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2. Einleitung 

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich gehören weltweit zu den am 

häufigsten auftretenden Krebsarten (Dohadwala et al. 2010, Masui et al. 2014). Meist 

sind die Kopf-Hals-Karzinome lokal begrenzt und nur in seltenen Fällen kommt es zu 

einer entfernten Streuung des Tumors, der sogenannten Metastasierung (Takes et. 

al 2012). Sobald sich jedoch Metastasen gebildet haben, ist die Prognose schlecht 

und es ist mit einer geringen Überlebensrate zu rechnen (Noguti et al. 2012, Masui et 

al. 2014).  

Valastyan und Weinberg beschrieben 2011 die Metastasierung als einen 

hochkomplexen Prozess. Die metastasierende Zelle muss vorerst den Kontakt zu 

den benachbarten Zellen verlieren, um in die extrazelluläre Matrix und anschließend 

in die Blutgefäße einzudringen. Sobald die Zelle den Weg überstanden hat und im 

Gewebe des Zielorgans eingedrungen ist, wird durch Zellteilung eine Metastase 

gebildet (Valastyan und Weinberg 2011). 

Ein entscheidender Vorgang bei der Metastasierung ist die epithelial-mesenchymale 

Transition. Dieser morphogenetische Prozess erlaubt der Krebszelle sich vom 

Primärtumor zu lösen und in umliegende Organe zu wandern. Während des 

Vorgangs werden die epithelialen Eigenschaften der Zelle herunterreguliert und die 

mesenchymalen Eigenschaften hochreguliert (Thiery 2002, Kalluri und Weinberg 

2009). Dieser Prozess wird durch die Transkriptionsfaktoren gesteuert. Twist, Snail, 

Slug, ZEB1 und ZEB1 gehören zu den am Besten untersuchten 

Transkriptionsfaktoren, die den Prozess der epithelial-mesenchymalen-Transition 

regulieren (Scully et al. 2012, Samatov et. al 2013).  

Der basische Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor Twist reguliert das wichtige 

epitheliale Protein E-Cadherin herunter und den Marker für den mesenchymalen 

Phänotypen, das N-Cadherin, hoch (Lee et al. 2012, Je et al. 2013).   

Snail und Slug gehören zu der Snail Familie der Transkriptionsfaktoren. Diese binden 

an E-Boxen der speziellen Areale der Zielgene mit C-terminalen Zink Finger 

Domänen. Beide unterdrücken die Synthese von E-Cadherin, Claudin 1 und 

Zytokeratin 18, während die Synthese der proinvasiven und mesenchymalen Gene 

Vimentin und Fibronectin hochreguliert wird (Soini et al. 2011).   
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ZEB1 und ZEB2 gehören zur ZEB Familie und veranlassen die EMT auch durch 

Unterbindung der E-Cadherin Expression (Chu et al. 2013).  

Ziel dieser Studie war es die Exprimierung dieser Transkriptionsfaktoren in Kopf-

Hals-Tumoren zu untersuchen und zu prüfen, ob diese in der Expression miteinander 

korrelieren. 
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3. Material und Methoden 

Für diese Untersuchungen wurden 30 Gewebeproben von Kopf-Hals-Karzinomen 

von Patienten des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf verwendet. Um die 

Transkriptionsfaktoren in den Präparaten nachzuweisen, wurden diese mit jeweiligen 

Antikörpern durch immunhistochemische Färbungen markiert. 

Die mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden vorab in 

4 µm dicke Schnitte mit einem Mikrotom geschnitten. 

