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1 Einleitung 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Halsbereichs sind vorwiegend in Mundhöhle, Pharynx 

und Larynx lokalisiert und gehören mit einer Inzidenz von rund 500 000 Neuerkrankungen 

pro Jahr weltweit zu den sechsthäufigsten Malignomen (Weber A. et al. 2002). In 

Deutschland stehen Malignome des Kopf-Halsbereichs bei der männlichen Bevölkerung an 

vierter Stelle der Häufigkeitsverteilung, wobei Kehlkopfkrebs der häufigste bösartige 

Tumor der Kopf-Halsregion ist (Schlesinger-Raab A. et al. 2003). Krebserkrankungen von 

Mundhöhle und Rachen stehen derzeit bei Männern hinsichtlich der Erkrankungshäufigkeit 

an achter Stelle. Im Jahr 1998 kam es bei Männern schätzungsweise zu 7800 Krebs-

Neuerkrankungen im Bereich von Mundhöhle und Rachen sowie zu 2500 neuen Fällen von 

Kehlkopfkrebs. Bei Frauen war die Inzidenz geringer. Dennoch erkrankten etwa 3000 

Frauen an Mundhöhlen- bzw. an Oro- oder Hypopharynxmalignomen und ca. 400 an 

Larynxkarzinomen. Im Jahr 1999 starben insgesamt rund 3730 Männer sowie 1200 Frauen 

an Mund- und Rachenkarzinomen und 1340 Männer bzw. 190 Frauen an Kehlkopfkrebs 

(Deutsches Krebsregister 2002). Während die Inzidenz von Kopf-Halstumoren und die 

Sterblichkeit bei Männern nach einem Anstieg in den 80er Jahren seit Anfang der 90er 

Jahre konstant bleiben, nehmen sie bei Frauen kontinuierlich zu (Deutsches Krebsregister 

2002). Dies wird in erster Linie durch ein verändertes Rauchverhalten bei Frauen erklärt. 

Die Überlebensrate und Prognose der Patienten ist nach heutigem Wissensstand von 

solchen äusseren Risikofaktoren abhängig. Dazu gehören neben Tabak- und 

Alkoholkonsum auch Alter, Geschlecht, soziales Umfeld und geographische Lage. Diese 

exogenen Einflüsse erklären jedoch die interindividuell stark variierende Überlebenszeit 

der Patienten nicht ausreichend. Daher wird seit geraumer Zeit nach weiteren Faktoren 

gesucht, die an der Tumorentstehung beteiligt sind und massgeblich die Prognose der 

Patienten beeinflussen. Dabei wird genetisch prädisponierenden Faktoren mehr und mehr 

Bedeutung beigemessen. Eine Vielzahl von Untersuchungen sind vorgenommen worden, 

um Marker zu identifizieren, die auf molekularer Ebene an der Krebsentstehung beteiligt 

sind und Aussagen zum Krankheitsverlauf bzw. zur Prognose von Patienten mit Kopf-

Halstumoren zulassen. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf Faktoren gelegt, die für 

die Steuerung von Zellteilung und Gewebewachstum verantwortlich sind. Dazu gehört in 

erster Linie das Tumorsuppressorgen p531, dem eine wichtige Kontrollfunktion bei der 

Zellproliferation zugeschrieben wird. Desweiteren waren Zellzyklusregulationsproteine 

                                                
1 Gene werden im folgenden Text klein geschrieben, Proteine gross. 
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von Interesse, darunter insbesondere die Cyclin-Kinase-Inhibitoren P21 und P27. Ihr 

Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf wurde an verschiedenen Tumorerkrankungen 

untersucht und mit Tumorentstehung und �verhalten in Verbindung gebracht. Nicht zuletzt 

wurde von vielen Autoren einer veränderten Apoptoserate eine Rolle als prognostisch 

wichtiger Parameter zugeschrieben. 

Eine wesentliche Voraussetzung für die Tumorinduktion scheint auf molekularer Ebene 

eine Dysregulation des Zellzyklus zu sein (Hunter T. et al. 1994; Tsihlias J. et al. 1999). 

Der Zellzyklus unterteilt sich in vier verschiedene Phasen (M-, G1-, S- und G2-Phase), die 

von proliferierenden Zellen in normalem Epithel nacheinander durchlaufen werden. 

Ausdifferenzierte Zellen treten in die G0-Phase über. Hier verbleiben sie entweder 

dauerhaft oder treten, durch mitogene Faktoren vermittelt, wieder in den Zellzyklus ein 

(Koolman J., Röhm K.-H. 1994). Damit die Zellteilung nach diesem festgelegten Schema 

ablaufen kann, ist ein differenziertes Zusammenspiel verschiedener Proteine und 

Proteinkomplexe nötig. Hieran beteiligt sind Cyclin-abhängige Kinasen/cyclin-dependent 

kinases (CDKs). CDKs werden von Cyclinen aktiviert und von Cyclin-Kinase-

Inhibitoren/cyclin-kinase-inhibitors (CKIs) gehemmt. Zu den CKIs gehören die Proteine 

P21 und P27. Beide Proteine ermöglichen nach DNA-Schädigung einen Arrest zu 

unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus (Abbildung 1). Während dieser Pause können 

Schäden des Genoms eliminiert werden, ehe die Zellteilung fortgesetzt wird. Damit wird 

die Vermehrung geschädigter Zellen verhindert. Neben der negativen Regulation des 

Zellzyklus kommt beiden Proteinen eine Rolle bei der Differenzierung von Zellen zu. P21 

ist zudem über Bindung an PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), eine Untereinheit 

der DNA-Polymerase δ, indirekt an der DNA-Replikation und an der Reparatur 

geschädigter DNA beteiligt (Zhang H. et al. 1993). Neuere Untersuchungen schreiben P21 

darüber hinaus eine Schutzfunktion vor stressinduzierter Apoptose zu (Gartel A.L. et al. 

2002). Von p21 weiss man, dass es von dem Wildtyp von P53 (wt-P53) aktiviert wird, 

nicht jedoch von mutiertem P53. Auf diesem Weg vermittelt P21 die 

zellzyklusregulierenden Funktionen von P53 und reflektiert somit den funktionellen Status 

von P53. P21 wird jedoch auch auf p53-unabhängigen Wegen aktiviert.  

Wie bereits erwähnt, hat das Tumorsuppressorgen p53 eine wichtige Kontrollfunktion. P53 

wird als Antwort auf Stress und DNA-Schäden vermehrt exprimiert und vermittelt als 

Transkriptionsfaktor die Aktivierung einer Vielzahl von Genen. Dazu gehören Gene, deren 

Produkte für einen Zellzyklusarrest zuständig sind oder die an DNA-

Reparaturmechanismen beteiligt sind, wie zum Beispiel p21. Daneben vermittelt P53 den 

programmierten Zelltod, die Apoptose. Apoptose ist im Gegensatz zu Nekrose ein aktiver 
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Prozess, den Zellen u.a. als Schutzmechanismus vor der Vervielfältigung mutierten 

Erbguts vollziehen. Wird ein DNA-Schaden einer Zelle erkannt, kommt es zu einer 

Fragmentierung ihres Genoms und zu einer Abschnürung der übrigen Zellbestandteile in 

sogenannte apoptotic bodies. Diese werden ohne begleitende Entzündungsreaktion des 

umgebenden Gewebes phagozytiert und abgebaut. Die mutierte Zelle ist damit eliminiert. 

Bei Karzinomzellen ist dieser Schutzmechanismus gestört, es kommt nicht zu Apoptose 

und mutierte Zellen können sich ungehindert vermehren.  

Genmutationen dieser Regulationsproteine, ihre veränderte Expression oder gestörte 

Funktion führen zu Veränderungen im Zellzyklus. Die Folge ist eine für Tumoren typische 

veränderte Proliferations- und Apoptoserate, eine Immortalisation von Zellen, invasives 

Wachstum und Angiogenese. Dabei muss man davon ausgehen, dass die Tumorentstehung 

nicht auf einer Mutation eines einzigen Gens beruht. Vielmehr werden auf dem Weg von 

der gesunden Zelle zur Tumorzelle verschiedene Gene durch Mutation aktiviert bzw. 

inaktiviert. Die hier aufgeführten Proteine sind also nur als Teil eines komplexen Systems 

zu betrachten, in dem sie im Rahmen der Karzinogenese jeweils mit weiteren 

Regulationsfaktoren interagieren. 

Bei der Krebsentstehung ist eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53 für viele Autoren 

von besonderer Bedeutung (Crowe D.L. et al. 2002). Dem p53-Gen wird schon länger eine 

Schlüsselfunktion in der Regulation des Zellzyklus zugeschrieben. So hat für die 

Entstehung von kolorektalen Karzinomen die Adenom-Karzinom-Sequenz (Cho K.R. et al. 

1992) als Tumorprogressionsmodell Bedeutung erlangt. Die Transformation von 

Normalgewebe zu einem Adenom und schliesslich zum Karzinom wird hiernach als Folge 

Abbildung 1
Regulations-
faktoren des 
Zellzyklus 
(nach 
Tsihlias J. et 
al. 1999) 
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einer Akkumulation verschiedener genetischer Veränderungen aufgefasst, nämlich der 

Aktivierung von Onkogenen und/oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Der 

entscheidende Schritt für die maligne Umwandlung vom benignen Adenom zum Karzinom 

ist die Mutation bzw. der Verlust des p53- Suppressorgens. Aber auch bei einer Vielzahl 

anderer Tumoren lassen sich p53-Mutationen nachweisen, die in den meisten Fällen eine 

prognostische Bedeutung haben. So geht mit zunehmender Häufigkeit von p53-Mutationen 

meist eine schlechtere Prognose einher. Dies trifft zum Beispiel auf Karzinome von 

Magen, Leber, Mamma und Lunge zu (Lee H.S. et al. 2003; Staib F. et al. 2003; Borresen-

Dale A.L. 2003; Grossi F. et al. 2003). Das p53-Gen scheint das am häufigsten mutierte 

Tumorsuppressorgen bei Krebserkrankungen des Menschen zu sein (Sakai E. et al. 1992; 

Somers K.D. et al. 1992). Heute geht man davon aus, dass bei über 60% der Malignome 

eine p53-Mutation vorliegt (Fogel S. et al. 1996; Woods D.B. et al. 2001). Die restlichen 

Tumore, die wt-p53 enthalten, zeigen häufig eine defizitäre P53-Antwort. Im Hinblick auf 

Malignome des Kopf-Halsbereichs konnten Kashiwazaki et al. bei 79% der untersuchten 

Plattenepithelkarzinome und bei 36% der Dysplasien p53-Mutationen nachweisen 

(Kashiwazaki H. et al. 1997). Obgleich bei der Mehrzahl der Tumoren eine 

Überexpression bzw. Alteration von P53 festzustellen ist, wird dieser bei Kopf-

Halskarzinomen in den bisherigen Arbeiten eine unterschiedliche prognostische Relevanz 

beigemessen (Saunders M.E. et al. 1999). In einigen Studien war eine p53-Mutation bzw. 

P53-Akkumulation mit einem erhöhten Rezidivrisiko und einer kürzeren Überlebenszeit 

korreliert (Shin D.M. et al. 1996; Narayana A. et al. 1998). Demgegenüber konnte in 

anderen Arbeiten kein Zusammenhang zur Überlebensrate der Patienten hergestellt werden 

(Koch W.M. et al. 1996; Homma A. et al. 1999).  

Auch die Expression von P21 wurde bisher in einer Vielzahl von Studien evaluiert. Bei 

den untersuchten Tumoren zeigt die P21-Expression ein heterogenes Bild, so zum Beispiel 

bei Karzinomen von Pankreas, Cervix, Schilddrüse, Mamma und Kolon (Fernandez P.L. et 

al. 2002; Van de Putte G. et al. 2003; Soda G. et al. 1999; O`Hanlon D.M. et al. 2002; 

Wouters B.G. et al. 1997). Auch zur P21-Expression in Plattenepithelkarzinomen des 

Kopf-Halsbereichs gibt es diverse Studien. Die Mehrzahl der Kopf-Halstumoren zeigt eine 

P21-Überexpression (Erber R. et al. 1997). Diese Überexpression war meist mit 

Proliferationsmarkern positiv korreliert. Hinsichtlich der prognostischen Relevanz von P21 

kommen die Autoren jedoch zu völlig kontroversen Ergebnissen. 

