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Abstract 

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the sixth most common cancer world-

wide. Risk factors include smoking, alcohol consumption and human papillomavirus (HPV) 

infection. Early staged diagnosed patients are treated with surgery or radiotherapy and show 

50-60% survival in a 5 years follow-up. Recurrent or metastatic HNSCC has a poor prognosis. 

The FDA has approved anti-PD-1 immune checkpoint inhibitors nivolumab and pembrolizumab 

as a treatment of patients with recurrent squamous cell carcinoma of HNSCC. Pembrolizumab 

is indicated as adjuvant and neoadjuvant, alone or in combination with chemotherapy or radia-

tion. 

To gain insight in the composition of the tumor microenvironment, we examined all available 

digital HE slides of the TCGA HNSCC cohort. We developed a semi-quantitative method for 

the evalutation of tumor infiltrating lymphocytes (TILs). Based on this method we classified 

intra-epithelial TILs (ieTILs) as present or absent and stromal TILs (strTILs) as high or low. 

Correlation between ieTILs and strTILs was positive and significant (p<0.001), but the assess-

ments considered only in a limited portion (60.8%) of the tumors. The abundance of T cells 

was estimated from the expression of marker genes in RNAseq data. 

A higher abundance of ieTILs and T cells was detected in HPV+ tumors compared to HPV− 

tumors (76.8% vs. 58.2%, p=0.01 and 69.1% vs. 45.7%, p<0.001). Tumors with high T cells 

had a significantly better DFS (HR=0.8, p=0.03) as well as a significantly better OS (HR=0.82, 

p=0.001) compared to tumors with low T cells. Tumors with detectable ieTILs had a better DFS 

(HR=0.66, p=0.015) compared to tumors without ieTILs. PD-L1 expression correlated signifi-

cantly with the level of T cell infiltration (R=0.44, p=1e-22), but not with DFS or OS. 

In summary, the main interest of this work is to show the importance of immunological bi-

omarkers as prognostic factors. Intra-epithelial TIL and stromal TIL abundance should be eval-

uated separately. The immune markers studied here should be examined in cohorts of immuno-

therapeutic patients for their predictive importance in future studies. 
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Zusammenfassung 

Das Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom (HNSCC) ist der sechsthäufigste Tumor weltweit. Ri-

sikofaktoren sind Rauchen, Alkoholkonsum und die Infektion mit dem humanen Papillomavi-

rus (HPV). Frühzeitig diagnostizierte Patienten werden mit chirurgischen Eingriffen oder Strah-

lentherapien behandelt und weisen in den folgenden 5 Jahren eine Überlebensrate von 50–60 % 

auf. Das rezidivierende oder metastasierte HNSCC hat eine schlechte Prognose. Die FDA hat die 

Anti-PD-1-Immun-Checkpoint-Hemmer Nivolumab und Pembrolizumab zur Behandlung von 

Patienten mit rezidivierendem Plattenepithelkarzinom des HNSCC zugelassen. Pembrolizumab 

wird als Adjuvans und Neoadjuvans allein oder in Kombination mit Chemotherapie oder Be-

strahlung angewendet. 

Um Einblicke in die Zusammensetzung des Tumormikromilieus zu gewinnen, haben wir alle 

verfügbaren digitalen HE-Objektträger der TCGA-HNSCC Kohorte untersucht. Mit Hilfe eines 

semiquantitativen Verfahrens zur Auswertung tumorinfiltrierender Lymphozyten (TILs) ana-

lysierten wir das Vorhandensein oder die Abwesenheit intraepithelialer TILs (ieTILs) und den 

Zustand hoher und niedriger Abundanz stromaler TILs (strTILs) in unseren klinisch-pathologi-

schen Kohorten. Die Korrelation zwischen ieTILS und strTILs war positiv und hoch signifikant 

(p < 0,001), die Überenstimmung der beiden Marker war mit 60,8 % jedoch beschränkt. Die 

Abundanz von T-Zellen im Tumormikromilieu wurde anhand von RNAseq-Daten geschätzt. 

Bei HPV-positiven Tumoren wurden im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren häufiger ieTILs 

und T-Zellen festgestellt (76,8 % vs. 58,2 %, p = 0,01 und 69,1 % vs. 45,7 %, p <0,001). Tu-

moren mit hoher Abundanz von T-Zellen hatten ein signifikant besseres DFS (HR = 0,8; p = 

0,03) sowie ein signifikant besseres OS (HR = 0,82; p = 0,001) im Vergleich zu Tumoren mit 

niedriger T-Zell Infiltration. 

Tumoren mit nachweisbaren ieTILs hatten ein besseres DFS (HR = 0,66; p = 0,015) im Ver-

gleich zu Tumoren ohne ieTILs. Die PD-L1-Expression korrelierte signifikant mit dem Ausmaß 

der T-Zell-Infiltration (R = 0,44; p = 1e-22), aber nicht mit DFS oder OS. 

Zusammenfassend gilt das Hauptinteresse dieser Arbeit der Bedeutung immunologischer Bio-

marker als Prognosefaktoren. Die Verfügbarkeit intraepithelialer TILs und stromaler TILs muss 

separat bewertet werden. In zukünftigen Studien sollten die hier untersuchten Immunmarker in 

Kohorten immuntherapierter Patienten im Hinblick auf ihre prädiktive Bedeutung untersucht 

werden. 



 

1 Einleitung 

Die Charakteristik von Krebszellen umfasst zehn biologische Eigenschaften, die während der 

mehrstufigen Entwicklung von menschlichen Tumoren erworben werden. Sie umfassen die 

Aufrechterhaltung des proliferativen Signals, die Umgehung von Wachstumsstoppern, die Ab-

wehr des Zelltods, die Ermöglichung der replikativen Unsterblichkeit, die Induktion der Angi-

ogenese und die Aktivierung der Invasion und Metastasierung [1]. 

Die Krebsimmuntherapie basiert darauf, dass Tumorzellen als nicht-körpereigene Zellen er-

kannt werden. Dadurch können sie von einem aktivierten Immunsystem effektiv angegriffen 

werden [2]. 

Mit Hilfe von antigenpräsentierenden Zellen werden Tumorzellen vom Immunsystem erkannt. 

Sie ermöglichen die Erkennung von eingedrungenen Erregern oder veränderten Körperzellen 

und leiten so deren wirkungsvolle Beseitigung durch eine spezifische Immunantwort ein. Dabei 

hat die Antigenpräsentation eine wesentliche Funktion. Sie kann die Aktivierung von T-Lym-

phozyten auslösen. 

Eine Bindung von PD-L1 an PD-1 hemmt die Immunantwort. PD-L1 wird von manchen Tu-

moren verstärkt gebildet. Eine erhöhte Transkription der Zytokine IL-1a, IL-10, IL-27 und IL-

32g zusätzlich zu IFN-g ist mit der PD-L1-Proteinexpression assoziiert. Einige Zytokine wie 

IL-1a und IL -27 können in Kombination mit IFN-g eine additive oder synergistische Wirkung 

auf die PD-L1-Expression haben. Eine hohe Konzentration an PD-L1 in soliden Tumoren ist 

ein negativer Prognosemarker z. B. in Melanomen [3]. 

HNSCC ist eine immunsuppressive Erkrankung mit einer niedrigeren absoluten Lymphozyten-

zahl, einer beeinträchtigten Aktivität der natürlichen Killerzellen (NK) und einer schlechteren 

Antigenpräsentationsfunktion als bei gesunden Probanden [4][5][6][7][8]. Die Beeinträchti-

gung von Tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten hat einen starken Einfluss auf das klinische 

Ergebnis [9]. Zusätzlich wurden suppressive regulatorische T-Zellen (Tregs) im Tumormikro-

milieu mit dem Fortschreiten des HNSCC-Tumors in Verbindung gebracht [10]. Das Vorhan-

densein von CD8+-Lymphozyten in der Tumormikroumgebung wurde mit einer besseren Prog-

nose bei vielen Tumorarten, zum Beispiel beim kolorektalen Karzinom (CRC) und auch bei 

anderen soliden Krebsarten, in Verbindung gebracht. Diese sind derzeit auch ein wichtiges Ziel 

neuer Behandlungsstrategien [11]. 

