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2. Einleitung 

2.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches in der 

Übersicht 

 

2.1.1 Epidemiologie 

 

Zu den malignen Kopf-Hals-Tumoren (Head and Neck Caner = HNC) werden im 

engeren Sinne Tumore der Mundhöhle, des Oropharynx, des Hypopharynx und des 

Larynx gezählt [1]. Die Gruppe der Mundhöhlenkarzinome umfasst Karzinome des 

Mundbodens, der Lippe, der vorderen 2/3 der Zunge, der Alveolarfortsätze, des 

Zahnfleisches, des harten Gaumens und der bukkalen Schleimhaut. Zu den Karzinomen 

des Oropharynx gehören Karzinome des weichen Gaumens, der Tonsillen und des 

Zungengrundes. Die Hypopharynxkarzinome beinhalten Karzinome der Fossa 

pyriformes, während Larynxkarzinome je nach anatomischer Lokalisation in 

supraglottisch, glottisch oder subglottisch eingeteilt werden. 90% der HNCs sind 

plattenepithelialen Ursprungs (Head and Neck squamous cell cancer = HNSCC). Des 

Weiteren können Kopf-Hals-Tumore als Adenokarzinome, neuroendokrine Tumore, 

maligne Lymphome, maligne Melanome oder Sarkome vorkommen. Nach Angaben des 

IARC (International Agency for Research on Cancer) aus dem Jahr 2006 lag die 

Gesamtzahl der HNSCC-Fälle für Europa bei 147.500, was einem Anteil von 5 % aller 

Krebserkrankungen entsprach [2]. Weltweit werden jährlich mehr als 500.000 

männliche HNC- Patienten registriert. Das entspricht einem Anteil von 6 % aller 

Krebserkrankungen [3]. In Indien werden mehr als 30% aller  Krebserkrankungen, der 

Gruppe der Kopf-Hals Tumoren zugeschrieben [4]. Der relative Anteil der HNCs an 

allen Krebserkrankungen in Deutschland lag 2003 bei ca. 4,8% und stellte damit die 

vierthäufigste Tumorneuerkrankung dar (Statistisches Bundesamt, 2003).  Abhängig 

von der  geographischen Lokalisation variieren die prozentualen Anteile der einzelnen 

Tumorentitäten. In den USA stellen die Mundhöhlenkarzinome, gemessen an allen 

HNCs, mit ca. 51,9% die am häufigsten vorgefundene Entität dar, wohingegen in 

Südosteuropa Malignome des Larynx mit einem relativen Anteil von 40% dominieren. 

In China stellen Nasopharynxkarzinome 55% aller HNCs dar, bzw. 70%  in Südostasien 

[5]. Weiterhin finden sich Unterschiede bezüglich der Hautfarbe. Daten des „National 

Cancer Institutes Surveillance, Epidemiology and Results Program“ (SEER) zeigten 

signifikante Unterschiede bezüglich der Inzidenzen und Überlebensraten verschiedener 
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ethnischer Gruppen innerhalb der USA.  Demnach lagen z.B. bei Patienten mit afro-

amerikanischer Herkunft die Inzidenzraten bezüglich Mundhöhlen- und 

Oropharynxkarzinomen deutlich über denen von Patienten kaukasischer Abstammung. 

Weiterhin lag die 5-Jahres Überlebensrate für das afroamerikanische Patientenkollektiv 

mit 39,5% deutlich unter dem weltweiten Durchschnitt [6]; [7]. Der Häufigkeitsgipfel 

für die Erkrankung an HNC liegt zwischen dem 5. und 7. Lebensjahrzehnt, wobei 

Männer 3-4 mal häufiger erkranken als Frauen [8]. Besorgniserregend ist die Tendenz, 

dass weltweit vermehrt jüngere Patienten unter 45 Jahren erkranken. Experten schätzen 

den Anteil dieser Altersgruppe gemessen an allen HNSCC-Patienten auf 5,5 %, Tendenz 

steigend. Dies gilt überwiegend für Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome [9]; [10]. 

Obwohl etablierte Behandlungsstrategien durch neue Behandlungsmöglichkeiten 

erweitert wurden, konnte lediglich die Lebensqualität der Patienten verbessert werden, 

nicht aber die Prognose. Die 5-Jahres Überlebensrate liegt lediglich bei ca. 50% [2]. 

Dies ist dadurch zu erklären, dass HNSCCs zum Zeitpunkt der Diagnose bereits häufig 

ein ausgedehntes lokales invasives Wachstum aufweisen und/-oder regionale 

Lymphknoten befallen sind. Darüber hinaus gelten eine hohe Rezidivrate und häufig 

auftretende Zweittumoren als limitierende Faktoren [11]. Es konnte gezeigt werden, 

dass das Mortalitätsrisiko für bereits therapierte HNSCC-Patienten nach drei Jahren 

durch Zweitkarzinome höher ist als durch ein Tumorrezidiv [12]. Die Ursache für das 

gehäufte Auftreten von multiplen Primärtumoren im oberen Aerodigestivtrakt wird mit 

dem Konzept der Feldkanzerisierung erklärt. Danach führen exogene Noxen (v.a. 

Alkohol und Tabak) zu einer ungleichmäßigen Schädigung der gesamten Schleimhaut, 

wodurch sich differente präneoplastische Schleimhautareale gleichzeitig entwickeln 

können. Bei Patienten mit einem HNSCC steigt die Inzidenz ein Zweitkarzinom zu 

entwickeln jährlich um 2-3 % [13].  

 

2.1.2 Ätiologie 

Basierend auf der Arbeit von Pitot und Dragan „Facts and theories concerning the 

mechanisms of carcinogenesis“ aus dem Jahr 1991, sind prä-maligne- bzw. maligne 

Läsionen multifaktoriell bedingt. Im Hinblick auf mögliche Entstehungsursachen von 

Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich differenziert man zwischen: exogenen, 

endogenen und hereditären- bzw. genetischen Faktoren. Zu den wichtigsten exogenen 

Risikofaktoren für die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des Oro- und 

Hypopharynx, der Mundhöhle und des Larynx zählen der chronische Tabak- und 
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Alkoholkonsum. Eine potenzierende Wirkungsbeziehung bei kombiniertem Genuss gilt 

als bewiesen [14]. Ein regelmäßiger Missbrauch von Alkohol und Tabak erhöht das 

Risiko für die Entstehung von Mundhöhlenkarzinome gegenüber Nichtrauchern bzw. 

Nichttrinkern um das 10-fache [15]. Das schädigende Potential des Tabaks wird in den 

darin enthaltenen Nitrosaminen vermutet, die entweder direkt toxisch, tumorgenetisch 

oder karzinogen wirken können. Alkohol besitzt die Fähigkeit, die Permeabilität der 

Wangenschleimhaut zu erhöhen und erleichtert somit wiederum die Aufnahme der 

karzinogenen Inhaltsstoffe des Tabaks [16]. Ferner wird speziell für den Alkoholkonsum 

eine Dosis-Wirkungsbeziehung beschrieben, bei der neben der täglich zugeführten 

Menge auch die Konzentration des Alkohols von Bedeutung ist. Dem gegenüber scheint 

die Dauer des Alkoholkonsums eine eher untergeordnete Rolle einzunehmen [17]. 

Infektionskrankheiten werden ebenfalls als exogene Faktoren für die Genese von 

HNSCC diskutiert. Es ist bekannt, dass Epstein-Barr-Viren (EBV) nasopharyngeale 

Plattenepithelkarzinome verursachen können. 90-100% der Patienten mit einem 

plattenepithelialen Nasopharynskarzinom weisen entweder positive IgA-Antikörper-

titer gegen das EBV-VCA (Viruskaspidantigen) auf oder zeigen erhöhte IgG-Antikörper 

gegen das EBV-EA (early antigen). Damit gilt der serologische EBV-DNA Titer als 

wertvoller Tumormarker zur Verlaufskontrolle dysplastischer Vorläuferläsionen, als 

auch manifester Nasopharynxkarzinome [18]. Bis zu 80 % der plattenepithelialen 

Mundhöhlenkarzinome zeigen eine EBV-Positivität [19]. Ferner gilt die durch 

Geschlechtsverkehr übertragbare Infektion mit HPV als Risikofaktor bei der Entstehung 

von Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle, des Hypo- und besonders des 

Oropharynx. Von besonderer Bedeutung sind die als Hochrisikofaktor eingeschätzten 

HPV-Typen 16 und 18. Das karzinogene Potential dieser Virus-Typen liegt in ihren 

Onkoproteinen HBV-E6 und HBV-E7. E6 interagiert einerseits mit dem 

Tumorsuppressorgen p53 und inhibiert andererseits das proapoptotische Protein BAK. 

E7 modifiziert das Tumorsuppressorgen pRb, wodurch die Aktivität des Tumor-

wachstumsfaktor TGF-beta2 nicht inhibiert werden kann und maligne Neoplasien 

begünstigt werden [20]; [21]. Inhalative Noxen wie Holz- oder Metallstäube, chrom- 

und nickelhaltige Farben und Lacke gelten als begünstigende Faktoren bei der 

Entstehung  von Larynxkarzinomen plattenepithelialen Ursprungs. Des Weiteren stellen 

Immunsuppression, schlechte Mundhygiene, antioxidantienarme Diät, Infektion mit 

Candida albicans, Aflatoxine und ionisierende Strahlung/UV-Strahlung potentielle 

Risikofaktoren zur Ausbildung von HNSCCs dar [10]; [22]; [23]. Als endogene 

Faktoren für die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich 
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zählen u.a. Geschlecht und Alter. In wie fern eine hereditäre Komponente bei der 

Entstehung von HNSCC von Bedeutung ist, lässt sich aufgrund der spärlichen 

Literaturangaben nicht eindeutig beurteilen. Erbkrankheiten wie z.B. die Fanconi 

Anämie oder die kongenitale Dyskeratose werden zwar mit einem erhöhten Risiko für 

speziell plattenepitheliale Kopf-Hals Tumoren in Verbindung gebracht, gelten allerdings 

eher als Raritäten [24]. Bei 5 % der Patienten, die weltweit an einem 

Plattenepithelkarzinom des Larynx erkranken, wird eine primär genetische Ursache 

diskutiert. Dies betrifft häufig jüngere Patienten zwischen dem 20-40 LJ. Hier konnte 

neben genetischen Variationen in entgiftenden Enzymen sowie der Immunregulation 

auch eine insuffiziente DNA-Reparatur im Schleimhautbereich nachgewiesen werden 

[25].  

2.1.3 Histologische Klassifikation 

Histomorphologische Veränderungen des Plattenepithels bei Vorläuferläsionen von 

HNSCCs werden als intraepitheliale Plattenepithelläsionen (SIL) bezeichnet. Weltweit 

anerkannte Kriterien für ein einheitliches histologisches Graduierungssystem 

hinsichtlich des Schweregrades der SIL und einer möglichen Entartungstendenz gibt es 

derzeit nicht. Gängige histologische Klassifikationssysteme sind das Dysplasie System 

der WHO von 2005 (entsprechend dem intraepithelialen Neoplasiesystem - IEN) und 

die Ljublijana-Klassifikation. Der Begriff „Dysplasie“ umfasst sowohl architekturelle 

als auch zytologische Veränderungen. Strukturelle Veränderungen sind irreguläre 

Epithelschichtung, Verlust der Polarität der Basalzellen, abnorme Reteleisten, 

gesteigerte Mitosezahl, Dyskeratosen und Hornperlen in den Retezapfen. Dysplastische 

Zellen imponieren zytologisch durch Anisonukleose, Kernpleomorphie, Anisozytose, 

gesteigerte Kern/Plasma-Relation, atypische Mitosen sowie prominente Nukleolen und 

Kernhyperchromasie. Folgende Kategorien umfasst das Dysplasie System der WHO 

(2005): 

Hyperplasie mit erhöhter Zellzahl: (Akanthose, Basalzellhyperplasie, keine 

Architekturstörungen des Epithels, 

keine Zellatypien 

      Dysplasie: 

Grad 1 (leichte Dysplasie): Architekturstörungen des unteren 1/3 des Epithels, 

geringe zytologische Veränderungen 

Grad 2 (mittlere Dysplasie): Architekturstörungen bis in die oberen 2/3 des 

Epithels, Anstieg der zytologischen Atypien. 
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Grad 3 (schwere Dysplasie/ Carcinoma in situ): vollständig aufgehobene 

Epithelschichtung mit schweren Zellatypien, transmural atypische Mitosen, 

Basalmembran noch intakt. 

 

Folgende Kriterien umfasst die Ljublijana-Klassifikation, welche 1997 von der Working 

Group on SILs der Europäischen Gesellschaft für Pathologie weiterentwickelt wurde: 

A) Gruppe reaktiver Läsionen mit minimalem Risiko zur Invasivität 

1.Einfache Plattenepithelhyperplasie: benigne, Akanthose, basale Mitosen 

möglich 

2.Basal- und Parabasalzellhyperplasie (abnorme Hyperplasie): Basalzell- und 

Parabasalzellvermehrung bis max. ½ der gesamten Epitheldicke, Polarität 

erhalten, senkrechte Anordnung, mäßig vergrößerte Kerne, 

wenige reguläre Mitosen, < 5% Dyskeratosezellen 

 

 

 

B) Gruppe potentiell maligner Läsionen (atypische Hyperplasie): Schichtung intakt, 

geringe- mäßiggradige Zellatypien bis überwiegend ½ der Epitheldicke, erhöhte 

Mitoserate überwiegend der unteren 2/3 des Epithels, Hyperchromasie, 

vergrößerte Nukleolen, zahlreiche Dyskeratosen, kaum atypische Mitosen 

 

C) Gruppe der definitiv malignen Neoplasien (Carcinoma in situ ): 

1. Kompletter Schichtungs- und Ausreifungsverlust, schmale intakte 

Überkleidung durch Parakeratosezellen 

2. Epithelzellen entsprechen denen, eines invasiven Karzinoms 

3. Zahlreiche, auch atypische Mitosen, hyaline Körper, Dyskeratosen häufig 

 

2.1.4 Präkanzerosen 

Folgende Präkanzerosen werden bei der Entstehung von HNSCCs diskutiert: Varianten 

der Leukoplakie, die Erythroplakie, die submuköse Fibrose sowie die 

Larynxpapillomatose. Als Leukoplakie versteht man weißliche, nicht wegwischbare 

Läsionen, welche weder klinisch noch histologisch einer Krankheit zugeordnet werden 

können. Die Mehrzahl der klinisch diagnostizierten Leukoplakien imponiert 

histologisch als Plattenepithelhyperplasie mit/ohne Verhornung (Keratose). Jedoch ist 
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auch eine Manifestation als Dysplasie oder Carcinoma in situ in seltenen Fällen 

möglich. Zu den prädisponieren Faktoren zählen neben langjährigem Tabakkonsum 

auch eine chronisch- entzündliche Schädigung z.B. auf dem Boden eines Lichen 

mucosus bzw. einer chronisch-mechanischen Schädigung durch langjährigen 

Prothesendruck. Obwohl ca. 15% der Patienten , die an einem Mundhöhlen- und/oder 

Oropharnyxkarzinom erkrankt sind eine Form der Leukoplakie aufweisen, liegt die 

maligne Entartungstendenz lediglich bei ca. 5 % [26]; [27]. Dies gilt jedoch nicht für 

die eher selten auftretende „high risk“ Form der Leukoplakie, die so genannte 

proliferative verruköse Leukoplakie (PVL). Gegenüber allen anderen Präkanzerosen im 