Bei einer Vielzahl von malignen Tumoren lässt sich ein Verlust von P27 in 

unterschiedlichem Ausmass nachweisen, so zum Beispiel bei Adenokarzinomen, Tumoren 

des zentralen Nervensystems oder bei Lymphomen (Nitti D. et al. 2002; Piva R. et al. 
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1997; Erlanson M. et al. 1998). In bisherigen Untersuchungen an malignen Tumoren 

kommt dem P27-Verlust eine unterschiedlich grosse Rolle hinsichtlich der Prognose zu. 

Meist geht eine niedrige P27-Expression bzw. ein P27-Verlust mit einem erhöhten 

Rezidivrisiko und/oder mit einer verminderten Überlebenszeit der Patienten einher. 

Umgekehrt war die Präsenz von P27 mit einer verbesserten Überlebenszeit verbunden. Ein 

unabhängiger prognostischer Wert von P27 konnte bisher an Lungen-, Mamma- und 

Prostatakarzinomen sowie an Malignomen des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen werden 

(Yatabe Y. et al. 1998; Tsihilas J. et al. 1999; Cote R.J. et al. 1998; Mori M. et al. 1997; 

Palmqvist R. et al. 1999). Bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich konnte die 

P27-Expression bei 18% bis 62% der Fälle immunhistochemisch dargestellt und mit der 

Überlebenszeit korreliert werden. Die Autoren kommen dabei jedoch zu völlig 

unterschiedlichen Ergebnissen. Zu der prognostischen Relevanz von P27 bei Karzinomen 

im Kopf-Halsbereich gibt es bisher keine einheitlichen Angaben.  
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2 Zielsetzung 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Halsbereichs stehen bei den malignen 

Tumorerkrankungen weltweit an sechster Stelle. Eine frühzeitige Entdeckung und 

Diagnosestellung dieser Tumoren sowie verbesserte Therapiemethoden haben in den 

letzten Jahrzehnten nur zu einer geringen Zunahme der Überlebenszeit geführt (Shin D.M. 

et al. 1996). Die relative 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei Karzinomen im Bereich von 

Mundhöhle und Rachen heute bei etwa 50% (Männer 43%, Frauen 56%) und gehört damit 

nach wie vor zu den niedrigsten unter den häufigsten Krebserkrankungen. Die relative 5-

Jahres-Überlebensrate von Larynxkarzinomen ist mit ca. 70% (Männer 71%, Frauen 73%) 

geringfügig günstiger. Häufigste Ursache für ein Versagen der primären Therapie ist die 

Entwicklung von Rezidiven oder Zweitkarzinomen (Shin D.M. et al. 1996). Die 

Aggressivität und demzufolge der Krankheitsverlauf ist bei den jeweiligen Tumoren trotz 

ähnlicher Morphologie interindividuell meist sehr verschieden, was im einzelnen Fall eine 

prognostische Voraussage und dementsprechend eine Anpassung des Therapieschemas 

erschwert (Cordon-Cardo C. et al. 1995). Zudem gibt es bisher für Plattenepithelkarzinome 

im Kopf-Halsbereich keine zuverlässigen Tumormarker, was eine frühzeitige Diagnose 

und Verlaufskontrolle erschwert (Weber A. et al. 2002). 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Stellenwert von molekularen Faktoren im 

Hinblick auf eine mögliche Prognoseabschätzung bei Tumorerkrankungen im Kopf-

Halsbereich zu untersuchen. Dadurch soll ermöglicht werden, zu einem frühen Zeitpunkt 

der Erkrankung Hochrisikopatienten zu erkennen, deren Prognose durch ein schärferes 

Therapiekonzept, wie zum Beispiel frühzeitige adjuvante Radio- bzw. Radiochemotherpie, 

oder durch eine engmaschige Nachkontrolle verbessert werden kann. Zudem könnten 

solche Biomarker in der Nachsorge Verwendung finden. Dadurch soll auf Dauer die 

Überlebensrate von Patienten mit Kopf-Halstumoren weiter verbessert werden.  

An 98 Patienten, die an Plattenepithelkarzinomen von Mundhöhle, Oropharynx, 

Hypopharynx und Larynx erkrankt waren, wurde die Expression der Proteine P53, P21 und 

P27 und die Apoptoserate ermittelt und untersucht, ob sich Hinweise auf die Prognose der 

Patienten ableiten lassen. Desweiteren sollte die Wertigkeit dieser Proteine als zukünftige 

Tumormarker bzw. Prognosefaktoren evaluiert werden. Dazu korrelierten wir die 

Interaktion der oben genannten Proteine und die Apoptoserate der Tumoren mit klinischen 

Parametern wie Überlebenszeit, Therapieform, TNM-Klassifikation, Primärlokalisation, 

onkologischen Ereignissen, Alter und Geschlecht.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Patientenkollektiv 

Die Grundlage für die vorliegende Arbeit bildeten Plattenepithelkarzinome aus den 

Bereichen Mundhöhle, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx von insgesamt 98 

Patienten/innen, die sich im Zeitraum zwischen den Jahren 1992 bis 1997 einer 

Behandlung unterzogen und im Rahmen einer prospektiven Multizenterstudie zwischen 

den Kliniken und Polikliniken für Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Technischen 

Universität München, der Universität Regensburg und der Universität Göttingen erfasst 

wurden. In die Untersuchung eingeschlossen wurden Patienten/innen mit histologisch 

gesicherten Plattenepithelkarzinomen der Stadien I bis IV aus den Bereichen Mundhöhle, 

Oropharynx, Hypopharynx und Larynx, um ein möglichst breites Spektrum an Kopf-

Halsmalignomen zu erfassen. Aufgenommen wurden nur die Fälle, in denen der Tumor als 

chirurgisch sanierbar eingestuft wurde, d.h. die Möglichkeit zu folgendem operativen 

Vorgehen sollte gegeben sein: Exstirpation des Primärtumors in toto, Neck dissection bei 

allen Karzinomen > T1 von Mundhöhle und Oropharynx sowie bei allen Stadien von 

Hypopharynx- und Larynxkarzinomen. Patienten/innen mit histologisch gesicherten 

Halslymphknotenmetastasen (pN ≥1) erhielten eine postoperative Radiatio in kurativer 

Absicht (2 Gy pro Tag bei einer Wochendosis von 10 Gy ad insgesamt 68 Gy).  

Vorhandene Fernmetastasen oder vorausgegangene Malignome, ausgenommen Basaliome 

der Haut, stellten Ausschlusskriterien dar, ebenso wie die im folgenden genannten 

anamnestischen Faktoren: Schwangerschaft, schwere arterielle Hypertonie, gestörte 

Nieren- oder Leberfunktion, ausgeprägte Hypertriglyzerinämie, Hypercholesterinämie oder 

Hyperkalzämie, schwerer Diabetes mellitus, frühere immunstimulierende Therapien, 

hämatologische oder rheumatische Systemerkrankungen, regelmässige antiphlogistische 

Therapie, Allergien, die eine regelmäßige Einnahme von Antihistaminika erfordern oder 

eine bekannte HIV- Infektion. 

Die Patienten wurden randomisiert und erhielten eine Randomisationsnummer. Jedem 

resezierten Tumorpräparat wurde eine Histologienummer zugeteilt. Folgende 

Patientenparameter wurden ausserdem in dieser Arbeit berücksichtigt: Geburtsdatum, 

Geschlecht, Randomisationsdatum (Zeitpunkt der ersten Vorstellung in der Klinik), 

Therapie (Operation = op bzw. Operation und Nachbestrahlung = or), Status (erstes 

onkologisches Ereignis, d.h. Ereignisse, die nach der Primärbehandlung während der 

Nachbeobachtung auftraten: Censoring = C, Recurrence = R, Secondary Carcinom = S, 
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Metastasis = M, Death = D), Zeit bis zum Eintreten des ersten onkologischen Ereignisses 

(Time), Tod, Zeit bis zum Tod (Time-D), Primärlokalisation des Tumors, anatomische 

Ausbreitung des Primärtumors als postoperative histopathologische Klassifikation (pT) 

und Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionären Lymphknotenmetastasen 

(pN). Im Rahmen der Nachsorge wurden die Patienten engmaschig einbestellt und 

untersucht. Die erhobenen Daten wurden jährlich anhand eines standardisierten Follow-up-

Bogens dokumentiert. 

Das chirurgisch resezierte Tumorgewebe wurde formalinfixiert, routinemässig aufbereitet 

und in Paraffin eingebettet. Zu jedem Präparat wurde ein histopathologisches Gutachten 

erstellt. 

In die statistische Auswertung gingen Daten von insgesamt 88 Patienten ein. 10 Patienten 

mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, da zu wenig Gewebe zur vollständigen 

Untersuchung aller experimentellen Parameter vorlag. 

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 8 (9,1%) Frauen im Alter von 43 bis 70 Jahren und 

80 (90,9%) Männern im Alter von 34 bis 77 Jahren zusammen. Zum Zeitpunkt der 

Gewebeentnahme lag das Durchschnittsalter des weiblichen Kollektivs bei 52,75 Jahren, 

das des männlichen bei 54,68 Jahren. 

Die Tumoren verteilten sich hinsichtlich ihrer Lokalisation in ihrer Häufigkeit wie folgt: 7 

Karzinome (7,95%) entstammten der Mundhöhle, 19 (21,59%) dem Oropharynx, 16 

(18,19%) dem Hypopharynx und 46 (52,27%) dem Larynx. Eine Übersicht gibt Tabelle 20. 

Das Staging mit Bestimmung des Tumorstadiums erfolgte in Anlehnung an die aktuelle 

Version des TNM (tumor-node-metastasis) staging system der International Union Against 

Cancer (UICC).  

3.2 Immunhistochemie 

Zum ortsrichtigen Nachweis der Proteine P21 und P27 wurde die Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex- (ABC-) Methode angewendet (Hsu S.M. et al. 1981), die im 

molekularbiologischen Labor der Hals-Nasen-Ohrenklinik des Klinikums rechts der Isar, 

München, modifiziert und an das vorliegende Untersuchungsmaterial optimal angepasst 

wurde. Die Expression des Proteins P53 im Rahmen der Doppelfärbung mit dem P21- 

Protein wurde über die Alkalische Phosphatase- Antialkalische Phosphatase (APAAP)- 

Technik zur Darstellung gebracht. 
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3.2.1 Unspezifische Gewebevorbereitung 

Von dem formalinfixierten und paraffineingebetteten Tumorgewebe wurden an einem 

Schlittenmikrotom jeweils 1-2µm dicke Schnitte gewonnen, auf Superfrost-Plus-

Objektträger (Fa. Menzel) aufgezogen und über Nacht bei 59°C getrocknet, um ein gutes 

Anhaften der Präparate zu gewährleisten. 

Im Anschluss an die Entparaffinierung durch Xylol (2 x 10 Min.) erfolgte eine 

Rehydrierung über die absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 75%, 50%, jew. 5 Min.).  

Sollte die Detektion mittels der ABC-Peroxidase-Methode durchgeführt werden, musste 

die endogene Peroxidaseaktivität der Präparate blockiert werden, um falsch positive 

Ergebnisse zu vermeiden. Dazu wurden die Schnitte im Rahmen der Rehydrierung aus 

dem absoluten Alkohol in H2O2-Methanol (15-20 Min.) gestellt. Erst dann durchliefen sie 

die weiteren Schritte der Rehydrierung. Anschließend wurde mit Aqua dest. gespült (3 x 5 

Min.). 

Zur Freilegung der antigenen Determinanten wurden die Präparate in TUF (target-

unmasking- fluid, Fa. Kreatech Diagnostics, Verhältnis 1:3) für die P21- bzw. in target 

retrieval solution (pH 6, Fa. Dako) für die P27-Detektion sowie für die Doppelfärbung von 

P53 und P21 in der Mikrowelle aufgekocht (P21: 4 x 5 Min., P27, P53 und P21: 6 x 5 Min. 

bei 470 Watt) und nach schonender Abkühlung in PBS (phosphate buffered saline) im 

Rahmen der ABC-Methode bzw. bei der APAAP-Technik in TRIS-Puffer gespült (10 

Min.). 