Das Vorhandensein von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) hat sich kürzlich als prog-

nostischer Biomarker bei mehreren soliden Tumorarten herausgestellt. Die Quantifizierung und 
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Subtypisierung von TILs spiegelt die Immunantwort in der Tumormikroumgebung wieder [12]. 

Das Vorhandensein von TILs im TME ist häufig mit einem klinischen Ansprechen auf die ad-

juvante Therapie verbunden [13][14][15]. 

HPV-positive Tumoren im Kopf- und Halsbereich stellen aufgrund ihrer intrinsischen Immu-

nogenität und der zusätzlichen Immunantwort, die als Reaktion auf das Virus selbst ausgelöst 

wird, ein besonders attraktives Ziel für die Krebsimmuntherapie dar. HPV-positive Tumoren 

überexprimieren E6 und E7, die vom Immunsystem als nicht-selbst-Antigene erkannt werden. 

Daher sind HPV-positive Tumore ideale Ziele für impfstoffbasierte Immuntherapien [16][17]. 

Diese Immuntherapien fallen in verschiedenen Klassen, darunter Checkpoint-Inhibitoren, Lym-

phozyten-aktivierende Zytokine, CAR-T-Zellen und andere Zelltherapien, agonistische Anti-

körper gegen co-stimulierende Rezeptoren, Krebsimpfstoffe, onkolytische Viren sowie bispe-

zifische Antikörper [18]. Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI) sind monoklonale Antikörper, 

die auf das cytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4), das programmierte Zelltod-

Protein-1 (PD-1) oder den PD-1-Liganden (PD-L1) abzielen. Es gibt mehrere Studien zu ver-

schiedenen Stufen der HNSCC-Abgrenzung unter Verwendung von Kombinationen der Im-

mun-Checkpoint-Inhibitoren mit Chemotherapie oder Strahlentherapie [19][20]. ICI sind für 

die Behandlung von bösartigem Melanom, nicht-kleinzelligem Lungenkrebs, klassischem Ho-

dgkin-Lymphom, Plattenepithelkarzinom in Kopf und Hals, Urothelkarzinom und Nierenzell-

karzinom zugelassen. Ipilimumab, Tremelimumab, Pembrolizumab, Nivolumab, Atezolizu-

mab, Durvalumab und Avelumab sind Beispiele für ICI. Beispiele für gute 

Gesamtansprechraten (ORR) sind der nicht-kleinzellige Lungenkrebs (NSCLC) (15 %)und 

HNSCC (12 %–25 %)[21]. 

Im Jahr 2012 führten Topalian et al. eine große zulassungsrelevante Phase-1-Nivolumab-Studie 

durch, an der Patienten mit verschiedenen fortgeschrittenen soliden Tumoren teilnahmen. Diese 

Studie zeigte einen Effekt der PD-L1-Immuntherapie bei Melanomen, Nierenzellkarzinomen 

(RCC) und NSCLC, während bei metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakrebs und me-

tastasiertem Kolorektalkarzinom (mCRC) keine Aktivität beobachtet wurde. Von den geteste-

ten Patienten exprimierten 60 % der Tumoren > 5 % PD-L1. Die Patienten mit > 5 % PD-L1-

Expression hatten eine Gesamtansprechrate von 36 % im Vergleich zu den Patienten mit nega-

tiver PD-L1-Expression, die eine Gesamtansprechrate von 0 % hatten [22]. Die von den Tu-

morzellen erworbenen Mutationen verändern häufig die Proteinfunktion und Expression, was 

zur Bildung von Neoantigenen führt. Sie werden auf der Oberfläche der Tumorzellen expri-

miert. T-Zellen erkennen diese Neoantigene und lösen eine Antitumorreaktion aus. Daher spielt 
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die durch eine hohe Mutationslast vermittelte Neoantigenlast eine Schlüsselrolle bei Antitu-

morimmunreaktionen. 

Nivolumab (Opdivo), ein weiterer PD-1-Immun-Checkpoint-Hemmer, ist von der FDA als Mo-

notherapie zur Behandlung von rezidivierendem oder metastasiertem HNSCC, die nach einer 

platinbasierten Chemotherapie Rekurrenz gezeigt haben, zugelassen. Diese Zulassung basierte 

auf Daten aus der CheckMate 141-Studie (NCT02105636). Die Daten zeigten, dass Patienten 

mit Fortschreiten der Erkrankung nach einer platinbasierten Chemotherapie ein signifikant län-

geres OS (7,5 Monate) mit Nivolumab als mit einer Standardtherapie (5,1 Monate; HR 0,70; 

95%-KI, 0,53–0,92) besaßen. Die Europäische Kommission genehmigte 2017 Nivolumab zur 

Behandlung der gleichen Patientenpopulation und kurz danach Pembrolizumab-Monotherapie 

zur Behandlung des rezidivierenden oder metastasierten HNSCC bei Erwachsenen, deren Tu-

moren PD-L1 in ≥ 50 % der Tumorzellen exprimieren und während oder nach einer platinhal-

tigen Chemotherapie fortgeschritten sind. Erste Ergebnisse für die Phase-3-KEYNOTE-048-

Studie (NCT02358031) zur Untersuchung von Pembrolizumab als Erstlinientherapie zur Be-

handlung von Patienten mit rezidivierten und metastasierten (R/M) HNSCC wurden auf dem 

Kongress der Europäischen Gesellschaft für Medizinische Onkologie (ESMO) 2018 vorge-

stellt. Im Februar 2019 genehmigte die FDA einen neuen Zulassungsantrag für Pembrolizumab 

als Monotherapie oder in Kombination mit Platin und 5-Fluorouracil (5-FU) für die Erstbe-

handlung von Patienten mit rezidivierendem oder metastasiertem HNSCC [23]. Vor Kurzem 

wurde von der FDA ein Anti-Programmed-Death-1-Wirkstoff zur Behandlung von Patienten 

mit rezidivierendem oder metastasierendem HNSCC mit Fortschreiten der Krankheit während 

oder nach einer platinbasierten Therapie zugelassen [23]. Dieser zeigte eine dauerhafte objek-

tive Ansprechrate mit einem guten Sicherheitsprofil und einer guten Lebensqualität. 

Obwohl die Immuncheckpunktblockade im HNSCC vielversprechende Ergebnisse gezeigt hat, 

ist der Prozentsatz der darauf ansprechenden Tumore sehr begrenzt. 

In der KEYNOTE-012-Studie wurde die Immuntherapie mit PD-1 und PD-L1-Inhibitor Pemb-

rolizumab in R/M HNSCC untersucht. In dieser Multikohorten-Phase-I-Studie erhielten 132 

Patienten mit R/M-HNSCC Pembrolizumab. Die objektive Ansprechrate betrug 18 %. Die Re-

aktionen wurden unabhängig vom HPV-Status der Patienten beobachtet. Die Ergebnisse von 

KEYNOTE-012 wurden in der KEYNOTE-055--Studie bestätigt, einer Phase-II-Studie, die 

sich ausschließlich auf Patienten mit Progression einer Erkrankung an R/M-HNSCC nach der 

Behandlung mit Platin und Cetuximab konzentrierte. In dieser Studie erhielten 171 Patienten 

Pembrolizumab. Die allgemeine Ansprechrate in dieser stärker vorbehandelten Gruppe betrug 
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16 %. Während diese Daten für die Minderheit der Patienten, die auf Immuntherapie anspre-

chen, sehr interessant sind. Über 80 % der Patienten mit metastasierendem HNSCC sprachen 

nicht auf die PD-1-Blockade an. Es gibt zwei Schlüsselwege, um die Ergebnisse der Immun-

therapie im HNSCC zu verbessern :rationale kombinierte Immuntherapieansätze und verbes-

serte Biomarker, um die Patientenauswahl zu unterstützen [24]. 