Der Antikörper gegen Twist wurde, nachdem die Gewebeproben deparaffiniert 

wurden, mit DAKO 1699 Antigen Retrieval Solution für 10 Minuten in einem 121°C 

heißen Drucktropf vorbehandelt. Anschließend wurden die Schnitte zwei mal jeweils 

für 5 Minuten mit TBS-T (Tris-buffer Saline und 0,1% Tween) und einmal für 5 

Minuten mit normalen TBS Puffer gespült. Um die unspezifischen Bindungen zu 

blockieren, wurden die Proben für 30 Minuten mit 10% normalem Schweineserum 

inkubiert. Der anti-Twist Antikörper wurde mit einer Verdünnung von 1:100 

aufgetragen und wirkte über Nacht ein.  Am nächsten Tag und erneutem Spülen 

wurde der sekundäre Antikörper (Schwein-Anti-Kaninchen) mit einer Verdünnung 

von 1:200 in TBS aufgetragen. Der monoklonale Antikörper wurde mit dem Avidin-

Biotin-Komplex und der alkalischen Phosphatase markiert und anschließend die 

Bindungsstelle mit Neufuchsin sichtbar gemacht. 

Snail wurde mit dem Catalyzed Signal Amplification System (CSA System, DAKO) 

nachgewiesen. Um eine unspezifische Peroxidasereaktion zu vermeiden, wurden die 

endparaffinierten Schnitte zur Hemmung der endogenen Peroxidase vorerst mit dem 

Peroxidase Block behandelt. Anschließend wurde der Avidin- und Biotin Block 

aufgetragen. Zwischen den einzelnen Schritten wurde wie vorher beschrieben jeweils 

mit TBS-T und TBS gespült. Nach 15 minütiger Einwirkung des Proteinblocks wurde 

der anti-Snail Antikörper mit einer Verdünnung von 1:8000 aufgetragen und über 

Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde erst für 20 Minuten der sekundäre 

Antikörper (Swine-Anti-Kaninchen) und anschließend der Streptavidin-Biotin-

Complex, Amplification Reagenz und Streptavidin-HRP für 15 Minuten auf die 

Präparate gebracht. Der letzte Schritt zur Visualisierung erfolgte mit 

3,3`Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB-Chromogen). 
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Die Antikörperfärbung von Slug erfolgte auf gleiche Weise wie bei anti-Twist. Der 

primäre Antikörper wurde 1:100 und der sekundäre Antikörper (Schwein-Anti-

Kaninchen) wurde 1:200 mit TBS verdünnt. Sichtbar gemacht wurde Slug mittels 

ABC-AP und dem Substrat Permanent Red.  

Der Antikörper gegen ZEB1 wurde 1:100 und  der Antikörper gegen ZEB2 1:400 mit 

TBS verdünnt. Zur Visualisierung wurde bei ZEB1 ebenso ABC-AP und Permanent 

Red verwendet. Als Detektionssystem für ZEB 2 wurde ebenfalls das CSA-Kit 

verwendet und als Farbstoff wurde eine Entwicklungslösung mit einen Azofarbstoff 

verwendet.  

Bei den Negativkontrollen wurde der primäre Antikörper jeweils durch PBS 

(Phosphate Buffer Solution) ersetzt. Für die Gegenfärbung wurde durchgehend 

Hämalaun verwendet. 

Die immunhistochemisch gefärbten Schnitte wurden abschließend entwässert und 

mit Eukitt eingedeckelt. Es wurden Fotos mit einem Zeiss Axiophot Fotomikroskop 

und dazugehöriger Zeiss MRc2 Kamera erstellt. 

Bei der Analyse der Proben wurde die Immunreaktivität in verschiedene Stärkegrade 

unterteilt: negativ -, sehr schwache Färbung oder nur Anfärbung einzelner Zellen +, 

moderat + und starke Färbung +++. 

In einigen Fällen waren mehrere Schnitte eines Patienten vorhanden, dort wurde der 

Durchschnittswert notiert. 
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4. Ergebnisse 

Twist wurde in den Tumoren bei Karzinomzellen in 26 von 30 Patienten im Zellkern 

und im Zytoplasma der Epithelzellen exprimiert. In 60% der Fälle gab es eine 

moderate bis intensive Färbung der Zellen und in 27% eine schwache Färbung.  

