolliert [46, 48, 58]. 

Handelt es sich um kleine Tumore (T1), kann die Rekonstruktion mit Hilfe von lokalen 

Lappenplastiken erfolgen, wie z. B. dem myokutanen Platysmalappen [59]. Nach 

Resektion ausgedehnter Befunde wird oft der Einsatz größerer, gestielter Fernlappen 

nötig, z. B. des muskulokutanen Pektoralis-major-Lappens oder von freien, 

mikrovaskulär anastomosierten Transplantaten, z. B. des fasziokutanen radialen 

Unterarmlappens [60, 61]. Muss neben dem Verlust von Weichgewebe auch ein 

ossärer Resektatdefekt therapiert werden, so kann der Einsatz mikrovaskulär 

anastomosierter osteomuskulokutaner Transplantate, z. B. aus der Beckenregion, 

erfolgen [62]. Prinzipiell ist auch eine zweizeitige ossäre Rekonstruktion möglich, wobei 

ein primärer Weichgewebsverschluss anzustreben ist [46]. 
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Auch bei einer klinischen N0-Situation sollte unabhängig von der Tumorgröße eine 

selektive zervikale Lymphadenektomie der Regionen I-III durchgeführt werden, da hier 

in bis zu 20-40% okkulte Lymphknotenmetastasen vorliegen [58, 63]. Besteht klinisch 

der Verdacht auf eine lymphogene Metastasierung (cN+), so wird die Durchführung 

einer modifizierten radikalen Lymphadenektomie der Regionen I-V unter Erhalt der 

V. jugularis interna, des M. sternocleidomastoideus und des N. accessorius 

empfohlen [58, 64]. Die operative Entfernung letztgenannter Strukturen ist bei 

Tumorinfiltration, dann im Sinne einer radikalen Lymphadenektomie, angezeigt [46]. Bei 

mittelliniennahen Tumoren, einem T3- oder T4-Tumor oder dem Befall mehrerer 

ipsilateraler Lymphknoten steigt das Risiko einer kontralateralen 

Lymphknotenmetastasierung. Daher ist in diesen Fällen eine kontralaterale selektive 

Lymphadenektomie zu empfehlen [65].  

Alternativ kann bei frühen Tumorstadien (I und II) ein primär kurativer 

strahlentherapeutischer Heilungsansatz gewählt werden. Einen palliativen Charakter 

erhält die Radiotherapie bei lokal ausgedehntem, inoperablem Tumorwachstum und bei 

multimorbiden Patienten, deren Operationsrisiko stark erhöht ist [66, 67].  

Die Indikation für eine spätestens sechs Wochen nach dem Eingriff beginnende 

adjuvante Radiotherapie besteht bei großen Primärtumoren (T3 und T4), einem 

Sicherheitsabstand der Resektionsränder unter 3-5 mm, Lymphknotenbefall, einer 

Invasion der Lymphgefäße oder einer perineuralen Invasion [58, 68]. 

Der Sitz des Primärtumors wird dabei mit einer Gesamtdosis von ca. 70 Gy über einen 

Zeitraum von fünf bis sieben Wochen mit einer wöchentlichen Dosis von ca. 10 Gy 

bestrahlt. Für die Lymphabflusswege wird eine Dosis zwischen 45 Gy und 60 Gy 

gewählt [46]. Es existieren unterschiedliche Fraktionierungsschemata, wobei eine Dosis 

von 2 Gy pro Tag als konventionelle, von 1,2 Gy pro Tag als hyperfraktionierte und von 

mehr als 2 Gy pro Tag als hypofraktionierte Bestrahlung bezeichnet wird. Die 

Hypofraktion findet Anwendung bei palliativem Therapieziel; für die Hyperfraktion wurde 

bei kurativer Zielstellung vor allem bei Patienten unter 60 Jahren eine Verbesserung im 

Gesamtüberleben nachgewiesen [58, 69]. 

Für kleine Primärtumore (T1 und T2) mit singulären Lymphknotenmetastasen und ohne 

weitere Risikofaktoren kann gegenwärtig keine eindeutige Empfehlung für eine 

adjuvante Radiotherapie gegeben werden [70]. 
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Bei Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien (III und IV) besteht die Option einer 

kombinierten Radiochemotherapie, um eine Reduktion lokoregionaler Rezidive und 

Fernmetastasen zu erreichen [71]. Das Zytostatikum Cisplatin stellt als Monopräparat 

und in Kombination mit dem Antimetaboliten 5-Fluorouracil den therapeutischen 

Goldstandard, in Form einer simultanen Gabe während der Radiotherapie oder 

adjuvant, dar [46, 58]. 

Weiterhin sind immuntherapeutische Therapiestrategien in der klinischen 

Entwicklungsphase. Ziel ist es, das körpereigene Immunsystem aktiv oder passiv gegen 

Tumorantigene zu sensibilisieren und so das Tumorwachstum zu hemmen. Ein 

Angriffspunkt der Immuntherapie ist die Inhibition der Neoangiogenese mittels 

Antikörpern gegen VEGF (Bevacizumap) und EGFR-Inhibitoren (Erlotinib), die sich in 

frühen klinischen Untersuchungsphasen befinden und augenblicklich zunächst 

palliativen Charakter besitzen [71, 72]. Primärprophylaktische Ansätze zur Vermeidung 

der Entstehung von OSCC und OPSCC sind mit der Impfung gegen HPV16 und 18 

gegeben, da diesen Viren eine Rolle in der Karzinogenese zugeschrieben wird [2, 73]. 

1.1.9 Prognose 

Für die Einschätzung der Prognose sind neben den in den Tabellen 1 bis 4 

aufgeführten Merkmalen die in Tabelle 5 dargestellten Tumoreigenschaften relevant: 

Faktoren und Tumormerkmale mit prognostischer Relevanz Referenz 

R0/R1-Zustand der Resektionsränder  [74] 

Eigenschaft der histologischen Tumorinvasionsfront [56, 75] 

Extrakapsulärer Lymphknotenbefall [74] 

Tumordicke [52] 

HPV-Status [42, 43] 

Tabelle 5: Tumoreigenschaften mit prognostischer Relevanz 

 

Die ungewichtete 5-Jahres-Überlebensrate konnte in den letzten Jahren nur 

unwesentlich verbessert werden und liegt bei ca. 50% [58]. Den stärksten Einfluss auf 

die Prognose besitzt dabei das T-Stadium. So sinkt die Überlebensrate von 80% bei 

T1-Tumoren auf 45% bei T4-Tumoren [46].  

Eine Ausnahme hiervon bilden kleine Primärtumoren mit Knocheninvasion, die 

definitionsgemäß unabhängig von der Größe als T4 klassifiziert werden. Gelingt die 
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Resektion mit ausreichendem Sicherheitsabstand, können sie im Vergleich zu T3-

Tumoren, die definitionsgemäß ohne Infiltration von Nachbarstrukturen eine Größe von 

mehr als 4 cm besitzen, eine höhere 5-Jahres-Überlebensrate zeigen [76].  

Bei einem Fünftel der Patienten kommt es zu einem Lokalrezidiv, wobei dieses in 87% 

der Fälle innerhalb der ersten drei Jahre nach der Erstdiagnose auftritt. Dies 

unterstreicht die Bedeutung regelmäßiger Tumornachsorgeuntersuchungen, die im 

1. und 2. Jahr nach Diagnosestellung im Abstand von drei und im 3. bis 5. Jahr nach 

Diagnosestellung im Abstand von sechs Monaten erfolgen sollten [58, 77]. 

1.2 Tumormikromilieu 

Sowohl an der Grenzfläche zwischen Tumorparenchym und umgebendem Stroma als 

auch intratumoral lässt sich eine immunologische Interaktion zwischen Tumorzellen und 

Abwehrzellen nachweisen. Hierbei ist es sinnvoll, seitens des Stromas zwischen Zellen 

des Binde- und Stützgewebes (z. B. Endothelzellen, Fibroblasten und Perizyten) und 

Zellen der angeborenen und adaptativen Immunantwort (z. B. Makrophagen, 

Lymphozyten und dendritischen Zellen) zu unterscheiden. Mittels verschiedener 

Adhäsionsmoleküle und Zytokine kommt es zu einer immunologischen Reaktion, die die 

weitere Tumorprogression positiv oder negativ beeinflusst [78].  