Sowohl Nivolumab als auch Pembrolizumab sind für die Behandlung von Patienten mit R/M-

HNSCC mit Fortschreiten der Erkrankung während oder nach einer platinbasierten Therapie 

zugelassen, ohne dass ein Biomarker-Test erforderlich ist. Dies unterstreicht die Bedeutung der 

Entwicklung prädiktiver Biomarker, um besser bestimmen zu können, wer von der Behandlung 

mit Anti-PD-1/PD-L1-ICIs profitieren wird. Spezifische prognostische Biomarker, die im 

HNSCC evaluiert wurden, umfassen die Expression von PD-L1, die Tumormutationslast 

(TMB) und die Immungensignaturen sowohl im Tumor als auch im umgebenden Gewebe. Mit 

dem Nachweis, dass sich die PD-L1-Positivität für Populationen mit klinischem Nutzen anrei-

chert, wurde der bisher größte Schwerpunkt auf die PD-L1-Expression im Tumor und in ver-

schiedenen Immunzellen gelegt. Die Identifizierung anderer prädiktiver Biomarker ist jedoch 

erforderlich, um das Ansprechen bei größeren Patientenpopulationen zu verbessern [23]. 

In Verbindung mit dem Checkpoint-Inhibitor Pembrolizumab wurden zwei biologisch wichtige 

Biomarker, PD-L1 und Mismatch Repair Deficiency, von der FDA zugelassen. Die Tumormu-

tationslast (TMB), ein weiterer vielversprechender Biomarker, tritt bei mehreren Tumorarten 

auf und wird möglicherweise bald auch genehmigt. TMB ist ein gutes Maß für die Beurteilung 

der Neoantigenlast, ist einfach zu messen und in der Klinik anzuwenden. Obwohl nicht alle 

Mutationen zu Tumor-immunogenen Peptiden führen können, beeinflusst ihre Anzahl die 

Menge der möglicherweise produzierten Neoantigene. Somit kann TMB entweder als Prädiktor 

für den klinischen Nutzen oder als Prognosefaktor dienen. Kürzlich haben Yarchoan et al. die 

Daten aus mehreren klinischen Studien mit PD-1 und PD-L1 analysiert und fanden eine signi-

fikante Korrelation zwischen TMB und der objektiven Ansprechrate (p < 0,001) auf die Im-

muntherapie bei 27 soliden Tumortypen [25]. 

In der hier vorgelegten Studie kombinierten wir die histomorphologische Bewertung und mo-

lekulare Analyse der Immunmikroumgebung in der TCGA-HNSCC-Kohorte. Durch Analyse 

digitaler HE-gefärbter Objektträger wurde eine Methode zur Klassifizierung von Tumor-infilt-

rierenden Lymphozyten (TILs) im intraepithelialen Kompartiment (ieTILs, vorhanden vs. nicht 

vorhanden) und im Stromakompartiment (strTILs, hoch vs. niedrig) etabliert. Zusätzlich wurde 
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unter Verwendung der Bioinformatik-Methode MCP-counter die Häufigkeit von acht spezifi-

schen Immunzellpopulationen aus RNAseq-Daten geschätzt [26]. TIL-Status, Immunzellpopu-

lationen und PD-L1-mRNA-Expressionslevel wurden auf Korrelation mit klinisch-pathologi-

schen Tumoreigenschaften und Überleben untersucht. 
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2 Methodik 

2.1 Studienkohorte 

Unsere Studienkohorte bestand aus 518 therapienaiven HNSCC-Tumoren, die im Rahmen des 

TCGA-Projekts profiliert wurden. Für 451 Tumoren standen digitalisierte, HE-gefärbte 

Schnitte und für 510 Tumoren Genexpressionsdaten zur Verfügung. Die klinischen Daten der 

Tumoren wurden vom GDAC Firehose-Portal (gdac.broadinstitute.org) heruntergeladen. Die 

molekularen Daten wurden vom cBioPortal (www.cbioportal.org) heruntergeladen. Die digita-

len Objektträger wurden online (cancer.digitalslidearchive.net) angezeigt und ausgewertet. Der 

HPV-Status der Tumoren (96 HPV+, 420 HPV– und 2 intermediäre/unbekannte Fälle) war aus 

der Tabelle der klinischen Daten ersichtlich. Die Proben wurden unter Verwendung einer em-

pirischen Definition von > 1000 kartierten RNA-Sequenzierungs- (RNA-Seq) Reads als HPV+ 

klassifiziert, wobei hauptsächlich die viralen Gene E6 und E7 angeglichen wurden, wie in der 

entsprechenden TCGA-Veröffentlichung beschrieben. 

2.2 TILs Quantifizierung 

Digitale HNSCC-Objektträger wurden auf das Vorhandensein von intraepithelialen TILs 

(ieTILs) und stromalen TILs (strTILs) untersucht. Die Konzentration beider Arten von TILs 

wurde getrennt semiquantitativ bewertet und in die vier Dichten "abwesend", "niedrig", "mittel" 

und "hoch" eingeteilt (Abb. 1c-f). Dabei wurde der gesamte Gewebeschnitt ausgewertet und in 

Regionen unterteilt, die in Bezug auf den Grad der TIL-Infiltration homogen waren. Entspre-

chend den vier Dichten der TIL-Infiltration erhielten wir vier Prozentwerte x1, x2, x3 und x4, 

die sich zu 100 % der Tumorbereiche (ieTILs) bzw. der Stromabereiche (strTILs) aufsummier-

ten. Anschließend wurde die Gesamtzahl der ieTILs und der strTILs mit der Formel S = (0∗x1 

+1∗x2 +2∗x3 +4∗x4)∕4 berechnet. Die Punkte der ieTILs und die Punkte der strTILs zeigten 

klare bimodale Verteilungen. Daher führten wir Cut-Off-Punkte ein, um die beiden Vertei-

lungsmoden zu trennen, und analysierten beide Marker als binäre Variablen: Für ieTILs führten 

wir einen Trennpunkt von 0 ein, um Fälle mit intraepithelialen TILs (n = 277) von Fällen ohne 

intraepitheliale TILs (n = 176) zu trennen (Abb. 1a). Für strTILs haben wir einen Cut-Off-Punkt 

von 40 eingeführt, um Fälle mit einer hohen Anzahl an strTILs (n = 236) von Fällen mit einer 

niedrigen Anzahl an strTILs (n = 215) zu trennen (Abb. 1b). 
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Abbildung 1: Bewertung und Klassifizierung von ieTILs und strTILs im HNSCC. TILs wurden mit S = (0∗x1 

+1∗x2 +2∗x3 +4∗x4)∕4 bewertet, wobei x1, x2, x3 und x4 die Anteile mit fehlender, niedriger, 

mittlerer und hoher TIL-Dichte im Tumorkompartiment darunter waren berücksichtigt (x1 + x2 + 

x3 + x4 = 100%). a Einteilung in "ieTIL vorhanden" (S > 0) und "ieTILs nicht vorhanden" (S = 0) 

Tumoren. b Einteilung in „strTIL high“ (S ≥ 40) und „strTIL low“ (S < 40) Tumoren. c-f Reprä-

sentative Beispiele für Tumorregionen mit fehlender, niedriger, mittlerer und hoher strTIL-Dichte 

(Ausschnitte von digitalen Objektträgern aus TCGA-HNSCC). 

2.3 Molekulare Tumorparameter 

Die Abundanz zehn verschiedener Zellpopulationen in der Tumor-Mikroumgebung (T-Zellen, 

CD8-T-Zellen, zytotoxische Lymphozyten, B-Zellen, NK-Zellen, monozytische Linie, 

myeloide dendritische Zellen, Neutrophile, Endothelzellen und Fibroblasten) wurde aus RNA-

seq-Daten mittels des Algorithmuses MCP-counter [26] geschätzt. Für einige der Analysen 

wurden Zellpopulationen und PD-L1-mRNA-Expression unter Verwendung des Medianwerts 

als Cut-Off-Punkt dichotomisiert ("hoch" vs. "niedrig"). 

c Absent(strTILs d Low(strTILs

f High(strTILse Intermediate(strTILs

a b

strTILs: abwesend strTILs: niedrig 

strTILs: intermediär strTILs: hoch 
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Die zytolytische Aktivität (CYT) wurde als Mittelwert der GZMA- und PRF1-Expression de-

finiert. Die Tumormutationslast (TMB) wurde berechnet als die Anzahl der exonischen, nicht-

synonymen somatischen Mutationen in den WES-Daten (eingeschlossene Variantenklassen: 

Missense_Mutation, Nonsense_Mutation, Frame_Shift_Del, Frame_Shift_Ins, In_Frame_Del, 

In_Frame_Ins, Translation_Start_Site_Site, Nonstop_Ins). Die klonale Diversität wurde durch 

die Mutanten-Alleltumor-Heterogenität (MATH) quantifiziert mittels der bioinformatischen 

Methode. 