Kopf-Hals Bereich weist die PVL mit über 70 % die höchste Rate zur malignen 

Entartung auf [28]. Die Erythroplakie ist seltener als die Leukoplakie und zeichnet sich 

durch eine rötliche und häufig erosiv veränderte Schleimhautoberfläche aus. Im 

Gegensatz zur Leukoplakie ist das Risiko für eine maligne Entartung mit ca. 15 % 

allerdings deutlich erhöht, da der Großteil der Erythroplakien histo-pathologisch 

überwiegend der schweren Dysplasie oder bereits dem Carcinoma in situ zugeordnet 

werden [26]. Die orale submuköse Fibrose (OSF) ist ein chronisches Krankheitsbild mit 

Fibrosierung des subepithelialen Bindegewebes der Mundhöhle und angrenzenden 

Strukturen. Diese prämaligne Läsion findet sich beinahe ausschließlich in Südasien, was 

auf den Verzehr der dort heimischen Betel Nuss zurückgeführt wird. Man schätzt, dass 

ca. 7-13 % der Patienten mit einer OSF ein HNSCC entwickeln können [29]. Des 

Weiteren wird die Larynxpapillomatose als Präkanzerose speziell bei der Entstehung 

von Plattenepithelkarzinomen des Larynx diskutiert. Papillome plattenepithelialen 

Ursprungs gehören zu den häufigsten benignen Tumoren des Larynx und werden 

überwiegend durch eine HPV Infektion verursacht. Makroskopisch imponieren solche 

Papillome durch ein exophytisches Wachstum mit einer bindegewebigen, gefäßreichen 

Komponente und zum Teil hyperkeratotischen und mehrschichtigem Plattenepithel. 

Man unterscheidet klinisch zwischen einer juvenilen- und einer adulten Form. Letztere 

weist eine maligne Entartungstendenz von 2-5 % auf [30]; [31]. 
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2.1.5 Varianten des Plattenepithelkarzinoms 

Zirka 90 % der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches entsprechen 

typischen verhornenden oder nichtverhornenden Plattenepithelkarzinomen. Den Rest 

bilden seltenere plattenepitheliale Varianten, wie das verruköse Karzinom. Dieses gut 

differenzierte Plattenepithelkarzinom macht ca. 1-2% aller HNSCCs aus und ist 

hauptsächlich in Mundhöhle und Larynx lokalisiert. Das Karzinom wächst langsam, 

exophytisch, zum Teil lokal aggressiv, metastasiert jedoch fast nie. Zu den 

Risikofaktoren werden Tabakkonsum und HPV-Infektionen gezählt. Betroffen sind 

überwiegend Männer zwischen dem 7/8 Lebensjahrzehnt [32]; [33]. Eine weitere 

seltene plattenepitheliale Variante stellt das Spindelzell-Karzinom (sarkomatoides 

Plattenepithelkarzinom) dar, welches am häufigsten in Mundhöhle, Larynx und 

Hypopharynx lokalisiert ist [34]. Aufgrund der spindelzelligen Komponente ist eine 

differentialdiagnostische Abgrenzung zum Sarkom oft schwierig. Zum Zeitpunkt der 

Diagnose weisen solche Karzinome neben einem schlechten Differenzierungsgrad (G3) 

auch bereits häufig Lymphknotenmetastasen auf, was sich prognostisch negativ 

auswirkt. Das basaloide Plattenepithelkarzinom gilt als ein schlecht differenzierter bzw. 

sehr aggressiver Tumor, der zirka 1-2 % aller HNSCCs ausmacht. Makroskopisch 

präsentiert sich der Tumor mit solider, weißlicher Oberfläche und zeigt ein  ulzerierend-

infiltratives Wachstum. Histologisch kennzeichnend ist seine biphasische 

Beschaffenheit, bei der irreguläre Plattenepithelnester eine zentrale basaloide 

Komponente aufweisen. Basaloide Zellen zeigen eine hohe Mitoserate. Eine 

Assoziation zu Tabak – und Alkoholkonsum konnte in über 80% der Fälle 

nachgewiesen werden. Das mittlere Erkrankungsalter liegt durchschnittlich im 60 

Lebensjahr [35]. Betroffen sind häufig der supraglottische Larynx, der Zungengrund 

und der Hypopharynx. Die Prognose ist schlecht, da der Tumor frühzeitig regionale- 

und Fernmetastasen ausbildet [36]. Eine weitere plattenepitheliale Variante ist das 

lymphoepitheliale Karzinom (Schmincke Tumor). Dieser Karzinomtyp wird gehäuft in 

China und Afrika beobachtet und wird für ca. 30 % aller maligen 

Nasopharynxkarzinome verantwortlich gemacht. Als Ursache wird eine Infektion mit 

EBV-Viren vermutet. Die Altersverteilung ist zweigipflig mit Dominanz im 2/3 und 6 

Lebensjahrzehnt [37]. Histomorphologisch sind neben schlecht differenzierten 

plattenepithelialen Verbänden auch lymphozytäre Entzündungsinfiltrate zu erkennen. 40 

% der Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits zervikale 

Lymphknotenmetastasen auf [38]. 
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2.1.6 TNM-Klassifikation 

Anhand der TNM-Klassifikation der Union Internationale le Cancer (UICC) kann die 

anatomische Ausbreitung eines malignen Tumors anhand folgender 3 Komponenten 

beschrieben werden: 

T – Ausbreitung des Primärtumors 

N – Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionären 

Lymphknotenmetastasen 

M – Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen 

Durch das Hinzufügen von Ziffern wird die Ausbreitung der malignen Erkrankung 

angezeigt: 

T0,T1,T2,T3,T4         N0,N1,N2,N3       M0,M1 

Eine komprimierte Übersicht der TNM-Klassifikation und der Tumorstadien (AJCC) 

maligner Kopf-Hals-Tumoren liefert die folgende Darstellung. Eine detaillierte 

Übersicht sämtlicher einzelner Entitäten findet sich in der überarbeiteten 7. Auflage „ 

TNM Klassifikation maligner Tumoren“ von Wittekind  (2010). 

 

TNM  (abweichende T-Stadien für einzelne Entitäten) 

Primärtumor 

T1 Tumor < 2 cm 

T2 Tumor > 2 cm und < 4 cm 

T3 Tumor > 4 cm 

T4 Invasion in benachbarte Strukturen (Knochen, Muskel, Halsweichteile, Haut, 

Gefäße) 

Nodalstatus 

N1 solitäre ipsilaterale LK <= 3 cm 

N2a solitäre ipsilaterale LK > 3 cm und < 6 cm 

N2b multiple ipsilaterale LK < 6 cm 

N2c bilaterale/kontralaterale LK < 6 cm 

N3 > 6 cm 

Metastasen 

M0 keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 
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Stadien (AJCC)                    TNM                                         Stadien (AJCC)      TNM 

I                                            T1 N0 M0                                 II                           T2N0M0 

III                                         T3 N0 M0; T1-3 N1 M0 

IVa                                       T4 N0/1 M0; T1-4 N2 M0        IVb                        T4N3 M0 

IVc                                       T1-4 N0-3 M1 

 

2.1.7 Prognosefaktoren 

Mehr als 2/3 aller Patienten mit einem HNSCC weisen zum Zeitpunkt der Diagnose 

bereits ein T3- bzw. T4 Stadium auf. Trotz chirurgischer Intervention und 

Radiochemotherapie entwickeln mehr als 50 % der Fälle ein Lokalrezidiv, bzw. in 10-20 

% Fernmetastasen [39]. Zu den wichtigsten Prognosefaktoren für eine Therapieplanung 

zählen nach wie vor die Tumorausdehnung und der Lymphknotenstatus [40]; [41]. 

Jedoch gibt es Bemühungen den gegenwärtigen TNM-Klassifikationsstandard zu ändern 

– bzw. zu erweitern. Vor allem bei Kopf-Hals-Malignomen bereitet beispielsweise die 

exakte Zuordnung des T4-Stadiums Probleme. Die  Arbeitsgruppe um Koch kam in 

einer Studie aus dem Jahr 2009 mit einem Patientenumfang von 501 HNSCCs zu dem 

Ergebnis, dass ca. 40% der klinisch eingestuften T4- Stadien histo-pathologisch einem 

niedrigeren Tumorstadium entsprachen. Des Weiteren zeigten sich signifikante 

Unterschiede bei den medianen Überlebenszeiten auch für das Patientenkollektiv, bei 

dem klinisch als auch pathologisch ein identisches TNM-System erhoben wurde [42]. 

Andere Studien diskutieren die Tumordicke sowie das Volumen des Tumors als 

zukünftige unabhängige Prognosefaktoren. Knegjiens et al. bestimmten bei 360 

Patienten mit einem fortgeschrittenen HNSCC, die bereits mittels Radiochemotherapie 

vorbehandelt wurden, das durchschnittliche Tumorvolumen des Primärtumors. Dabei 

korrelierte ein erhöhtes Tumorvolumen mit einem erhöhten Risiko ein Lokalrezidiv zu 

entwickeln. Ein vergleichsweise signifikanter prognostischer Effekt konnte weder 

anhand des T- noch des N Stadiums beobachtet werden [43]; [44]. Es wird vermutet, 

dass das Grading bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches nicht 

zwangsläufig mit dem Tumorstadium korreliert. Allerdings gilt ein schlechter 

Differenzierungsgrad als starker unabhängiger Faktor für die Entstehung von 

Fernmetastasen [45]; [46]. Angesichts der zum Teil unbefriedigenden Aussagekraft des 

Grading wurden neue morphologische Beurteilungskriterien eingeführt, mit denen eine 

so genannte invasive Tumor-Front (ITF) bestimmt werden kann. Anhand des nukleären 

Polymorphismus, des Keratinisierungslevel und des Invasionsverhaltens werden nur die 
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Tumorzellschichten beurteilt, die unmittelbaren Kontakt zur gesunden Umgebung 

aufweisen. Verschiedene Studien kommen zu dem Ergebnis, dass das Grading des ITF 

gegenüber den traditionellen morphologischen Klassifikationssystemen als ein  

signifikant besserer Prognosefaktor einzuschätzen ist [47]; [48]. Des Weiteren wird 

neben dem Alter auch dem Allgemeinzustand des Patienten eine unabhängige 

prognostische Relevanz hinsichtlich des Krankheitsverlaufes zugeschrieben. Ein 

höheres Patientenalter ist mit einer schlechteren Prognose verbunden [49]; [50]. 

Darüber hinaus weisen Patienten mit perineuraler Infiltration und- oder vaskulärer 

Invasion ein gesteigertes Risiko für die Ausbildung von Lymphknotenmetastasen auf. 

Als ungünstiger Prognosefaktor gilt weiterhin die extrakapsuläre Infiltration (ECI) von 

Lymphknotenmetastasen, da sowohl die Rate für lokoregionäre Rezidive als auch die 

Rate für Fernmetastasen erhöht ist. Woolgar et al. verglichen in einer Studie aus dem 

Jahr 2003 die Überlebensraten von 173 HNSCC- Patienten, die bereits radikal operiert 

wurden (Neck Dissection), bezüglich einer intranodalen Metastasierung und ECI. Die 3-

Jahres Überlebensrate lag bei den Patienten mit ausschließlich intranodaler 

Metastasierung bei ca. 70 %, dem gegenüber lediglich bei 35 % für Patienten mit 

extrakapsulärer Infiltration [51]. Metastatisch veränderte Lymphknoten < 3 cm weisen 

ein um die Hälfte erniedrigtes Risiko auf Fernmetastasen zu bilden, gegenüber 

Lymphknoten größer 6 cm [52]. Die Tumorresektion im Gesunden (minimaler 

Sicherheitsabstand 5 mm) und die Infiltrationstiefe eines Tumor scheinen ebenfalls 

prognostisch bedeutsam zu sein [53]. Im aktuellen Fokus zahlreicher Studien steht die 

Forschung an molekularen Markern. Ob und in wie fern solche Marker in naher Zukunft 

beispielsweise als unabhängige Prognosefaktoren oder gar als etablierte 

Therapieoptionen im klinischen Alltag Verwendung finden bleibt abzuwarten [54]. 

Bislang wird ihnen überwiegend in Kombination mit konventionellen 

Klassifizierungsmethoden ein prognostischer Wert zu teil. Lediglich der monoklonale 

Antikörper Cetuximab, der am epidermal growth factor receptor (EGFR) sein 

hemmendes Potential entfaltet, ist derzeit für die Therapie von Kopf-Hals-Tumoren 

zugelassen. Anwendung findet dieses Medikament zur Optimierung einer Radiotherapie 

oder bei Patienten, die entweder lokoregionäre Rezidive bzw. Metastasen aufweisen 

[55]. Seit Jahren ist bekannt, das eine Überexpression von EGFR mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert ist [41]. Weitere molekulare Marker wie z.B. VEGF, Cyclin D, p53 

oder MMP sind Gegenstand intensiver Forschungen. Eine Reihe von 

proangiogenetischen Wachstumsfaktoren (VEGF, HGF, bFGF ) konnten bei HNSCC-

Patienten in erhöhter Rate expremiert vorgefunden werden und gelten gegenwertig als 
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prognostisch ungünstig [56]. Andere Studien beschrieben eine Korrelation zwischen 

einem mutationsbedingten Tumorsuppressorgen p53 und der Ausbildung von lokalen 

Rezidiven und Metastasen [39]. Eine Amplifikation des Onkogen CCND1 wurde bei 

HNSCC als prognostisch ungünstig beschrieben [57]. Matrix-Metalloproteinasen 

(MMP) sind Enzyme, die beim Abbau extrazellulärer Matrix bedeutsam sind und u.a. 

im Prozess der Angiogenese beschrieben wurden. Ihr Wert als prognostischer Marker 

bei Patienten mit einem plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumor wird darin vermutet, das 

Risiko einer nodalen Metastasierung abzuschätzen zu können [58].  