Für ortsständige Perizyten, die Endothelzellen aufgelagert sind, wurde gezeigt, dass sie 

durch Aktivierung der angeborenen Immunantwort tumorhemmende Eigenschaften 

besitzen [79]. Bei infiltrierenden Makrophagen kann in Abhängigkeit vom 

Aktivierungsweg ein proinflammatorischer, tumorhemmender Subtyp oder ein 

antiinflammatorischer Subtyp entstehen, der für ein Mikromilieu verantwortlich gemacht 

wird, das die Tumorprogression begünstigt [80]. Allerdings wurde ebenso publiziert, 

dass eine niedriggradige Reaktion des Immunsystems auf Tumorantigene für die 

Karzinogenese essentiell ist [81]. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die sich dynamisch ändernde 

Zusammensetzung des Mikromilieus von entscheidender Bedeutung für die 

Tumorentwicklung ist [78]. 

1.3 Tumor-infiltrierende Lymphozyten 

1.3.1 T-Lymphozyten 

Als eine Untergruppe Tumor-infiltrierender Lymphozyten (TIL) werden T-Lymphozyten 

als Antwort des Immunsystems auf eine Antigenexpression durch Tumorzellen 
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angesehen [82]. Besonders zytotoxische CD8+ T-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil 

der zellulären Tumorabwehr. Sie produzieren Interferon(IFN)-γ, Granzym B sowie 

Perforin, können chemotaktisch gesteuert zum Tumor migrieren und tragen durch die 

Induktion von Apoptose zur Bekämpfung von maligne entarteten Zellen bei [78]. 

Weiterhin gilt ein erhöhtes Level von CD8+ T-Zellen als prognostisch günstiger Faktor 

bei Subgruppen oropharyngealer Karzinome [83]. 

1.3.2 Regulatorische T-Zellen 

Die Rolle von regulatorischen T-Zellen (TREG) bei der Tumorprogression wird kontrovers 

diskutiert. Ihnen werden einerseits immunsuppressive Eigenschaften durch die 

Hemmung von Effektorzellen und somit eine tumorfördernde Wirkung zugeschrieben. 

Auch ist das Vorliegen von infiltrierenden TREG bei einigen Tumoren mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert [84]. Andererseits wurde ihr Auftreten mit einer 

besseren Prognose z. B. bei Kopf-Hals-Karzinomen in Verbindung gebracht [85]. Ein 

Erklärungsansatz für diese gegensätzlichen Wirkungen ist die Spezifität jedes einzelnen 

Tumormikromilieus. Durch sie kann es zur Rekrutierung unterschiedlicher Subgruppen 

von TREG kommen, bzw. der Effekt einer Subgruppe sich je nach Mikromilieu hemmend 

oder fördernd auf das Tumorwachstums auswirken [86]. 

1.3.3 B-Lymphozyten 

Funktion 

B-Lymphozyten sind ein zellulärer Bestandteil des adaptativen Immunsystems. Sie 

leiten sich von Vorläuferzellen im Knochenmark ab, stellen 10-20% der zirkulierenden 

Lymphozyten dar und sind weiterhin im peripheren lymphatischen Gewebe (Milz, 

Lymphknoten, Tonsillen und Gastrointestinaltrakt) anzutreffen [87]. B-Lymphozyten 

werden in B1- und B2-Lymphozyten unterteilt. B2-Lymphozyten repräsentieren den 

Großteil der Lymphozyten und sind in der Lage, sich nach Bindung von Antigenen über 

den B-Zell-Rezeptor-Komplex mit Hilfe von CD4+ T-Helfer-Zellen zu Immun-

globulin-sezernierenden Plasmazellen und Gedächtniszellen zu differenzieren [87, 88]. 

B1-Lymphozyten sind im Vergleich dazu größer, weisen ein charakteristisches 

Oberflächenantigenprofil auf (u.a. CD11b, CD21, CD23 und CD43) und sind vor allem 

in der Peritoneal- und Pleurahöhle, aber auch in der Marginalzone der Milz anzutreffen. 

Sie werden weiter in CD5-positive (B1a) und CD5-negative (B1b) B1-Lymphozyten 

unterteilt. Funktional wird B1-Lymphozyten eine Rolle bei der T-Zell-unabhängigen 
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Sekretion natürlicher Antikörper und bei der mukosalen Immunität zugeschrieben 

[88, 89]. 

Die Funktion von B-Lymphozyten bei der Tumorabwehr ist nicht abschließend geklärt. 

Bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich konnte eine Verbesserung der 

Überlebensrate durch die Präsenz und Aktivierung intratumoraler B-Lymphozyten 

nachgewiesen werden [90]. Weiterhin besitzen peritumorale B-Lymphozyten in 

Lymphknotenmetastasen dieser Tumorentität einen positiven Effekt auf das 

krankheitsfreie Überleben der Patienten und es ist eine erhöhte Anzahl von Tumor-

infiltrierenden B-Lymphozyten in Metastasen im Vergleich zum Primärtumor ermittelt 

worden [91]. Auch beim Brustkrebs besteht ein positiver Effekt der Infiltration von B-

Lymphozyten in das Tumorgewebe auf das metastasenfreie Überleben [92, 93]. 

Dagegen wurde in murinen Tumormodeluntersuchungen eine nachteilige Wirkung von 

B-Lymphozyten auf die Tumorabwehr durch die Produktion von Interleukin (IL)10 und 

die Aktivierung immunsuppressiver Makrophagensubtypen nachgewiesen [94-96]. 

Nachweismethoden 

B-Lymphozyten weisen eine Reihe charakteristischer, immunphänotypischer 

Unterscheidungsmerkmale an ihrer Zelloberfläche auf, die sich durch 

immunhistochemische Anfärbung zur Darstellung in histologischen Präparaten eignen. 

Hierzu zählt CD20, ein Oberflächenantigen, das sich auf Vorläuferzellen von 

B-Lymphozyten und auf ausgereiften B-Lymphozyten nachweisen lässt [97]. Es besitzt 

eine Größe von 33 kDa, weist extrazelluläre, transmembranöse und zytoplasmatische 

Domänen auf und dient als Angriffspunkt für den monoklonalen Antikörper Rituximab in 

der Therapie maligner B-Zell-Lymphome [98]. Die biologische Funktion von CD20 ist 

nicht abschließend geklärt. Untersuchungsergebnisse reichen von Aktivierung und 

Proliferation bis hin zur Apoptoseinduktion. Auch eine Eigenschaft als 

Kalziummembrantransporter wird diskutiert [97, 98]. 

1.4 HPV 

HPV sind doppelsträngige DNS-Viren mit einem ikosaedrischen Proteinkapsid, einem 

Durchmesser von ca. 60 nm und einer Genomgröße von ca. 8000 Basenpaaren. Ihr 

Genom ist in eine frühe (early, E), späte (late, L) und eine nicht kodierende Region 

unterteilt. In der E-Region sind sechs, für frühe, replikative Vorgänge verantwortliche 

und in der L-Region zwei für die Kapsidbildung benötigte Proteine kodiert [99]. 
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Über 120 humanpathogene Subtypen der zur Familie der Papillomaviridae gehörenden 

HPV wurden beschrieben. Sie infizieren vor allem Epithelzellen der Haut und der 

Schleimhäute des Ano-Genital-Bereiches sowie des Mund-Rachen-Raumes und 

können benigne und maligne Neoplasien auslösen [99, 100]. Es wird bei den HPV 

bezüglich des Potentials zur Auslösung maligner Transformationen eine Unterteilung in 

Niedrig-Risiko-Typen (z. B. 6 und 11) und Hoch-Risiko-Typen (z. B. 16, 18, 31 und 45) 

vorgenommen. Niedrig-Risiko-Typen verursachen Warzen wie die Verruca vulgaris der 

Haut oder die genitalen Condylomata acuminata [99, 101]. Die Hoch-Risiko-Typen 

werden als Ursache für die Entstehung des Gebärmutterhalskrebses angesehen und 

spielen eine Rolle in der Genese von Analkarzinomen sowie malignen epithelialen 

Tumoren des Oropharynx, wobei vor allem die Übergangszone zwischen Plattenepithel 

und Zylinderepithel sowie das tonsilläre Kryptenepithel für eine transformierende HPV-

Infektion anfällig sind [35, 37, 102-104]. 