2.4 Statistiche Datenanalyse 

Die statistische Modellierung und die Berechnung der p-Werte wurde mit SPSS 25 durchge-

führt. Korrelationen der molekularen Parameter mit den klinisch-pathologischen Kohortenei-

genschaften wurden mittels des Fisher-Tests und des Welch-t-Tests auf Signifikanz getestet. 

Eine univariate Überlebensanalyse wurde unter Verwendung von Kaplan-Meier-Kurven, Cox-

Proportional-Hazard-Modellen und dem Log-Rank-Test durchgeführt. Bivariate und multiva-

riate Überlebensanalysen wurden mit Cox-Proportional-Hazard-Modellen und dem Wald-Test 

durchgeführt. Die multivariate Überlebensanalyse umfasste die Korrektur für Alter (kontinu-

ierliche Variable), HPV-Status, Raucherstatus, Tumorstadium (Stadien I-III vs. IV), Tumorgrad 

(G1/G2 vs. G3/G4) und Tumorlokalisation (kategoriale Variablen). Zwei Abbildungen wurden 

unter Verwendung der statistischen Sprache R erzeugt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant 

angesehen. 
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3 Ergebnisse 

Die Studienkohorte bestand aus 518 nicht-vorbehandelten primären HNSCC. Der HPV-Status 

war bei 96 Tumoren positiv, bei 420 Tumoren negativ und konnte bei zwei Tumoren nicht 

bestimmt werden. Für die statistische Analyse wurden die Tumorstadien in I-III oder IV, der 

Tumorgrad wurde in G1/G2 oder G3/G4 und die Tumortopographie in zwei Hauptlokalisatio-

nen (lymphoepitheliale Gewebe oder andere Gewebe) eingeteilt. lymphoepitheliale Gewebe 

(Mandel und Zungengrund) zeigten die höchste TIL-Infiltration aller Lokalisationen. Die TIL-

Bewertung war für 451 Tumoren möglich, für die HE-Objektträger verfügbar waren. TILs wur-

den getrennt im intraepithelialen Kompartiment (vorhanden vs. nicht vorhanden) und im Tu-

morstroma (hoch vs. niedrig) ausgewertet. RNA-Seq-Daten lagen für 510 Tumoren vor und 

wurden verwendet, um die Abundanz von zehn Zellpopulationen (Endothelzellen, Fibroblasten 

und acht Arten von Immunzellen) in der Tumormikroumgebung zu quantifizieren. 

3.1 Immunologische und klinisch-pathologische Tumoreigenschaften 

Intraepitheliale TILs (ieTILs) waren in 277 Tumoren (61,4 %) vorhanden und stromale TILs 

(strTILs) waren in 236 Fällen (52,3 %) hoch. Die Korrelation zwischen ieTILs und strTILs war 

positiv und hoch signifikant (p < 0,001). Die Bewertung von ieTILs und strTILs stimmte in 274 

Fällen (60,8 %) überein. Andererseits waren in 109 Fällen (24,2 %) ieTILs vorhanden, während 

strTILs niedrig waren und in 68 Fällen (15,1 %) waren strTILs hoch, während ieTILs fehlten. 

Eine signifikante Assoziation von ieTILs und strTILs wurde auch in der Untergruppe der HPV-

negativen Tumoren beobachtet (62,3 %, p < 0,001), jedoch nicht in der Untergruppe der HPV-

positiven Tumoren (Koinzidenz = 51,5 %). 

Wir korrelierten den ieTILs, strTILs, T-Zellen und PD-L1-Status mit den klinisch-pathologi-

schen Kohortenmerkmalen. In HPV-positiven Tumoren wurde eine höhere Abundanz von 

ieTILs und T-Zellen als in HPV-negativen Tumoren gefunden (76,8 % vs. 58,2 %; p = 0,01 und 

69,1 % vs. 45,7 %, p <0,001), während die Häufigkeit von strTILs nicht mit dem HPV-Status 

assoziiert war. und die Höhe der PD-L1-Expression nicht mit dem HPV-Status assoziiert war 

(Abb. 2a). 

T-Zellen korrelierten signifikant (p < 0,0001) mit der Tumorlokalisation, während für ieTILs, 

strTILs und PD-L1-mRNA keine signifikanten Korrelationen mit der Tumorlokalisation beo-

bachtet wurden. Insbesondere war die Infiltration mit T-Zellen bei Tumoren in den lympho-

epithelialen Geweben (Tonsille und Zungengrund) häufig höher als in anderen Geweben 

(78.1% vs. 46.3%, p <0,001, Abb. 2b). 
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Die PD-L1-mRNA wurde im Vergleich zu rauchenden Patienten häufiger bei Nichtrauchern 

hoch exprimiert (58,8 % gegenüber 45,6 %, p = 0,005). Tumoren im niedrigen Stadium (I-III) 

wiesen im Vergleich zu fortgeschrittenem Stadium IV häufiger eine hohe Abundanz von 

strTILs (59,9% vs. 47,4%, p = 0,01) und häufiger eine hohe PD-L1-mRNA-Expression (55,8 % 

vs. 46,3 %, p = 0,046) auf. Das Vorhandensein von ieTILs und hohe Konzentrationen von T-

Zellen korrelierten positiv mit einem hohen Tumorgrad (p = 0,025 und p = 0,04). 

 
 

 

Abbildung 2: Abhängigkeit der Immunzelleninfiltrate und Gewebebiomarker vom HPV-Status und Gewebetyp. 

a Prozentzahl der positiven Fälle bei HPV+ Tumoren im Vergleich zu HPV- Tumoren. b Prozent-

zahl der positiven Fälle bei Tumoren in lymphoepithelialem Gewebe (Tonsille und Zungengrund) 

im Vergleich zu Tumoren der anderen Gewebe (Pharynx, Larynx, Mund, andere Teile der Zunge). 

ieTILs = inter-epitheliale tumorinfiltierende Lymphozyten. strTILs = stromale tumorinfiltierende 

Lymphozyten. 

b 

a 
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3.2 Univariate Überlebensanalyse 

Als nächstes analysierten wir die prognostischen Auswirkungen des ieTIL-, TIL-, T-Zellen- 

und PD-L1-Status (Abb. 3). Tumoren mit hoher Anzahl an T-Zellen hatten ein signifikant bes-

seres DFS (HR = 0,8; p = 0,03) sowie ein signifikant besseres OS (HR = 0,82; p = 0,001) im 

Vergleich zu Tumoren mit niedriger Anzahl an T-Zellen. Tumoren mit nachweisbaren ieTILs 

hatten ein besseres DFS (HR = 0,66; p = 0,015) im Vergleich zu Tumoren ohne ieTILs, aber 

die Auswirkung auf das OS war nicht signifikant. Weder der strTIL-Status noch der PD-L1-

Status waren mit einem signifikanten Unterschied des DFS oder OS verbunden. 

Wir untersuchten weiterhin die prognostische Relevanz der Immunmarker, wobei HPV-

negative und HPV-positive Tumoren separat betrachtet wurden. Intraepitheliale TILs blieben 

dabei ein positiver Prognosefaktor für DFS in der HPV– Untergruppe (HR = 0,68; p = 0,04), 

jedoch nicht in der HPV+ Untergruppe. Stromale TILs zeigten keine prognostische Bedeutung 

bei HPV- oder HPV+ Tumoren. Hohe T-Zellwerte waren bei HPV+ Tumoren positiv mit DFS 

und OS assoziiert (HR = 0,2; p = 0,001 und HR = 0,21 p < 0,001) und zeigten einen Trend zu 

besserem OS bei HPV− Tumoren (HR = 0,79; p = 0,1). 