 

 

2.1.8 Mechanismen der Karzinomentstehung im Kopf-Hals-Bereich 

Die Entstehung der Tumoren im oberen Aerodigestivtrakt wird als multifaktoriell 

bedingter und stufenweise ablaufender Prozess verstanden. Zelluläre Prozesse wie die 

Zellzykluskontrolle, Zellalterung und Apoptose werden durch eine Vielzahl von Genen 

reguliert. Epigenetische Faktoren wie physikalische (UV, Asbest), chemische (Alkohol, 

Nikotin) Noxen, biologische Faktoren (EBV/HPV) als auch Defekte der Immunabwehr 

können Genschäden verursachen, die unter physiologischen Umständen anhand 

zellulärer Reparatursysteme kompensiert werden können. Fehlerhafte Reparatursysteme 

begünstigen eine Anhäufung genetischer Instabilitäten (Mutationen), wodurch 

pathologische Zellen einen Wachstumsvorteil erhalten und sich möglicherweise zu 

Tumorzellen entwickeln [53]. Der Verlauf einer malignen Transformation kann 

Jahrzehnte in Anspruch nehmen [59]. Im Jahr 2000 postulierten Weinberg und Hanahan 

mit ihrer Veröffentlichung „hallmarks of cancer“ sechs biologische Fähigkeiten, durch 

die sich eine Tumorzelle im Verlauf der Karzinogenese auszeichnet. Dazu zählen: 

eigenständige Expremierung von Wachstumsfaktoren, Unempfindlichkeit gegenüber 

wachstumshemmenden Signalen, Umgehung der Apoptose, unbegrenztes 

Raplikationspotential, Fähigkeit zur Angiogenese, Infiltration von Gewebe sowie 

Ausbildung von Metastasen [60]; [61]. Bei der Karzinogenese von 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches durchläuft ein Tumor verschiedene 

prämaligne Vorstufen (Hyperplasie, Dysplasie, Carcinoma in situ), ehe er sich zu einem 

invasiv wachsenden Karzinom entwickelt. Innerhalb dieser Entwicklungsstadien 

konnten Mutationen funktionell wichtiger Gene detektiert werden. Dazu zählen neben 

der Aktivierung der Protoonkogene Cyclin-D1,Myc, EGFR und Cyclin-D1 auch die 

Inaktivierung der Tumorsuppressorgen p53 und p16 [62]. Es konnte gezeigt werden, 
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dass auch epigenetische Faktoren wie die DNA-Methylierung bei der Entstehung von 

HNSCCs eine Rolle spielen. Eine Anzahl verschiedener Gene wiesen hypermethylierte 

Bereiche in regulatorischen DNA Sequenzen auf, was zu einer abnormen Genexpression 

führte [2]. Unter physiologischen Umständen reguliert die Expression von Genen das 

Gleichgewicht zwischen Mutation und Reparatur. Aufgrund inadäquat funktionierender 

Reperatursysteme kann ein geschädigter Abschnitt des Genoms einen Selektionsvorteil 

erhalten, was mit einer gesteigerten Proliferationsrate einhergeht. In der Folge 

begünstigt ein gesteigertes Zellwachstum mit erhöhter mitotischer Aktivität die 

Instabilität der DNA. Es gilt als bewiesen, das Entzündungsmediatoren an diesem 

Prozess beteiligt sind [63]. Weitere Genomschäden sind die Folge. Dadurch werden 

Gene inaktiviert, die normalerweise unkontrolliertem Zellwachstum oder einer 

geschädigten DNA durch Zellzyklus-arrest, Reparaturenzyminduktion und 

Apoptoseinleitung entgegen wirken. 

 

 

2.1.9 Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren 

Der präoperativen Diagnostik ist eine ausführliche Anamneseerhebung bezüglich 

Leitsymptomen, Zeitpunkt der Erstmanifestation, Alkohol- und Nikotinabusus sowie 

einer Sozialanamnese vorausgehend. Die körperliche Untersuchung umfasst Inspektion 

und Palpation des oberen Aerodigestivtraktes, Spiegeluntersuchungen und 

endoskopische Verfahren. Ein an das TNM-System angelehntes prätherapeutisches 

Staging mittels bildgebender Verfahren ermöglicht die Beurteilung des Primärtumors, 

die Kontrolle der Metastasierungswege und den Nachweis/Ausschluss von 

Fernmetastasen. Anhand der Computertomographie (CT) können Beziehungen des 

Tumors zu knöchernen Strukturen erhoben werden, während die 

Magnetresonanztomographie (MRT) Vorteile bei der Beurteilung tiefgreifender 

Weichteilprozesse bietet. Bildgebende Verfahren sollten einer zumeist endoskopisch 

durchgeführten Biopsie vorausgehen um artifizielle Störungen wie z.B. Blutungen oder 

reaktive Lymphknotenschwellungen zu vermeiden. Verfahrensbedingte 

Nebenwirkungen wie beispielsweise Würgereiz können durch neuere Methoden wie der 

transnasalen fiberoptischen Laryngopharyngoskopie (TFL) umgangen werden. Die 

Problematik der hohen Zweitkarzinomrate bei plattenepithelialen Kopf-Hals-

Karzinomen macht eine in Narkose durchgeführte Panendoskopie (Biopsien in 

unterschiedlichen Umgebungslokalisationen) jedoch häufig unabdingbar. 
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Sonographische Verfahren finden ihre Anwendung u.a. bei der Beurteilung von 

regionären- als auch von Fernmetastasen. Patienten in einem fortgeschrittenen 

Tumorstadium können von einer Skelettszintigraphie (lokale Tumorausbreitung oder 

Metastasierung in Knochenstrukturen) oder einer Positronenemissionstomographie 

(PET) profitieren. Das häufig verwendete fluoro-2-deoxy-d-glucose [
18

F]FDG- PET 

bietet Vorteile bei der Lokalisation besonders kleiner Tumorareale [64]. 

 

 

2.1.10 Therapie von Kopf-Hals Tumoren 

Zu den Therapiemodalitäten bei Kopf-Hals-Tumoren zählen Operation, Radiotherapie 

und Chemotherapie, die je nach Patientensituation allein oder kombiniert Anwendung 

finden. Bei Patienten mit kurativem Therapieansatz ist das operative Verfahren die 

wichtigste Therapieoption. Limitierender Faktor einer angestrebten R0-Resektion ist die 

Größe des Primärtumors und das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen. Zudem 

können Patienten mit großen Tumorrezidiven oder inoperablen Tumoren von einem 

operativen Eingriff als palliative Maßnahme profitieren, wobei eine temporäre 

Verbesserung der Lebensqualität angestrebt wird (Deutsche Krebsgesellschaft B1 2008). 

Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des oberen Aerodigestivtraktes ab Stadium 

II profitieren trotz bildmorphologisch gesicherter N0-Situation von einer ipsilateralen 

selektiven Halsdissektion. Bei Mittellinien überschreitendem Tumorwachstum sollte 

eine beidseitige Halsdissektion durchgeführt werden [65]. Die histologische 

Begutachtung des gewonnenen Materials ist hierbei Goldstandard zum Nachweis von 

Lymphknotenmetastasen [66]. Tumoren des Hypo-/Oropharynx oder des Larynx in 

einem frühen Tumorstadium können transoral mittels CO2-Laser-gestützten 

endoskopischen Verfahren reseziert werden [67]. Hypopharynxkarzinome im Stadium 

T1N0 und Oropharynx-/Larynxkarzinome im StadiumT1-2N0 können zudem auch 

primär radiotherapeutisch kurativ behandelt werden. Patienten mit fortgeschrittenen 

Hypopharynx- und/oder Larynxkarzinomen benötigen zumeist eine vollständige 

Laryngektomie mit partieller oder vollständiger Hypopharyngektomie, wobei durch 

Stimmrehabilitationsverfahren mit Stimmprothesen ein Stimmverlust häufig verhindert 

werden kann. Bei Tumorausbreitung auf den Ösophagus kann das Therapieschema auf 

eine partielle oder komplette Ösophagektomie erweitert werden. Patienten mit einem 

fortgeschrittenen Oropharynxkarzinom (T3/T4) erhalten eine transzervikale Resektion 

(laterale Pharyngotomie mit ggf. temporärer Mandibulotomie). Nur bei Befall des 
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Zungengrundes wird zudem eine Laryngektomie angestrebt. Zum Therapieschema 

fortgeschrittener Tonsillenkarzinome gehört neben ein ausgedehnten Tumorresektion 

meistens eine Halsdissektion und u.U. eine Petrosektomie bei Beteiligung des 

Felsenbeines. Bei Infiltration des Nervus facialis wird häufig eine Reanastomosierung 

mit dem Nervus hypoglossus durchgeführt [68]. Standardtherapie bei 

Nasopharyngskarzinomen ist die alleinige Bestrahlung der Primärtumorregion und der 

Lymphabflussbahnen mit ggf. anschließender Halsdissektion. Sehr große regionäre 

Lymphknotenmetastasen können eine primäre Halsdissektion erforderlich machen. 

Lokoregionär fortgeschrittene Kopf-Hals Tumore (Stadium III und IV) können prä- und 

post- operativ bestrahlt werden. Gegebenenfalls profitieren Patienten mit erhöhtem 

Lokalrezidivrisiko (besondere Tumorlokalisation z.B. am Zungenrand oder dem 

Resektionsrand kleiner 5 mm) auch in früheren Tumorstadien von einer adjuvanten 

Radiotherapie [69]. Anhand von Hypoxie-sensitiven Tracern konnte mittels PET der 

Nachweis erbracht werden, dass hypoxische Tumoranteile schlechter auf eine 

Radiotherapie ansprechen. Durch die Etablierung der intensitätsmodulierten 

Strahlentherapie (IMRT) konnte dieser Zustand merklich verbessert werden. Die IMRT 

ist ein dreidimensionales Verfahren bei der eine exakte Anpassung der Dosisverteilung 

an das Zielvolumen (Target-Volumen) angestrebt wird. Somit können höhere 

Strahlungsdosen auf das Tumorzentrum wirken ohne  tumorumgebende Strukturen zu 

beschädigen [70]. Patienten mit nicht-resezierbaren Kopf-Hals Tumoren, kann zum 

einen, eine hyperfraktioniert-akzellerierte Strahlentherapie angeboten werden. Dabei 

werden ab der 4 Bestrahlungswoche 2 Fraktionen täglich verabreicht: (1. Fraktion 

morgens auf Tumorregion und Lymphabflussgebiet, 2. Fraktion abends als Boost auf 

das Tumorzentrum) [71]. Zudem profitieren Patienten mit inoperablen HNSCCs von 

einer simultanen Radiochemotherapie hinsichtlich der lokoregionären Rezidivrate, des 

progressionsfreien Intervalls und des Gesamtüberlebens [72]. Weiterhin scheinen 

Patienten mit unabhängigen Risikofaktoren (Resektionsrand kleiner 5 mm und 

Lymphknotenmetastasierung mit extrakapsulärem Wachstum) von einer simultanen 

Radiochemotherapie zu profitieren [70]. Die Induktionschemotherapie (hoch dosierte 

Chemotherapie mit Cisplatin und 5-Fluoruracil) mit anschließender Bestrahlung zeigt 

im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie Vorteile bezüglich des Gesamtüberlebens und 

der Senkung des Fernmetastasierungsrisikos, ist aber der simultanen 

Radiochemotherapie bezüglich einer lokoregionären Tumorkontrolle und dem 

ereignisfreien Intervall deutlich unterlegen [73]. Seit 2006 ist der monoklonale anti- 

EGFR Antikörper Cetuximab (C225, Erbitux) für die Behandlung von HNSCCs 
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zugelassen. Eine kombinierte Anwendung von Radiotherapie und Cetuximab bei 

HNSCCs ist effektiver als eine alleinige Radiotherapie [74]. Patienten mit 

Tumorrezidiven oder Metastasen profitieren von der Kombination aus Chemotherapie 

und Cetuximab. Phase-III Studien beschäftigen sich gegenwertig  mit der kombinierten 

Anwendung von Cetuximab und Radiochemotherapie [75]. Leider sprechen eine 

Vielzahl von Patienten mit einem fortgeschrittenen HNSCC nur mäßig auf eine anti-

EGFR Therapie an. Eine Erklärung für die Therapieresistenz dieser Patienten wird in 

der vascular endothelial growth factor (VEGF)-vermittelten Angiogenese zur 

Nährstoffversorgung des Tumors vermutet. Die kombinierte Anwendung der anti-EGFR 

Therapie mit dem anti-VEGF Antikörper Bavacizumab führte zu einem verbesserten 

Therapieansprechen bei Patienten mit fortgeschrittenen HNSCCs [76]. In einer Studie 

an Zelllinien konnten PIK3CA-mutierte HNSCCs identifiziert werden, die gegenüber 

einer Anti-EGFR Therapie resistent waren. Die Autoren schlussfolgerten, dass eine 

kombinierte Gabe von Cetuximab mit einem PI3K-Inhibitor eine therapeutische Option 

für PIK3CA-mutierte HNSCCs sein könnte [77]. Des Weiteren sind mTOR- und IGF-

1R-Inhibitoren als mögliche Therapieoptionen bei HNSCCs gegenwertig Gegenstand 

wissenschaftlicher Forschungen [78]; [79]. 

 

 

2.1.11 Genetik der Kopf-Hals-Tumoren 

Anhand molekular-zytogenetischer Verfahren ( z.B. loss of hertozygosity (LOH), 

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) oder comparative genomic hybridisation 

(CGH) können quantitative DNA-Veränderungen bestimmt werden um Informationen 

über die Lokalisation veränderter und potentiell präkanzerogener Zielgene zu erhalten. 

Dabei deuten Zugewinne – und hierbei insbesondere Amplifikationen – auf den Genort 

von Onkogenen hin. Als Amplifikation bezeichnet man eine besonders starke 

Vermehrung eines Chromosomenabschnittes, der typischerweise mehrere Megabasen 

mit Dutzenden von Genen einschließt. Durch die Amplifikation wird die Expression der 

betroffenen Gene um ein vielfaches gesteigert. Man unterschiedet grob zwischen 

geringgradiger Amplifikation (d.h. bis etwa 10 Genkopien) und hochgradiger („high-

level“) Amplifikation mit oftmals 30-50 Kopien. Die massive Überexpression der 

betroffenen Gene kann zu einer übermäßigen „onkogenen“ Aktivierung führen. Die 

Genamplifikation zählt daher zu den wichtigsten onkogenen Mechanismen in Tumoren. 

Demgegenüber wird durch eine Deletion die normale Kopiezahl der betroffenen Gene 

entweder halbiert (heterozygote Deletion) oder geht komplett verloren (homozygote 
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Deletion), woraus ein teilweiser oder kompletter Verlust des Genes und somit seiner 

Aktivität resultiert [80]. Onkogene kommen in allen Geweben vor und kodieren 

typischerweise für Proteine, die das Wachstum einer Zelle fördern, oder die Apoptose 

herabregulieren, während Tumorsuppressorgene für Proteine codieren, die die 

Zellproliferation hemmen und einem Fortschreiten der Zellentartung entgegen wirken. 