Nun wurden die Schnitte in der feuchten Kammer mit FCS (fetal calf serum, 10%ig in PBS 

für die ABC-Methode bzw. in BSA 0,1% für die APAAP-Technik) beschichtet und über 

60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die in dem Serum enthaltenen Proteine lagern 

sich an stark geladenes Gewebe an und sättigen die für den Antikörper unspezifischen 

Bindungsstellen ab. Auf diese Weise kann die Hintergrundfärbung reduziert oder ganz 

verhindert werden. 

3.2.2 Primärantikörper 

Nach dieser Vorbehandlung kann der spezifische Primärantikörper gegen die 

entsprechenden Proteine ( P21, P27 und P53) aufgetragen werden. Verdünnung, Dauer und 

Temperatur der Inkubation müssen für jeden Antikörper gesondert ermittelt werden. Aus 

den Voruntersuchungen ergaben sich die in Tabelle 1 aufgeführten Parameter, mittels derer 

sich ein für den jeweiligen Antikörper optimales Resultat, d.h. eine spezifische sowie 

deutliche Anfärbung bei möglichst geringer Hintergrundfärbung erzielen liess.  
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Antikörper Verdünnung  

(in PBS 0,1M,  

pH 7,2-7,4) 

Inkubationsdauer Inkubationstemperatur 

P21 Einzelfärbung 1:25 ≥18 h Raumtemperatur (RT) 

P21 Doppelfärbung 1:75 ≥18 h RT 

P27 Einzelfärbung 1:150 ÜN (über Nacht), 

anschliessend 1 h 

Kühlschrank 4°C 

RT 

P53 Doppelfärbung 1:25 ≥20 h RT 

Tabelle 1 Optimale, individuelle Reaktionsbedingungen für die jeweiligen Antikörper. 

Alle verwendeten Antikörper waren monoklonale Maus- Anti- Human- Immunglobuline. 

Der P53-Antikörper (Dako DO-7,Code M7001) bindet an ein Epitop zwischen den 

Aminosäuren 19 und 26 am N-Terminus des menschlichen P53-Proteins und erkennt 

sowohl unveränderten P53-Wildtyp als auch mutiertes P53-Protein. Der P21WAF1/Cip1-

Antikörper (Dako SX 118,Code M7202) reagiert sowohl mit einem 21 kDa-Protein von 

MCF-7-Zellen als auch mit einem 21 kDa-Band im Lysat von SAOS- Zellen, die mit dem 

vollständigen P21-Protein transfiziert wurden. Der Antikörper reagiert ebenso mit P21-

Protein von Mäusen. Im Gegensatz dazu kommt es beim P27Kip1-Antikörper (Dako SX 

53G8,Code M7203) zu keiner Kreuzreaktion mit Maus-P27. Dieser Antikörper erkennt 

und präzipitiert mit dem P27Kip1-Antigen aus menschlichen Mammakarzinom-Zellinien. 

3.2.3 ABC-Peroxidase-Methode 

Basierend auf den Wechselwirkungen zwischen dem niedermolekularen Vitamin Biotin 

und dem Glykoprotein Avidin erfolgte die Detektion bei dieser Technik durch 

alternierendes Auftragen von biotinyliertem Antikörper und Avidin-Biotin-Peroxidase-

(ABC-) Komplex (Fa. Vektor, Burlingame, USA). Über einen gegen die Tierspezies des 

Primärantikörpers gerichteten biotinylierten Sekundärantikörper wird der Primärantikörper 

mit dem vorgeformten Avidin-Biotin-Enzymkomlex verbunden. Durch wiederholtes 

Durchlaufen dieses Zyklus erreicht man eine Amplifikation des Signals und somit eine 

Sensitivitätssteigerung, da ein Avidin- bzw. Streptavidinmolekül mit seiner hohen Affinität 

für Biotin bis zu vier solcher Moleküle binden kann und sich somit mehrere 

Peroxidasemoleküle über eine baumartig verzweigte Antikörperstruktur auf einem 

einzelnen Primärantikörper aufbauen.  
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Mit dieser Methode erfolgte der immunhistochemische Nachweis der Proteine P21 und 

P27 in der jeweiligen Einzelfärbung. 

In der feuchten Kammer wurden die Testschnitte bei Raumtemperatur erst über jeweils 30 

Minuten, dann über jeweils 15 Minuten mit Biotin-α-mouse-Ak und ABC-Elite-Komplex 

inkubiert. Vor jedem neuen Inkubationsschritt mussten überschüssige Antikörper durch 

Spülen der Schnitte in PBS entfernt werden, wobei dem Puffer Brij-Detergens (Sigma 430 

AG 6) zur Herabsetzung der Oberflächenspannung der Präparate zugegeben wurde.  

3.2.4 Sichtbarmachen der Immun-Sandwich-Reaktion  

Die Enzymaktivität der Peroxidase wird dazu genutzt, ein geeignetes Substrat in einen 

Farbstoff zu überführen. Hier wurde der komplexgebundenen Peroxidase AEC 

(Aminoethylkarbazol) als solches angeboten, das man entweder als frisch zubereitetes 

Gemisch oder als fertig erhältliches Reagenz (AEC + High sensitivity substrate 

chromogen, ready to use, Fa. Dako) zugeben kann. In beiden Fällen muss die 

Farbentwicklung fortwährend unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Das AEC wird 

unter Katalyse der Peroxidase durch das zugesetzte Wasserstoffperoxyd oxidiert, wodurch 

am Ort der Reaktion als Produkt ein unlöslicher roter Farbstoff anfällt. Alternativ zu AEC 

kann DAB (Diaminobenzidine)-Farblösung verwendet werden. 

Nach Abspülen der Substratreste unter fliessendem Leitungswasser (ca. 10 Min.) erfolgte 

die Kerngegenfärbung in Hämalaun, um auch die Zellen, deren Kerne negativ für den 

Primärantikörper waren, optisch darzustellen. Bis zum Eintreten der Bläuung wird erneut 

in lauwarmen Leitungswasser gespült. 

Das Eindecken der Schnittpräparate erfolgte mit Kaysers Glycerin-Gelatine als 

hydrophilem Medium, um ein Lösen des Farbstoffs zu vermeiden. Dazu wurde die 

Gelatine in der Mikrowelle bei 470 Watt für 25 Sekunden erwärmt. Die Präparate wurden 

zuletzt mit warmem Leitungswasser gespült, um durch Temperaturangleichung an die 

Gelatine eine möglichst gute Verbindung zwischen Medium, Wasserüberstand und 

Objektglas zu ermöglichen. Die Objektträger wurden einzeln aus dem warmen Wasserbad 

herausgenommen und mit jeweils 4�5 Tropfen Gelatine versehen. Das Objektglas musste 

zügig unter Zuhilfenahme einer Präparatenadel aufgebracht werden, um der Entstehung 

von Luftblasen unter dem Objektglas vorzubeugen. 

3.2.5 Alkalische Phosphatase-Antialkalische Phosphatase (APAAP)-Methode 

Bei der APAAP- Methode wird ein formgeformter Enzym-Anti-Enzym-Komplex aus dem 

Antigen Alkalische Phosphatase und dem dagegen gerichteten Antikörper verwendet. 
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Stammen der Primärantikörper und der APAAP-Komplex aus der gleichen Tierspezies 

(hier Maus), können sie direkt von dem Sekundärantikörper miteinander verbunden 

werden. Verwendet man hingegen einen von einer anderen Tierspezies abstammenden 

Erstantikörper, muss dieser vorweg durch Inkubation mit einem gegen diese Spezies 

gerichteten Antikörper für den Sekundärantikörper erkennbar gemacht werden. Zum 

Beispiel wird ein von Kaninchen abstammender Primärantikörper durch Inkubation mit 

Maus-Anti-Kaninchen-Antikörper für den Sekundärantikörper als Maus-Antikörper 

maskiert und fungiert somit als Bindungsstelle. 

In unseren Vorversuchen zur Doppelfärbung von P53 und P21 lieferte diese Technik die 

besten Resultate. 

Die Schnitte wurden wie in Abschnitt 3.2.1 (unspezifische Gewebevorbereitung) 

beschrieben behandelt. Bei der APAAP-Methode musste PBS durch TRIS-Puffer ersetzt 

werden, da Phosphationen bei dieser Methode stören würden. Lediglich die 

Primärantikörper wurden in PBS angesetzt. Während der Rehydrierung wurde auf das 

Einstellen der Präparate in H2O2 verzichtet, da bei dieser Technik alkalische Phosphatase 

statt Peroxidase als Antigen verwendet wird und letztere somit nicht blockiert werden 

musste. Zudem hat sich durch Ansetzen von FCS in BSA 0,1% statt in PBS und durch 

Verlängerung der Inkubationsdauer für diesen Schritt auf 1,5 Stunden die 

Hintergrundfärbung weiter reduzieren lassen. Als erster Primärantikörper wurde P21 

(Verdünnung, Inkubationsdauer und �temperatur siehe Tabelle 1) aufgebracht. In den 

Testreihen hatte sich diese Reihenfolge der beiden Primärantikörper bewährt, da bei 

umgekehrtem Vorgehen das Substrat von P21 (NBT) die bereits stattgefundene Anfärbung 

von P53 (mittels Neu-Fuchsin) überdeckt hatte. Nach Ende der Inkubationsdauer wurden 

die Schnitte in TRIS gespült (Zusatz von Brij-Detergens reduzierte auch hier die 

Oberflächenspannung und erleichterte das Auftragen der Detektionsreagentien). Nun 

erfolgte der alternierende Auftrag von Brücken-Antikörper und APAAP-Komplex (beide 

in TRIS angesetzt). Als optimal erwies sich ein dreifacher Durchgang mit jeweils 

absteigender Inkubationsdauer (Tabelle 2). 

Reagenz Verdünnung  Dauer 1.Schritt 

(Minuten, RT) 

Dauer 2.Schritt 

(Minuten, RT) 

Dauer 3.Schritt 

(Minuten, RT) 

Brücken-Ak 1:150 30 20 10 

APAAP-Komplex 1:100 30 20 10 

Tabelle 2 Detektion von P21 im Rahmen der APAAP-Methode. 
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Im Anschluss wurden die Präparate in der feuchten Kammer direkt mit NBT (NBT 

substrate, ready-to-use, Fa Dako, ca. 5 Tropfen/Schnitt) beschickt und im Dunkeln 25 

Minuten inkubiert. Lichteinfall hätte bei diesem Substrat eine Farbreaktion verhindert. 

Mikroskopische Kontrollen sicherten ein ausreichendes Farbergebnis. War dieses erreicht, 

wurden die Schnitte 10 Minuten in TRIS-Puffer gespült, dann 10 Minuten in TRIS pH 4,7 

� 4,9 eingestellt. Durch den sauren pH liessen sich unspezifisch gebundene und ungefärbte 

Antikörper eliminieren. Nach einer 45 minütigen Inkubation mit FCS in BSA 0,1% konnte 

P53 als zweiter Primärantikörper aufgebracht werden (Verdünnung, Inkubationsdauer und 

�temperatur siehe Tabelle 1). Nach Spülen mit TRIS bzw. TRIS+Brij erfolgte die 

Detektion analog der von P21, allerdings mussten Brücken-Antikörper und APAAP-

Komplex für das hier verwendete weniger sensitive Substrat Neu-Fuchsin geringer 

verdünnt werden (Tabelle 3). 

Reagens Verdünnung  Dauer 1.Schritt 

(Minuten, RT) 

Dauer 2.Schritt 

(Minuten, RT) 

Dauer 3.Schritt 

(Minuten, RT) 

Brücken-Ak 1:75 30 20 10 

APAAP-Komplex 1:50 30 20 10 

Tabelle 3 Detektion von P53 im Rahmen der APAAP-Methode. 

Nach Spülen in TRIS-Puffer wurden pro Schnitt 200µl Neu-Fuchsin (Fuchsin-substrate-

chromogen system, Fa. Dako, jew. 1 Tropfen Substrat zusammen 1 Minute ansetzen, dann 

600 µl Fuchsinpuffer dazugeben und umgehend verwenden) aufgebracht und 

mikroskopisch kontrolliert, bis die gewünschte Farbintensität erreicht war. Dann wurden 

die Schnitte wie oben beschrieben gewässert und mit Gelatine eingedeckt. Eine 

Gegenfärbung mit Hämalaun ist bei einer Doppelfärbung nicht nötig, da es durch die 

multiplen Reaktionsschritte neben einer leichten unvermeidlichen Hintergrundfärbung 

auch zu einer leichten Anfärbung der an sich antikörpernegativen Kerne kommt. 