Darüber hinaus analysierten wir die prognostische Bedeutung von 14 kontinuierlichen Variab-

len, einschließlich der Niveaus von zehn spezifischen Zellpopulationen, die durch MCP-

Counter [19] geschätzt wurden. Die meisten Immunzellpopulationen waren positive Prognose-

marker bei HNSCC, sowohl bei HPV- Tumoren als auch bei HPV+ Tumoren. Unter diesen 

waren T-Zellen die signifikantesten Marker in der gesamten HNSCC Kohorte (DFS: HR = 0,8; 

p = 0,003; OS: HR = 0,82; p <0,001). T-Zellen waren auch in HPV-positiven Tumoren signifi-

kant prognostisch (DFS: HR = 0,65; p = 0,004; OS: HR = 0,58; p <0,001), jedoch nicht in HPV-

negativen Tumoren. Hohe zytolytische Aktivität (CYT) und PD-L1-mRNA waren positive 

Prognosemarker im HPV-positiven HNSCC, jedoch nicht in der gesamten HNSCC Kohorte 

und nicht in HPV-negativen HNSCC. Die Abundanz von Endothelzellen war ein positiver 

Prognosefaktor bei HPV-negativen HNSCC (DFS: HR = 0,67; p = 0,002; OS: HR = 0,83; p = 

0,08), aber ein negativer Prognosefaktor bei HPV-positiven HNSCC (DFS: HR = 1,7; p = 0,09; 

OS: HR = 2,06; p = 0,01). 

3.3 Multivariate Überlebensanalyse 

IeTILs, strTILs, T-Zellen und die PD-L1-Expression wurden unabhängig von klinisch-patho-

logischen Tumoreigenschaften auf ihre prognostische Auswirkung analysiert. Intraepitheliale 

TILs, die in der univariaten Analyse von DFS signifikant prognostisch waren, zeigten einen 
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nicht-signifikanten Trend zu einer besseren Prognose in der multivariaten Analyse von DFS 

(HR = 0,77; p = 0,15). Stromale TILs, die einen Trend zu einer besseren Prognose bei der 

univariaten Analyse von OS zeigten, waren bei der multivariaten Analyse von OS signifikant 

prognostisch (HR = 0,74; p = 0,04). T-Zellen, die in den univariaten Analysen von OS und DFS 

positiv prognostisch waren, blieben in der multivariaten Analyse von DFS (HR = 0,87; p = 

0,08) grenzwertig signifikant und in der multivariaten Analyse von OS (HR = 0,85; p = 0,01) 

signifikant. Die PD-L1-mRNA-Expression zeigte weder in univariaten noch multivariaten Ana-

lyse signifikante Assoziationen mit DFS oder OS. 

Um die Beiträge des Vorhandenseins von Immunzellinfiltraten und der PD-L1-Expression zur 

Prognose zu analysieren, führten wir eine bivariate Analyse von ieTILs, strTILs oder T-Zellen 

und PD-L1-mRNA-Expression durch. Während die PD-L1-mRNA-Expression in der univari-

aten Analyse keine signifikante Auswirkung auf die Prognose zeigte, war diese in der gemein-

samen Analyse mit T-Zellen ein negativer Marker für DFS (HR = 1,13; p = 0,03) und OS (HR 

= 1,12; p = 0,02). 

PD-L1 blieb in multivariaten Analysen zusammen mit T-Zellen sowie mit Alter, HPV-Status, 

Raucherstatus, Tumorstadium, Tumorgrad und Tumorlokalisation signifikant (DFS: HR = 1,17; 

p = 0,01; OS: HR = 1,14; p = 0,01). In allen bivariaten und multivariaten Analysen zusammen 

mit der PD-L1-Expression war die Abundanz der T-Zellen ein starker positiver Prognosemarker. 
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Abbildung 3: Immunzellinfiltrate als positiver prognostischer Marker für HNSCC (TCGA-Kohorte). a, b In-

traepitheliale TILs waren ein signifikanter positiver Prognosemarker für DFS, jedoch nicht für OS. 

c, d Stromale TILs zeigten einen Trend zu einer besseren Prognose für OS, jedoch nicht für die 

DFS. e, f Die Abundanz von T-Zellen (geschätzt aus mRNA-Expressionsdaten unter Verwendung 

des MCP-Zählers, Schnittpunkt: Median) war ein signifikanter positiver prognostischer Marker 

sowohl für DFS als auch für OS. g, h Die PD-L1-mRNA-Expression (Schnittpunkt: Median) kor-

relierte nicht mit DFS und OS. 

3.4 Korrelationsanalyse 

Schließlich untersuchten wir die Assoziationen zwischen den Immunbiomarkern (Abb. 4). T-

Zellen waren in Tumoren mit starker strTIL-Infiltration (Fold Change = 1,4; p = 1,8e-06) und 

in Tumoren mit vorhandenen ieTILs (Fold Change = 1,4; p = 0,00012) erhöht. Die PD-L1-

Expression war in Tumoren mit starker strTIL-Infiltration (Fold Change = 1,6; p = 6,8e-05) 

erhöht, hing jedoch nicht von der Anwesenheit von ieTILs ab. Die PD-L1-Expression korre-

lierte signifikant mit dem Ausmaß der T-Zell-Infiltration (R = 0,44; p = 1e-22). Diese Korrela-

tion war auch in der Untergruppe der HPV+ Tumoren (R = 0,38; p = 0,0014) sowie in der 

Untergruppe der HPV− Tumoren (R = 0,47; p = 6,2e-22) hoch signifikant. Der Grad an T-Zell-

Infiltration war in HPV+ höher als in HPV− Tumoren (Fold Change = 1,73; p = 2,7e-05), wäh-

rend die PD-L1-mRNA-Expression zwischen HPV+ und HPV−Tumoren nicht signifikant un-

terschiedlich war. 
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Abbildung 4: Beziehung zwischen TILs, T-Zell-Häufigkeit und PD-L1-mRNA-Expression in HNSCC (TCGA-

Kohorte). a, b T-Zellen waren erhöht, wenn strTILs hoch waren oder ieTILs vorhanden waren. c, 

d Die PD-L1-Expression war erhöht, wenn die strTILs hoch waren, hing jedoch nicht von der 

Anwesenheit von ieTILs ab. e Assoziation der PD-L1-Expression mit der T-Zell-Häufigkeit. PD-

L1 korrelierte positiv mit T-Zellen in HPV- Tumoren (R = 0,47), in HPV+ Tumoren (R = 0,38) 

und in allen Tumoren (R = 0,44). Beim Vergleich von HPV+ und HPV– Tumoren waren die T-

Zell Expression erhöht (Fold Change = 1,73; p = 2,7E - 05), während sich die PD-L1-mRNA-

Expressionslevels nicht signifikant unterschieden. 
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4 Diskussion 

Wir haben den Zusammenhang zwischen dem klinischen Ergebnis und der Infiltration mit Im-

munzellen in einer großen Kohorte von klinisch und molekular gut charakterisierten HNSCC 

untersucht. Unsere Studie ist die erste Studie, die histomorphologische Muster der Immun-

zellinfiltration (TILs) und mRNA-Expressionsdaten von Immungenen im HNSCC integriert. 

Die TILs wurden durch histomorphologische Auswertung digitaler HE-gefärbter Objektträger-

bilder analysiert und ihre räumliche Verteilung wurde getrennt für ieTILs und strTILs bewertet. 

IeTILs und strTILs war bei der Mehrzahl der Tumoren (61%) identisch, bei den restlichen 39% 

der Fälle jedoch unterschiedlich. Die Häufigkeit von acht Arten von Immunzellen und zwei 

Arten von Stromazellen im TME wurde aus RNA-Seq-Daten mittels Verwendung der bioinfor-

matischen Methode MCP-Zähler geschätzt [26]. Insbesondere wurde die Häufigkeit von T-Zel-

len als Mittelwert der Expression von 16 Genen, darunter CD3D, CD3G und CTLA4, geschätzt. 

Zusätzlich wurde die PD-L1-mRNA-Expression analysiert. 

HPV-positive HNSCC weisen ein von HPV-negativen HNSCC verschiedenes Risikoprofil und 

eine unterschiedliche Pathophysiologie auf. Diese Krankheit ist im Vergleich zu HPV-

negativen Tumoren auch durch eine spezifische biologische und klinische Darstellung gekenn-

zeichnet. Klinisch weisen HPV-positive Tumoren meist ein niedriges T-Stadium auf, jedoch 

oft mit einem Befall von Lymphknoten (N+). Folglich wird die Mehrzahl dieser Tumoren in 

einem lokal fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Patienten mit HPV-positivem HNSCC 

sind tendenziell jünger als Patienten mit HPV-negativen Tumoren mit einem Altersunterschied 

von 4 bis 10 Jahren. Rauchen und Alkoholmissbrauch sind bei Patienten mit HPV positiven 

Tumoren weniger häufig als bei Patienten mit HPV negativen Tumoren [27]. 