Bedingt durch Veränderungen in Gensequenzen, wie z.B. Mutationen, Amplifikationen 

oder chromosomalen Translokationen, können Protoonkogene zu karzinogenen 

Onkogenen aktiviert werden, wodurch ein ungebremstes Tumorwachstum begünstigt 

wird. Funktionell können Onkogene in verschiedene Gruppen eingeteilt werden, wie 

etwa Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, integrale Membranproteine, 

Tyrosinkinasen oder membranassoziierte G-Proteine. Mutationen in Proto-Onkogenen 

sind dominant, was bedeutet, dass nur ein mutiertes Allel genügt um den Phänotyp der 

Zelle zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu erfolgt die Inaktivierung von 

Tumorsuppressorgenen oft über den Funktionsverlust beider Allele. Nach der 2-Treffer -

Hypothese von Alfred Knudsen aus dem Jahr 1972 wird zuerst ein Allel durch eine 

Mutation geschädigt, ehe eine Schädigung auch des zweiten Allels mit einer kompletten 

Inaktivierung und maligner Transformation einhergeht. Allerdings zeichnet sich immer 

mehr ab, dass bei einigen Genen auch der Verlust einer einzigen Kopie bereits zu einem 

kritischen Aktivitätsverlust führen kann. Zu solchen „haploinsuffizienten“ Genen gehört 

z.B. der Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) Tumorsuppressor auf Chromosom 

10q23 [81]  Mutationen die Tumorsuppressorgene inaktivieren werden häufig als „loss-

of-function“ Mutationen bezeichnet und sind meistens Punktmutationen oder 

Deletionen. Chromosomale Regionen, die häufig Funktionsverluste im Zusammenhang 

mit HNSCCs aufweisen sind 1p, 3p, 4p, 6q, 8p, 10p, 5q, 11q, 13q, 17p und 18q. Dem 

gegenüber werden Funktionszugewinne  häufig auf Chromosomen 1q, 3q, 5p, 7q, 8q, 

9q, 11q, 12p, 14q, 15q und 22q beobachtet [82]; [83]; [84]; [2]. In Bezug auf das bereits 

erwähnte Mehrstufen-Modell der Karzinogenese plattenepithelialer Kopf-Hals-Tumore 

können den einzelnen Karzinomvorstufen sowie dem invasiven Karzinom 

chromosomale Veränderungen zugeordnet werden. Im Stadium der Dysplasie sind 

chromosomale Veränderungen häufig auf 9p21, 3p21 und 17p13 zu beobachten, 

während beim Carcinoma in situ 11q13, 13q21 und 14q31 von besonderer Bedeutung zu 

sein scheinen. Das invasive HNSCC zeigt häufig genetische Veränderungen auf 4q26-

28, 6p, 8p und 8q [84]. 
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HNSCC assoziierte Tumorsuppressorgenveränderungen: 

 

p16-Gen (CDK-Inhibitor 2a) 

Dieses Gen ist auf Chromosom 9p21 lokalisiert und kodiert für ein 16-kDa großes 

Protein, das zur Gruppe der Zyklin-abhängigen Kinase- Hemmstoffe (CDKIs) gehört. 

P16 bindet an CDK4 und CDK6 und verhindert so die Bindung an Cyclin D1, die Folge 

ist ein Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus. Mutationen im p16-Gen oder eine 

verringerte Expression von p16 durch DNA-Methylierung haben zur Folge, dass der 

Zellzyklus nicht in G1 angehalten werden kann und defekte Zellen ungehindert 

proliferieren können. Homozygote Deletionen und Hypermethylierungen von p16 

konnten in 20-67% der plattenepithelialen Kopf-Hals Tumoren detektiert werden, 

besonders häufig bei prämalignen Vorstufen wie der Dysplasie oder dem In situ 

Karzinom [85]. 

 

RB1-Gen. 

Das Genprodukt des Retinoblastom-Gens ist auf Chromosom 13q14 lokalisiert. Es 

hemmt über CDKs die Aktivierung von Zyklin D1, wodurch ein Stopp in der G1-Phase 

des Zellzyklus eingeleitet wird. In Bezug auf Tumoren des Larynx konnte eine fehlende 

Expression des RB1-Gens in weniger als 20 % beobachtet werden, wohingegen 

benachbarte Bereiche auf demselben Genlocus eine LOH-Rate bis zu 60 % aufwiesen 

[86]. Anscheinend beherbergt Chromosom 13 weitere Gene, die häufiger auch beim 

HNSCC in mutierter Form vorliegen. Dazu zählen u.a. das beim Mammakarzinom 

bereits gut erforschte BRCA2 (13q13.1), BRCAX (13q21.2-22.1) sowie die Region auf 

13q31.1. In all den genannten Regionen lag die Frequenz der LOH bei HNSCCs 

zwischen 27-39 %. Genetische Veränderungen in der Region 13q31.1 konnten nahezu 

ausschließlich bei HPV-assoziierten Tumoren gezeigt werden [87].  

 

p53-Gen 

Das Gen ist auf Chromosom 17p31.1 lokalisiert und kodiert für ein Protein, das DNA-

Sequenzen bindet und als Transkriptionsfaktor fungieren kann. Als „Wächter des 

Genoms “ übernimmt es eine wichtige Schutzfunktion im Zellzyklus. Indem es den 

Zyklin-E abhängigen Kinaseinhibitor p21`WAF1 induziert, wird der Zellzyklusarrest 

am Übergang des Kontrollpunktes der G1/S-Phase eingeleitet. Bei einer Mutation des 
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Gens ist der Arrest an diesem Kontrollpunkt nicht gegeben. Eine weitere Funktion ist 

die Fähigkeit Apoptose zu induzieren, indem das Gen IGF-BP3 aktiviert wird, welches 

unter physiologischen Umständen den insulinähnlichen Wachstumsfaktor (IGF) 

inhibiert und den „programmierten Zelltod“ einleitet. 40-60 % der Patienten mit Kopf-

Hals Tumoren weisen Alterationen auf Chromosom 17p31.1 auf, wobei überwiegend 

Patienten mit prämalignen Läsionen betroffen sind [88]. Häufig verursachen 

Punktmutationen die vollständige funktionale Inaktivität von p53, was mit einer 

stärkeren Tumorprogression und einer geringeren Gesamtüberlebensrate assoziiert wird. 

Darüber hinaus kann p53 durch die Bindung der onkogenen Untereinheit E6 der HP-

Viren 16 und 18 inaktiviert werden. In näherer Vergangenheit richtete sich das 

wissenschaftliche Interesse auf die MDM (mouse double minute) Klasse der Onkogene. 

Vor allem MDM2 und MDM4 besitzen die Fähigkeit p53 zu inaktivieren, obwohl keine 

genetische Veränderung des Gens selbst vorliegt. Unter physiologischen Umständen 

sind diese onkogenen Varianten jedoch durch das Tumorsuppressorgen p14`ARF 

inaktiviert, was vermuten lässt, das ein Funktionsverlust von p53 auch auf ein 

inaktiviertes p14´ARF zurückzuführen sein könnte [82]; [84]. 

 

„Inhibitor of growth gene“(IGN)-Familie 

Mittlerweile sind fünf Mitglieder (IGN1-5) detektiert worden, die auf unterschiedlichen 

chromosomalen Regionen (ING1 auf 13q34, ING2 auf 4q35.1, ING3 auf7q31, ING4 

auf 12p13) lokalisiert sind und möglicherweise als neue Gruppe von 

Tumorsuppressorgenen der II. Ordnung bezeichnet werden sollten. Dem zugrunde 

liegend wird argumentiert, dass die Expression von ING1-5 vollständig unabhängig 

vom p53-Status ablaufen kann. Die ING-Familie ist in eine Reihe von verschiedenen 

zellulären Abläufen eingebunden, u.a. beim Cromatin-Remodeling, der DNA-Reparatur, 

der Zell-Zyklus Kontrolle sowie bei der Apoptose. Die Arbeitsgruppe um Xiaohan 

bestimmte u.a. mittels Immunhistochemie das Expresssionsverhalten einiger ING-Gene 

anhand von 214 HNSCC Patienten. ING1, ING4 und ING5 zeigten einem verminderten 

Expression in 36,9 %, 61,3 % und 36 % der Fälle. Andere Studien zeigen Frequenzen 

der LOH von ING-Genen zwischen 45,5 % und 68 %. Des Weiteren scheint eine hohe 

LOH Frequenz mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert zu sein [89]; [90]. 
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PTEN (phosphatase and tensin homolog) 

Das Gen ist auf Chromosom 10q23.3 lokalisiert und codiert für ein multifunktionelles 

Enzym das die Hydrolyse von Phospholipiden und Phosphoproteinen katalysiert. 

Aktiviertes PTEN beeinflusst durch teilweise- oder vollständige Dephosphorylierung 

verschiedene Signaltransduktionswege wie beispielsweise den PI3K- AKT/PKB-

Signalweg oder den MAP-Kinase-Signalweg. Mutationen am PTEN-Gen begünstigen 

unkontrolliertes Zellwachstum. Für HNSCC konnten LOH-Raten von bis zu 41% 

beobachtet werden [91]. Demgegenüber konnte gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von PTEN mit einer erhöhten Strahlenresistenz bei der postoperativen 

Therapie lokal fortgeschrittener HNSCC einherging, was sich negativ auf Rezidivrate 

und Metastasierung auswirkte [92]. 

 

HNSCC assoziierte Onkogenveränderungen: 

 

Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) 

EGFR ist ein Transmembranrezeptor und gehört zur HER-Familie der Rezeptor-

Tyrosinkinasen und wird in nahezu allen menschlichen Zellen expremiert. Das für 

dieses Protein codierende Gen konnte auf Chromosom 7p12 lokalisiert werden. Durch 

extrazelluläre Ligandenbindung des epidermal growth factor (EGF) oder dem 

transforming growth factor (TGF) werden Information über 

Signaltransduktionskaskaden weitergeleitet und führen einerseits zum Zellwachstum 

oder inhibieren Apoptose. Eine abnorme Expression des EGFR-Gens, zumeist durch 

Amplifikationen induziert, leitet eine ungebremste Proliferation von Tumorzellen ein 

und begünstigt so den invasiven Charakter eines Karzinoms bis hin zur Metastasierung. 

Studien zeigten abnorme Expressionenlevel (zumeist Überexpressionen) der EGFR-Gen 

Familie in HNSCCs von 80-90 %, wobei die Höhe der Expressionslevel mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert waren [93]; [84]. Von wissenschaftlichem Interesse ist 

die häufig überexpremierte Untereinheit EGFR -Variante III. Diese mutierte Form 

besitzt eine verkürzte Ligandenbindungsdomäne und konnte in über 40 % der HNSCCs 

überexpremiert vorgefunden werden. Es konnte gezeigt werden, das eine gesteigerte 

Expression von EGFRvIII mit einer erhöhten Chemoresistenz einhergeht, was eine 

Erklärung dafür sein könnte, warum die bereits zugelassene Therapieoption mit dem 

monoklonalen anti-EGFR Antikörper Cetuximab bei einem Teil der HNSCC Patienten 

wirkungslos verläuft [94].  
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CCND1/Cyclin D1 

Das Onkogen CCND1 ist auf Chromosom 11q13 lokalisiert und kodiert für das Protein 

Cyclin D1. Cyclin D1 interagiert mit den Cyclin-abhängigen Kinasen 4/6, was zu einer 

Phosphorylierung der Retinoblastom (RB)- Proteinfamilie führt. Cyclin D1 ist für die 

Regulierung des G1/S Kontrollpunktes des Zellzyklus zuständig [57]. Es konnte neben 

verschieden Tumoren auch für HNSCCs gezeigt werden, dass eine Überexpression von 

Cyclin  D1 mit einer Resistenzentwicklung bei Radio- und Chemotherapie einhergeht 

[95]. Ältere Studien konnten für das HNSCC Cyclin-D1 Amplifikationsraten von 17-36 

% und Überexpressionsraten zwischen 30-68% nachweisen, was mit einer ungünstigen 

Prognose verbunden war [96]. Weiterhin konnte für HNSCCs gezeigt werden, dass 

Cyclin D1-Amplifikationen mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einem 

signifikant schlechteren Gesamtüberleben assoziiert sind [97]; [98]. 

 

Ras (H-ras/K-ras/N-ras) 

Dieses Protoonkogen übernimmt eine wichtige Rolle bei verschiedenen 

Signaltransduktionswegen, die für Zellwachstum und Zelldifferenzierung 

verantwortlich sind. Durch die Bindung an GTP (RasG) wird Ras aktiviert und kann mit 

weiteren Signal-Proteinen interagieren. Wird allerdings GTP zu GDP hydrolysiert 

verweilt Ras in einem inaktiven Zustand. Häufig sind Punktmutationen für den Verlust 

der GTPase-Aktivität von Ras verantwortlich, wodurch das aktivierte Ras nicht mehr in 

die inaktive Form überführt werden kann, was eine dauerhafte Stimulation von 

Wachstumssignalen zur Folge hat. Mutationen dieses potentiellen Onkogens sind bei 

einer Vielzahl menschlicher Tumoren bekannt [84]. In Bezug auf HNSCCs konnten 

Mutationsraten in der westlichen Welt von lediglich 5 % detektiert werden, 

demgegenüber zu 35 % in Indien, was mit dem Kauen der Betel-Nuss assoziiert wurde 

[85]. 

Myc (c-myc/N-myc/L-myc) 

Die myc-Familie kodiert für ein Protein, das als Transkriptionsfaktor fungiert. Durch die 

Bindung an das Protein Box reguliert es eine Vielzahl menschlicher Gene, indem es an 

die DNA anderer Gene bindet. Eine Überexpression von myc führt zu einer dauerhaften 

Stimulation andere Gene, wodurch eine maligne Transformation begünstigt wird. Die 

Frequenz der Amplifikations-/ Überexpressionsraten bei HNSCCs wird von 9 % - 48 % 

angegeben [85]. Eine Überexpression von c-myc konnte vermehrt in fortgeschrittenen 

Tumorstadien (III und IV) detektiert werden, was ein Hinweis auf das erhöhte Potential 

zur Tumorprogression zu sein scheint [99]; [100]. 
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PI3-K (Phosphoinosit-3-Kinase) 

Das heterodimere Enzym ist an intrazellulären Signaltransduktionswegen beteiligt und 

reguliert u.a. den Zellzyklus, Apoptose, Zelldifferenzierung und Zellwachstum. Es 

katalysiert die Phosphorylierung von einigen Phospholipiden in der Zellmembran und 

dient bespielsweise als Proteinbindungsstelle für Proteinkinase-B (AKT) oder PDK1. 

Auf dem Hintergrund des Modells der Mehrstufenkarzinogenese von plattenepithelialen 

Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes wurde am Beispiel der Mundhöhle mittels 

Immunhistochemie das Expressionsverhalten sowohl der katalytischen Untereinheit 

p110alpha als auch der regulatorischen Untereinheit p85alpha von PI3-K untersucht. 