3.3 In-situ-NICK-Translation 

Den für die Apoptose charakteristischen Zerfall der DNA in Einzel- und 

Doppelstrangfragmente macht man sich bei der in-situ-NICK-Translation zunutze. Durch 

enzymatische Ankopplung von markierten Nukleotiden an freie 3`-OH-Enden der DNA-

Fragmente durch DNA-Polymerase können diese Strangbrüche (�nicks�) ortstypisch 

markiert und lichtmikroskopisch identifiziert werden. Die DNA-Polymerase I besteht aus 

928 Aminsäuren und setzt sich aus drei verschiedenen funktionellen Domänen mit 

enzymatischer Aktivität zusammen: dem carboxyterminalen Bereich mit DNA-
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Polymerase-Funktion, einer 3`-5`-Exonuclease im mittleren Bereich und einer 5`-3`-

Exonuclease im aminoterminalen Abschnitt. Durch Behandlung mit Protease (Trypsin) 

lässt sich die 5`-3`-Exonuclease abspalten. Das grössere Fragment enthält die DNA-

Polymerase und die 3`-5`-Exonuclease und wird nach dem Entdecker der Protease-

Reaktion als Klenow-Fragment bezeichnet. Während die DNA-Polymerase monomere 

Deoxynucleotidphosphate zu Polynucleotidketten verknüpft, erkennt und entfernt die 3`-

5`-Exonuclease nicht komplementäre Nucleotide aus der DNA (Korrekturlesefunktion). In 

einem neuen Syntheseschritt können nun passende Nucleotide durch die DNA-Polymerase 

eingebaut werden. Die 5`-3`-Exonuclease arbeitet in umgekehrter Richtung. Sie spaltet 

ausschliesslich von komplett doppelsträngiger DNA vom 5`-Ende her einzelne Nucleotide 

oder kurze Oligonucleotide ab und trägt somit zur Reparatur geschädigter DNA bei. In 

Experimenten konnte gezeigt werden, dass Bakterienmutanten mit Polymerasen ohne 5`-

3`-Exonuclease-Aktivität deutlich empfindlicher gegenüber mutagenen Faktoren wie 

ultravioletter Strahlung, Röntgenstrahlen oder Chemikalien sind. Die bei einer Nick-

Translation verwendete DNA-Polymerase katalysiert die Anlagerung von komplementären 

Nukleotiden in Einzelstrangbrüche von Doppelstrang-DNA, wenn der andere DNA-Strang 

intakt als Matritze vorliegt (Abbildung 2).  

In situ - NICK - Translation

nick
3`

3`

5`

5`

= Biotin

= AEC-Substrat

= Avidin-Peroxidase-
   Komplex

= x-dNTPs
+ x-dNTPs /
   Biotin-dATP

+ Klenow - Polymerase

+ Detektion

 
Abbildung 2 In-situ-NICK-Translation (<I.Wiest) 

 
Wie bei den immunhistochemischen Methoden wurden die Schnitte entparaffiniert und 

rehydriert. Durch enzymatische Vorbehandlung mit Proteinase K (40µl 0255 Proteinase K 

ad 50ml PBS über 15 Minuten bei Raumtemperatur) wurde die Plasmamembran 

permeabilisiert. Dies erlaubte den in den folgenden Reaktionsschritten benötigten 
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exogenen Enzymen ein Eindringen in die Zelle. Daran anschliessend wurden die Schnitte 

für 10 Minuten in 3% H2O2 zur Blockade der endogenen Peroxidase eingestellt. Zwischen 

den einzelnen Arbeitsschritten musste jeweils gründlich mit Aqua dest. gespült werden. 

Die bei der NICK-Translation verwendete Klenow-Polymerase bedarf eines bestimmten 

Salzmilieus, das durch 10 minütige Inkubation mit 1x NICK-Puffer (10x NICK-Puffer, 

Rezept im Anhang) erreicht wurde. Für die eigentliche NICK-Translation wurde ein 

Reaktionsgemisch hergestellt aus drei verschiedenen Deoxynucleosid-Triphosphaten 

(dNTPs: dGTP, dCTP, dTTP), biotinyliertem deoxy-Adenosin-Triphosphat (dATP), 

NICK-Puffer, A.dest und Klenow-Polymerase (Rezept im Anhang). Jedes Präparat wurde 

nach Abkippen des NICK-Puffers mit 40µl dieser Lösung in der feuchten Kammer 

beschickt und bei 37°C für 65 Minuten inkubiert. Hierbei lagerten sich unmarkierte dNTPs 

(dGTP, dCTP, dTTP) wie auch markiertes dATP in Strangbrüche an ihre jeweiligen 

Basenpartner der intakten Einzelstrang-DNA an und wurden durch DNA- (Klenow-) 

Polymerase zu einem komplementären zweiten DNA-Strang verbunden. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurde diese Reaktion durch 15 minütige Inkubation bei Raumtemperatur 

mit Terminationspuffer (Rezept im Anhang) gestoppt. Mittels FCS 1% (in PBS) wurden 

unspezifische Bindungsstellen abgedeckt (10 Minuten bei RT). Zur Detektion wurden die 

Schnitte mit Extravidinperoxidase (Avidin-Peroxidase-Komplex, Rezept im Anhang) für 

30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurde mit PBS-Puffer 

ein neutrales Milieu hergestellt. Die Visualisation erfolgte hier mit DAB-Substrat (Sigma, 

D4293), das durch Peroxidase in einen rotbraunen Farbstoff überführt wird. Diese 

Reaktion wurde mikroskopisch kontrolliert. Nach ausreichender Anfärbung wurden die 

Präparate fliessend gewässert. Die Gegenfärbung nichtapoptotischer Kerne durch 

Methylgrün erforderte eine Senkung des pH-Milieus mittels Acetatpuffer 0,1M in den 

sauren Bereich (pH 4,0). Um ein Lösen der Farbkomplexe zu vermeiden, wurden die 

Präparate bei dieser Methode dehydriert (2x N-Butanol, dann 2x Xylol, jeweils ca.5 

Minuten) und mit Eukitt als lipophilem Medium eingedeckt. 

3.4 Kontrollversuche und Auswertung der Präparate 

3.4.1 Auswertung der Apoptose-Färbung 

In Anlehnung an Arbeiten von Welkoborsky H.J. et.al. (1995) wurden von jedem Präparat 

jeweils zehn High-Power-Fields eines Tumors ohne Kenntnis der klinischen und 

pathologischen Parameter ausgewertet. Am Lichtmikroskop (Fa. Zeiss) wurden in 10facher 

Vergrösserung die Apoptosezellen pro Blickfeld ausgezählt und in Relation zur Anzahl 
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nichtapoptotischer Zellkerne in diesem Areal gesetzt. Von jedem Präparat wurden zehn für 

den Tumor representative Bereiche ausgewertet. Für die statistische Auswertung wurde aus 

den erhaltenen Werten für jedes Präparat ein Mittelwert gebildet und in Prozent 

angegeben.  

3.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Darstellung von P21 

Die Auswertung am Lichtmikroskop erfolgte zweifach doppelblind nach einem 

einheitlichen Beurteilungsschema. In semiquantitativer Auszählung wurden die Präparate 

gemäss der Häufigkeit ihrer positiven Tumorzellkerne vier verschiedenen Gruppen 

zugeordnet, wie in Tabelle 4 gezeigt wird.  

(+) eingeschränkt positiv vereinzelt positive Kerne   

+ einfach positiv wenig positive Kerne oder Tumorareale /-nester mit 

wenigen positiven Kernen 

(≤ 15%) 

++ zweifach positiv häufig positive Kerne (≤ 40%) 

+++ dreifach positiv grosse Anzahl positiver Kerne (≥ 40%) 

Tabelle 4 Auswertung der immunhistochemischen Darstellung der Expression von P21 und P27 in 
der Einzelfärbung. 

Unabhängig von der Intensität der Anfärbung wurde jede immunreaktive Zelle als positiv 

gewertet. 

Bedingt durch die grosse Inhomogenität der P21-Expression erscheint eine grobe 

Unterteilung in normale und aberrante Expression, wie sie von anderen Autoren 

vorgenommen wird, nicht sinnvoll (El-Deiry W.S. et al. 1995). In unsere Auswertung ging 

von jedem Protein die jeweils semiquantitativ ermittelte Expression ein. Im Zweifelsfall 

wurden die Präparate der jeweils niedrigeren Gruppe zugeordnet. In der statistischen 

Auswertung liessen sich die Gruppe von Tumoren, die nur vereinzelt P21-positive Zellen 

aufwiesen, zu der Gruppe P21-negativer Tumoren rechnen, ohne daraus Abweichungen 

vom Ergebniss zu riskieren.  

Neben der oben aufgeführten Quantität der Anfärbung wurde ihre Qualität (Intensität) 

dokumentiert, die Verteilung positiver Kerne auf das Tumorareal insgesamt (Homogenität 

im Tumor), die Stärke der Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe sowie 

Besonderheiten der einzelnen Schnitte. Ausserdem wurde die Reaktivität von Zellen in 

normalem und in dysplastischem Epithel, soweit im Präparat vorhanden, erfasst. 
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Formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Kolonkarzinomgewebe diente als externe 

Positivkontrolle für P21. Als Negativkontrolle wurde auch hier der Primärantikörper durch 

Non-Immune-Serum der Maus ersetzt. 

3.4.3 Auswertung der immunhistochemischen Darstellung von P27 

Die Expression von P27 wurde nach dem für P21 dargestellten Schema beurteilt (Tabelle 

4). Insgesamt war die Reaktivität der Tumorzellen für P27 geringer ausgeprägt als die für 

P21. 

Formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Mammakarzinomgewebe lief als 

Positivkontrolle bei der immunhistochemischen Darstellung von P27 mit. Als 

Negativkontrolle wurde auch hier der Primärantikörper durch Non-Immune-Serum der 

Maus ersetzt. Als interne Positivkontrolle für den P27-Antikörper dienten Lymphozyten 

und Plasmazellen, die bekanntermassen P27-Protein exprimieren (Ciaparrone M. et al. 

1998). 

3.4.4 Auswertung der immunhistochemischen Doppelfärbung von P21 und P53 

Für die semiquantitative Auswertung der P21- und P53-Proteine legten wir der 

Unterteilung der Quantität in Gruppen die in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgeführten 

Abstufungen zugrunde: 

P53 

(+)/+ einfach positiv moderater Anteil P53-positiver Tumorzellen (< 50%) 

++ zweifach positiv starke P53-Expression (50-70%) 

+++ dreifach positiv die meisten Tumorzellen exprimieren P53 (> 70%) 

Tabelle 5 Auswertung der immunhistochemischen Darstellung der Expression von P53. 

P21 

(+)/+ einfach positiv Vereinzelt P21-positive Zellkerne (< 20%) 

++ zweifach positiv Mittelstarke P21-Expression (20-60%) 

+++ dreifach positiv ein Grossteil der Tumorzellen ist positiv für P21 (> 60%) 

Tabelle 6 Auswertung der immunhistochemischen Darstellung der Expression von P21 in der 
Doppelfärbung. 
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3.5 Statistische Analyse der Ergebnisse 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels SPSS Version 11.5.  

Die Analyse der Überlebenszeiten in Abhängigkeit von der immunhistochemischen 

Expression der Proteine P21, P27 und P53 bzw. von der Apoptoserate erfolgte univariat 

mit der Methode nach Kaplan-Meier (Kaplan E.L. et al. 1958). Die Überlebenszeit (Time) 

wurde definiert als Zeitspanne in Wochen ab dem Therapiebeginn bis zum Eintritt des 

ersten onkologischen Ereignisses, sprich eines Rezidivs (Recurrence), einer Lymphknoten- 

oder Fernmetastase (Metastasis) oder eines Zweitkarzinoms (Secondary Ca), bzw. bis zum 

Ende der Beobachtungszeit (Censoring, Stichtag: 15.9.99) oder bis zum Tod (Time_D). 

Bei der Analyse von P21 und der Primärlokalisation war es aufgrund der Fallzahlen 

notwendig, Patienten mit Tumoren in benachbarten anatomischen Regionen 

zusammenzufassen, wie zum Beispiel Mundhöhlen- und Pharynxkarzinome, obwohl 

bekannt ist, dass Unterschiede im biologischen Verhalten bestehen.  