HPV positive und HPV negative HNSCC Tumoren gehören zu den am stärksten immuninfil-

trierten Tumorarten und weisen den höchsten Grad an Treg-Infiltration auf. Diese Tumoren 

könnten von einer Immuntherapie profitieren, die auf Treg abzielende Ansätze einschließt [28]. 

Eine höhere Immunaktivität bei HPV+ Tumoren im Vergleich zu HPV− Tumoren zeigte sich 

durch eine höhere Anzahl von Tumoren mit ieTILs (77 % vs. 58 %) und eine höhere Abundanz 

von T-Zellen(69 % vs. 46 %). Im Gegensatz dazu waren strTILs und die PD-L1-mRNA-

Expression zwischen HPV+ und HPV– Tumoren nicht signifikant unterschiedlich. 

Eine umfassende Metaanalyse des prognostischen Werts der an HE-Schnitten ausgewerteten 

TILs wurde für HNSCC-Patienten bisher nicht durchgeführt. Metaanalysen für Patienten mit 
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Lungenkarzinom und Mammakarzinom zeigten jedoch, dass hohe TIL-Zahlen mit einem güns-

tigen Ergebnis bei beiden Krebsarten assoziiert waren [29]. 

Obwohl HPV-positive HNSCC häufig mit einer Lymphknotenmetastasierung einhergeht, sind 

Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben für diese Tumoren in der Regel länger als 

bei HPV-negativen Tumoren. Eine Hypothese ist, dass die Immunantwort gegen virale Anti-

gene die Elimination von Tumorzellen vorantreiben könnte [30][31]. In einer kürzlich durch-

geführten Studie wurde die Anzahl der TILs verwendet, um HPV+ Tumoren in verschiedene 

Risikogruppen einzuteilen, wobei die dichtesten Immuninfiltrate mit einer signifikant verbes-

serten Überlebensrate einhergingen. Insbesondere CD8+ und FOXP3+ T-Zellen waren positiv 

mit dem krankheitsspezifischen Überleben bei Patienten mit HPV+ Oropharynxkarzinom asso-

ziiert [14]. 

T-Zellen können bei Krebspatienten in zwei Gruppen eingeteilt werden: Tumor-infiltrierende 

T-Zellen und zirkulierende T-Zellen. Diese beiden Komponenten des T-Zell-Repertoires sind 

miteinander assoziiert, weisen jedoch unterschiedliche Verteilungen von Subklonen sowie un-

terschiedliche klinische Bedeutung auf. Es ist gut dokumentiert, dass die Anzahl oder der Anteil 

der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) mit einer besseren Prognose bei verschiedenen 

Krebsarten verbunden ist. Krebszellen können jedoch Wege finden, um der Immunantwort zu 

entgehen, indem sie TILs erschöpfen oder inaktivieren. Es ist daher wichtig, die T-Zell-Sub-

klone zu identifizieren, die Krebszellen effizient abtöten können, und zu versuchen, sie durch 

verschiedene Strategien zu verbessern [32]. 

Wir fanden, dass die T-Zell-Infiltration stark mit der Tumorlokalisation korrelierte (p < 0,001). 

Tumoren in Tonsillen sowie am Zungengrund hatten die höchste T-Zell-Infiltration (83 % und 

71 %). 

Große epidemiologische Studien haben gezeigt, dass die Mandeln die häufigste Lokalisation 

für Oropharynxkarzinome sind [33]. Die neue WHO-Klassifikation unterteilt Mandelkarzi-

nome in zwei verschiedene morphologische Gruppen: HPV-positive und HPV-negative. Die 

Prognose des Mandelkarzinoms hängt vom HPV-Status des Tumors ab. HPV-positive Tumoren 

wiesen ein 5-Jahres-Gesamtüberleben von 71 % gegenüber 46 % bei HPV-negativen Erkran-

kungen auf [34]. 

In der Studienkohorte war die PD-L1-mRNA-Expression bei Nichtrauchern höher (59 %) als 

bei Rauchern (46 %), während die anderen Immunmarker nicht mit dem Raucherstatus in Zu-

sammenhang standen. Unter Verwendung des von Alexandrov definierten Mutations-Signatur-
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Frameworks wurde gefunden, dass der Anteil der Mutationsprozesse in jedem auf Tabak-Rau-

chen zurückgeführten Tumor umgekehrt mit dem Level an T-Zell-Infiltration, Immunzell-In-

filtration und IFN & gamma Signalisierung korrelierte [35]. Die CHECKMATE-141-Studie zu 

Nivolumab berichtete einen geringeren Überlebensvorteil bei Rauchern im Vergleich zu Nicht-

rauchern [36]. 

Es wurde gezeigt, dass die Expression von PD-L1 auf der Membran von Tumor- und Immun-

zellen mit erhöhten objektiven Ansprechraten auf den Immun-Checkpoint-Inhibitor zusammen-

hängt [37]. 

Die Stärke der Assoziation mit dem Patientenüberleben wurde für die zwei histomorphologi-

schen Immunmarker (ieTILs und strTILs) und für die zwei auf mRNA-Expression basierenden 

Immunmarker (T-Zellen und PD-L1) verglichen. Für alle vier Marker wurde eine dichotomi-

sierte Graduierung („hoch“ gegen „niedrig“) verwendet, um den Vergleich in Bezug auf HRs 

und p-Werte zu erleichtern. In univariaten Überlebensanalysen waren ieTILs und T-Zellen sig-

nifikante Prognosemarker, während strTILs grenzwertig und die Expression von PD-L1-

mRNA nicht signifikant waren. In der Studienkohorte war das Vorhandensein von ieTILs ein 

positiver Prognosefaktor für das DFS (HR = 0,66; p = 0,015) und in der HPV-negativen Unter-

kohorte (HR = 0,68; p = 0,04), jedoch nicht in der HPV-positiven Kohorte. Umgekehrt war die 

Abundanz von T-Zellen in der Studienkohorte (HR = 0,80; p = 0,03) und in der HPV-positiven 

Unterkohorte (HR = 0,20; p = 0,001) ein positiver Prognosefaktor für die DFS. Diese Faktoren 

zeigten in der HPV-negativen Unterkohorte hingegen keine prognostische Signifikanz. 

Bereits Ende der 1980er Jahre wurden bei oralen Krebspatienten signifikante Unterschiede in 

der Effektor-Funktion zwischen TILs und Lymphozyten aus dem peripheren Blut festgestellt 

[28]. In Übereinstimmung mit früheren Ergebnissen zeigte eine kürzlich durchgeführte Studie, 

dass TILs von HNSCC einen signifikant unterdrückten Tc1/TH1-Phänotyp im Vergleich zu 

CD8+ T-Zellen aus dem peripheren Blut passender Patienten aufwiesen. In Übereinstimmung 

mit diesen Befunden waren die für die Checkpoint-Rezeptoren wie CTLA-4, TIM-3 und PD-1 

positiven Subpopulationen in den Tregs innerhalb der Tumormikroumgebung im Vergleich zu 

den Tregs im zirkulierenden Blut häufiger signifikant. Tregs aus den TILs zeigten auch eine 

stärkere hemmende Wirkung als solche aus dem peripheren Blut [38]. In unserer Studie wurden 

zusätzlich zu tumorinfiltrierenden Lymphozyten und stromalen Lymphozyten auch Lympho-

zyten an der Invasionsfont ausgewertet. Diese Variable wurde später aus der Analyse heraus-

genommen, da nur eine Minderzahl (254 von 518 Fälle) von Gewebeschnitten der TCGA-

Kohorte Bereiche mit dem Tumorrand und angrenzenden Normalgewebe aufwies. Es ergab 
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sich für die auswertbaren Fälle keine signifikante Korrelation mit der Prognose. Da die Mehr-

zahl der analysierten Gewebeschnitte keine oder nur kleine Normalgewebebereiche aufwies, ist 

davon auszugehen, dass die gesamten oder der Großteil der zur Schätzung der Höhe der T-

Zellen-Infiltrate verwendeten Genexpression von TILs (und nicht von gewebeständigen Lym-

phozyten) stammt. Eine Unterscheidung verschiedener Lymphozytenarten ist nur durch im-

munhistologische Färbungen sicher möglich und daher außerhalb der Reichweite der derzeiti-

gen Studie an HE-Geweben. Die Frage nach einer verschiedenen Qualität von TILs und 

gewebeständigen Lymphozyteninfitraten kann daher durch die Studie nicht beantwortet wer-

den. 