Onkogene Eigenschaften 

In der frühen Infektionsphase liegt das HPV-Genom extrachromosomal vor; dies wird 

als episomaler Zustand bezeichnet [100]. In späteren Infektionsstadien wird es in das 

Wirtsgenom integriert. Hierdurch kommt es zu einer Überexpression der viralen 

Proteine E6 und E7, die durch Degradation des Tumorsuppressorproteins p53 und des 

Retinoblastom-Proteins (pRb) für die onkogenen Eigenschaften der HPV-Hoch-Risiko-

Typen hauptsächlich verantwortlich gemacht werden [99]. Weiterhin führt die Integration 

der HPV-DNS zu einer Expressionshemmung und somit zu einem Verlust der 

kontrollierenden Eigenschaften des proapototischen Proteins E2 [105, 106]. 

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein wichtiger Regulator der Zellzyklusaktivität. Bei 

zellulärem Stress oder Schäden an der DNS induziert p53 einen Stillstand des 

Zellzyklus bzw. die Apoptose. Durch E6 kommt es zu einem vermehrten Abbau sowie 

zu einer Transkriptionshemmung von p53, wodurch die den Zellzyklus regulierende 

Funktion dieses Proteins beeinträchtigt wird [100, 107]. Weiterhin kommt es durch E6 

zu einer Aktivierung des Enzyms Telomerase, was eine Aufhebung der natürlichen 

Zellseneszenz nach sich zieht [108]. 

Das Protein pRb ist für die Stabilisierung der Zelle in der postmitotischen Phase 

verantwortlich und wird ebenfalls zu den Tumorsuppressor-Proteinen gezählt. Es 

hemmt durch Bindung die Aktivität des Transkriptionsfaktors E2F, der die Transkription 
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von für die Synthese-Phase des Zellzyklus relevanten Genen fördert [100]. Bei 

proliferativen Signalen wird pRb mittels Phosphorylierung durch die Cyclin-abhängige 

Kinase-4 (Cdk-4) inaktiviert. Das Cdk-4-Inhibitor-Protein p16INK4a, das durch 

Transkription des Cdk-4-Inhibitor-Gens p16INK4A entsteht und kurz p16 genannt wird, 

verhindert durch Inhibition der Cdk-4 eine Phosphorylierung des pRb und eine damit 

verbundene Transition von der postmitotischen zur Synthese-Phase [99, 106]. 

Das virale Protein E7 bindet an das aktive pRb und führt zu seinem Abbau. Es kommt 

zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F und somit zum Eintritt der Zelle in die 

proliferative Synthese-Phase [100]. Die Überexpression von E2F führt über einen 

positiven Feedbackmechanismus zu einem Anstieg der p16-Konzentration. Da jedoch 

nicht die Cdk-4, das von p16 regulierte Zielprotein, für den Abbau des pRb 

verantwortlich ist, sondern das virale Protein E7, führt dies nicht zu einer Hemmung der 

E2F-Aktivität [99, 106, 109]. 

Zusammenfassend führt die Integration der DNS von Hoch-Risiko-HPV-Typen in das 

Genom der Wirtszelle durch Expression viraler Proteine zu einer Apoptosehemmung 

sowie zu einem Eintritt in die Synthese-Phase. Der immunhistochemische Nachweis 

einer Überexpression von p16 dient als indirekte Nachweismethode für onkogen 

transformierende HPV-Virus-DNS [106, 110, 111]. Schematisch ist dies in Abbildung 2 

dargestellt, siehe S. 21. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der onkogenen Wirkung der viralen Proteine 
E6 und E7 auf die Tumorsurppressorprotein p53 und pRb. Durch die Degradation von 
pRb kommt es nach Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F zu einem indirekten 
Anstieg der intrazellulären p16-Konzentration.  

 

1.5 Tumor infiltrierende Lymphozyten und HPV-Status 

Patienten mit HPV-assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen haben ein höheres 

Gesamtüberleben und krankheitsfreies Überleben [44]. Dies steht möglicherweise mit 

einer vermehrten Radiosensivität dieser Tumoren in Verbindung [112]. Weiterhin 

bestehen Unterschiede im Bereich der zellulären Antwort des adaptativen 

Immunsystems in Abhängigkeit vom HPV-Status. Es konnte gezeigt werden, dass bei 

HPV-assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen vermehrt CD8+ T-Lymphozyten peripher 

zirkulieren [83]. Auch im Bereich des Tumormikromilieus bestehen Unterschiede in 

Abhängigkeit vom HPV-Status. HPV-assoziierte Kopf-Hals-Karzinome sind verstärkt 

durch CD8+ Lymphozyten und TREG infiltriert [113, 114]. Weiterhin wurden intratumoral 

HPV-reaktive T-Zellen in HPV-assoziierten OPSCC nachgewiesen [115, 116]. Eine 

verminderte Antigenprozessierung könnte einen tumoralen Evasionmechanismus 

darstellen [116]. Die Rolle von tumorinfiltrierenden TREG wird kontrovers diskutiert, da 

sie eine Hemmung der adaptativen Immunantwort bedeuten könnten. Allerdings wird in 

aktuellen Publikationen vermehrt ein prognostisch günstiger Einfluss dieser T-Zell-

Subgruppe propagiert [114, 117]. In Anbetracht der ätiologischen Bedeutung von HPV 

bei der Entstehung eines OSCC oder OPSCC besteht die Forderung, nicht nur 
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Mädchen zur Prävention von Gebärmutterhalskrebs, sondern auch Jungen gegen HPV 

impfen zu lassen. Hierdurch käme es zu einer frühen Bildung HPV-spezifischer 

T-Zellen, die die Virusinfektion rechtzeitig verhindern könnten [118].  

Zusammenfassend zeigen HPV-assoziierte Karzinome der Kopf-Hals-Region ein 

spezifisches Immunprofil, das einen Erklärungsansatz für die günstigere Prognose 

dieser Tumorentität bieten könnte [117]. 

1.6 Fragestellung 

Die Bedeutung von HPV als karzinogener Faktor in der Entstehung von OSCC und 

besonders von OPSCC wird immer deutlicher [3, 37]. Zusätzlich erfolgt ein vermehrter 

Nachweis HPV-positiver Karzinome an anderen Lokalisationen im Kopf-Hals-

Bereich [38]. Patienten mit einem HPV-positiven OSCC oder OPSCC sind jünger und 

besitzen eine höhere 5-Jahres Überlebensrate als Patienten mit einem HPV-negativen 

OSCC oder OPSCC [44, 119]. Unterschiede des Tumormikromilieus zwischen 

HPV-positiven und HPV-negativen Karzinomen können dafür verantwortlich sein.  

Diese Arbeit hatte die Beantwortung folgender Fragen zum Ziel:  

 Lässt sich der publizierte prozentuale Anteil HPV-positiver OSSC und OPSCC an 

der Gesamtzahl der Karzinome in dem untersuchten Patientenkollektiv 

bestätigen? 

 Zeigt sich ein Zusammenhang zwischen HPV-Status und klinischen Parametern 

wie dem Alter, dem Geschlecht oder der TNM-Klassifikation? 