Der Test auf Unterschiede wurde mit dem Log-rank-Test durchgeführt.  

Regressionsanalysen (Proportional Hazard Modell von Cox, Cox D. 1972) wurden 

verwendet, um festzustellen, welche Faktoren alleine oder in Kombination das 

Gesamtüberleben beeinflussten. 

Der optimale Cutt-off wurde mit der CART-Methode (Classification and Regression 

Trees) ermittelt ( Breimann L. et al. 1984).  

Mit Chi-Square-Tests wurden die einzelnen experimentell ermittelten Faktoren auf ihre 

Korrelation hin untersucht. 

Als Rangkorrelationskoeffizient wurde Spearmans rho verwendet. Als statistisch 

signifikant wurden nur Ergebnisse betrachtet, die eine Signifikanzgrenze von 5% 

aufwiesen (p≤0,05). Bei einem Korrelationskoeffizienten 5% < p < 10% sprachen wir von 

einer Tendenz. Die Tests wurden zweiseitig durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Apoptose 

Es wurden Plattenepithelkarzinome von 92 Patienten auf ihre Apoptoserate untersucht. In 

11 Tumoren (11,96%) liessen sich keine Apoptosezellen visualisieren. In den übrigen 

Präparaten waren insgesamt wenig apoptotische Zellen detektierbar. Der prozentuale 

Anteil apoptotischer Zellen an den Tumorzellen insgesamt reichte von 0,05% bis zu einem 

Maximum von 3,11% in einem Fall.  

Die Verteilung innerhalb der Präparate war sehr inhomogen. Apoptosezellen stellten sich 

vereinzelt, in Gruppen oder flächig über einzelne Tumorareale verteilt dar. 

Unterteilte man die Apoptoserate in Quartile oder nahm man den Medianwert als cut-off, 

liess sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Apoptoserate und der 

Überlebenszeit der Patienten herstellen. Mit einem nach der CART-Methode ermittelten 

optimalen cut-off von 0,55% ergab sich unabhängig von der Primärlokalisation folgende 

Verteilung: 20 Tumoren hatten eine Apoptoserate <0,55%, 61 Präparate ≥0,55%. Patienten 

mit einer Apoptoserate <0,55% hatten insgesamt eine bessere Überlebenszeit. Auch kam es 

weniger häufig zu onkologischen Ereignissen. Eine niedrige Apoptoserate war auf einem 

statistisch signifikanten Level mit einer besseren Überlebenszeit verbunden (p=0.04). Die 

Apoptoserate in Abhängigkeit von der Überlebenszeit zeigen Tabelle 7 und Abbildung 3.  

 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Apoptoserate <0,55% 20 3 17 85

 ≥0,55% 61 26 35 57,38

Total  81 29 52 64,2

Tabelle 7 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von dem prozentualen Anteil der Apoptosezellen an 
den Tumorzellen insgesamt. 
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Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Apoptoserate und der Expression der 

Proteine P21 (Tabelle 8 und Abbildung 4), P27 (Tabelle 9 und Abbildung 5) und P53 

(Tabelle 10 und Abbildung 6) bestand nicht. 
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Abbildung 4 Apoptose und P21     Abbildung 5 Apoptose und P27 

 

 Apoptose P21 

Spearman`s rho       Apoptose      Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

87 

-0,075

0,491

86

                                P21               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

-0,075 

0,491 

86 

1000

96

Tabelle 8 Zwischen der Apoptoserate und der P21-Expression besteht keine statistisch signifikante 
Korrelation (p=0,5). 

 Apoptose P27 

Spearman`s rho       Apoptose      Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

87 

-0,101

0,365

83

                                P27               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

-0,101 

0,365 

83 

1000

94

Tabelle 9 Zwischen der Apoptoserate und der P27-Expression besteht keine statistisch signifikante 
Korrelation (p=0,4). 
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Abbildung 6 Apoptose und P53 

 
 Apoptose P53 

Spearman`s rho       Apoptose      Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

87 

0,029

0,858

40

                                P53               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

0,029 

0,858 

40 

1000

42

Tabelle 10 Zwischen der Apoptoserate und der P53-Expression besteht keine statistisch 
signifikante Korrelation (p=0,9). 

4.2 P21 

An Plattenepithelkarzinomen von insgesamt 94 Patienten untersuchten wir die Expression 

von P21. Die Anzahl P21-positiver Zellkerne war bei weitem grösser als die Anzahl 

apoptotischer Zellen. Vier Tumoren (4,3%) waren P21-negativ. In 16 Präparaten (17%) 

konnten wir vereinzelt P21-positive Zellkerne nachweisen. Tumorareale mit wenig 

positiven Kernen (≤15%) fanden wir in knapp der Hälfte des Kollektivs, nämlich in 48 

Fällen (51,1%). In 25 Karzinomen (26,6%) war P21 häufig detektierbar, d.h. der 

prozentuale Anteil P21-positiver Zellen an der Gesamtheit der Tumorzellen betrug bis zu 

40%. In lediglich einem Präparat (1%) fiel eine massive P21-Expression mit weit mehr als 

40% P21-positiven Zellen auf. Die Häufigkeitsverteilung der P21-Expression 

veranschaulicht Abbildung 7. 

Im gesunden Gewebe exprimierten v.a. intermediäre Epithelschichten wie das Stratum 

spinosum P21. In oberflächlichen oder basalen Zellschichten waren kaum P21-positive 

Zellen nachweisbar. Auch in Plattenepithelkarzinomen mit z.T. noch erhaltenem Aufbau 

waren P21-positive Zellen tendenziell eher in suprabasal gelegenen Zellschichten 

nachweisbar. Insgesamt war die P21-Verteilung in den Tumoren aber heterogen.  
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Die P21-Expression der 

Tumoren wurde mit der 

Überlebenszeit sowie mit der 

Apoptoserate und der 

Expression der Proteine P27 

und P53 korreliert. Dabei 

liess sich die Gruppe mit 

vereinzelt positiven Zellen zu 

der Gruppe negativer Tumoren rechnen, ohne Abweichungen bei der statistischen 

Auswertung zu riskieren. 

Betrachtete man den Zusammenhang zwischen der P21-Expression und der Überlebenszeit 

am Gesamtkollektiv (n=94), so ging mit steigender P21-Expression tendenziell eine 

bessere Überlebenszeit einher. Dieser Zusammenhang war jedoch nicht statistisch 

signifikant (p=0,55; Tabelle 11 und Abbildung 8).  
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Abbildung 8 Zusammenhang zwischen dem Gesamtüberleben und P21 

 
  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

P21 0-1 20 8 12 60,00

 2-4 74 25 49 66,22

Total  94 33 61 64,89

Tabelle 11 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der P21-Expression (p=0,55). 

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der P21-Expression und der 

Überlebenszeit ergab sich erst mit zusätzlicher Betrachtung der Primärlokalisation. Die 

Überlebenszeit von Patienten mit Kehlkopftumoren war unabhängig von weiteren 

Abbildung 7 
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Parametern besser als die von Patienten mit Tumoren der übrigen Lokalisationen 

(Abbildung 9). Nach Ausschluss von Larynxkarzinomen war die Expression von P21 bei 

dem Kollektiv von Patienten mit Tumoren aus Mundhöhle, Oro- und Hypopharynx auf 

einem statistisch signifikanten Level mit der Überlebenszeit korelliert (p=0,0004; 

Abbildung 10 und Tabelle 12).  
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Abbildung 9 Gesamtüberleben und Primärlokalisation Larynx 

Abbildung 10 Gesamtüberleben und P21-Expression in Abhängigkeit von der Lokalisation 
 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Kehlkopf (KK)  51 9 42 82,35

nicht KK P21       0-1 12 7 5 41,67

nicht KK P21       2-4 33 18 15 45,45

Total  96 34 62 64,58

Tabelle 12 Statistisch positive Korrelation der P21-Expression mit der Überlebenszeit von 
Patienten mit Karzinomen aus den Bereichen Mundhöhle, Oro- und Hypopharynx (p=0,0004). 

Wie bereits oben erwähnt, war die P21-Expression unabhängig von der Apotoserate. 

Zwischen diesen beiden Parametern liess sich keine Korrelation nachweisen (Tabelle 8 und 

Abbildung 4). 

Den Zusammenhang zwischen der Expression von P21 und der von P27 zeigen Tabelle 13 

und Abbildung 11. Tendenziell waren mit steigender P21-Expression mehr P27-positive 

Zellen detektierbar. Die positive Korrelation war statistisch signifikant, aber nicht eng 

(p=0,06).  

Die Expression von P21 und P53 visualisierten wir in einer Doppelfärbung und 

untersuchten den Zusammenhang zwischen den beiden Proteinen. Hier konnten wir eine 

positive Korrelation herstellen. Der Zusammenhang war nicht eng, aber statistisch 

signifikant (p=0,02; vergleiche Tabelle 14 und Abbildung 12). 
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         Abbildung 11 P21 und P27            Abbildung 12 P21 und P53 

 

 P27 P21 

Spearman`s rho       P27               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

94 

0,196

0,061

92

                                P21               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

0,196 

0,061 

92 

1000

96

Tabelle 13 Zwischen der Expression der Proteine P21 und P27 besteht tendenziell eine positive 
Korrelation (p=0,06). 

 P53 P21 

Spearman`s rho       P53               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

42 

0,395

0,019

40

                                P21               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

0,395 

0,019 

40 

1000

92

Tabelle 14 Zwischen der Expression der Proteine P21 und P53 besteht eine statistisch signifikante 
Korrelation (p=0,02). 

4.3 P27 

Die Expression von P27 wurde an Plattenepithelkarzinomen von 85 Patienten untersucht. 

Bei der Auswertung der Präparate fiel auf, dass die Expression von P27 insgesamt geringer 

als die von P21 war. An 13 Tumoren (15,3%) liess sich kein P27-Protein nachweisen. In 

11 Präparaten (12,9%) waren nur vereinzelt P27-positive Zellkerne darstellbar. 

Tumorareale mit wenig positiven Kernen (≤15%) fanden wir in 36 Fällen (42,4%). Eine 

häufige P27-Expression zeigten 18 Karzinome (21,2%). Hier waren bis zu 40% der 
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Tumorzellen P27-positiv. Zu einer starken P27-Expression mit mehr als 40% P27-

positiven Zellen kam es bei sieben Präparaten (8,2%).  

Damit bildeten Tumoren, die wenig P27-exprimierende Zellen aufwiesen (�einfach 

positiv�), mit 36 Präparaten ähnlich der Häufigkeitsverteilung von P21 die grösste Gruppe. 

Die restlichen Präparate (n=49) waren relativ homogen auf die übrigen P27-Gruppen 

verteilt. Die Häufigkeitsverteilung der P27-Expression veranschaulicht Abbildung 13.  

 

Die Lokalisation P27- 

exprimierender Zellen in 

normalem Epithel entsprach in 

etwa der Verteilung von P21, 

wobei sich P27 tendenziell in 

oberflächlicheren 

Epithelschichten darstellte. In 

den Tumoren imponierte eine 

uneinheitliche P27-Expression.  

Die Überlebenszeit des Gesamtkollektiv war unabhängig von der P27-Expression. Bei der 

Analyse der Ergebnisse liessen sich weder ein statistisch signifikanter Zusammenhang 

noch eine Tendenz ableiten, wie Tabelle 15 und Abbildung 14 zeigen (p=0,96).  
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Abbildung 14 Gesamtüberleben und P27 

 

Auch bei der Betrachtung der P27-Expression im Hinblick auf die Apoptoserate (Tabelle 

9; Abbildung 5) und die P53-Expression (Tabelle 16; Abbildung 15) ergab sich kein 

statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den jeweiligen Parametern.  
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Jedoch zeichnete sich tendenziell eine positive Korrelation zu der Expression von P21 ab, 

wie schon auf bei den Erläuterungen zu P21 erwähnt wurde (Tabelle 13; Abbildung 11).  