In unsere Studie war die Korrelation zwischen ieTILs und strTILs positiv und signifikant (p 

< 0,001). Die Bewertung von ieTILs und strTILs stimmte in 274 Fällen (60,8 %) überein. Dar-

über hinaus haben wir in unsere Analyse festgestellt, dass Patienten mit Tumoren mit hohen 

Anzahlen an T-Zellen ein signifikant besseres DFS sowie ein signifikant besseres OS hatten als 

Patienten mit Tumoren mit geringen Zahlen von T-Zellen. Tumoren mit nachweisbaren ieTILs 

hatten ein besseres DFS im Vergleich zu Tumoren ohne ieTILs, aber die Auswirkung auf das 

OS war nicht signifikant. Hingegen war das Vorhandensein von strTILs grenzwertig mit einem 

besseren OS assoziiert, jedoch nicht mit dem DFS. Dies kann mit der unterschiedlichen Biolo-

gie der primären, rezidivierenden und metastasierten Erkrankung sowie mit unterschiedlichen 

Therapiestrategien in der adjuvanten und metastasierten Situation zusammenhängen. 

Eine kürzlich durchgeführte Studie untersuchte formalinfixiertes in Paraffin eingebettetes 

(FFPE) HNSCC Gewebe von 161 Patienten mit einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 48 

Monaten. Eine hohe CD3- oder CD8-Expression auf TILs wurde als unabhängiger Faktor für 

ein günstiges Gesamtüberleben, ein lokales progressionsfreies Überleben und ein Überleben 

ohne Fernmetastasen identifiziert. Unerwarteterweise war in einer kleinen Kohorte von Patien-

ten (n = 52) mit Karzinomen der Mundhöhle die Anzahl der CD4- oder CD8-T-Zellen nicht mit 

dem Gesamtüberleben assoziiert [39]. Im Gegensatz dazu ergab eine kürzlich durchgeführte 

größere retrospektive Studie mit 278 Patienten, dass erhöhte CD4 und CD8 TIL-Expression 

signifikante unabhängige prognostische Variablen waren [40]. Erhöhte CD4- und CD8-

Expression war mit günstigem Gesamtüberleben und rezidivfreies Überleben assoziiert. 

Es gibt verschiedene Bewertungsmethoden für die Beurteilung tumorinfiltrierender Lympho-

zyten (TILs). Die Bewertungsmethoden umfassen die Clark-Bewertung [41][42], das Bewer-

tungssystem des Melanoma Institute Australia [43], ein Bewertungssystem, das in der Studie 

von Saldanha et al. verwendet wurde [44], das Bewertungssystem, das in der TCGA-Studie 
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verwendet und von Park et al. modifiziert wurde [45] und das kürzlich von der "International 

Immuno-Oncology Biomarker Working Group" vorgeschlagene System für die Bewertung von 

TILs bei allen soliden Tumoren [46]. Im Vergleich zu unserem Bewertungssystem finden wir 

folgendes: Erstens kombiniert unserer System Vorteile der drei bereits publizierten Systeme 

und ermöglichte eine datengetriebene Festlegung der Schwellenwerte für die Klassifikationen 

“ieTILs present vs. Absent“ und “strTILs high vs. Low“. Zweitens ist unsere Methode unseres 

Wissens die erste, bei der ieTILs und strTILs im HNSCC getrennt quantifiziert werden. Die 

getrennte Auswertung erwies sich im Nachhinein als sinnvoll und sollte im HNSCC in Zukunft 

so durchgeführt werden, da sich in einer großen Zahl von Fällen (39,2 %) eine abweichende 

Bewertung ergab. 

Die Analyse des Transkriptoms wurde im TCGA-Projekt mittels RNA-Seq durchgeführt. Dabei 

gingen nicht nur die Tumorzellen, sondern das gesamte Tumormikromilieu inklusive Stroma-

zellen und Immunzellen in die Analyse ein. Die entsprechenden Genexpressiondaten können 

daher genutzt werden, um auf die Zusammensetzung des Tumormikromilieus zurückzuschlie-

ßen. 

In den letzten Jahren sind verschiedene Methoden entwickelt worden, die es erlauben aus Ge-

nexpressionsdaten die Abundanz von Immunzellen im Tumormikromilieu zu schätzen, zum 

Beispiel CIBERSORT und MCP-Counter. Die MCP-Counter-Methode ist mathematisch einfa-

cher und möglicherweise robuster (MCP-Counter basiert auf der Expression von Markergenen, 

während CIBERSORT maschinelles Lernen und Genexpressionssignaturen verwendet). 

Wir hatten die Möglichkeit, die gesamte TCGA-Kohorte (n = 510 Fälle mit verfügbaren RNA-

Seq-Daten) zu analysieren. Die größere Stichprobengröße ermöglichte Schichtanalysen nach 

HPV-Status, bei denen die T-Zell-Expression in der HPV-positiven Unterkohorte eine beson-

ders hohe Vorhersagekraft zeigte, während keine signifikante Assoziation der T-Zell-Expres-

sion mit dem Überleben in der HPV-negativen Unterkohorte bestand. In der univariaten Über-

lebensanalyse war die PD-L1-mRNA-Expression (als dichotomisierte Variable und als 

kontinuierliche Variable) weder für die DFS noch für das OS in der Studienkohorte prädiktiv. 

In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung empfahl eine kürzlich veröffentlichte Metaana-

lyse, die PD-L1-Proteinexpression nicht für die Überlebensvorhersage bei HNSCC-Patienten 

wegen unschlüssiger und inkonsistenter Ergebnisse in der Literatur zu verwenden [47]. In der 

Dynamik der Tumorprogression ist die Expression des Immun-Checkpoint-Regulators PD-L1 

auf Tumorzellen ein ungünstiger Schritt im Zusammenhang mit der Immunevasion [48]. In der 

Studienkohorte waren die PD-L1-mRNA und T-Zell-Level signifikant positiv korreliert 
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(R = 0,44). In bivariaten Modellen, die beide Variablen umfassten, war die PD-L1-mRNA-

Expression ein negativer prognostischer Marker für DFS und OS, während die T-Zell A-

bundanz ein positiver prognostischer Marker blieb. Darüber hinaus blieben beide molekularen 

Variablen prognostische Marker für DFS und OS in multivariaten Modellen mit beiden Mar-

kern und zusätzlichen klinisch-pathologischen Parametern (Alter, HPV-Status, Raucherstatus, 

Tumorstadium, Tumorgrad und Tumorlokalisation). In der Metaanalyse von Gu et al. war die 

PD-L1-Expression ein negativer Prognosefaktor bei Patienten mit geringer Infiltration mit 

CD8+-T-Zellen [47]. In Übereinstimmung damit sprechen unsere Ergebnisse dafür, dass im 

HNSCC die prognostische Relevanz der PD-L1-Expression zusammen mit dem gesamten im-

munologischen Tumorstatus einschließlich des Grades der T-Zell-Infiltration bewertet werden 

sollte. 

In der Studienkohorte waren T-Zellen und in etwas geringerem Maße CD8+-T-Zellen mit güns-

tigem DFS und OS assoziiert. 