 Besteht in Abhängigkeit vom HPV-Status ein Unterschied im Tumormikromilieu 

mit Bezug auf die Infiltration durch CD20+ B-Lymphozyten? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material  

2.1.1 Laborgeräte 

Axioskop 2 Plus mit AxioCam MRc Zeiss (Oberkochen) 

Benchmark XT Färbeeinheit Ventana (Mannheim) 

BOND™ vollautomatisiertes 
Immunhistochemie- und in-situ 
Hybridisierung-Färbesystem 

Leica Mikrosysteme (Wetzlar) 

Gewebekühlplatte COP20 Medite (Burgdorf) 

Micro Tissue Arrayer 1 AlphaMetrix (Rödermark) 

Mikrotom RM2235 Leica Mikrosysteme 

Mixing Block MB-102 Thermomixer Bioer (Hangzouh, China) 

Objektträger-Schnelltrockner Medite  

PyroMark Q24-DNS Sequenzierer Qiagen (Hilden) 

 

2.1.2 Chemikalien und Kits 

Binding Puffer  Qiagen 

Bond Polymer Refine Detection Kit Leica Mikrosysteme 

CINtec®-p16 Histologie-Kit Roche mtm (Grenzach-Wyhlen) 

Diaminobenzidin Leica Mikrosysteme 

DNS-Größenstandard 50 bp Jena Bioscience (Jena) 

Epitope Retrieval Solution 1-Pufferlösung Leica Mikrosysteme  

Epitope Retrieval Solution 2-Pufferlösung Roche mtm 

Ethanol Walter CMP (Kiel) 

Hämatoxylin Leica Mikrosysteme 

Hämatoxylin-Eosin (HE) Leica Mikrosysteme 

HotStarTaq Master Mix Kit (DNS-Isolierung) Qiagen 

INFORM® HPV Probes In Situ-Hybridization 
Assay 

Roche mtm 

Peroxidase-Block Leica Mikrosysteme 

Post-Primary Leica Mikrosysteme 

Primer GP05 Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 

Primer GP06 Eurofins MWG Operon 

Primer-Mix für DNS-Isolierung Eurofins MWG Operon 
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PyroMark Gold Q 24 Reagents 5x24 Qiagen 

QIAamp FFPE Tissue Kit 50 Qiagen 

RNAscope® HPV 16 Assay Kit Advanced Cell Diagnostics 
(Hayward, USA) 

Roti®-Safe GelStain Roth (Karlsruhe) 

Streptavidin beschichtete Sepharose beads GE Healthcare (München) 

Trishydroxyaminomethan-Borat-
Ethylendiaminetraessigsäure (TBE)-
Elektrophoresepuffer 

Applichem (Darmstadt) 

Xylol Th. Geyer (Renningen) 

 

2.1.3 Antikörper 

CD20 monoklonaler Maus Antikörper,  

Klon: L 26 

Dako (Hamburg) 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs 

Die Auswahl der Patienten des ukb erfolgte mit Hilfe des 

Patientenverwaltungsprogrammes (medico, Siemens AG) nach folgenden 

Einschlusskriterien: Im Zeitraum von 1998 bis 2010 wurde die histologisch gesicherte 

Diagnose eines OSCC oder OPSCC gestellt und konsekutiv erfolgte eine operative 

Therapie. Intraoperativ gewonnenes Material befand sich im Archiv der Pathologie des 

ukb in Form von Paraffinblöcken mit Formalin-fixierten Gewebeproben. So konnte eine 

Datenbank mit insgesamt 197 Patienten erstellt werden, von denen 152 Männer 

(77,2%) und 45 Frauen (22,8%) waren. Das mediane Alter lag bei 60 Jahren, der 

jüngste Patient war 25, der älteste 92 Jahre alt.  

Der HPV-Status der untersuchten Tumoren wurde freundlicherweise durch J.H. Dreyer 

und F. Hauck, Institut für Pathologie des ukb, bestimmt. Hierbei kamen drei Verfahren 

zum Einsatz. Mittels kommerziell erhältlicher in situ-Hybridisierungsassays wurden 

Genome von HPV-Typen mit hohem Transformationsrisiko nachgewiesen (Subtypen 

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 66). Außerdem wurde ein Polymerase-

Kettenreaktion-(PCR) Assay zum Nachweis viraler Genome mittels Konsensusprimern 

durchgeführt. PCR-Produkte wurden anschließend pyrosequenziert, um den 

prävalenten HPV-Typ zu bestimmen [4]. Unter Verwendung dieser Verfahren wurde bei 
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20 Fällen eine HPV-Assoziation nachgewiesen (10,2%; HPV-Hoch-Risiko Typen 16, 33, 

35 und 56), 177 Fälle waren HPV-negativ (89,8%). 

2.2.2 Anfertigung von Gewebe-Mikroarrays 

Nachdem mikroskopisch repräsentative Anteile der in Paraffin eingebetteten 

Operationsresektate der Plattenepithelkarzinome bestimmt und markiert wurden, 

erfolgte die Anfertigung von Gewebe-Mikroarrays (tissue micro arrays, TMA). Hierzu 

wurden zunächst auf einem Paraffinträgerblock Stanzzylinder mit einem Durchmesser 

von 1 bis 2 mm und einer Länge von 3 mm entnommen und verworfen. Anschließend 

erfolgte die Entnahme von repräsentativem Tumorgewebe aus dem in Paraffin 

eingebetteten, markierten Gewebeblock durch Stanzung und die Einbringung in den 

vorbereiteten Trägerblock, wobei pro Patient drei Tumorstanzen erstellt und pro 

Trägerblock 30 bis 57 Stanzen aufgebracht wurden. Durch Erhitzung auf 60°C im 

Objektträger-Schnelltrockner während 5 min konnte ein Verbund des Träger- und 

Gewebeparaffins erreicht werden [120]. 

2.2.3 Erstellung von Schnitten der Gewebe-Mikroarrays 

Die in Paraffin eingebetteten Gewebe-Mikroarrays wurden auf -15°C gekühlt und 

anschließend in das Mikrotom eingespannt. Es erfolgte die Anfertigung von 

Gewebeschnitten mit einer Dicke von 3 µm und die Aufbringung auf einen Objektträger 

mit anschließender Trocknung bei 80°C für 15 min. Abschließend wurden die 

Gewebeschnitte mit einer Schutzschicht aus Paraffin überzogen und trocken bei 

Raumtemperatur gelagert. 

2.2.4 Immunhistochemischer Nachweis des p16-Proteins 

Unter Verwendung des BOND™ Vollautomaten und des Polymer Refine IHC-Protokolls 

erfolgte die Anfärbung der Schnittpräparate. Zunächst wurde im Präparat enthaltene 

Peroxidase 5 min mit dem Peroxidase-Blockierungsreagenz inaktiviert. Hiernach wurde 

mit dem gelösten p16-Antikörper (Bestandteil des CINtec®-p16 Kits) für 20 min 

inkubiert. Nach Zugabe des Chromogens Diaminobenzidin erfolgte die Anfärbung mit 

Hämatoxylin-Eosin (HE) für 5 min. Durch die antigenspezifische Markierung wird in den 

untersuchten Schnittpräparaten vorhandenes p16-Protein lichtmikroskopisch mittels 

chromogener Reaktion sichtbar gemacht.  
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2.2.5 Auswertung des immunhistochemischen p16-Nachweises 

Durch die antigenspezifische Markierung wird in den Schnittpräparaten vorhandenes 

p16-Protein lichtmikroskopisch mittels chromogener Reaktion sichtbar gemacht. Ein 

Präparat wurde als p16-Protein positiv bezeichnet, wenn mindestens 70% der 

Tumorzellen eine nukleäre bzw. zytoplasmatische Färbung zeigten [4]. Exemplarisch 

sind p16-Protein gefärbte Schnittpräparate in Abbildung 3 dargestellt.  

 

 

Abbildung 3: Lichtmikroskopische Darstellung eines p16-Protein-negativen (A) und 
-positiven Schnittpräparates (B) eines OSCC mit deutlicher nukleärer und 
zytoplasmatischer Färbung p16-positiver Tumorareale, 200x Vergrößerung. 

 

2.2.6 Immunhistochemischer Nachweis des CD20-Antigens 

Analog zum Nachweis des p16-Proteins erfolgte der immunhistochemische Nachweis 

des CD20-Antigens unter Verwendung des BOND™ Vollautomaten. Nach Inkubation 

mit dem CD20-Antikörper (Klon L 26, Dako) und Zugabe des Chromogens 

Diaminobenzidin konnten die Schnittpräparate mit Hämatoxylin gegengefärbt werden. 