Während normale, dysplastische Mukosa und Tumoren im Stadium eines Carcinoma-in 

situ PI3-K nicht- bzw. in geringem Maße expremierten, wiesen invasive 

Mundhöhlenkarzinome mit oder ohne Metastasierung eine deutlich erhöhte Expression 

auf, was die Schlussfolgerung zulässt, PI3-K als Prognosemarker für Malignität und 

Invasivität bei HNSCCs zu diskutieren [101]. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass 

anhand von Proteaseinhibitoren die Phosphorylierung und Expression von aktiviertem 

PI3-K herunter reguliert werden kann, wodurch man sich eine bessere Ansprechrate bei 

der Bestrahlung von HNSCCs verspricht. Des Weiteren wird vermutet, dass eine 

gesteigerte Expression der Proteinkinase-B (AKT) den Wirkungsgrad des monoklonalen  

Anti-EGFR-Antikörpers Cetuximab bei der Therapie fortgeschrittener HNSCCs 

verringert [102]. 

 

 

VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) 

Das Zytokin ist auf Chromosom 6p21-p12 lokalisiert und induziert neben der 

Angiogenese auch die Gefäßverzweigung, ohne die ein maligner Tumor nicht 

überlebensfähig ist. Unter physiologischen Zuständen wird die Expression von VEGF 

durch Hypoxie, Zytokinen und IGF-1 (insulin-like growth factor-1) reguliert. Für 

HNSCCs konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von VEGF eine 

Tumorprogression induzieren kann und die Ausbildung von Lymphknotenmetastasen 

begünstigt, was mit einer schlechteren Prognose assoziiert war. Zudem korrelierten 

stark erhöhte Expressionslevel mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium [103]; [104]
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Weitere wichtige HNSCC-assoziierte Gene 

 

 

NF-kB (Nuclear factor-kB) 

Dieser proinflammatorische nukleäre Transkriptionsfaktor wird in nahezu allen 

Geweben exprimiert und reguliert die Transkription verschiedener Gene, die bei 

Prozessen wie Zellproliferation, Zellüberleben, Metastasierung, Invasion und 

Angiogenese von Bedeutung sind. NF-kB ist in HNSCCs häufig überexpremiert. Des 

Weiteren konnte gezeigt werden, dass mit ansteigendem Tumorstadium auch die Serum-

Protein-Levels von NF-kB zunahmen. Es wird vermutet, dass eine gesteigerte Aktivität 

des Tumor-Nekrose-Faktors-alpha, entweder über einen TNFα-spezifischen 

Signaltransduktionsweg oder über die autokrine Stimulation von TNFα selbst, die 

Expression der Casein-Kinase 2 (CK2) fördert, wodurch die katalytischen 

Untereinheiten von NF-kB, Ikk1 und IKK2 dauerhaft aktiviert werden. Eine permanente 

Stimulation von NF-kB führte zu einer verstärkten Tumorangiogenese und 

Metastasierung. Außerdem verringerte es die pro-apoptotischen Eigenschaften von 

Chemotherapeutika, was mit schlechteren Behandlungserfolgen einherging [84]. In 

Studien mit anti-TNF-Antikörpern konnte eine Minderung der NF-kB-Aktivität erzielt 

werden, was einen Rückgang der Zellproliferationsrate bewirkte und sich positiv auf 

das Gesamtüberleben auswirkte [105]. 

 

Zytokine 

Zytokine sind Proteine die einerseits die Zelldifferenzierung im Sinne von Mediatoren 

regulieren, zum anderen die Zellproliferation als Wachstumsfaktoren induzieren. Zur 

Familie der Zytokine gehören u.a. die Gruppe der Interleukine. IL-1 (Interleukin-1) 

wird bei HNSCCs dauerhaft exprimiert und besitzt die Fähigkeit weitere Interleukine  

IL-6, IL-8 und GM-CSF zu aktivieren., wobei deren Expressionsverhalten maßgeblich 

an die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 gekoppelt ist. IL-8 gilt 

als autokriner Wachstumsfaktor für HNSCCs und besitzt proinflammatorische und 

proangiogenetische Eigenschaften [106]. Eine iranische Forschungsgruppe verglich die 

Serumkonzentrationen von IL-6 zwischen HNSCC-Patienten und einer gesunden 

Population, wobei die Tumorpatienten deutlich höhere Konzentration aufwiesen. Zudem 

zeigten Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium im Gegensatz zu Patienten 

in einem frühen Krebsstadium wesentlich höhere Serum-IL-6 Werte [107]. 
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MMPs (Matrix-Metalloproteasen) 

Sie gehören zu einer Familie der Zink-abhängigen Endopeptidasen, werden 

überwiegend in Fibroblasten synthetisiert und sind an einer Reihe verschiedener 

biologischer Prozesse beteiligt. Dazu zählen u.a. der Abbau von extrazellulärer Matrix, 

Zellproliferation und Angiogenese. In verschiedenen Studien konnten MMP-Mitglieder 

wie z.B. MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10 oder membrane-type-1 MMP in HNSCCs 

überexprimiert vorgefunden werden, was mit einer steigenden Tendenz zur 

Tumorinvasion und Metastasierung assoziiert war. Für MMP-10 konnte zudem gezeigt 

werden, dass besonders hohe Expressionslevel mit fortgeschrittenen Tumorstadien 

korrelierten und mit einer schlechten Prognose assoziiert waren [108]; [58]. 

 

2.1.12 Birc2 (c-IAP1) 

 

Das cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (c-IAP1) gehört zur Familie der 

Apoptoseinhibitoren (IAPs). Eine Übersicht dieser Genfamilie liefert Tabelle 1..  

 

Tabelle 1.: Übersicht der humanen Inhibitor of apoptosis Proteinfamilie (BIRC = 

Baculovirus IAP repeat containing Protein) mit  Synonymen und der jeweiligen 

Chromosomenlokalisation 

 

 

 

Birc-2 besitzt verschiedene funktionelle Strukturdomänen mit denen es an zellulären 

Prozessen wie Apoptose, Zellzyklusregulierung, Zellmigration und Signaltransduktion 

beteiligt ist [109];[110]. Das auf Chromosom 11q22 lokalisierte Protoonkogen c-IAP1 

codiert für ein 4,3 kDa großes Protein und wurde erstmals 1995 durch Clem und Miller 

im Zusammenhang mit der Arbeit an Baculoviren beschrieben [111]. C-IAP1 besitzt 

BIRC Nummer alternative Namen Chromosomenlokalisation

BIRC1 NAIP 5q13.1

BIRC2 hIAP1, cIAP1, MIHB 11q22-q23

BIRC3 hIAP2, cIAP2, MHIC 11q22-q23

BIRC4 XIAP, ILP1, MIHA Xq25

BIRC5 Survivin 17q25

BIRC6 BRUCE, Apollon 2p21-p22

BIRC7 ML-IAP, KIAP, Livin 20q13.1

BIRC8 ILP2 19q13.3
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drei „bacoluvirus IAP  repeat“ Domänen (BIR1-3), wobei BIR2-/3 an  pro-apoptotische 

Vorläufer-„Effektor“-Caspasen binden und mit ihnen interagieren kann (Caspasen sind 

spezielle Proteasen, die den enzymatischen Ablauf der Apoptose steuern) [112]. Eine 

direkte inhibitorische Wirkung der BIR-Domänen auf die Apoptose wird entgegen 

früherer Vermutungen mittlerweile jedoch eher in Frage gestellt. Als weitere struktur-

funktionelle Besonderheit besitzt cIAP1 eine Ring–Finger-Domäne mit E3 Ubiquitin 

Ligase Aktivität. Ubiquitine sind 76 Aminosäuren starke Proteine, die an Position 48 

und 63 die funktionell bedeutsame Aminosäure Lysin beherbergen (Lys48-und 63). Das 

Enzym Ligase katalysiert über Lys48/63 die Bindung an weitere Ubiquitine, wodurch 

lange Proteinketten mit multiplen Bindungsstellen entstehen. Über die Lys48-

verknüpfte Ubiquitinierung fördert cIAP1 u.a. den proteasomalen Abbau der Caspase 3- 

und 7. Diese „Effektor“-Caspasen sind aktiv am apoptotischen Zelltod beteiligt, indem 

sie die Proteine Lamin (Zellmembran) und Aktin (Zytoskellet) abbauen. Darüber hinaus 

ist cIAP1 über die Lys63-verknüpfte Polyubiquitinierung des Rezeptor-interagierendes 

Proteins 1 (RIP1) in der Lage die transforming growth factor-b-aktivierende Kinase 1 

(TAK1) zu binden, was eine Inaktivierung des pro-apoptotischen Komplexes aus RIP1 

und Caspase 8 zur Folge hat [113]; [114]; [115]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, 

dass CIAP1 über die Ring-Finger-Domäne durch Interaktion mit dem TNFR-

assoziierten Faktor 2 (TRAF2) in den TNFα-vermittelten Signaltransduktionsweg 

eingreifen kann, was zu einer Aktivierung von NF-kB führte [116]; [112]; [110]. Eine 

Überexpression von Birc-2 konnte bislang u.a. bei Cervix-, Ösophagus-, Pankreas-, 

Prostata,- Harnblasen-, Lungen-, Leberkarzinomen und HNSCCs beschrieben werden 

[117]; [118]; [119]; [120]; [121]. Bei Ösophaguskarzinomen (ESCs) und 

Cervixkarzinomen konnte anhand von Untersuchungen an Zelllinien Amplifikationen 

für Birc-2 nachgewiesen werden, die an eine konstante Proteinüberexpression gekoppelt 

waren und mit einer Resistenz gegenüber Radio-Chemotherapeutika einher gingen 

[122]. Allerdings konnten die sehr wenigen Studien, die das Amplifikationsverhalten 

von Birc-2 anhand eines repräsentativen Patientenkollektivs untersuchten, bislang keine 

Assoziation zur Prognose oder zum Tumorphänotyp darstellen [123]. Eine Vielzahl von 

Studien untersuchten das Expressionsverhalten von Birc-2 auf Protein-Ebene mittels 

IHC. Für HNSCCs, hämatologische Malignome, Harnblasenkarzinome, 

Kolonkarzinome und Cervixkarzinome konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte 

Expression von Birc-2 einen negativen Einfluss auf Tumorprogression, Rezidiv-Freies-

Intervall und Prognose hatte [124]; [122]; [125]; [126]; [120]; [127]. 
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2.2 Ziel dieser Arbeit 

Die in Zelllinien nachgewiesene Amplifikation von 11q22/BIRC2 und die Assoziation 

der BIRC2-Überexpression mit ungünstigen Tumorparametern in mehreren Tumortypen 

deuten darauf hin, dass BIRC2 eine wichtige onkogene Rolle spielen könnte. Kopf-Hals 

Tumoren weisen häufig Genamplifikationen auf Chromosom 11 auf, jedoch ist die 

Amplifikation auf 11q22 bislang nicht untersucht worden. In der vorliegenden  Arbeit 

sollen daher  zwei bereits existierende Tissue-Mikroarrays (TMAs) mit zusammen 

genommen 452 primären plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren anhand von 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) bezüglich des Häufigkeit und klinischen 

Relevanz von BIRC2-Amplifikationen auf Chromosom 11q22 untersucht werden. 

 

 

3. Material und Methoden 

 

3.1 Untersuchungsmaterial 

In der vorliegenden Untersuchung wurden zwei verschiedene TMAs (aus Hamburg und 

Basel) für eine FISH-Analyse verwendet. Jeder TMA besteht aus einem Paraffinblock, 

bei dem Formalin-fixiertes–Archivgewebe in Form von 0,6 mm durchmessenden Ge-

webszylindern (Spots) eingebracht ist.                                                                                                          

Der Hamburger-TMA (NEC1) umfasst 414 Gewebeproben, welche von Patienten 

stammen, die in der Zahn-, Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgischen Klinik des Uni-

versitätskrankenhauses Hamburg-Eppendorf ( 1988 – 2007 ) aufgrund eines Plat-

tenepithelkarzinoms der Mundhöhle/Mundbodens operiert bzw. behandelt wurden .Von 

nahezu allen Patienten wurden klinische Verlaufsdaten (Therapie, Zeitpunkt eines Re-

zidivs, Auftreten von Metastasen, Todeszeitpunkt und Gesamtüberleben (in Monaten) 

erfasst. NEC1 setzt sich aus 222 Primärtumoren, 61 Rezidiven, 16 Metastasen und 115 

Kontrollen/Tumorduplikaten zusammen. Die 222 Primärtumoren konnten hinsichtlich 

der Lokalisation wie folgt unterteilt werden: 122 Mundboden-, 33 Zungenrand-, 35 Al-

veolarfortsatz-, 22 Oberkiefer- und 10 Intermaxillar-Plattenepithelkarzinome. Das mitt-

lere Erkrankungsalter dieser Patienten betrug 56 Jahre (min. 20 Jahre – max. 93 Jahre), 

bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 46,3 Monaten (min. 1- max. 306 Mona-

te). Hinsichtlich der Therapie ließen sich die Patienten in verschiedene Gruppen eintei-

len: 124 Patienten wurden ausschließlich operativ versorgt. Bei 58 Patienten erfolgte im 
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Anschluss an die Operation eine Strahlentherapie. Weitere 12 Patienten erhielten im 

Anschluss an die Operation eine Strahlen- und Chemo-Kombinationstherapie. Eine 

primäre Strahlentherapie erhielten sechs Patienten und eine primäre Chemotherapie 

wurde in einem Fall durchgeführt. Eine primäre Strahlentherapie mit anschließender 

Operation wurde bei 13 Patienten durchgeführt. Eine primäre kombinierte Radio- und 

Chemotherapie fand in zwei Fällen statt. In  fünf Fällen erfolgte nach durchgeführter 

Operation wegen eines Rezidivs nur noch eine Strahlentherapie. Weiterhin erfolgte bei 

einem Patienten, der eine Operation mit anschließender Chemotherapie erhalten hatte, 

beim Vorliegen eines Rezidivs erneut eine Chemotherapie. Überlebensdaten konnten bei 

216 von insgesamt 222 Patienten erhoben werden. Eine Übersicht bezüglich der Zu-

sammensetzung des NEC1-TMA zeigt Tabelle 2.  