Die Exprimierung von Twist variierte im Bereich des Tumors. 18 von 30 Patienten 

wiesen eine erhöhte Twist Expression in den Tumorezellen in der Peripherie im 

Vergleich zu dem Zentrum des Tumors auf. Weiter zeigten auch vereinzelnd 

Fibroblasten und glatte Muskelzellen eine leicht positive Immunreaktivität (47%). Im 

Stroma unterschieden sich allerdings die peripheren nicht von den zentralen 

Bereichen.  

Snail wurde sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert. 

Die Färbung mit Snail war überwiegend schwach. 50% der Fälle zeigten postitiv 

angefärbte Zellkerne in den Tumorzellen und zusätzlich in den Fibroblasten des 

Stromas. Eine moderate Färbung konnte bei nur vier Fällen festgestellt werden. Eine 

erhöhte Snail Immunreaktivität in der Peripherie des Tumors zeigten sechs 

Patienten. 

Slug wurde in nur 6 Fällen vereinzelnd in Zellkernen der Tumorzellen beobachtet. 

30% der Patienten wiesen eine vorwiegend schwache Immunreaktivität im 

Zytoplasma der Tumorzellen auf. In 70% der Fälle war allerdings keine 

Immunreaktivität in den Tumorzellen zu erkennen.  

Sowohl ZEB1, also auch ZEB2, wurde fast ausschließlich in den Zellen des Stromas 

exprimiert. Der Transkriptionsfaktor ZEB1 wurde bei jedem der Patienten in den 

Fibroblasten des Stromas nachgewiesen. Nur 17% zeigten eine leichte positive 

ZEB1 Färbung in den Zellkernen von einzelnen, verstreuten Tumorzellen. In 33% der 

Patienten wurden die Zellkerne des Endothels und Lymphozyten um die Blutgefäße 

mit sehr intensiver Immunreaktivität beobachtet. 

ZEB2 Immunreaktivität wurde in 63% der Fälle auch in den Stromazellen beobachtet, 

jedoch variierte das Ausmaß der Intensität der Färbung beträchtlich. Einige Fälle 

zeigten auch keinerlei Expression in den Zellen des Stromas und andere wiederum 

eine sehr starke Immunreaktivität. In 30% der Patientenfälle wurden stark positive 

Kerne der Blutgefäße registriert. In nur 20% der Fälle wurde eine leichte ZEB2 

Färbung der Tumor Zellkerne beobachtet, diese befanden sich vorwiegend in der 
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Peripherie. In 58% der Patienten schwankte die Intensität der ZEB1 positiv gefärbten 

Fibroblasten von schwach bis intensiv. 
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5. Diskussion 

Eine Vielzahl von Transkriptionfaktoren regulieren die epithelial-mesenchymal- 

Transition während des komplexen Vorgangs der Metastasierung von bösartigen 

Tumoren.  

Insbesondere Twist, Snail, Slug, sowie ZEB1 und ZEB2 treten in diversen Studien 

als Haupttranskriptionsfaktoren bei der Regulation von EMT auf (Chu et al. 2013, 

Samatov et al. 2013, Smith et al. 2013). Allerdings wurde die Expression dieser fünf 

Transkriptionsfaktoren bei Kopf-Hals-Karzinomen noch nicht parallel untersucht und 

miteinander verglichen, folglich war das Ziel dieser Arbeit zu analysieren, ob die 

Expression dieser Faktoren miteinander korreliert.  

In unserer Versuchsreihe zeigte Twist die stärkste und häufigste Expression. In 26 

von unseren 30 Patientenproben wurde Twist in den Krebszellen nachgewiesen. 

Snail wurde nur in der Hälfte der Fälle und Slug sogar nur in einem Drittel exprimiert.  