2.2.7 Auswertung des immunhistochemischen CD20-Nachweises 

Zunächst wurde bei 200x Vergrößerung ein digitales Bild von jedem Stanzzylinder 

mittels der Mikroskop-/Kamerakombination Axioskop 2 Plus mit AxioCam MRc 

(Fa. Zeiss) erstellt. Die Auswertung der Fotografien erfolgte mittels der Optimas Count 

Software Version 6.5 (Fa. Media Cybernetics). Zunächst wurde die Fläche des Tumor- 

und des Stromagewebes für jedes Präparat in mm2 quantifiziert. Anschließend erfolgte 

die Markierung CD20-positiver Zellen in Tumor- und Stromagewebe. Hierbei wurden 

Zellen als CD20+ B-Lymphozyten gewertet, die eine lymphozytenähnliche Morphologie 
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mit runder Form, prominentem Kern und intensiv braun gefärbtem, saumartigen 

Zytoplasma besaßen [91, 121]. Eine beispielhafte Färbung ist in Abbildung 4 

dargestellt.  
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Abbildung 4: Fotografie eines mit CD20-Antikörpern gefärbten Tumorareals 200x 
Vergrößerung, Lichtmikroskop (Bild A). Schematische Darstellung des Areal (Bild B): 
Tm – Tumorfläche, S – Stromafläche, Markierungspunkte – CD20+ B-Lymphozyten. Die 
digitale Auswertung erfolgte mittels Optimas Count. 

 

2.2.8 Statistische Analyse 

Wenn notwendig sind die Ergebnisse als Median und als arithmetisches Mittel 

aufgeführt. Bei Verwendung des Medians erfolgt zusätzlich die Angabe der 

Streuungsbreite, bei Verwendung des arithmetischen Mittels die Angabe des 

Standardfehlers des arithmetischen Mittels (standard error of the mean, SEM). Die 

statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von SPSS 18 (IBM, Armonk, USA) und Microsoft 

Excel 2003 (Microsoft, Redmond, USA). Zur Ermittlung einer statistischen Signifikanz 

wurde bei zwei Vergleichsgruppen bei Verwendung von Medianwerten der Mann-

Whitney-Test und bei Verwendung des arithmetischen Mittels der ungepaarte t-Test 

durchgeführt. Bei mehreren Vergleichsgruppen wurde der Likelihood-Quotienten-Test 

verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei p-Werten von <0,05 angenommen. Die 

grafische Darstellung erfolgte durch Microsoft Power Point 2003 (Microsoft, Redmond, 

USA). 
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3 Ergebnisse 

Es werden zunächst die Ergebnisse des gesamten Patientenkollektivs gezeigt. Da von 

einer vermehrten Zahl HPV-positiver Fälle bei den OPSCCs auszugehen war, erfolgt 

anschließend die isolierte Betrachtung der Ergebnisse dieser Subgruppe [2, 3]. 

3.1 Gesamtpatientenkollektiv 

Es wurden die Gewebeproben von 197 Patienten ausgewertet, von denen 152 Männer 

(77,2%) und 45 Frauen (22,8%) waren. Das mediane Alter lag bei 60 Jahren, der 

jüngste Patient war 25, der älteste 92 Jahre alt.  

3.1.1 Tumorlokalisation 

Bei 109 Patienten (55,3%) war der Primärtumor in der Mundhöhle, bei 69 Patienten 

(35%) im Oropharynx und bei 18 Patienten (9,1%) im Hypopharynx lokalisiert. 

3.1.2 Tumorstadium 

Basierend auf der TNM-Klassifikation der UICC lag bei 37 Patienten (19,1%) das 

Tumorstadium I, bei 24 Patienten (12,4%) das Tumorstadium II, bei 45 Patienten 

(23,2%) das Tumorstadium III und bei 88 Patienten (45,4%) das Tumorstadium IV vor, 

wobei die Stadien IVa (84 Patienten), IVb (2 Patienten) und IVc (2 Patienten) unter 

Stadium IV zusammengefasst wurden. Bei drei Patienten war auf Grund fehlender 

Daten keine Stadieneinteilung möglich. 

3.1.3 Lymphknotenstatus 

Bei den postoperativ histopathologisch aufgearbeiteten Lymphknoten zeigte sich bei 

58,9% (116 Patienten) ein positiver und bei 38,6% (76 Patienten) ein negativer 

Tumornachweis. Bei 2,5 % (5 Patienten) war der Lymphknotenstatus nicht bestimmbar. 

Weiterhin bestand ein Zusammenhang zwischen der Lokalisation des Primärtumors 

(Mundhöhle, Oropharynx, Hypopharynx) und der Häufigkeit des Vorliegens von 

Lymphknotenmetastasen (N>0). Hierbei zeigten in der Mundhöhle lokalisierte 

Primärtumoren die niedrigste und im Hypopharynx lokalisierte Primärtumoren die 

höchste Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Dies ist in 

Abbildung 5 dargestellt, siehe S. 29. 
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Abbildung 5: Häufigkeit von Lymphknotenmetastasen (N>0) in Abhängigkeit von der 
Lokalisation des Primärtumors. Mundhöhle: 49,1% (positive Lymphknoten in 52 von 106 
Fällen), Oropharynx: 71,6% (positive Lymphknoten in 48 von 67 Fällen); Hypopharynx: 
88,9% (positive Lymphknoten in 16 von 18 Fällen)  

 

3.1.4 Grading 

Bei dem untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich histologisch bei 22 Patienten 

(11,2%) ein hoch differenzierter Tumor (G1), bei 83 Patienten (42,1%) ein mäßig 

differenzierter Tumor (G2) und bei 76 Patienten (38,6%) ein niedrig differenzierter 

Tumor (G3). Bei 16 Patienten (8,1%) erfolgte keine Erhebung des 

Differenzierungsgrades. 

3.1.5 p16-Protein 

Bei den immunhistochemisch untersuchten Gewebeproben zeigte sich ein Anteil von 

11,7% p16-Protein positiver Tumore (23 Patienten) und 88,3% p16-Protein negativer 

Tumore (174 Patienten). Von den Patienten mit positivem p16-Protein Nachweis wiesen 

87% (20 Patienten) einen positiven HPV-Status auf [4]. 
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3.1.6 Assoziation des HPV-Status und des Alters 

Im Vergleich zu den 177 HPV-negativen Patienten mit einem medianen Alter von 

59 Jahren zeigten die 20 Patienten mit positivem HPV-Status ein signifikant höheres 

medianes Alter von 66 Jahren, siehe Abbildung 6. 
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Abbildung 6: HPV-Status und Alter der Patienten: das Alter HPV-positiver Patienten 
lag im Median bei  66 Jahren; bei HPV-negativen Patienten lag der Median bei 
59 Jahren. Dargestellt sind Medianwert, Interquartilenabstand (interquartile range, IQR), 
maximaler und minimaler Wert; *p<0,05 im Mann-Whitney-Test. 

 

3.1.7 Assoziation des HPV–Status und der Lokalisation des Primärtumors 

Die HPV-positiven Tumore zeigten ein signifikant verstärktes Auftreten im Bereich des 

Oropharynx (18 Fälle, p<0,0005 im Likelihood-Quotienten-Test); zwei Fälle fanden sich 

im Bereich der Mundhöhle. Somit sind 26,1% (18 von 69) der OPSCC HPV-positiv und 

1,8% (2 von 108) der OSCC. Alle Hypopharynxkarzinome waren HPV-negativ. 
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3.1.8 HPV-Status in Abhängigkeit von Geschlecht, Tumorstadium, 

Lymphknotenstatus und Grading 

Es bestand keine signifikante Assoziation zwischen dem HPV-Status der untersuchten 

Präparate in Bezug auf das Geschlecht, das Tumorstadium, den Lymphknotenstatus 

oder das Grading. 