Tabelle 2.: Der NEC1-TMA in der Übersicht 

   Parameter 
 

N 

Primärtumoren 
 

220 

Männlich 
 

157 

Weiblich 
 

65 

Tumorlokalisation Mundboden 122 

 
Zungenrand 33 

 
Alveolarfortsatz 35 

 
Oberkiefer 22 

 
Intermaxillär 10 

Tumorstadium pT1 59 

 
pT2 75 

 
pT3 28 

 
pT4 60 

Nodalstatus pN0 115 

 
pN1 34 

 
pN2 65 

 
pN3 8 

Grading G1 16 

 
G2 163 

 
G3 41 

 
G4 2 

Metastasen 
 

16 

Rezidive 
 

61 

Kontrollen/ 
 

115 
Tumorduplikate 

  Alle Gewebespots 
 

414 
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Der Basel-TMA (NEC2) umfasst 425 Tumorgewebeproben mit Plattenepithelkarzino-

men des Kopf-Hals-Bereiches, die aus dem Universitätsklinikum Basal stammen. Da-

von sind 345 Primärtumoren, die sich bezogen auf ihre Lokalisation folgendermaßen 

aufteilen: 138 Oro-Hypopharynxkarzinome (36 Sinus piriformis-, 36 Tonsillen-, 16 

Zungengrund-, 19 Palatum molle, 7 Hinterwand-, 1 Hypopharynx-, 1 postcricoidales- 

und 31 Karzinome mit unbekannter Primärlokalisation (CUP), wovon 14 gänzlich ohne 

Patientendaten vorlagen, 92 Larynxkarzinome (60 glottische/ 32 supraglottische) und 

115 Mundhöhlenkarzinome. Zudem umfasst der Array 43 Metastasen (nur Oro-

Pharynx), 20 Rezidive (nur Oro-Hypo-Pharynx) und 17 Kontrollgewebe. Die Gruppe 

der 115 primären Mundhöhlenkarzinome wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter 

berücksichtigt. Klinische Überlebensdaten sind für diesen TMA nicht verfügbar. Tabelle 

3 gibt eine Übersicht bezüglich der Zusammenstellung von NEC2.  

Tabelle 3.: Der NEC2-TMA in der Übersicht. 

Parameter    N 

Primärtumoren    345 

     

Tumorlokalisation  Pharynx  138 

  Larynx  92 

  Mundboden  115 

Tumorstadium  pT1  42 

  pT2  56 

  pT3  27 

  pT4  33 

Grading  G1  26 

  G2  170 

  G3  99 

Nodalstatus  pN0  74 

  pN1  27 

  pN2  45 

  pN3  2 

Metastasen  nur Phrynx  43 

Rezidive  nur Phrynx  20 

Normalgewebe  nur Phrynx  8 

Kontrollgewebe    9 

     

Alle Gewebespots    425 
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3.2 FISH 

Für die zweifarbige FISH-Analyse wurden 4μm dicke TMA-Schnitte eingesetzt, die vor 

der Hybridisierung entparaffiniert und proteolytisch vorbehandelt wurden. Dafür wurde 

entsprechend dem Protokoll des „Paraffin Pretreatment Reagent Kit“ (Vysis) gearbeitet. 

Zur Hybridisierung wurde eine kommerzielle BAC-Sonde (11q22; BAC RP11-864G5), 

welche das Gen Birc-2 umfasst, verwendet. Als Referenz wurde eine kommerzielle 

Sonde für das Zentromer des Chromosom 11 (CEP 11/D11Z1; Spectrum orange, Abbot, 

Downers Grove, IL, USA) eingesetzt. Die Markierung der kommerziellen DNA-Sonde 

wurde mit dem „Nick Translation System“ (Invitrogen) durchgeführt. Die Detektion der 

hybridisierten TMA-Schnitte erfolgte mit dem „Fluorescent Antibody Enhancer Set“ 

(Roche). Die einzelnen Arbeitsschritte zur Durchführung der FISH beinhalten: 

1) pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung 

2) DNA-Extraktion aus der E.coli-Flüssigkultur 

3) DNA-Markierung durch Nick-Translation 

4) Paraffinpretreatment und proteolytische Vorbehandlung der TMA-Schnitte 

5) Hybridisierung 

6) Waschen 

7) Detektion 

 

3.2.1 Auswahl und Anzucht von BAC Klonen 

 

Verwendete Materialien 

· pBAC-E.coli-Klon, RZPD-Nr.: RP11-864G5 (stab-stock-Kultur) 

· Kulturmedium: 25g Luria-Broth-Base (25g7l dH2O); autoklaviert 

· Antibiotikum: Chloramphenicol (34mg/ml Ethanol abs.) 

 

Laborprotokoll: pBAC-E.coli-Klon-Kultivierung 

1) 10ml Medium in einen 100ml Erlenmeyerkolben einfüllen 

2) Zugabe von 30μl Chloramphenicol 

3) Mit abgeflammter Pinzette einen autoklavierten Zahnstocher fassen und einen  

Abstrich aus der stab-stock-Kuktur anfertigen 

4) Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstochers 

5) Inkubation der angeimpften Kultur bei Raumtemperatur und 200rpm im 

 Schüttelinkubator   für 2 Tage 
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6) Überimpfen von 10μl der trüb gewordenen Kultur in einen mit 10ml Medium und 

30μl Chloramphenicol versetzten 100ml-Erlenmeyerkolben mittels Pipette 

7) Inkubation der angeimpften Kultur bei 37°C und 200rpm im Schüttelinkubator über 

Nacht 

8) DNA-Extraktion 

 

 

3.2.2 DNA-Extraktion 

Die DNA wurde aus einer pBAC-E.coli-Flüssigkultur mit Hilfe des „QIAprep Spin 

Miniprep Kit“ von Qiagen nach leicht modifiziertem Protokoll extrahiert. Alle 

verwendeten Reagenzien und die „QIAprepspin Säulen“ waren im Extraktions-Kit 

enthalten. 

 

Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus einer pBAC-E.coli-Klon- 

Flüssigkultur 

 

1) 3ml (2ml + 1ml) der Flüssigkultur im 2ml-Tube in einer Tischzentrifuge (~17.900 x 

g) für 90sec bei 13.000rpm pelletieren 

2) Pellet in 250μl Puffer P1 vollständig resuspendieren 

3) Zugabe von 250μl Puffer P2 und vorsichtiges Mischen durch 4-6 maliges invertieren 

(nicht länger als 5min mit dem folgenden Schritt warten) 

4) Zugabe von 350μl Puffer N3 und sofortiges, vorsichtiges Mischen durch 4-6 maliges 

invertieren 

5) 10 min Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge 

6) Überstand in eine „QIAprepspin Säule“ überführen 

7) 1 min Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge 

8) Durchfluss verwerfen 

9) „QIAprepspin Säule“ mit 500μl Puffer PE beladen und 1min Zentrifugation bei 

13.000rpm in einer Tischzentrifuge 

10) Durchfluss verwerfen 

11) „QIAprepspin Säule“ erneut mit 500μl Puffer PE beladen und 1min Zentrifugation 

bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge 

12) Durchfluss verwerfen 
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13) „QIAprepspin Säule“ erneut 1min bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge zentrifu-

gieren 

14) Durchfluss verwerfen; „QIAprepspin Säule“ in ein 1,5ml-Tube setzen 

15) „QIAprepspin Säule“ mit 50μl auf 70°C erwärmten Puffer EB beladen 

16) 1min bei Raumtemperatur inkubieren 

17) 1min Zentrifugation bei 13.000rpm in einer Tischzentrifuge 

18) Säule entfernen und Quantifizierung der DNA im Nanodrop und Aufbewahrung im 

1,5ml-Tube bei 4°C 

 

3.2.3 Sondenmarkierung 

Die Nick-Translation ist eine Methode zum gleichmäßigen Einbau markierter Nukleo-

tide in den DNA-Doppelstrang, wobei die DNA gleichzeitig auf die optimale Fragment-

länge zur Hybridisierung eingestellt wird. Diese kann durch Agarosegelelektrophorese 

kontrolliert werden. Die Nick-Translation wurde mit dem „Nick Translation System“ 

(Invitrogen) durchgeführt, wobei eine Mindestmenge von 1μg DNA zu einem Ansatz 

von 50μl gegeben wurde. Das Protokoll des Kits wurde modifiziert. Das zulässige 

Höchstvolumen an pBAC-DNA-Lösung von 38μl wurde als Standardvolumen gewählt 

(entsprechend ca. 1,5 bis 2,5μg DNA). Des Weiteren wurde nach Ablauf der Standard -

inkubationszeit erneut der Poll-/DNase-Enzym-Mix zugegeben und weiter inkubiert. 

 

Verwendete Materialien 

· Nick Translation System (Invitrogen) 

· Digoxigenin 11-dUTP (Roche) 

· Polymerase I (Invitrogen) 

 

Pipettieransatz im 0,5 ml-Tube  

dNTP-Mix ohne dTTP                      5μl 

Digoxigenin 11-dUTP                       1μl 

pBAC-DNA-Lösung                         38μl 

Pol I-/ DNase Enzym Mix                 5μl 

DNA Polymerase I                            1μl 

 

Ansatzmenge                                     50μl 
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Laborprotokoll: DNA-Markierung mittels Nick-Translation 

1) Ansatz gut durchmischen und danach herunterzentrifugieren 

2) Inkubation für 90min bei 15°C im Thermocycler 

3) Zugabe von weiteren 5μl Pol I-/ DNase Enzym Mix; mit der Pipette durchmischen 

4) Inkubation für 15min bei 15°C im Thermocycler 

5) Zugabe von 5μl Stop Buffer 

6) Durchmischen (auf dem Vortex) und danach zentrifugieren 

7) Lagerung bei 4°C 

 

3.2.4 Hybridisierung 

Die TMA-Schnitte wurden vor der Hybridisierung entsprechend dem Protokoll des 

„Paraffin Pretreatment Reagent Kit“ (Vysis) behandelt. 

 

Verwendete Materialien 

· Destilliertes Wasser (dH2O) 

· Ethanol (70% / 80% / 96% ) 

· VP 2000 Pretreatment Reagent (Vysis) 

· VP 2000 Protease Buffer (0,01N HCL) (Vysis) 

· Xylol 

 

Laborprotokoll: Entparaffinierung und proteolytische Vorbehandlung 

1) TMA-Schnitte 3×10min ins Xylol stellen 

2) TMA-Schnitte 2×5min in Ethanol (96%) stellen 

3) TMA-Schnitte 3min auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen 

4) TMA-Schnitte 15min in 80°C warmer Pretreatmentlösung (Wasserbad) inkubieren 

5) TMA-Schnitte 2min in dH2O waschen 

6) TMA-Schnitte 150min in 37°C warmer Proteaselösung (Wasserbad) inkubieren 

7) TMA-Schnitte 2min in dH2O waschen 

8) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (70%) stellen 

9) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (80%) stellen 

10) TMA-Schnitte 3min in Ethanol (96%) stellen 

11) TMA-Schnitte 3min auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen 
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Die Hybridisierung wurde mit einer kommerziellen genspezifischen Sonde (11q22, 

RZPD Nr.: RP11-864G5) und einer kommerziellen Sonde als Referenz für das Zentro-

mer des Chromosoms 11 (CEP11;D11Z1;Spectrum orange, Abbott, Downers Grove, IL, 

USA) durchgeführt. Die kommerzielle Sonde wurde in dem mitgelieferten  

Hybridisierungsmix nicht verdünnt. Beide Sonden wurden gemeinsam in einem Ge-

misch mit humaner Cot-DNA (zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen /  

repetetiver Sequenzen) und einem Hybridisierungsmix (Master-Mix 1.0) auf die TMA-

Schnitte gegeben, mit diesen für 10 min bei 72°C co-denaturiert und über Nacht bei 

37°C hybridisiert. Denaturierung und Hybridisierung wurden im Hybrite (Vysis) durch-

geführt. 

 

Verwendete Materialien 

· 20×SSC 

· Cot-DNA 

· Dextransulfat 

· Formamid (deionisiert) 

 

Laborprotokoll: Herstellen des Basis-Hybridisierungsmix 

1) 5 ml deionisiertes Formamid, 1,5 ml 20×SSC und 1g Dextransulfat in ein kleines 

Becherglas geben 

2) bei 60°C auf dem Heizrührer rühren, bis sich das Dextransulfat gelöst hat 

3) Suspension mit HCl auf pH7 einstellen 

4) mit dH2O auf 7ml auffüllen 

5) bei 4°C aufbewahren 

 

Hybridisierungsmix (Master-mix 1.0) 

Basis-Hybridisierungsmix 14 μl 

Cot-DANN                         2 μl 

Sonden-DNA                      4 μl 

Ansatz                                20 μl 
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Laborprotokoll: Hybridisierung 

1) Hybridisierungsmix auf den TMA geben 

2) mit einem 24×32mm Deckgläschen eindeckeln 

3) mit Rubbercement versiegeln 

4) bei 72°C für 10min im Hybrite denaturieren und dann über Nacht bei 37°C im 

 Hybrite inkubieren 

 

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die TMA-Schnitte sorgfältig gewaschen, 

um unspezifische Hybridisierungen zu entfernen. 

 

Verwendete Materialien 

· 2×SSC 

· dH2O 

· NP40 

 

Laborprotokoll: Waschen 

1) TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rubbercement und Deckgläschen ent-

fernen 

2) Schnitte in Waschpuffer (2×SSC; 0,3% NP40) bei Raumtemperatur stellen 

3) Schnitte 2min bei 72°C im Waschpuffer (2×SSC; 0, 3% NP40) waschen 

4) Schnitte kurz in dH2O waschen 

5) Schnitte im Dunkeln lufttrocknen 

 

3.2.5 Fluoreszenz-Detektion 

Für die Detektion wurde das „Fluoreszenz Enhancer Detection Kit“ von Roche  

eingesetzt. Nach der Detektion wurden die Schnitte wieder im Dunkeln luftgetrocknet 

und dann mit DAPI (Vectashield Mounting Medium für Fluoreszenz mit DAPI; H-1200 

(Vector)) und 

einem 24×32 mm Deckgläschen eingedeckelt. 
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3.3 Auswertung 

Die Auswertung der Objektträger (TMAs) erfolgte mit dem Epifluoreszensmikroskop. 

Der grüne FITC Filter diente hierbei zur Beurteilung der Gensignale. Die Zentromer-

signale  

wurden mit dem orangenen Rhodamin Filter ausgewertet. Die Zuordnung von Gen- und 

Zentromersignalen zu einem gemeinsamen Zellkern erfolgte durch dessen Anfärbung 

mit DAPI und einem entsprechenden DAPI-Filter. Mit diesem Verfahren konnte die 

Ratio von Gen-Signalen/Zentromer-Signalen in den jeweiligen Zellen jeder Gewebe-

probe ausgezählt werden. Als Amplifikation wurde das Vorliegen von doppelt so vielen 

Gen-Signalen wie 

Zentromer 11-Signalen (Ratio Birc-2/Zen12 ≥ 2,0) definiert. Gewebeproben mit einer 

Ratio  ≥ 1,0, aber ≤ 2,0 wurden als „gains“ bezeichnet. Alle anderen Gewebeproben mit 

einer Ratio ≤ 1,0 wurden als normal definiert. 