 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

P27 negativ 13 4 9 69,23

 1 11 4 7 63,64

 2 36 11 25 69,44

 3 18 7 11 61,11

 4 7 2 5 71,43

Total  85 28 57 67,06

Tabelle 15 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der P27-Expression (p=0,96). 
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Abbildung 15 P53 und P27  

 

 P27 P53 

Spearman`s rho       P27               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

1000 

 

94 

-0,077

0,629

42

                                P53               Correlation Coefficient 

                                                      Sig. (2-tailed) 

                                                      n 

-0,077 

0,629 

42 

1000

42

Tabelle 16 Zwischen der Expression der Proteine P27 und P53 lässt sich auf statistischer Ebene 
kein Zusammenhang herstellen (p=0,63). 

4.4 P53 

Die P53-Expression wurde mittels einer Doppelfärbung mit P21 an 

Plattenepithelkarzinomen von 42 Patienten visualisiert. In zwei Präparaten (4,76%) liess 

sich kein P53-Protein nachweisen. Eine geringe P53-Expression fanden wir bei 20 

Karzinomen (47,62%), d.h. hier waren weniger als 50% der Tumorzellen positiv für P53. 
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Zwischen 50-70% P53-positive Zellen zeigten 13 Tumoren (30,95%). In sieben Fällen 

(16,67%) exprimierten über 70% der Tumorzellen P53. Die Häufigkeitsverteilung der P53-

Expression ist in Abbildung 16 dargestellt.  

In basal lokalisierten Schichten von gesundem Epithel waren wenig P53-positive Zellen 

nachweisbar. Die P53-Expression nahm mit zunehmender Dedifferenzierung des Gewebes 

zu. In Karzinomen variierte die Verteilung von P53 sowohl innerhalb der einzelnen 

Tumorbereiche als auch zwischen den verschiedenen Präpraten.  

Der Vergleich der P53-

Expression mit der 

Überlebenszeit aller Patienten 

ergab keinen statistisch 

signifikanten Zusammenhang 

(p=0,12; Tabelle 17 und 

Abbildung 17). Auch nach 

Unterteilung des Kollektivs in 

Patienten mit Kehlkopftumoren 

und Patienten mit Tumoren der übrigen Lokalisationen brachte die P53-Expression keine 

prognostischen Hinweise.  

Survival Functions

TIME_D

4003002001000

Cum.
Sur-

vival

1.2

1.0

.

.

.

.

0.0

P53

          3

         3-censored

          2

          2-censored

         1

         1-censored

         0

          0-censored

 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

P53 negativ 2 1 1 50,00

 1 20 9 11 55,00

 2 13 8 5 38,46

 3 7 0 7 100,00

Total  42 18 24 57,14

Tabelle 17 Das Gesamtüberleben zeigt keine Abhängigkeit von der P53-Expression (p=0,12). 
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Ein statistischer Zusammenhang zwischen der P53-Expression und der Apoptoserate 

(Tabelle 10; Abbildung 6) bzw. der Expression von P27 (Tabelle 16; Abbildung 15) war 

nicht gegeben. Lediglich mit der P21-Expression bestand eine positive Korrelation, die 

bereits im Ergebnisteil von P21 erwähnt wurde (Tabelle 14; Abbildung 12).  

 

4.5 Klinische Patientendaten 

Von insgesamt 88 Patienten lagen uns nicht nur alle klinischen Daten, sondern auch 

vollständige Ergebnisse der experimentell untersuchten Parameter vor.  

In der univariaten Analyse waren Therapieform, Status (Progression), Primärlokalisation, 

T- und N-Stadium signifikant mit der Überlebenszeit korreliert. Demgegenüber spielten 

Alter und Geschlecht der Patienten für die Überlebenszeit keine Rolle. 

Gesamtüberleben 

Die Mindestdauer der Beobachtung betrug 148 Wochen. Bei einer Beobachtunszeit von 

148 Wochen überlebten 75% der Patienten 96 Wochen (Standard Error 33%). Nach 312 

Wochen kam es bei 30 Patienten (34,1%) zu einem onkologischen Ereignis. 58 Patienten 

(65,9%) wurden lediglich beobachtet (Abbildung 18). 
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Therapieform 

Die 27 Patienten, welche nur operiert und keiner adjuvanten Radiatio zugeführt wurden, 

hatten eine bessere Prognose als die 61 Patienten, welche postoperativ bestrahlt wurden 

(p=0,0007; Abbildung 19). Auch kam es in der Gruppe ohne adjuvante Strahlentherapie 

bei nur zwei Fällen (7,41%) zu einem onkologischen Ereignis (Tabelle 18).  

Abbildung 18
Gesamtüberleben
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Abbildung 19 Gesamtüberleben und Therapieform; Abbildung 20 Gesamtüberleben und 
Progression 

 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Therapie Operation 

+Radiatio 

61 28 33 54,10

 Operation 27 2 25 92,59

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 18 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der Therapieform 

Progression 

Erwartungsgemäss hatten 56 Patienten, bei denen es nicht zu einer Progression der 

Krebserkrankung kam, eine deutlich bessere Prognose als 32 Patienten mit 

fortschreitendem Tumorleiden (p≤0,0001; Tabelle 19; Abbildung 20).  

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Progression nein 56 6 50 89,29

 ja 32 24 8 25,00

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 19 Gesamtüberleben in Abhängigkeit von einer Tumorprogression 

Primärlokalisation  

In Abhängigkeit von der Lokalisation der Primärtumoren bestanden statistisch signifikante 

Unterschiede in der Gesamtüberlebenszeit (p≤0,0001). Patienten mit Larynxkarzinomen 

hatten die höchste Überlebenszeit (Abbildung 9; Tabelle 20). Patienten mit 

Mundhöhlenkarzinomen hatten eine bessere Prognose als Patienten mit Tumoren des Oro- 

und Hypopharynx, welche keine grossen Unterschiede der Überlebenszeiten aufwiesen.  
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  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Lokalisation Mundhöhle 7 3 4 57,14

 Oropharynx 19 12 7 36,84

 Hypopharynx 16 9 7 43,75

 Larynx 46 6 40 86,96

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 20 Primärlokalisation und Gesamtüberleben 

T- und N-Stadium 

Mit zunehmender Tumorausdehnung (T-Stadium 1-4) verschlechterte sich die 

Überlebenszeit der Patienten statistisch signifikant (p=0,01; Tabelle 21; Abbildung 21). 
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Abbildung 21 Gesamtüberleben und T-Stadium  Abbildung 22 Gesamtüberleben und N-

Stadium 
 

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

T-Stadium 1 6 0 6 100,00

 2 25 6 19 76,00

 3 31 9 22 70,97

 4 26 15 11 42,31

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 21 Gesamtüberleben und T-Stadium 

 

Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (pN0) hatten eine bessere Überlebenszeit als 

Patienten mit Lymphknotenmetastasen (pN+). Dieses Ergebnis war statistisch signifikant 

(p=0.0005; Tabelle 22; Abbildung 22).  
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 Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Lymphknotenfiliae nein 49 9 40 81,63

 ja 39 21 18 46,15

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 22 Befall lokaler Lymphknoten und Prognose 

Alter 

Teilte man das Alter der Patienten in Quartile, bestand kein statistisch signifikanter 

Unterschied in der Überlebenszeit der Patienten (p=0,51; Tabelle 23).  

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Alter in Jahren <49 24 8 16 66,67

 49-<56 27 12 15 55,56

 56-<60 17 5 12 70,59

 ≥60 20 5 15 75,00

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 23 Alter und Überlebenszeit 

Geschlecht 

Bei einem deutlichen Ungleichgewicht zugunsten der männlichen Patienten (n=80) liess 

sich kein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Überlebenszeit nachweisen 

(p=0,18; Tabelle 24). Tendenziell hatten Frauen eine bessere Prognose.  

  Total Anzahl Ereignis Anzahl Censored Prozent Censored 

Geschlecht männlich 80 29 51 63,75

 weiblich 8 1 7 87,50

Total  88 30 58 65,91

Tabelle 24 Geschlecht und Überlebenszeit 

Fazit 

In der multivariaten Analyse (Cox Regression) blieben nach Prüfung aller Variablen 

lediglich der pN-Status und die Primärlokalisation der Tumoren die einzigen unabhängigen 

Faktoren, die das Überleben der Patienten signifikant beeinflussen. Die übrigen 

untersuchten Variablen konnten keinen zusätzlichen statistisch signifikanten Beitrag 

liefern. 



 34

5 Diskussion 

5.1 Diskussion der Methoden 

5.1.1 Immunhistochemie 

Mittels Immunhistochemie lassen sich Proteine über Antikörperbindung im Gewebe 

nachweisen. Das hat den Vorteil, dass Proteine ortsspezifisch visualisiert werden können. 

Neben Aussagen zu Vorkommen und Lokalisation eines bestimmten Proteins in der Zelle 

gibt diese Methode über die Färbeintensität auch Hinweise zur Quantität der 

Proteinexpression. Einige Autoren sehen zum Beispiel einen Zusammenhang zwischen der 

P27-Expression eines Gewebes und der Intensitiät der Anfärbung P27-positiver Zellen. 

Venkatesan T.K. et al. (1999) fiel an Läsionen der Mundhöhle eine statistisch signifikante 

Assoziation zwischen der Frequenz P27-positiver Zellkerne und deren Intensität auf. Auch 

an nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen wurde eine solche Beobachtung gemacht 

(Yatabe Y. et al. 1998). Allerdings war die Intensität nicht von zusätzlichem prädiktiven 

Wert. Zum Funktionsstatus eines Proteins lassen sich durch immunhistochemische 

Detektion jedoch keine oder nur indirekt Aussagen treffen. So bindet zum Beispiel der von 

uns verwendete P53-Antikörper sowohl an wt-P53 als auch an mutiertes P53-Protein. Das 

Expressionsmuster sagt damit primär nichts über die Funktion des Proteins aus. Die 

Funktion von wt-P53 kann durch verschiedene Ereignisse gestört sein. Missense-

Mutationen oder die Bindung an Proteine von DNA-Tumorviren, wie zum Beispiel an das 

Large-T-Antigen des SV40-Virus, an das E1B-Antigen des Adenovirus Typ5 (Sarnow P. 

et al. 1982) oder an das E6-Protein von HPV-16 und �18 (Werness B.A. et al. 1990) 

können einen Funktionsverlust von P53 zur Folge haben. Dies führt zu einer Stabilisierung 

und damit zu einer Zunahme der Halbwertszeit des Phosphoproteins (Vogelstein et al. 

1992). Eine Bindung an das SV40-Large-T-Antigen führt zum Beispiel zu einer 

Verlängerung der P53-Halbwertszeit von 6-20 Minuten auf mehrere Stunden (Kapranos N. 

et al. 2001). P53 akkumuliert damit im Zellkern und kann immunhistochemisch in erhöhter 

Konzentration im Tumor nachgewiesen werden. Obgleich diese immunhistochemisch 

ermittelte Überexpression als indirekter Hinweis auf eine p53-Mutation gewertet werden 

kann, ist sie dennoch nicht beweisend. Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass ein 

enger Zusammenhang zwischen der P53-Überexpression und der Mutationsrate besteht 

(Fogel S. et al. 1996). Darüberhinaus existiert die These, wt-P53 sei durch seine kurze 

Halbwertszeit immunhistochemisch gar nicht nachweisbar (Kapranos N. et al. 2001). Auch 

die Lokalisation in der Zelle gibt indirekt Hinweise zum Funktionsstaus. So ist P53 als 
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Transkriptionsfaktor an die Lokalisation im Zellkern gebunden. Ist P53 

immunhistochemisch im Zytoplasma nachweisbar, kann dies auf einen defekten 

Transportmechanismus von P53 hindeuten. Der Import in den Zellkern ist möglicherweise 

durch Schäden des Import-Signals im C-terminalen Ende des Gens begründet oder durch 

ein gestörtes Transportsystem der Zelle. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass 

immunhistochemische Methoden gut mit molekularbiologischen Techniken korrelieren 

(Calzolari A. et al. 1997).  