Diese Ergebnisse stimmen mit vorigen Studien überein (Smith et al. 2013). ZEB1 

und ZEB2 wurden vorwiegend im Stroma exprimiert und nur in seltenen Fällen auch 

in den Krebszellen selbst nachgewiesen. Die Fibroblasten des Stromas waren bei 

allen Patienten ZEB1-positiv und bei der Hälfte der Patienten ZEB2-positiv, was in 

unserer Studie nur eine interne Überprüfung der immunhistochemischen Färbung 

darstellte.  

Der Vergleich der Expression von Twist, Snail und Slug in den Tumorzellen deutet 

auf einen Zusammenhang. 15 Patienten zeigte eine positive Snail-Immunreaktivität 

und 14 dieser Patienten wiesen auch eine positive Twist-Immunreaktivität auf. 

Ebenso wurde in 8 der 9 Slug-positiven Fälle auch Twist exprimiert. Des Weiteren 

zeigten von den 15 Snail-positiven Patienten nur 5 Fälle eine positive Slug Färbung. 

Allerdings waren diese 5 Slug-positiv gefärbten Kopf-Hals-Tumore auch zeitgleich 

Twist-positiv. Folglich korreliert die Expression von Twist und Slug, sowie Twist und 

Snail deutlich miteinander. Wiederum besteht bei der Exprimierung von Slug und 

Snail (Koexpression in 5 Fällen) ein nur geringfügiger, also wenig aussagekräftiger, 

Zusammenhang.  

Die Ergebnisse von ZEB1 und ZEB2 sind zu vernachlässigen, da die nur 6 ZEB1- 

positiven Fälle keine Immunreaktivität bei der ZEB2 Färbung aufwiesen.  
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Der Zusammenhang der koexprimierten Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug 

könnte klinisch von Nutzen sein, da es bereits einige Hemmstoffe gegen die 

jeweiligen Transkriptionsfaktoren auf dem Markt gibt (Harney et al. 2009, Khan et al. 

2013, Azmi et al. 2013). Möglicherweise wäre es klinisch von Vorteil, wenn bei einem 

Patienten mehrere der jeweiligen Transkriptionsfaktoren in den Tumorzellen 

exprimiiert sind, diese mit einem Medikament zu hemmen, welches die einzelnen 

Inhibitoren kombiniert. Somit könnte auch die Wechselwirkung der einzelnen 

Transkriptionsfaktoren verhindert werden.  

In diversen Studien wurde die epithelial-mesenchymale- Transition als ein 

entscheidender Prozess bei der Tumormetastasierung beschrieben. Die 

Epithelzellen, die durch die EMT einen mesenchymalen Phänotyp erhalten, 

metastasieren eher in das umliegende Gewebe.  Doch neuere Studien widerlegen 

teilweise diese These, da festgestellt wurde, dass diese EMT induzierenden 

Transkriptionfaktoren nicht allein maßgebend für das Tumorwachstum und die 

Tumormetastasierung sind (Fischer et al. 2015, Zheng et al. 2015). Auch Zellen mit 

epithelialem Phänotyp lösen sich von ihrem Zellverband und können metastasieren. 

Auch unsere Ergebnisse stützen die These, dass die Transkriptionfaktoren und die 

EMT für die Metastasierung nicht allein notwendig ist. Ein großer Teil unserer 

Patienten exprimierte nämlich diese Transkriptionfaktoren, doch klinisch ist nur ein 

geringer Anteil der sich verbreiteten Krebszellen letztendlich fähig Metastasen zu 

bilden (Valastyan und Weinberg 2011). Somit werden noch weitere entscheidende 

Prozesse vermutet, die in dem komplexen Vorgang der Bildung von Metastasen 

beteiligt sind und diese gilt es zu erforschen.  

Nach der Studie von Fischer et al. (2015) können Krebszellen, egal ob Primärtumor 

oder als Metastase, einen mesenchymalen oder epithelialen Phänotypen aufweisen. 

ZEB1 und ZEB2 sollen an diesem pleiotropen Effekt maßgeblich beteiligt sein 

(Valastyan und Weinberg 2011). Da die Transkriptionsfaktoren allerdings eine kaum 

positive Immunreaktivität in den Tumorzellen aufwiesen, ist die Bedeutung dieser für 

Kopf-Hals-Tumoren vermutlich eher gering. 