3.1.9 HPV-Status und Tumorinvasion CD20+ B-Lymphozyten 

Bei den 20 HPV-positiven Präparaten zeigten sich in den Tumorarealen im Median 

17 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche bei einer Streuungsbreite 

von 0 bis 608 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche 

(arithmetisches Mittel: 64, SEM: 30). Bei den 177 HPV-negativen Präparaten zeigten 

sich im Median in den Tumorarealen keine CD20+ B-Lymphozyten bei einer 

Streuungsbreite von 0 bis 133 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter 

Tumorfläche (arithmetisches Mittel: 10, SEM: 1,5). CD20+ B-Lymphozyten wurden im 

Median signifikant häufiger in Tumorarealen HPV-positiver Präparate nachgewiesen als 

in Tumorarealen HPV-negativer Präparate siehe Abbildung 7, S.32 (arithmetisches 

Mittel: p<0,0005; ungepaarter t-Test, Ergebnisse des arithmetischen Mittels nicht 

grafisch dargestellt). 
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Abbildung 7: Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Tumorgewebe: bei HPV-positiven 
Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorgewebe 
bei 17; bei HPV-negativen Tumoren lag der Median bei 0 Zellen pro Quadratmillimeter 
Tumorgewebe. Dargestellt sind Medianwert, IQR, maximaler und minimaler Wert, 
***p<0,0005 im Mann-Whitney-Test, Ausreißer (608 CD20+ B-Lymphozyten pro 
Quadratmillimeter Tumorfläche) nicht dargestellt.  

 

3.1.10 HPV-Status und Stromainvasion CD20+ B-Lymphozyten 

Bei den 20 HPV-positiven Präparaten zeigten sich in den Stromaarealen im Median 

240 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stroma bei einer Streuungsbreite 

von 3  bis 1131 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stroma (arithmetisches 

Mittel: 349, SEM: 81). Bei den 177 HPV-negativen Präparaten zeigten sich im Median in 

den Stromaarealen 89 CD20+ B-Lymphozyten bei einer Streuungsbreite von 0 bis 

1052 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stromafläche (arithmetisches 

Mittel: 205 SEM: 19). Es zeigte sich im Median eine Tendenz (p=0,06) zum häufigeren 

Auftreten von CD20+ B-Lymphozyten in Stromaarealen HPV-positiver Präparate als in 

Stromaarealen HPV-negativer Präparate, siehe Abbildung 8, S.33 (arithmetisches Mittel 

p<0,05; ungepaarter t-Test, nicht grafisch dargestellt). 
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Abbildung 8: Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Stromagewebe: bei HPV-positiven 
Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stromagewebe 
bei 240; bei HPV-negativen Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro 
Quadratmillimeter Stromagewebe bei 89. Dargestellt sind Medianwert, IQR, maximaler 
und minimaler Wert, p=0,06 im Mann-Whitney-Test. 

 

3.1.11 Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Abhängigkeit von Alter, Lokalisation, 

Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Grading 

Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Patienten, der 

Lokalisation des Primärtumors, dem Tumorstadium, dem Lymphknotenstatus oder dem 

Grading hinsichtlich der Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Tumor- oder 

Stromagewebe. 
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3.2 Subgruppe der OPSCCs 

Ein OPSCC lag bei 69 Patienten (35% des Gesamtpatientenkollektivs) vor, wobei 54 

Männer (78%) und 15 Frauen (22%) waren. Das mediane Alter lag bei 60 Jahren, der 

jüngste Patient war 33, der älteste 69 Jahre alt.  

3.2.1 Tumorstadium 

Basierend auf der TNM-Klassifikation der UICC lag bei 5 Patienten (7,2%) das 

Tumorstadium I, bei 7 Patienten (10,1%) das Tumorstadium II, bei 16 Patienten (23,2%) 

das Tumorstadium III und bei 40 Patienten (58%) das Tumorstadium IV vor. Bei einem 

Patienten war auf Grund fehlender Daten keine Stadieneinteilung möglich. 

3.2.2 Lymphknotenstatus 

Bei 19 Patienten (28,4%) lag ein N0-Status, bei 15 Patienten (22,4%) lag ein N1-Status 

und bei 33 Patienten (49,3%) lag ein N2-Status vor. Somit zeigten 48 Patienten (71,6%) 

einen positiven und 19 Patienten (28,4%) einen negativen Lymphknotenstatus. Bei zwei 

Patienten war auf Grund fehlender Daten keine Einteilung möglich.  

3.2.3 Grading 

Bei 2 Patienten (2,9%) zeigte sich histologisch ein hoch differenzierter Tumor (G1), bei 

29 Patienten (42%) ein mäßig differenzierter Tumor (G2) und bei 30 Patienten (43,5%) 

ein niedrig differenzierter Tumor. Bei 8 Patienten (11,6%) erfolgte keine Erhebung des 

Differenzierungsgrades. 

3.2.4 p16-Protein 

Es zeigte sich bei den immunhistochemisch untersuchten Gewebeproben ein Anteil von 

29% p16-Protein positiver Tumore (20 Patienten) und 71% p16-negativer Tumore 

(49 Patienten). Von den 20 Patienten mit p16-Protein Nachweis zeigten 90% 

(18 Patienten) einen positiven HPV-Status [4]. 

3.2.5 Assoziation des HPV-Status und des Alters 

Im Vergleich zu den HPV-negativen Patienten mit einem medianen Alter von 59 Jahren 

zeigten Patienten mit einem positiven HPV-Status ein signifikant höheres medianes 

Alter von 67 Jahren, siehe Abbildung 9, S.35. 
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Abbildung 9: HPV-Status und Alter der Patienten: das Alter HPV-positiver Patienten 
lag im Median bei  67 Jahren; bei HPV-negativen Patienten lag der Median bei 
59 Jahren. Dargestellt sind Medianwert, IQR, maximaler und minimaler Wert; **p<0.005 
im Mann-Whitney-Test. 

 

3.2.6 HPV-Status in Abhängigkeit von Geschlecht, Tumorstadium, 

Lymphknotenstatus und Grading 

Es bestand keine signifikante Assoziation zwischen dem HPV-Status der untersuchten 

Präparate in Bezug auf das Geschlecht, das Tumorstadium, den Lymphknotenstatus 

oder das Grading. 

3.2.7 HPV-Status und Tumorinvasion CD20+ B-Lymphozyten  

Bei den 18 HPV-positiven Präparaten zeigten sich in den Tumorarealen im Median 

21 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche bei einer Streubreite von 

0 bis 608 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche (arithmetisches 

Mittel: 70, SEM: 33). Bei den 51 HPV-negativen Präparaten zeigten sich im Median in 

den Tumorarealen keine CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche bei 

einer Streubreite von 0 bis 87 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter 

Tumorfläche (arithmetisches Mittel: 8, SEM: 2,4). CD20+ B-Lymphozyten wurden im 

Median signifikant häufiger in Tumorarealen HPV-positiver Präparate nachgewiesen als 
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in Tumorarealen HPV-negativer Präparate, siehe Abbildung 10 (arithmetisches Mittel: 

p<0,005; ungepaarter t-Test, nicht grafisch dargestellt). 
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Abbildung 10: Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Tumorgewebe: bei HPV-positiven 
Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorgewebe 
bei 21; bei HPV-negativen Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten bei 0 Zellen 
pro Quadratmillimeter Tumorgewebe. Dargestellt sind Medianwert, IQR, maximaler und 
minimaler Wert, ***p<0,0005 im Mann-Whitney-Test, Ausreißer 
(608 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Tumorfläche) nicht dargestellt. 

 

3.2.8 HPV-Status und Stromainvasion CD20+ B-Lymphozyten  

Bei den 18 HPV-positiven Präparaten zeigten sich in den Stromaarealen im Median 

177 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stroma bei einer Streuungsbreite 

von 3 bis 1131 CD20+ B-Lymphozyten Zellen pro Quadratmillimeter Stroma 

(arithmetisches Mittel: 347, SEM: 90). Bei den 51 HPV-negativen Präparaten zeigten 

sich im Median in den Stromaarealen 147 CD20+ B-Lymphozyten bei einer 

Streuungsbreite von 0 bis 975 CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter 
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Stromafläche (arithmetisches Mittel: 260, SEM: 38). Es zeigte sich im Median kein 

signifikanter Unterschied zwischen dem Auftreten CD20+ B-Lymphozyten in 

Stromaarealen HPV-positiver und in Stromaarealen HPV-negativer Präparate, siehe 

Abbildung 11 (arithmetisches Mittel: p=0,3; ungepaarter t-Test, nicht dargestellt). 
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Abbildung 11: Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Stromagewebe: bei HPV-positiven 
Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro Quadratmillimeter Stromagewebe 
bei 177; bei HPV-negativen Tumoren lag der Median CD20+ B-Lymphozyten pro 
Quadratmillimeter Stromagewebe bei 147. Dargestellt sind Medianwert, IQR, maximaler 
und minimaler Wert, p=0,5 im Mann-Whitney-Test. 