In einer kürzlich durchgeführten Studie wurde festgestellt, dass die Infiltration von CD4+-, 

CD8+- und FOXP3+-T-Zellen mit dem verlängerten Überleben bei Patienten, die eine Chemo-

radiationstherapie erhielten, korrelierte [49]. Interessanterweise wurde bei Patienten, die ope-

riert wurden, nur eine leichte Verbesserung des Gesamtüberlebens bei Patienten mit hohen Zah-

len an CD8-Zellen festgestellt [50]. Zuvor wurde auch festgestellt, dass T-Zellen im peripheren 

Blut ebenfalls prognostischen Wert haben. In einem Review verschiedener Studien und Me-

taanalysen, die sich auf die prognostischen Werte von T-Zellen konzentrieren, scheint das Vor-

handensein von zytotoxischen CD8-T-Zellen in verschiedenen Tumorarten (Brustkrebs 25 Me-

taanalysen mit über 22000 Patienten, Darmkrebs Metaanalyse von 9 Studien, Ovarialkarzinom 

10 Studien mit 1815 Patienten, Nicht-kleinzelligem Lungenkrebs Metaanalyse mit über 86000 

Patienten, Melanom, HNSCC, Urothelkrebs, Hepatozelluläres Karzinom 2 Metaanalysen) mit 

einem verbesserten Überleben verbunden zu sein [51]. 

Aktuelle klinische Studien mit Immun-Checkpoint-Hemmern bei HNSCC haben vielverspre-

chende Ergebnisse gezeigt. In der Studie KEYNOTE-012 (NCT01848834) mit 192 Patienten 

mit rezidivierendem/metastasierendem HNSCC, die mit dem Anti-PD-1-Wirkstoff Pembroli-

zumab behandelt wurden, wurde eine Gesamtansprechrate von 17,7 % beobachtet. In dieser 

Kohorte betrug die ORR bei HPV-positiven und HPV-negativen Tumoren 21,9 % bzw. 15,9 %. 

Zuletzt zeigte die randomisierte klinische Phase-III-Studie CheckMate-141 (NCT02105636) 

bei Patienten mit rezidivierendem oder metastasierendem, platinresistentem HNSCC, die mit 
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dem Anti-PD-1-Wirkstoff Nivolumab behandelt wurden, eine Verbesserung des OS im Ver-

gleich zu denjenigen, die mit Cetuximab, Methotrexat oder Docetaxel behandelt wurden. Das 

OS bei HPV-positiven Patienten, die mit Nivolumab behandelt wurden, betrug 9,1 Monate ge-

genüber 4,4 Monaten im Kontrollarm, während das OS bei HPV-negativen Patienten 7,5 Mo-

nate gegenüber 5,8 Monaten betrug. Konsistent mit den Beobachtungen an der Studien-Kohorte 

könnten die verbesserten Ansprechraten bei HPV-positiven Tumoren teilweise mit ihrer höhe-

ren Immuninfiltration zusammenhängen. 

Diese Ergebnisse haben die FDA dazu veranlasst, Nivolumab als bahnbrechende Therapie für 

Patienten mit rezidivierendem oder metastasierendem HNSCC zu bezeichnen und zuzulassen. 

Diese Studien deuten darauf hin, dass ein erheblicher Teil der Patienten mit HNSCC der Im-

mun-Checkpoint-Hemmern von dauerhaftem klinischem Nutzen ist. Dennoch ist der Großteil 

der Tumoren weiterhin therapieresistent. Tatsächlich betrug die ORR bei mit Nivolumab be-

handelten HNSCC-Patienten 13,3 %, wobei das progressionsfreie 1-Jahres-Überleben weniger 

als 10 % betrug [23]. In unserer Studie hatten Tumoren mit ieTILs ein besserer DFS im Ver-

gleich zu Tumoren ohne ieTILs. Intraepitheliale TILs blieben ein positiver Prognosefaktor für 

DFS in der HPV-negativen Untergruppe, jedoch nicht in der HPV-positiven Untergruppe. Stro-

male TILs zeigten keine prognostischen Auswirkungen bei HPV-positiven oder HPV-negativen 

Tumoren. Hohe T-Zellwerte waren bei HPV-positiven Tumoren positiv mit DFS und OS asso-

ziiert und zeigten einen Trend zu besserem OS bei HPV-negativen Tumoren. In der multivari-

aten Analyse der ieTILs, strTILs, T-Zellen und der PD-L1-Expression fanden wir, dass ieTILs 

einen nicht signifikanten Trend zu einer besseren Prognose in der multivariaten Analyse des 

DFS zeigten. Stromale TILs waren dagegen in der multivariaten Analyse des OS signifikant 

prognostisch. Interessanterweise war bei der bivariaten Analyse von T-Zellen und PD-L1-

mRNA-Expression die PD-L1-mRNA für DFS und OS ein negativer Marker, während bei der 

univariaten Analyse die PD-L1-mRNA-Expression keinen signifikanten prognostischen Wert 

aufwies. 

Kolorektale Tumore wurden weltweit anhand des TIL-Profils klassifiziert. Die Society for Im-

munotherapy of Cancer (SITC) hat ein Immunoscore-Validation-Project gestartet, um die prog-

nostische Bedeutung des T-Zell-basierten Immunoscore bei mehr als 5.000 Darmkrebspatien-

ten zu überprüfen [52]. 

Die Entwicklung eines erweiterten Panels mit TIL und Krebszellenfaktoren, die dem immuno-

genen Potenzial des Panels zugrunde liegen, wäre daher von entscheidender Bedeutung, um das 

Potenzial einer präzisen Immuntherapie auszuschöpfen. 
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Es gibt zwei Voraussetzungen für eine erfolgreiche Reaktion eines Tumors auf eine Immun-

Checkpoint-Blockade. Die erste Voraussetzung ist die Infiltration von Immunzellen und die 

Erkennung von Tumorzellen durch das Immunsystem. Immunzellen müssen zunächst den vom 

Tumor selbst ausgeübten interstitiellen Druck überwinden, um eine erfolgreiche Infiltration zu 

erreichen. Glücklicherweise treten Kopf-Hals-Tumore an Stellen mit hoher Lymphgefäßdichte 

(wie dem Oropharynx und den zervikalen Lymphknoten) auf und haben somit die Möglichkeit, 

mit dem Immunsystem in Kontakt zu treten. Dies steht im Einklang mit unserer Feststellung, 

dass HNSCC zu den am stärksten immuninfiltrierten Krebsarten gehört. Dies allein kann jedoch 

keine erfolgreiche Interaktion zwischen dem Immunsystem (insbesondere dem adaptiven Im-

munsystem) und dem Tumor sicherstellen. Dies erfordert die Erkennung geeigneter Antigene 

durch die Effektoren der adaptiven Immunität (z. B. CTLs). 

Die zweite Voraussetzung einer erfolgreichen anhaltenden Antitumor-Immunantwort ist die 

Freiheit von immunhemmenden Einflüssen durch den Tumor selbst und immunsuppressiven 

Zellen. Einzeln oder zusammen ermöglichen diese Einflüsse eine Immunevasion. Die T-Zell-

Erschöpfung erfolgt über T-Zell-spezifische intrinsische Mechanismen wie den PD-1/PD-L1-

Weg sowie andere immunregulatorische Rezeptoren, darunter CTLA-4, TIM-3, LAG-3 [53]. 

Es ist noch nicht geklärt, ob eine Bewertung der Immunzelleninfiltrate basierend auf HE-

gefärbten Gewebeschnitten ausreichende Informationen für die klinische Entscheidungsfin-

dung im Rahmen einer Immuntherapie für HNSCC liefert. Ein Vorteil dieser Methodik liegt 

darin, dass hierfür kein neues Gewebematerial benötigt wird und keine molekularbiologischen 

Untersuchungen notwendig sind. Ein Nachteil besteht darin, dass aus der Beurteilung eines HE-

Schnitts keine Informationen bezüglich spezifischer Immunzellenarten und ihres Funktionssta-

tus erhalten werden können. Ob an dieser Stelle immunhistologische Färbungen oder mRNA-

Expressionsprofile einen Vorteil bringen, müssen weitere Studien noch zeigen. 

HNSCC ist eine Krebsart mit hoher Immunzelleninfiltration ähnlich wie Melanome, Nieren-

zellkarzinome und NSCLC. HNSCC ist ein ausgezeichneter Kandidat für die Untersuchung 

immuntherapeutischer Ansätze mit ersten bereits zugelassenen Immun-Checkpoint-Hemmern. 

Aus diesem Grund empfehlen wir weitere Untersuchungen der PD-L1-mRNA-Expression, T-

Zell-Infiltration, ieTILs und strTILs als mögliche prädiktive Biomarker für die Immuntherapie. 
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