Der mesenchymale Phänotyp scheint darüber hinaus im Rahmen der Chemotherapie 

eine signifikante Rolle zu spielen. Die Studien von Fischer et al. (2015) und Bharti et 

al. (2015) untersuchten die Chemoresistenz der Krebszellen, die die epitheliale-

mesenchymale Transition durchlaufen haben. Der programmierte Zelltod, die 
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Apoptose, die durch herkömmliche Chemotherapie bei den Krebszellen 

hervorgerufen werden soll, tritt bei diesen modifizierten Zellen mit mesenchymalen 

Phänotypen nämlich nicht zwangsläufig ein. Diese Zellen scheinen eine erhöhte 

Resistenz gegenüber den während der Chemotherapie verabreichten Zytostatika zu 

haben.  

Die Blockade von EMT Transkriptionsfaktoren führt zwar nicht zwangsläufig zu 

einem geringeren Metastasierungspotenziel, allerdings hat das Überleben der EMT 

Krebszellen während der Chemotherapie womöglich indirekten Einfluss auf das 

Metastasierungspotenzial. Je mehr  EMT Krebszellen dem programmierten Zelltod 

entkommen, desto mehr Krebszellen haben die Möglichkeit weiter zu metastasieren.  

Daher ist zu überlegen, insbesondere während der Chemotherapie, die EMT 

Transkriptionsfaktoren direkt anzugreifen, damit mehr Zellen durch Apoptose 

zugrunde gehen. Diesbezüglich sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig. 
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6. Zusammenfassung 

Die Transkriptionsfaktoren Twist, Snail, Slug, ZEB1 und ZEB2 sind an der Steuerung 

der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) im Rahmen der Metastasierung von 

bösartigen Tumoren maßgeblich beteiligt. Bisher wurde die Expression dieser 

Transkriptionsfaktoren nur einzeln betrachtet. Ziel dieser Arbeit war es, die 

Expression aller dieser fünf Transkriptionsfaktoren in einem Kollektiv von 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereiches zu untersuchen. Im Rahmen 

unserer Untersuchungen an Kopf-Hals-Tumoren wurde Twist in den Tumorzellen am 

stärksten exprimiert. Snail und Slug hingegen zeigten nur geringe Immunreaktivität in 

den Plattenepithelkarzinomzellen. Die Expression von ZEB1 und ZEB2 in den 

Tumorzellen selbst ist zu vernachlässigen, diese wurden fast ausschließlich im 

Stroma exprimiert. Twist scheint damit der bedeutendste Transkriptionfaktor, welcher 

die EMT reguliert, in dieser Tumorentität zu sein. Trotzdem besteht ein 

Zusammenhang dieser drei Transkriptionsfaktoren, da sowohl die Expression von 

Twist und Snail, als auch von Twist und Slug, miteinander korreliert waren. 

 

Summary 

The epithelial-mesenchymal transition (EMT), which is a key process during the 

metastatic cascade in malignant tumors, is operated by the transcription factors 

Twist, Snail, Slug, ZEB1 and ZEB2. So far the expression of these transcription 

factors has been only been studied individually. The aim of this study was to 

investigate and compare the expression of all five transcription factors collectively in 

a patient cohort of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). Twist was 

expressed in the cancer cells in a major proportion of our patients with HNSCC. The 

immunoreactivity of Snail and Slug in squamous cell carcinoma cells was much less. 

The expression of ZEB1 and ZEB2 is negligible as they were generally expressed in 

the stromal cells only and not in the cancer cells themselves. Twist seems to be the 

most significant transcription factor regulating the EMT in HNSCC. Nonetheless the 

expression of Twist and Snail as well as Twist and Slug is highly associated and 

consequently there is a connection between these three transcription factors. 
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