 

3.2.9 Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Abhängigkeit von Alter, Lokalisation, 

Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Grading 

Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Patienten, der 

Lokalisation des Primärtumors, dem Tumorstadium, dem Lymphknotenstatus oder dem 

Grading hinsichtlich der Invasion CD20+ B-Lymphozyten in Tumor- oder 

Stromagewebe. 
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4 Diskussion 

Ziel der Arbeit war es, festzustellen, ob histologische Differenzen zwischen 

HPV-positiven und HPV-negativen OSCC und OPSCC vorliegen, da klinisch 

Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen in Hinblick auf Therapie und Prognose 

bestehen [44]. 

Nachweis der HPV-Infektion 

Für den Beweis einer HPV-Infektion in histologischem Material wurde lange Zeit der 

Nachweis von HPV-DNS bzw. -RNS mittels PCR als Goldstandard 

angesehen [122-124]. Weiterhin kann das Vorliegen einer HPV-Infektion mittels 

HPV-DNS und -RNS in situ-Hybridisation, immunhistochemischer Färbung des 

p16-Proteins oder einer Kombination von zwei oder drei dieser Verfahren 

erfolgen [122]. Dies wird von einigen Autoren bei uneindeutigen Fällen favorisiert, um 

die Sensitivität und Spezifität zu erhöhen; allerdings ist es kosten- und 

zeitintensiv [123, 125]. Das bei einer HPV-Infektion vermehrt intrazellulär vorliegende 

Protein p16 wurde daher als Surrogatmarker vorgeschlagen und zeigte in multiplen 

Studien eine Sensitivität von nahezu 100% und eine Spezifität von ca. 80% [123, 124]. 

Kritisch wurde angemerkt, dass Alkohol- und Nikotinabusus die Spezifität des 

p16-Porteins verringern [124]. Auch scheint eine Korrelation der Lokalisation des 

Primärtumors mit der Spezifität des p16-Proteins vorzuliegen, wobei z. B. OPSCC eine 

hohe und Plattenepithelkarzinome des Ösophagus eine geringe Spezifität 

aufwiesen [126]. Als Hinweis für die Belastbarkeit des p16-Proteins als 

HPV-Infektionsmarker kann zusätzlich die Tatsache gewertet werden, dass in der 

Diagnostik der zervikalen intraepithelialen Neoplasie der Gebärmutter der Nachweis 

von p16-Protein als Surrogatmarker einer HPV-Infektion und damit verbundener 

erhöhter Malignität verwendet wird [110]. 

Bereits publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen eine hohe Sensitivität (100%) 

und Spezifität (87%) des p16-Proteins für das Vorliegen einer HPV-Infektion, wobei der 

Nachweis von HPV-DNS bzw. -RNS mittels in situ-Hybridisation oder PCR als Referenz 

verwendet wurde [4]. Sie stehen damit im Einklang mit publizierten Ergebnissen [124]. 

In der Praxis scheint bei negativem p16-Status keine weiterreichende HPV-

Nachweismethode indiziert zu sein. Bei positivem p16-Status können unterschiedliche 

Konfirmationstests verwendet werden, z. B. die HPV-DNS und –RNS 
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in situ-Hybridisation oder eine HPV-DNS-PCR mit möglicher konsekutiver DNS-

Sequenzierung [4, 124, 127]. Weiterhin wurde vorgeschlagen, auf eine 

Konfirmationstestung zu verzichten, da die bei positivem p16-Status klinisch erwiesene 

verbesserte Überlebensrate durch den Nachweis von HPV-DNS nicht beeinflusst 

wurde [128].  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der immunhistochemische Nachweis des p16-

Proteins eine hohe Sensitivität und Spezifität für das Vorliegen einer HPV-Infektion 

besitzt und zumindest als Screeningmethode mit möglicher konsekutiver 

Konfirmationstestung empfohlen werden kann. Auch ist der alleinige Nachweis von 

p16-Protein als Surrogatmarker einer HPV-Infektion ohne Konfirmationstest bei 

entsprechender klinischer Fragestellung und insbesondere beim OPSCC in Erwägung 

zu ziehen. 

Klassifikation einer positiven p16-Färbung 

Der Schwellenwert, ab dem eine Gewebeprobe als p16-Status positiv gewertet werden 

kann, wird kontrovers diskutiert. Es existiert in der Literatur ein Spektrum von 1% bis zu 

über 80% p16-positiver Tumorzellen [125, 128, 129]. 

Ein zu niedrig angesetzter Schwellenwert könnte für eine Verringerung der Spezifität 

des p16-Proteins verantwortlich sein, da eine geringradig vermehrte p16-Positivität 

durch andere Faktoren, wie zum Beispiel eine tumorbedingte Mutationen ohne 

Zusammenhang mit einer HPV-Infektion, verursacht sein kann [124]. Auch zeigt 

gesundes Tonsillengewebe ohne Anhalt für HPV-Infektion eine geringradige p16-

Expression [130]. Um falsche positive Ergebnisse zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit 

daher ab einem Schwellenwert von 70% zytoplasmatisch bzw. nukleär gefärbter 

Tumorzellen von einem positiven p16-Status ausgegangen [4, 127]. Der Schwellenwert 

von 70% kann ein Grund für den im Vergleich zu publizierten Ergebnissen niedrigen 

Anteil p16-positiver Tumore sein [129]. Er ist jedoch auf Grund der hohen Spezifität und 

Sensitivität zu bevorzugen.  

Assoziation von HPV und Erkrankungsalter 

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv zeigte bei positivem 

HPV-Status ein signifikant (p<0,05) höheres medianes Alter (66 Jahre) als bei 

negativem HPV-Status (59 Jahre). Dies steht im Gegensatz zu den in der Literatur 

veröffentlichten Angaben, demnach Patienten mit positivem HPV-Status ein jüngeres 
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Erkrankungsalter bezüglich eines OSCC bzw. OPSCC aufweisen als Patienten mit 

negativen HPV-Status [38, 119]. Ein Grund hierfür könnte der unterschiedliche Maßstab 

des Nachweises einer HPV-Infektion sein. So plädieren einige Autoren für die alleinige 

Verwendung des p16-Nachweises als Surrogatmarker für das Vorliegen einer 

HPV-Infektion, wohingegen andere zumindest den zusätzlichen Nachweis von 

HPV-DNS für nötig erachten [4, 128, 131]. Dieser uneinheitliche Diagnosestandard 

sowie unterschiedliche geografische Lokalisationen der Studienpopulationen und der 

verhältnismäßig hohe Anteil weiblicher Patienten, die bei Diagnosestellung generell 

älter sind, können für die Diskrepanz des medianen Erkrankungsalters verantwortlich 

sein [5, 46]. 

Assoziation von HPV und Lokalisation 

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigte sich ein 

signifikant (p<0,0005) verstärktes Auftreten HPV-positiver Plattenepithelkarzinome im 

Oropharynx (26% der OPSCC waren HPV-positiv) im Vergleich zu den 

Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle (jeder 50. Patient mit einem OSCC wies einen 

positiven HPV-Status auf). Dies entspricht bisher publizierten Ergebnissen, wobei bei 

den OPSCC bereits Inzidenzraten von bis zu 90% HPV-positiver Tumore veröffentlicht 

wurden [39]. Es unterstreicht die Bedeutung einer getrennten Beurteilung der beiden 

Tumorentitäten hinsichtlich des HPV-Status, die erst in der neueren Literatur deutlich 

geführt wird [39, 132].  