3.4 Statistik 

Um einen Zusammenhang zwischen Birc2-Amplifikationen und Tumorstadium, Nodal-

status sowie Grading darzustellen, wurde der Chi-Quadrat-Test angewandt. Die Berech-

nung der Überlebenskurven erfolgte nach Kaplan-Meier 

4. Ergebnisse 

Birc-2 Amplifikation 

Der Amplifikationsstatus von Birc-2 konnte in 122/222 (55%) Mundhöhlenkarzinomen 

des Hamburger TMAs (NEC1) mit FISH analysiert werden. 100 Tumore (45%) waren 

nicht auswertbar, weil entweder kein Fluoreszenzsignal in dem Gewebe-Spot sichtbar 

war oder weil der Gewebespot während der FISH-Analyse abgeschwommen ist. 10/122 

(8,2%) der Primärtumoren waren Birc2-amplifiziert, wobei 5/10 (50%) Amplifikationen 

Genkopiezahlen > 10 aufwiesen. 8/10 (80 %) Patienten mit einer Amplifikation für 

Birc-2 waren männlichen Geschlechts. Es zeigten sich keinerlei Unterschiede in der 

Birc-2-Amplifikationshäufigkeit hinsichtlich des Tumorstadiums (p=0.2868) oder dem 

Nodalstatus (p=0.3044). Amplifizierte Tumore zeigten die Tendenz zu einem 

schlechteren Differenzierungsgrad, jedoch war das Ergebnis statistisch nicht signifikant 

(p=0,55). Birc-2 Amplifikationen hatten keinen Einfluss auf die Patientenprognose 

(p=0,8086; Abb.2). 
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Tabelle 4.: Übersicht von Birc-2 Amplifikationen auf dem NEC1-TMA 

 

       Abbildung 1.: Beispiel für eine normale Birc-2-Expression in Karzinomzellen des 

       NEC1-TMA  (orange = Zentromerregion, grün = Birc-2-Gensequenz) 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                       

Abb. 1    
 

 

Abbildung  2/3.: Beispiele für eine Birc-2-Amplifikation in Karzinomzellen des       

NEC1- TMA (orange = Zentromerregion, grün = Birc-2-Gensequenzamplifikation)      

 

                                                            Abb. 2                                                                Abb. 3        
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Tabelle 5.: Ergebnisse der FISH-Untersuchung von BIRC2 in Abhängigkeit vom 

Tumorstadium, dem Nodalstatus und des Tumorgrading. ( *Chi-Quadrat-Test) 

 

 

 

Variablen n TMA n analysierbar Amplifiziert Normal P 

Total 222 122 10 (8.2%) 112 (91.8%)  

Männlich 157 86 8 (9.3%) 78 (90.7%)  

Weiblich 65 36 2 (5.6%) 34 (94.4%)  

Tumortiefe 

pT1 

pT2 

pT3 

pT4 

 

59 

75 

28 

60 

 

32 

40 

16 

34 

 

1 (3.1%) 

6 (15%) 

1 (6.3%) 

2 (5.9%) 

 

31 (96.9%) 

34 (85%) 

15 (93.8%) 

32 (94.1%) 

*0.2868 

Lymphknoten 

pN0 

pN1 

pN2 

pN3 

 

115 

34 

65 

8 

 

65 

19 

33 

5 

 

6 (9.2%) 

3 (15.8%) 

1 (3%) 

0 (0%) 

 

59 (90.8%) 

16 (84.2%) 

32 (97%) 

5 (100%) 

*0.3044 

Grading 

G1 

G2 

G3 

G4 

 

16 

163 

41 

2 

 

8 

89 

24 

1 

 

0 (0%) 

7 (7.9%) 

3 (13%) 

0 (0%) 

 

8 (100%) 

82 (92.1%) 

21 (88%) 

1 (100.0%) 

*0.5584 
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Abbildung  4.: Kaplan-Meier Kurve des BIRC2 Amplifikations-Resultates. 

 

 

 

 

Birc-2 Amplifikationsstatus im Vergleich zu Pharynx- und Larynxkarzinomen 

Der Amplifikationsstatus von Birc-2 in Mundhöhlenkarzinomen des NEC1-TMA wurde 

zum Vergleich mit Pharynx- und Larynxkarzinomen des NEC2-TMA überprüft. Die 

FISH-Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der verschiedenen 

Tumorentitäten (Pharynx, p=0,221; Larynx, p=0,694). Eine Übersicht der Ergebnisse 

liefert Tabelle 7. 

 

 

Tabelle 6.: Ergebnisse der FISH-Analyse für Birc-2 an Mundhöhlen- Hypopharynx- und                      

Larynxkarzinomen. (*Chi-Quadrat Test, Mundhöhle versus Pharynx und Larynx) 

 

Variablen n 

TM

A 

n 

analysierbar 

Amplifiziert Normal p-Wert 

Mundhöhle 222 122 10 (8.2%) 112 (91.8%)  

Pharynx 138 97 4 (4,1%) 93 (95.9%) *0,221 

Larynx 92 61 4 (6,6%) 57 (93,4%) *0,694 
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Tabelle 7.: Birc-2 Amplifikationen für Pharynx- und Larynxkarzinome auf  NEC2 

 

 

 

 

 

Vergleich zwischen BIRC2 Amplifikation und Zellproliferation 

Immunhistochemische Daten zur Zellproliferation, gemessen mit dem Ki67 Färbeindex, 

waren für 120 der 122 Tumoren mit einem BIRC2-Ergebnis vorhanden. Es zeigte sich 

im Vergleich, dass Tumoren mit einer BIRC2-Amplifikation eine leicht erhöhte 

Zellproliferationsrate aufwiesen (60.9% proliferierende Zellen in BIRC2–amplifizierten 

Tumoren vs. 52.6% in Tumoren mit normaler BIRC2-FISH Ratio). Jedoch war dieser 

Unterschied statistisch nicht signifikant (p=0.2983, Abbildung 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lokalisation Sublokalisation Genkopiezahl Zentromerkopiezahl       Ratio Amplifikationstyp
(Mittelwert) (Mittelwert)

Oro-Hypopharynx Sinus piriformis 20 2 10 Cluster

Oro-Hypopharynx Tonsille 20 2-4 6,7 Cluster

Oro-Hypopharynx Mundboden 15 3 5 Cluster

Oro-Hypopharynx Mundboden 9 2 4,5 Cluster

Larynx supraglottisch 10 2,5 4 Cluster

Larynx supraglottisch 7 3 2,3 Cluster

Larynx supraglottisch 5 2,5 2 extrachromosomal

Larynx glottisch 5 2,5 2 extrachromosomal
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Abbildung 5.: Vergleich der Zellproliferationsrate in Tumoren mit und ohne BIRC2-

Amplifikation. Ki67 LI = Labeling-Index (Färbeindex), ANOVA-Test: p=0.2983 

 

 

 

 

Vergleich der FISH-Analyse zwischen Birc-2 und  CCND1 auf  NEC1 

Die FISH-Ergebnisse konnten zum Vergleich von Birc-2 und CCND1 bei 116/122 

(95,1%) Primärtumoren analysiert werden. In 4 Fällen lagen beide Gene gemeinsam 

amplifiziert vor (p=0,4468). 

Tabelle 8.: Vergleich der FISH-Resultate von Birc-2 und CyclinD1 (*Chi-Quadrat Test) 

 

 

Häufigkeiten 

Zeile % 

Amplifiziert normal gesamt                p-Wert 

Amplifiziert 

 Birc-2 

 Cyclin-D1           

 

4 

44.44 

 

5 

55.56 

 

9                         *0,4468 

Normal 

Birc-2 

Cyclin-D1 

 

34 

31.78 

 

73 

68.22 

 

107 

 38 78 116 
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5. Diskussion 

Genamplifikation reguliert die Expression von Onkogenen und ist ein bedeutsamer 

Mechanismus bei der Karzinogenese menschlicher Tumoren [40]. Moderne molekular-

zytogenetische Methoden ermöglichen es mit nur einer einzelnen 

Hybridisierungsreaktion auf bekannte DNA-Abschnitte eine genomweite Detektion 

veränderter Genkopiezahlen zu erzielen um u.a. potentielle Onkogene identifizieren- 

und lokalisieren zu können. Die Onkogene EGFR (7p12), CCND1 (11q13) und MYC 

(8q24) sind für HNSCC bereits als häufig amplifizierte Zielgene identifiziert worden 

und werden mit Tumorentstehung, Tumorprogression und Metastasierung assoziiert 

[128]. Anhand von Zelllinien konnte bei einer Vielzahl humaner maligner Tumore 

mittels CGH-Analysen ein Amplikon auf Chromosom 11q22 detektiert werden, was 

vermuten ließ, dass hier ein oder mehrere potentielle Zielgene beherbergt sein könnten, 

die durch Amplifikation aktiviert werden [53]. Zu diesen potenziellen Onkogenen 

gehört das zelluläre Apoptose-inhibitor Protein-1 (ciap-1) welches bereits bei einer 

Reihe verschiedener Karzinome beschrieben und bezüglich einer Resistenzentwicklung 

bei Radio-Chemotherapien diskutiert wurde [123]; [118]; [119]; [120]. In der 

vorliegenden Arbeit wurden Birc-2 Amplifikationen erstmals bei HNSCCs mittels FISH 

untersucht. Es konnten 280/452 (62%) Primärtumore aus dem Kopf-Hals Bereich 

erfolgreich analysiert werden. Die Amplifikationsrate lag mit 6,4% (Mundhöhle = 8,2%; 

Larynx = 6,6%; Pharynx = 4,1%) deutlich unter den Ergebnissen für andere Onkogene 

die bei der Genese von HNSCC bedeutsam sind, wie beispielsweise EGFR (10% - 90%) 

[120]; [129]; [130]; [131]; [100] oder CCND1 (30%-45%) [132]; [133]. Dass Hanken 

et. al an den auch in dieser Arbeit verwendeten TMAs bei der Untersuchung von 

CCND1 in Übereinstimmung mit der Literatur eine Amplifikationsrate von 41,7% 

nachweisen konnten, bestätigt die Repräsentativität des verwendeten TMAs für 

Untersuchungen der Gen-Amplifikation an Kopf-Hals-Tumoren [134].  

Über die Bedeutung von Birc-2 Amplifikationen bei Tumoren ist generell nur sehr 

wenig bekannt, da diesbezüglich Studien an einem repräsentativen Patientenkollektiv 

auf molekular-genetischer Ebene kaum durchgeführt wurden. Bei ESCs und 
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Cervixkarzinomen konnte anhand von Zelllinien Amplifikationen für Birc-2 

nachgewiesen werden, die an eine konstante Proteinüberexpression gekoppelt waren 

und mit einer Resistenz gegenüber Radio-Chemotherapeutika einhergingen. Imoto et al. 

fanden in einer FISH-Analyse an primären ESCs eine Birc-2 Amplifikationsrate von 

9.5% (4/42), was unter Berücksichtigung des geringen Patientenkollektivs mit dem 

Ergebnis der vorliegenden Arbeit zu vergleichen ist [135]; [122]. Choschzick et al. 

konnten high-level Amplifikationen von Birc-2 bei 12.9% (28/217) primären 

Cervixkarzinomen mittels FISH nachweisen. Nahezu alle amplifizierten Tumore zeigten 

eine plattenepitheliale Differenzierung [123]. Dai et al. untersuchten u.a. die 

Amplifikationshäufigkeit von Birc-2 an 44 NSCLC mittels Southern Blotting, lediglich 

1 Fall (2,3%) stellte sich als amplifiziert dar [124]. Bashyam et al. konnten bei 4/19 

Zelllinien von Pankreaskarzinomen Birc-2 Amplifikationen mit aCGH nachweisen 

[119]. Diese Arbeiten zeigen zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, 

dass Birc-2 Amplifikationen in humanen Tumortypen eher mit geringer Häufigkeit 

vorkommen. 

Der Birc-2 Locus auf 11q22 befindet sich in relativer Nähe zu CCND1. CCND1 gehört 

zu den am häufigsten amplifizierten Genen bei HNSCCs und gilt aufgrund seiner 

Funktion als Zellzyklusregulator als Treiber-Gen des Amplikons auf Chromosom 11q13 

[136]. Der massive Unterschied zwischen der Amplifikationshäufigkeit von Birc-2 und 

CCND1 bei HNSCCs deutet darauf hin, dass es sich vermutlich um zwei unabhängige 

Amplifikationen handelt. Um dieser Vermutung nachzugehen, verglichen wir unsere 

FISH-Ergebnisse für Birc-2 mit den FISH-Ergebnissen für CCND1, welche von Hanken 

et al. (LIT) ebenfalls auf dem NEC1-TMA erhoben wurden [134] (siehe Abb. 4). In 4 

Tumoren waren beide Gene gemeinsam amplifiziert, jedoch ist aufgrund der hohen 

CCND1-Amplifikationsrate (34/116; 29,3%) eine Übereinstimmung als Zufallsereignis 

eher wahrscheinlich als die mögliche Erklärung einer Koamplifikation mit CCND1. Die 

oben bereits erwähnte Arbeitsgruppe um Choszick et al. untersuchten in ihrer Studie 

ebenfalls die Amplifikationsergebnisse von Birc-2 und CCND1 an primären 

Cervixkarzinomen hinsichtlich Übereinstimmungen und konnten gänzlich keinen Fall 

mit einer Ko-Expression nachweisen. Es ist also eher davon auszugehen, dass 

Amplifikationen auf 11q13 und 11q22 unabhängig voneinander entstehen. 

In der vorliegenden Untersuchung waren Birc-2 Amplifikationen tendenziell häufiger 

mit einem schlechten Grading und einem gesteigerten Zell-Proliferationsindex 

assoziiert, allerdings waren die Ergebnisse statistisch nicht signifikant (p=0,55; 

p=0,2983), eventuell weil die Anzahl der Amplifikationen zu gering war. Es ist bekannt, 
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dass amplifizierte Tumore häufig mit einem aggressiveren Tumorphänotyp einhergehen. 

Beispiele dafür sind Her-2 beim Mamakarzinom [99]; [137] und Lungenkarzinom 

[138], C-MYC beim Mamakarzinom [139] und beim muzinösen Adenokarzinom des 

Magens [137], E2F3 beim Harnblasenkarzinom [140]; [141], BRAF beim 

Kolonkarzinom [142], MYCN beim Neuroblastom [143] oder CCND1 beim HNSCC 

[144]. Als Ursache wird die genetische Instabilität von amplifizierten Tumorzellen 

vermutet, wobei primär DNS-Doppelstrangbrüche in Verbindung mit einer fehlerhaften 

DNA-Replikation oder fehlerhaften DNA-Reparaturmechanismen eine Zunahme der 

Mutationsrate zur Folge haben [145]; [146].  