5.1.2 In-situ-NICK-Translation 

Die in-situ-NICK-Translation zum Nachweis apoptotischer Zellen mittels enzymatischer 

Markierung ihrer fragmentierten DNA hat bereits in diversen anderen Untersuchungen 

reproduzierbare Ergebnisse gebracht und stellt eine sensitive und spezifische Methode dar 

(Mainwaring P.N. et al. 1998). Dennoch kann in seltenen Fällen Apoptose ohne DNA-

Fragmentation stattfinden. Solche Zellen entgehen der Detektion. Auf der anderen Seite 

kann es auch im Rahmen von Nekrose und exzessivem DNA-Abbau zu einer 

Fragmentation von DNA kommen. Eine Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose 

ist in solchen Fällen nur unter Zuhilfenahme morphologischer Unterscheidungskriterien 

möglich. 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

Bei der Karzinogenese scheinen genetisch praedisponierende Faktoren und äussere 

Einflüsse in wechselseitige Beziehung zu treten und so einen Tumor zu induzieren. Man 

geht heute davon aus, dass sich Plattenepithelkarzinome ähnlich dem oben beschriebenen 

Modell der Adenom-Karzinomsequenz bei kolorektalen Karzinomen als mehrstufiger 

Prozess aus histologisch definierten Vorstufen entwickeln (Weber A. et al. 2002). Durch 

die chronische Exposition gegenüber exogenen Noxen kommt es nach einer initialen 

Entzündungsreaktion zu dysplastischen Gewebeveränderungen und damit einhergehend zu 

einer Akkumulation genetischer Veränderungen. Auf molekularbiologischer Ebene finden 

anfangs noch Regenerations- und Reparaturprozesse statt. Dauert die exogene 

Zellschädigung an oder sind entsprechende genetische Veränderungen eingetreten, 

erschöpfen sich die zelleigenen Reparaturmechanismen. Die Zelle kann sich nicht 

regenerieren und das Genom wird nicht mehr fehlerfrei repliziert. DNA-Schäden gehen 

damit auf Tochterzellen über, die vermehrt gebildet werden, um den Epithelschaden zu 

ersetzen. Dies führt zu einer irreversiblen Fixierung der genetischen Veränderungen 

(Weber A. et al. 2002).  
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Die vermehrte Zellteilung stellt jedoch nicht nur einen Kompensationsmechanismus des 

Organismus dar, sondern kann auch auf einer Dysregulation des Zellzyklus beruhen, wenn 

es zu einem Funktionsverlust von Genen gekommen ist, die das Gleichgewicht zwischen 

Zellproliferation und Zellabbau im Organismus regulieren. Heute geht man davon aus, 

dass eine Schädigung mehrerer Gene und Proteine für eine Fehlregulation des Zellzyklus 

ursächlich ist, was über eine unkoordinierte Proliferation eine Entstehung von Neoplasien 

verursacht und zu deren Progression beiträgt (Hunter T. et al. 1994; Tsihlias J. et al. 1999).  

5.2.1 Grundlagen zum Ablauf des Zellzyklus 

Der Zellzyklus unterteilt sich in vier verschiedene Phasen, die nacheinander durchlaufen 

werden. Die eigentliche Teilung einer Zelle in zwei Tochterzellen mit identischem Erbgut 

findet in der M (Mitose)-Phase statt. Daran schliesst sich die G1 (gap1)-Phase an, in der 

die Zelle durch Synthese von RNA und Proteinen wächst. Gegen Ende der G1-Phase wird 

die DNA-Replikation vorbereitet, die in der S (synthesis)-Phase erfolgt. Der Zyklus 

schliesst sich nach Durchlaufen der G2 (gap2)-Phase mit einem Wiedereintritt in die M-

Phase. Ausdifferenzierte Zellen treten in die G0-Phase über. Hier verbleiben sie entweder 

dauerhaft oder treten, durch mitogene Faktoren vermittelt, wieder in den Zellzyklus ein 

(Koolman J., Röhm K.-H. 1994). Innerhalb des Zellzyklus muss die Zelle zwei kritische 

Kontrollpunkte überwinden, die entscheidend für ihre genomische und strukturelle 

Integrität sind: einmal vor der Replikation der DNA gegen Mitte/Ende der G1-Phase, zum 

anderen in der G2-Phase kurz vor der eigentlichen Zellteilung.  

Der Ablauf des Zellzyklus wird wesentlich von Cyclin-anhängigen Kinasen/cyclin-

dependent kinases (Cdks) bestimmt, die von Cyclinen aktiviert und von Cyclin-Kinase-

Inhibitoren/cyclin-kinase-inhibitors (CKIs) gehemmt werden (Murray A.W. et al. 1993; 

Nurse P. 1990; Sherr C.J. 1993; Morgan D.O. 1995; Ekholm S.V. et al. 2000). Mittlerweile 

wurde eine Vielzahl von Cyclinen identifiziert. Sie wurden in fünf Klassen unterteilt 

(Cyclin A-E) und ihr Auftreten bestimmten Phasen im Zellzyklus zugeordnet. Cyclin C, 

Cyclin D1-3 und Cyclin E erreichen ihr Aktivitätsmaximum in der G1-Phase und steuern 

damit den Übertritt in die S-Phase des Zellzyklus. Demgegenüber werden die Cycline A 

und B1-2 erst in der S- und G2-Phase aktiv und ermöglichen so den Übergang zur Mitose 

(Cordon-Cardo C. 1995). Entsprechend viele Cdks wurden bisher beschrieben. Im 

Komplex mit Cyclinen als regulatorischer Untereinheit stellen sie die katalytische 

Untereinheit dar und werden in entsprechenden Phasen des Zellzyklus aktiv. So werden 

Cdk 4 und Cdk 6 in der G1-Phase von Cyclin D1 aktiviert. Der von Cyclin E vermittelte 

Eintritt in die S-Phase wird erst durch Komplexbildung mit Cdk 2 möglich. Cdk 2 wird 
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während der S-Phase auch von Cyclin A aktiviert, und der Beginn der Mitose wird von 

Cyclin B-Cdk 2 (-Cdk 1)-Einheiten veranlasst (Cordon-Cardo C. 1995, Abbildung 1). 

Liegen Schäden in der DNA vor, kann durch Hemmung der Cyclin/Cdk-Proteinkomplexe 

durch CKIs ein Zellzyklusarrest zur Reparatur der DNA-Schäden ausgelöst werden. CKIs 

sind Proteine, deren Funktion die Regulation der Zellproliferation ist, sei es bei der 

Entwicklung und Differenzierung normaler Zellen oder nach genotoxischen Einflüssen. 

CKIs interagieren direkt oder indirekt mit Cyclin/Cdk-Komplexen. Man unterteilt sie in 

zwei verschiedene Familien. Zu CKIs der CIP/KIP (Kinase inhibitor protein)-Familie 

gehören p21CIP1, p27KIP1 und p57KIP2, die universell an Cdks binden können. Allerdings 

haben sie eine Präferenz für Komplexe, die Cdk 2 enthalten (Zhang H. et al. 1993; Harper 

J.W. et al.1995). CKIs der INK4-Familie (inhibitor of cyclin-dependent kinase 4: p15INK4B, 

p16INK4A, p18INK4C und p19INK4D) regulieren negativ Komplexe zwischen Cyclin D und 

Cdk 4 bzw. Cdk 6 (Abbildung 1). 

5.2.2 Apoptose 

5.2.2.1 Mechanismus und Funktion von Apoptose 

Die Homöostase im menschlichen Organismus ist charakterisiert durch eine Ballance 

zwischen Proliferation und Absterben von Zellen. Wird dieses Gleichgewicht zugunsten 

der Proliferationsrate gestört, kommt es zur Tumorentstehung und -progression. Die 

physiologische Form des Zelltods nennt man Apoptose. Als sogenannter programmierter 

Zelltod ist Apoptose an nahezu allen physiologischen und pathologischen Prozessen im 

Körper beteiligt, so zum Beispiel an der Entwicklung und Alterung des Menschen oder an 

Erkrankungen wie Krebs und Autoimmunkrankheiten, die durch eine unnatürliche 

Verminderung von Apoptose mitverursacht werden (Vaux D.L. et al. 1999; Gastman B.R. 

2001). Umgekehrt spielt eine exzessive Steigerung apoptotischer Prozessse bei 

degenerativen Krankheitsbildern wie M. Alzheimer eine bedeutende Rolle (Thompson 

C.B. 1995).  

Die Beschreibung der physiologischen Form des Zelltods hat eine lange Geschichte und 

reicht mit Beobachtungen der regressiven Veränderungen des Ductus arteriosus bis auf 

Galen zurück (Clarke P.G. et al. 1996). Doch wurde dem physiologischen Zelluntergang 

lange keine besondere Bedeutung beigemessen. Erst um 1960 wurde der vorhersehbare 

Ablauf des Absterbens von Zellen als programmierter Zelltod bezeichnet. Die 

fundamentale Bedeutung des Sterbens von Zellen als Teil der Entwicklung und 

Differenzierung des Organismus begann sich abzuzeichnen. 1972 schliesslich prägten 

Forscher den Begriff Apoptose, um den geplanten Zelltod von dem unkoordinierten 
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Absterben von Zellen, der Nekrose, die zum Beispiel bei Ischämien oder Entzündungen 

auftritt, abzugrenzen (Gastman B.R. 2001).  

Apoptose ist durch typische morphologische Veränderungen charakterisiert. Die Zelle 

schrumpft und verliert den Kontakt zu anderen Zellen. Das wesentliche Merkmal der 

Apoptose ist die systematische Fragmentierung des Genoms. Das Chromatin kondensiert 

und die DNA wird in bestimmte Abschnitte unterteilt, wodurch die apoptosetypische 

Leiterstruktur der DNA entsteht. Die Zellbestandteile werden von der Zellmembran 

umschlossen und als sogenannte Apoptotic bodies abgeschnürt. Apoptotic bodies werden 

umgehend von umliegenden Zellen phagozytiert. So ist eine Einzelzelle zugrunde 

gegangen, ohne dass eine entzündliche Reaktion des umgebenden Gewebes verursacht 

worden wäre. Dies ist eines der Hauptunterscheidungsmerkmale zur Nekrose. Nekrose 

betrifft meistens mehrere benachbarte Zellen und ist von einer Entzündung begleitet.  

Die phänotypischen Merkmale der Apoptose waren längst bekannt, als in den 80er Jahren 

eine Arbeitsgruppe drei massgeblich am Apoptosemechanismus beteiligte Gene am 

Nematoden Caenorhabditis elegans ausmachen konnte, die im Lauf seiner Entwicklung das 

zeitlich spezifische und ortstypische Absterben von genau 131 Zellen regulieren (Ellis 

H.M. et al. 1986). Erst jetzt begann man Erkenntnisse über den Regulationsmechanismus 

der Apoptose zu gewinnen. In der Entwicklung von C. elegans führen die Produkte der 

Gene ced-3 (Cell death abnormal) und ced-4 zu Apoptose, wohingegen das Genprodukt 

von ced-9 diese hemmt. Die Produkte der ced-Gene sind Kaspasen (Cystinproteasen), die 

in der Zelle als inaktive Vorstufen (Zymogene) 

vorliegen und bei Bedarf durch Proteolyse aktiviert 

werden. Ced-3 löst Apoptose aus und wird durch Ced-4 

aktiviert. Der proapoptotische Effekt 

von Ced-4 wird durch Ced-9 

gehemmt. Diese negative Regulation 

durch Ced-9 kann wiederum durch 

Bindung von EGL-1 (EGg Laying 

defective 1) aufgehoben werden, 

einem Mitglied der bcl-2 (B-cell 

leukemia/lymphoma 2) �Superfamilie 

und Aktivator von Apoptose. Obgleich 

eine Vielzahl weitere an der Apoptose 

beteiligte Faktoren gefunden wurden, 
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stellt das Genmodell von C. elegans noch immer die Basis des Verständnisses von der 

Regulation der Apopotose dar (Gastman B.R. 2001; Abbildung 23).  

Apoptose kann über zwei Signalwege initiiert werden. Zum einen über einen extrinsischen 

Weg, bei dem Rezeptoren auf der Zelloberfläche das Signal zum Zelltod vermitteln. 

Wichtiger für diese Arbeit ist der intrinsischen Weg, da heute als gesichert gilt, dass dieser 

in Krebszellen inaktiviert ist (Shi Y. 2001). Bei dem intrinsischen Weg spielen 

Veränderungen von Mitochondrien eine massgebliche Rolle. Eine Vielzahl von Stimuli 

können von Mitochondrien vermittelte Apoptose auslösen, so zum Beispiel eine 

Aktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p53 oder Onkogenen wie cMyc, DNA-

Schäden, Chemotherapeutika, ultraviolette Strahlen oder Nährstoffmangel (Shi Y. 2001).  