Seit Mitte der 1980er Jahre ist bekannt, dass HPV im Tonsillenparenchym und im 

Tumorgewebe von OPSCC nachweisbar ist [3, 133]. Ein Erklärungsansatz für die 

höhere Prävalenz von HPV beim OPSCC im Vergleich zum OSCC ist der Übergang 

zwischen mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel der Mundhöhle und dem Epithel 

des lymphatischen Gewebes im Ursprungsbereich des OPSCC (Waldeyer-Rachenring). 

Es besteht hier eine Grenzzone ähnlich der Transformationszone der Zervix uteri oder 

der Übergangszone zwischen mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel und dem 

einschichtigen Zylinderepithel im Bereich der Linea dentata des Analkanals [103]. Die 

Basalzellen des Plattenepithels dieser Regionen scheinen nach Infektion mit Hoch-

Riskiko-HPV-Typen mit erhöhter Wahrscheinlichkeit eine maligne Transformation zu 

durchlaufen als z. B. das Plattenepithel der Mundhöhle oder der Haut [134]. Bislang 

konnten daraus keine therapeutischen Konsequenzen abgeleitet werden. Aktuell ist die 

vermehrte Strahlensensitivität des HPV-positiven OPSCC von Interesse, die bei in vitro 
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Versuchen bereits gezeigt werden konnte [112]. Sie bietet die Möglichkeit einer 

alternativen Primärtherapie unter Umgehung der Nachteile einer chirurgischen 

Intervention. Auch wird augenblicklich untersucht, ob HPV-positive Plattenepithel-

karzinome ein unterschiedliches Ansprechen auf eine Chemotherapie aufweisen [135]. 

Der HPV-Status könnte somit zukünftig die Grundlage einer individuellen Krebstherapie 

darstellen. 

Weiterhin lassen sich die ermittelten Daten nicht mit wissenschaftlichen Publikationen 

vereinbaren, die von einer Epidemie des OSCC mit einem positiven HPV-Status 

sprechen [2, 136]. In dem in Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv zeigt 

sich eine im Vergleich zum OPSCC niedrige Rate von OSCC mit positivem HPV-Status. 

Weiterhin ist bei einer Prävalenz von 2-5% HPV-Status positiver OSCC ein Einfluss auf 

Therapie und Prognose dieser Tumorentität im Gegensatz zum OPSCC fraglich [137]. 

Tumorinfiltration CD20+ B-Lymphozyten  

Als morphologisches Korrelat eines veränderten Prognose- und Therapiecharakters von 

Plattenepithelkarzinomen mit positivem HPV-Status, besonders des Oropharynx, ist 

neben den Tumorzellen auch die Konfiguration des Tumormikromilieus und 

insbesondere die Anwesenheit lymphatischer Zellen von Interesse. So konnte gezeigt 

werden, dass beim Adenokarzinom des Magens die Invasion des an den Tumor 

grenzenden Stromagewebes mit Lymphozyten einen positiven Einfluss auf die mittlere 

Überlebenszeit besitzt [121]. Auch beim Plattenepithelkarzinom des 

Kopf-Hals-Bereiches wurde die mögliche Relevanz Tumor-infiltrierender Lymphozyten, 

insbesondere für Untergruppen von T-Lymphozyten, beschrieben [82]. Im Rahmen 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HPV-positive OSCC und OPSCC eine 

signifikant (p<0,0005) höhere Invasion CD20+ B-Lymphozyten in das Tumorgewebe 

aufweisen als HPV-negative OSCC und OPSCC. 

Über die potentielle Wirkungsweise von B-Lymphozyten liegen unterschiedliche 

Auffassungen vor. So konnten nach systemischer Gabe von IL12 bei Patienten mit 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches vermehrt CD20+ B-Lymphozyten 

peritumoral nachgewiesen werden, was mit einem verbesserten Gesamtüberleben 

korrelierte. Der Grund hierfür könnte in einer IL12-vermittelten Aktivierung von 

B-Lymphozyten und damit verbundener Induktion von Tumorimmunität liegen [90]. 

Demgegenüber steht die Annahme, dass durch von B-Lymphozyten produziertes IL10 

eine antitumorale Immunantwort unterdrückt werden könnte [95, 96]. 
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Die Assoziation von tumorinfiltrierenden, CD20+ B-Lymphozyten und positivem HPV-

Status bei OSCC und OPSCC bietet einen neuen Erklärungsansatz für das im 

Vergleich zu OSCC und OPSCC mit negativem HPV-Status verbesserte 

Therapieansprechen und die günstigere Prognose [44, 135]. Dies kann neben einer 

erhöhten Strahlensensibilität HPV-Status positiver plattenepithelialer Tumorzellen auch 

durch das veränderte Tumormikromilieu begründet sein. Insbesondere ist eine 

prognostisch günstige Rolle für die bei dieser Tumorentität im Rahmen dieser Arbeit 

nachgewiesenen, vermehrt auftretenden CD20+ B-Lymphozyten denkbar, wie sie für 

diese Zellen bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches bereits beschrieben 

wurde [90]. Da der Nachweis von CD20 als Surrogatmarker für B-Lymphozyten zwar 

allgemein akzeptiert ist, durch ihn aber sowohl frühe Entwicklungsstufen als auch reife 

B-Lymphozyten dargestellt werden  und auch eine Differenzierung von B1- und B2-

Lymphozyten nicht vorgenommen wurde, kann keine Aussage hinsichtlich von B-Zell-

Subpopulationen getroffen werden [88, 89, 98]. 

Ausblick 

Zur Prävention des HPV-induzierten Plattenepithelkarzinoms der Zervix uteri wurde 

2007 ein bivalenter Impfstoff (Cervarix) gegen die onkogenen HPV-Viren 16 und 18 

zugelassen. Schon 2006 war ein Vierfach-Impfstoff (Gardasil) verfügbar, der eine 

zusätzliche Immunisierung gegen die Niedrig-Risiko-Typen 6 und 11, die Erreger der 

Feigwarzen, bietet [73]. Die Impfstoffe enthalten rekombinant hergestellte L1-Proteine 

der jeweiligen Viruskapside [138]. Die Impfung erfolgt in dreifacher intramuskulärer 

Injektion bei HPV-nativen Mädchen vor dem ersten Sexualverkehr im Alter von 9-

17 Jahren. Hierdurch konnte eine deutliche Reduktion von Krebsvorstufen im Bereich 

der Zervix uteri erzielt werden und die Impfung wird aktuell durch das Robert-Koch-

Institut empfohlen [5, 138, 139]. Auch männliche Jugendliche profitieren von einer 

Impfung durch die Reduktion des Auftretens genitaler HPV-assoziierter Läsionen wie 

Feigwarzen und einer möglichen Verminderung HPV-assoziierter Penis- und 

Analkarzinome [102]. Es ist denkbar, dass eine konsequente Impfung aller HPV-nativen 

Jugendlichen auch eine Reduktion HPV-assoziierter OPSCC erzielen kann [118]. Um 

dies belegen zu können, sind prospektive Studien nötig. Ob die Vakzination auch eine 

signifikante Reduktion HPV-assoziierter OSCC herbeiführen kann, scheint bei 

Prävalenzen im Bereich von 5% fraglich. Hier sollte die Prävention klassischer 

Risikofaktoren wie Rauchen oder Alkoholabusus im Vordergrund stehen. 
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Eine ausführliche Analyse des Tumormikromilieus beim OSCC und vor allem beim 

OPSCC in Abhängigkeit vom HPV-Status könnte eine Erklärung für das 

unterschiedliche prognostische Verhalten liefern. Durch die histologische Färbung von 

CD20 werden sowohl Vorstufen als auch reife B-Lymphozyten markiert [97, 98]. Um 

eine genauere Aussage über die Bedeutung der Invasion von CD20+ B-Lymphozyten in 

Tumorgewebe bei OSCC und OPSCC treffen zu können, wäre eine weitere 

Differenzierung mittels zusätzlicher histologischer Marker (CD5, CD138) 

hilfreich [96, 140]. Es könnte so der mögliche Einfluss dieser Zellen auch in 

prognostischer Hinsicht genauer charakterisiert werden.  
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