In unserer Untersuchung hatten Birc-2 Amplifikationen keine prognostische Relevanz, 

was nicht überrascht, da Kopf-Hals-Tumoren bereits aufgrund der Tatsache, dass sie 

meist erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt werden, eine ungünstige Prognose 

aufweisen. In einer solchen Situation ist es generell schwierig, einen molekularen 

Marker zu finden, der trotzdem eine prognostische Relevanz aufweist. Dies zeigt auch 

die Tatsache, dass unabhängige Bewertungsrichtlinien aufgrund molekularer Marker 

mit eigenständiger prognostischer Aussagekraft für HNSCCs bislang nicht gefunden 

wurden. Unterschiedliche Studienmethoden und die enorme Tumorheterogenität von 

HNSCCs könnte zudem zum Misserfolg der bisherigen Markersuche beigetragen haben 

[124]. In Ergänzung zum Letztgenannten konnte erst kürzlich anhand von genetischen 

Analysen neue Klassifikationssysteme von HNSCCs beschrieben werden, wonach in 

vier Subgruppen unterteilt wird: 1. subtype with a possible EGFR-pathway signature, 2. 

mesenchymal-enriched subtype, 3. normal epithelium-like subtype und 4. subtype with 

high levels of antioxidant enzymes. Jede Subgruppe zeigte individuell signifikante 

Unterschiede bei der Prognose [53]; [147]. Obgleich eine Reihe molekularer Zielgene 

bei HNSCCs bekannt sind, wurde ihnen bislang nur in Kombination mit 

konventionellen Klassifizierungsmethoden (TNM) eine prognostische Signifikanz zu 

teil. Beispiele dafür sind MMPs [1], CCND1 [58], proangiogenetische 

Wachstumsfaktoren wie VEGF, HGF, gFGF [57] oder mutiertes p53 [56]. Der 

Wachstumsfaktor EGFR (7p12) nimmt aufgrund seiner Schlüsselfunktion bei der 

Progression von HNSCCs eine besondere Rolle ein und steht als therapeutisches 

Zielgen im Fokus zahlreicher Studien. Gegenwertig ist für die Therapie bei HNSCC 

aber lediglich der gegen EGFR gerichtete monoklonale Antikörper Cetuximab 

zugelassen. Cetuximab wird in Verbindung mit Radiotherapie bei lokal 

fortgeschrittenen Tumoren oder in Verbindung mit einer auf Platin-basierten 

Chemotherapie bei Patienten mit Tumorrezidiven oder Metastasen angewandt [39]. 
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In einer Reihe von Studien wurde das Expressionsverhalten von Birc-2 an 

verschiedenen Tumoren auf Proteinbasis hinsichtlich einer potentiellen tumorrelevanten 

Bedeutung überprüft. Eine immunhistochemische Reaktion für Birc-2 konnte sowohl im 

Zellkern, als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden, was abhängig vom Tumor 

durchaus von Bedeutung zu sein scheint. Bei Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri 

(CSCCs) wurde die nukleäre Expression von Birc-2 als unabhängiger prognostischer 

Marker für ein Rezidiv-freies Überleben nach einer Strahlentherapie diskutiert [79]. 

Tanimoto et al. beschrieben die nukleäre Expression von Birc-2 als potentiellen Marker 

zur Vorhersage eines prognostisch ungünstigen Krankheitsverlaufs bei Patienten mit 

HNSCC. Sie untersuchten die Expression von Birc-2 an 4 OSCC-Zelllinien mit 

IHC/Western-Blotting und 57 HNSCC mit IHC. 17/57 (30%) der Fälle zeigten eine 

nukleäre Expression, was mit einer nodalen Metastasierung, einem fortgeschrittenem 

Tumorstadium und einer ungünstigen Prognose assoziiert war. Demgegenüber konnte 

für die zytoplasmatische Expression von Birc-2 zwar ein ähnlicher jedoch deutlich 

abgeschwächter Effekt beobachtet werden [122]. Qi et al. untersuchten die Expression 

von Birc-2 an 75 Plattenepithelkarzinomen der Zunge mittels IHC. Birc-2 war in ca. 

50% der Fälle IHC-positiv, was in dieser Studie allerdings unabhängig von der 

Lokalisation der Expression mit einer Lymphknotenmetastasierung assoziiert war. Eine 

Korrelation zum Grading, zum Tumorstadium, dem Alter oder dem Geschlecht bestand 

nicht [126]. Für die chronische lymphatische Leukämie (CLL) wurde anhand von IHC, 

Flow-Zytometrie und Western Blotting ein Zusammenhang von hohen Birc-2 

Proteinlevel, Tumorprogress und Therapieresistenz aufgezeigt [148]; [64]. IHC-Studien 

an Harnblasen- und Cervixkarzinomen konnten einen Zusammenhang zwischen 

nuklearer Birc-2-Überexpression, hohen Birc-2 Proteinlevel und schlechter Prognose 

identifizieren [125]; [122]. An Kolonkarzinomen konnte ein nahezu identisches 

Ergebnis gezeigt werden [120]. Tamm et al. untersuchten an verschiedenen Tumor-

Zelllinien das Expressionsverhalten von Birc-2 bezüglich der Resistenzentwicklung bei 

der Anti-Tumortherapie mittels IHC und Western-Blotting. Interessanterweise gab es 

keine Korrelation zwischen den RNA-Level und den Protein-Level von Birc-2. 

Lediglich hohe Proteinlevel waren mit einer Resistenzentwicklung assoziiert. Daraus 

schlussfolgerten die Autoren, dass die Expression von Birc-2 möglicherweise zu einem 

stärkeren Maße der posttranskriptionalen Regulation unterliegt [149]. 

Zusammenfassend verdeutlichen die IHC-Studien, dass eine Proteinüberexpression von 

Birc-2 bei unterschiedlichen Tumoren von prognostischer Relevanz ist. Tendenziell 

scheinen vor allem hohe Proteinlevel und der Zellkern als Expressionslokus von Birc-2 
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mit einem aggressiveren Tumorphänotyp, einer ungünstigen Prognose und einer 

Therapieresistenz zu korrelieren. 

Birc-2 gehört zu den potentiellen Zielgenen des 0,7-2,6Mb umfassenden Amplikons auf 

Chromosom 11q22 [121]. Zelllinien – und IHC-Studien verweisen auf die Bedeutung 

von Birc-2 hinsichtlich Phänotyp, Therapieresistenz und Prognose bei lymphatischen 

und soliden Tumoren, darunter auch HNSCC [150]. Studien an Harnblasenkarzinomen 

konnten lediglich einen Einfluss der nukleären Expressionslevel von Birc-2 und 

Survivin auf Tumorstadium und Grading feststellen, während eine derartige Korrelation 

für kein anders IAP-Mitglied gezeigt werden konnte [151]. Anhand von ESC-Zelllinien 

konnte gezeigt werden, dass Birc-2 als einziges Mitglied der IAP-Familie kontinuierlich 

in den Zelllinien überexpremiert war, die auch eine Amplifikation aufwiesen. ESC-

Zelllinien mit einer Amplifikation für Birc-2 waren gegenüber Bestrahlung und 

Chemotherapie resistent [152]. 

Der Ansatz dieser Arbeit war die Darstellung der Bedeutung von Amplifikation für die 

Expression von Birc-2 bei HNSCCs anhand eines repräsentativen Patientenkollektives. 

Wir konnten zeigen, dass Amplifikationen von Birc-2 bei HNSCCs eher selten 

vorkommen und unabhängig von der Tumorlokalisation auftreten. Unter Einbeziehung 

der Ergebnisse von der Arbeitsgruppe um Choschzick bleibt festzuhalten, dass 

Amplifikationen von Birc-2 vermutlich keinen großen Einfluss auf den Tumorphänotyp 

oder die Prognose haben. Innerhalb der möglichen Genveränderung ist die 

Amplifikation für Birc-2 bei HNSCCs offenbar nicht die kausale Erklärung für die 

Proteinüberexpression. Entweder gibt es eine dominante Rolle benachbarter Gene oder 

andere Mechanismen als die Amplifikation sind von vorrangiger Bedeutung. Damit 

stellt sich die Frage einer Ko-Expression durch andere Gene im gleichen Amplikon, die 

möglicherweise die Überexpression von Birc-2 regulieren. Ein Synergismus innerhalb 

der IAP-Familie ist bereits mehrfach beschrieben worden und Gegenstand intensiver 

Forschungen [123]; [153]. Beispielsweise konnten Gill et al. an Karzinomzellen der 

Prostata zeigen, dass eine kombinierte Abschaltung von Birc-2, Ciap2 und XIAP mit 

einer deutlich stärkeren Sensitivität gegenüber Apoptose einherging, als eine 

Abschaltung nur eines dieser Gene [154]. Auf Chromosom 11q21-q23 finden sich in 

unmittelbarer Nachbarschaft zu Birc-2 die Gene Yap1 und TRCP6, welche 

möglicherweise von größerer Bedeutung für HNSCC sind. Das als transkriptionaler Ko-

Aktivator fungierende yes-associated protein 1- Yap1 entfaltet seine proliferativen und 

onkogenen Eigenschaften im Zusammenspiel mit der Transkriptionsfaktor-Familie 

TEAD, die Zellwachstum hochregulieren und Apoptose inhibieren kann. Das Gen 
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transient receptor channel, subfamily C, member 6 – TRCP6 ist über Calcium-Kanäle in 

verschiedene Signalkaskaden eingebunden, die Einfluss auf den Zellzyklus haben [155]. 

Über einen Phospholipase-C gekoppelten Mechanismus kann TRPC6 durch Receptor-

Tyrosin-Kinasen (TRKs) oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) aktiviert 

werden, was mit einem progredienten Zellwachstum einher geht [156]. Hochregulierte 

mRNA-Level von TRPC6 konnten u.a. in Magen- und Ösophaguskarzinomen 

nachgewiesen werden, wobei eine Blockade des Gens zu einem Zellarrest in G2/M-

Phase des Zellzyklus führte, was einen Zellproliferationsstopp zur Folge hatte [157]; 

[158]. Für Prostatakarzinome konnte gezeigt werden, dass hohe TRPC6-Proteinlevel 

mit Grading und Tumorausdehnung korrelieren [157]. Bernaldo de Quiros et al. 

untersuchten in einer Genexpressionsanalyse an HNSCC-Zelllinien potentielle Zielgene 

auf Amplikon 11q21-q22.2. Im Gegensatz zu Birc2-3 und MMP-Mitgliedern, konnte 

u.a. für Yap1 und TRPC6 eine signifikante Korrelation zwischen den mRNA-Level und 

den DNA-Kopiezahlveränderungen dargestellt werden. Interessanterweise waren die 

mRNA-Level für Yap1 und TRPC6 nur an den HNSCC-Zelllinien hochreguliert, 

welche auch eine Amplifikation zeigten. Der gleiche Effekt konnte auch an HNSCC 

Primärtumoren nachgewiesen werden. Die Autoren interpretierten TRPC6 weiterhin als 

potentielles therapeutisches Zielgen bei fortgeschrittenen HNSCCs, da hohe 

Expressionslevel von TRPC6 mit einer gesteigerten Tumorinvasivität assoziiert waren 

[159]. Yap1 wurde bereits in Zusammenhang mit Weichteiltumoren, dem 

Medulloblastom und ESCCs als mögliches Zielgen des Amplikons  diskutiert [160]; 

[161]; [162]. Andere Studien beschrieben an Karzinomen der Mundhöhle eine an 

Amplifikation gekoppelte mRNA-Hochregulierung von Yap1 [163]; [164]. 

Interessanterweise konnten Cheng et al. eine Ko-Amplifikation von Birc-2, cIAP2 und 

Yap1 bei Mamakarzinomen nachweisen, die Rb- und p53 Mutationen aufwiesen [165]. 

Eine Ko-Amplifikation von Birc-2 und Yap1 konnte auch an hepatotzellulären 

Karzinomen (HCCs) nachgewiesen werden, was signifikanten Einfluss auf das 

Tumorwachstum hatte. Ein derartiger Zusammenhang für Birc-2 oder Yap1 allein 

bestand lediglich in deutlich abgeschwächter Form. Eine Ko-Amplifikation von Birc-2 

und Ciap2 hatte den gleichen Effekt auf das Tumorwachstum, wie eine Amplifikation 

nur eines dieser Gene. In Anlehnung an die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Cheng, 

zeigten besonders die HCCs mit einer Ko-Amplifikation von Birc-2 und Yap1 ein sehr 

schnelles Tumorwachstum, bei denen eine Mutation von p53 vorlag [111]. Die 

Studienergebnisse machen deutlich, dass eine Ko-Amplifikation von Birc-2 und Yap1 

bei der Karzinogenese verschiedener Tumore eine Rolle spielen. Ob und inwieweit eine 
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derartige Beziehung auch für HNSCCs besteht, sollte in zukünftigen Studien überprüft 

werden. 

 

Zusammenfassend kommen Birc-2 Amplifikationen bei 6,4% der von uns untersuchten 

HNSCCs vor, wobei kein besonderer Zusammenhang zur Lokalisation besteht. Eine 

statistisch signifikante Assoziation mit den klinisch-pathologischen Parametern und der 

Prognose konnte nicht gezeigt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

6. Zusammenfassung 

 

 

Die Entwicklung von Kopf-Hals Karzinomen ist geprägt durch eine Anhäufung 

genetischer Veränderungen, die einerseits Tumorsuppressorgene inaktivieren und 

andererseits  Onkogene aktivieren können. Amplifikation ist ein bedeutsamer 

Mechanismus für die Aktivierung von Onkogenen. Obwohl Amplifikationen auf 

Chromosom 11q22 bereits bei verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden konnten, 

ist über ihre Bedeutung nur wenig bekannt. Das Amplikon auf 11q22 beherbergt 

verschiedene potentielle Zielgene, darunter auch den Apoptoseinhibitor Birc-2. Es 

konnte neben anderen Tumoren auch für HNSCC gezeigt werden, dass sich eine 

Überexpression von Birc-2 ungünstig auf Tumorphänotyp und Patientenprognose 

auswirkt. Über den zugrunde liegenden molekular-genetischen Mechanismus für die 

Regulierung der Proteinexpression von Birc-2 ist allerdings nur wenig bekannt. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es daher, die Prävalenz und die klinische Relevanz von Birc-2 

Amplifikationen an Kopf-Hals Karzinomen zu untersuchen. 452 primäre 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereiches wurden am Gewebemikroarrayformat 

anhand Fluoreszenz in-situ Hybridisierung mit einer kommerziellen FISH-Sonde 

untersucht. 6,4% aller Tumore zeigten eine Amplifikation für Birc-2 (Mundhöhle = 

8,2%; Larynx = 6,6%; Pharynx = 4,1%). 80 % der Patienten mit einer Birc-2 
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Amplifikation waren männlichen Geschlechts. Eine statistisch signifikante Assoziation 

mit den klinisch-pathologischen Parametern konnte nicht gezeigt werden, obgleich 

Amplifikationen tendenziell häufiger mit einem schlechteren Grading und einer 

gesteigerten Zellproliferationsrate verbunden waren. Birc-2 Amplifikationen hatten 

keinen Einfluss auf die Patientenprognose. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass Birc-2 Amplifikationen 

eher selten auftreten und möglicherweise nur für eine kleine Untergruppe von HNSCCs 

phänotypisch von Bedeutung sind. Unter Berücksichtigung des Patientenumfangs 

unserer Studie scheint es eher unwahrscheinlich, dass noch größere Studien zu 

wesentlich anderen Ergebnissen führen würden. 
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