Zu einem Funktionsverlust der Mitochondrien kommt es über eine Aktivierung von 

Mitgliedern der bcl-2-Superfamilie (bcl-2 hat in Sequenz und Funktion Homologien zu 

Ced-9 und EGL-1 von C. elegans). Sie bewirken eine Permeabilitätsänderung der äusseren 

mitochondrialen Membran, was einen Austritt von Cytochrom C in das Zytosol zur Folge 

hat. Das setzt über eine Aktivierung von Proteinen, die als Apafs (Apoptosis protease-

activating factors) bezeichnet werden, die Zelltodkaskade in Gang. In Gegenwart von 

Cytochrom C (Apaf-2) kann Kaspase-9 (Apaf-3, entspricht Ced-3 von C. elegans) mit 

Apaf-1 (Apaf-1 entspricht Ced-4 von C. elegans) und ATP oder dATP einen Komplex 

bilden, das sogenannte Apoptosom. Das Apoptosom ist ein allosterischer Faktor für die 

katalytische Aktivität von Kaspase 9, die allein nur wenig proteolytisch aktiv ist. Über 

diverse weitere Faktoren werden letztendlich Nukleasen aktiviert, die das Genom in für 

Apoptose typische nukleosomale Fragmente spalten (Abbildung 24).  

Apaf-1 und Kaspase-9 spielen beim Menschen gerade bei P53-vermittelter Apoptose eine 

bedeutende Rolle. Das Signal zur Apoptose gibt das Tumorsuppressorprotein P53 durch 

Aktivierung von PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis), welches durch 

Interaktion mit bcl-2 dessen antiapoptotischen Effekt aufhebt. Dies führt zu einem raschen 

Ablauf des Zelltodprogramms, wie an kolorektalen Krebszellen gezeigt werden konnte 

(Shi Y. 2001). Umgekehrt wurde an Plattenepithelkarzinomen beobachtet, dass ein 

Funktionsverlust von P53 eine verminderte Apoptoserate zur Folge hat (Gastman B.R. 

2001).  

Die Regulation von Proliferation und Zelltod ist komplex und hängt von der Einwirkung 

einer hohen Anzahl konkurrierender Faktoren ab, die entsprechend viele Signalwege 

beeinflussen (Stewart B.W. 1994). Obgleich der Basismechanismus der Apoptose beim 
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Menschen mittlerweile bekannt ist, bleiben dennoch viele Fragen zur Zelltodmaschinerie 

ungeklärt.  

5.2.2.2 Verteilung apoptotischer Zellkerne im Gewebe 

Im Gegensatz zu einem hohen Anteil apoptotischer Zellen bei anderen Tumorentitäten, wie 

z.B. kolorektalen Adenomen und Karzinomen, stellten sich in der vorliegenden 

Untersuchung insgesamt nur sehr vereinzelt apoptotische Zellkerne im Tumor dar. Die 

niedrige Apoptoserate deckt sich jedoch mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen an 

Plattenepithelkarzinomen (Koh J.Y. et al. 1998, Xie X. et al. 1999; Stoll C. et al. 2000). So 

untersuchten Stoll C. et al. den Apoptoseindex an 156 Gewebeproben von 107 Patienten 

mit Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinomen. In über der Hälfte der untersuchten 

Präparate lag der PCD (Programmed cell death)�Index unter 0,5%. Die maximale Rate von 

5% zeigte nur ein Präparat. Die niedrige Apoptoserate war dabei unabhängig von der 

Tumorlokalisation (Stoll C. et al. 2000). In unserer Arbeit reichte der Anteil von 

apoptotischen Zellkernen an der Gesamtheit der Tumorzellen der Präparate von nicht 

detektierbar bis hin zu einem Maximum von 3% in einem Fall. In die Auswertung 

einbezogen wurden nur Zellkerne innerhalb tumorösen Gewebes, die eindeutig 

apoptotischen Veränderungen unterworfen waren. Nekrotische Zellen gingen nicht in die 

Auszählung ein. Die Verteilung innerhalb des Gewebes war sehr inhomogen. Weder in 

normalem Epithel noch in Karzinomen liess sich ein einheitliches Verteilungsmuster oder 

eine Verteilungstendenz ersehen. Apoptosezellen waren vereinzelt im untersuchten 

Gewebe verteilt, gruppiert oder aber sie stellten sich als fischzugartiges Band im Tumor 

dar. Diese Beobachtungen liessen sich in keinen sinnvollen Zusammenhang zu der 

Morphologie oder der histopathologischen Einteilung der Tumoren bringen. Eine 

Inhomogenität in der Verteilung apoptotischer Zellen in den Tumoren stellten auch andere 

Autoren fest. Stoll C. et al. lagen teilweise mehrere Paraffinblöcke eines Primarius vor. Die 

Autoren konnten einen Unterschied des PCD (Programmed cell death)-Index von bis zu 

1% zwischen den verschiedenen Tumorbereichen nachweisen (Stoll C. et al. 2000).  

A)Apoptosezelle (x40) B)Tumorareal mit relativ  
vielen apoptotischen Zellen (x20) 
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5.2.3 P21 

5.2.3.1 Struktur, Funktion und Regulation von P21 

Das p21-Gen (p21WAF1, wild-type p53 activated fragment 1) ist auf Chromosom 6p21.2 

lokalisiert und kodiert für ein 21kDa Protein (El-Deiry W.S. et al. 1993). Da verschiedene 

Arbeitsgruppen P21 unabhängig voneinander in unterschiedlichen Systemen erforschten, 

wird das Protein nach der jeweiligen ihm zugedachten Funktion auch als Cip1 (cdk-

interacting protein 1, Harper J.W. et al. 1993; Xiong Y. et al. 1993), Sdi1 (senescent cell-

derived inhibitor 1, Noda A. et al. 1994), Mda6 (melanoma differentiation associated gene 

6, Jiang H. et al. 1993) oder CAP20 (cdk2/cyclin complexes in mouse fibroblasts 

associated tightly with a 20K protein, Gu Y. et al. 1993) bezeichnet.  

P21 wird den CKIs der KIP-Familie zugerechnet. Diese haben eine kondensierte Region 

im aminoterminalen Ende (NH2-Terminus) ihres Gens, mit der sie universell an 

Cyclin/cdk-Komplexe binden und diese inhibieren. So ist diese Region zum Beispiel bei 

p27 zu 42% homolog zu der von p21 (Toyoshima H. et al. 1994). Das carboxyterminale 

Ende (COOH-Terminus) der KIP-Proteine ist in Länge und Funktion jeweils verschieden 

(Chen J. et al. 1995; Luo Y. et al. 1995). Hier befinden sich bei P21 die Bindungsstelle für 

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen, Zhang H. et al. 1993) sowie Signalsequenzen für 

die Lokalisation im Zellkern (Poon et al. 1998; Zhou B.P. et al. 2001). Der p21-Promotor 

beinhaltet zwei P53-Bindungsstellen, die notwendig für eine P53-vermittelte Antwort auf 

DNA-Schäden sind (El-Deiry W.S. et al. 1995).  

P21 wird infolge Stress in gesunden wie in maligne entarteten Zellen exprimiert. Dies kann 

P53-abhängig oder P53-unabhängig geschehen. Man geht davon aus, dass P21 durch 

seinen hemmenden Einfluss auf die Zellteilung eine wichtige Rolle bei der 

Differenzierung, Reifung und malignen Transformation von Zellen spielt (Macleod K.F. et 

al. 1995). Ebenso scheint P21 an der Regulation der Apoptose beteiligt zu sein (Gartel A.L. 

C)Apoptosezellen vereinzelt über den
Tumor verteilt (x10) 

D)Tumor ohne Apoptosezellen (braun: 
Nekrose; x20) 
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et al. 2002). Das Protein beeinflusst also direkt oder indirekt Signalwege, die an der 

Tumorentstehung beteiligt sind.  

Die Hauptfunktion von P21 ist nach heutigem Wissensstand die Vermittlung eines 

Zellzyklusarrests. P21 agiert in diesem Zusammenhang v.a. mit zwei verschiedenen 

Faktoren, die beide für die Zellzyklusprogression essentiell sind, nämlich mit Cyclin/cdk-

Komplexen und mit dem DNA-Replikationsfaktor PCNA. Kritische Ereignisse wie die 

Exposition gegenüber DNA-schädigenden Stoffen, Nährstoffmangel, Hypoxie oder der 

Einfluss von Differenzierungssignalen vermitteln eine Überexpression von p21 (Zeng Y.X. 

et al. 1996; Steinmann R.A. et al. 1994). Über die Bindung an Cyclin/cdk-Komplexe kann 

P21 einen Stop in der G1-, G2- oder S-Phase verursachen (Niculescu A.R. et al. 1998; 

Sherr C.J. et al. 1999). Auch ein Einwirken von Röntgen- oder UV-Strahlen bewirkt einen 

vorübergehenden G1-Arrest (Suardet L. et al. 1996; Gorospe M. et al. 1998). Während der 

Zellzykluspausen können Schäden des Genoms eliminiert werden, ehe die Zellteilung 

fortgesetzt wird. Damit wird die Vermehrung alterierter Zellen verhindert. Dass ein 

Zellzyklusarrest P21-vermittelt ist, wird durch die Beobachtung unterstützt, dass es in 

Zellen mit zwei defekten p21-Allelen (p21-/- Zellen) nach Einwirkung von 

Röntgenstrahlen zu keinem G1-Arrest kommt (Brugarolas J. et al. 1995). Die 

Schlussfolgerung liegt nahe, dass P21 als Antwort auf exogene oder endogene Faktoren ein 

Fortschreiten des Zellzyklus über einen G1-checkpoint hinaus verhindert und so als 

Tumorsuppressorprotein agiert. Diese Annahme findet Bestätigung im Tiermodell. Zwar 

gedeihen Mäuse, die zwei defekte p21-Allele haben, normal und entwickeln nicht häufiger 

spontan Neoplasien als P21-positive Tiere (Deng C. et al. 1995). Allerdings sind sie nicht 

in der Lage, nach Exposition gegenüber DNA-schädigenden Einflüssen einen 

Zellzyklusarrest auszulösen, in dem die DNA repariert werden kann (Mc Donald E.R. et al. 

1996). Dadurch haben sie ein erhöhtes Risiko, induziert Tumoren zu entwickeln (Deng C. 

et al. 1995). Tiere mit nur einem geschädigten p21-Allel gedeihen normal und sind nicht 

anfälliger gegenüber einer Tumorinduktion. Offenbar ist ein intaktes p21-Allel 

ausreichend, um Cyclin/cdk-Komplexe zu inhibieren (Niculescu A.R. et al. 1998).  

In gesunden Zellen ist P21 in quarternären Komplexen mit PCNA (Proliferating cell 

nuclear antigen), Cyclinen und cdks im Zellkern lokalisiert (Zhang H. et al. 1993; Xiong 

Y. et al. 1993). Diese Komplexbildung scheint nötig zu sein, um eine ungehinderte 

Proliferation normaler Zellen zu unterbinden. In Krebszellen konnte eine solche 

Komplexbildung bisher nicht nachgewiesen werden (Zhang H. et al. 1993). PCNA spielt 

als Untereinheit der DNA-Polymerase δ eine wichtige Rolle bei der DNA-Replikation und 

�Reparatur. Über die Bindung an PCNA kann P21 die Assoziation von PCNA mit der 
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DNA-Polymerase δ verhindern (Podust V.N. et al. 1995). Eine DNA-Synthese durch die 

DNA-Polymerase δ wird damit unmöglich (Waga S. et al. 1994; Gibbs E. et al. 1997). Es 

hat sich gezeigt, dass p21-/- Zellen mit einem defekten DNA-Reparaturmechanismus 

diesen Defekt nach Transfektion mit einem Fragment, das für die PCNA-Bindungsdomäne 

kodiert, kompensieren können (Mc Donald E.R. et al. 1996). Trotz dieser Ergebnisse wird 

eine Beteiligung von P21 bei der DNA-Synthese und �Reparatur in der Literatur 

kontrovers diskutiert und als notwendig (Mc Donald E.R. et al. 1996), unnötig 

(Adimoolam S. et al. 2001) oder hinderlich (Cooper M.P. et al. 1999) bewertet. 

Der funktionelle Zusammenhang von P21 und Apoptose ist bis heute umstritten. Da es 

auch in P21-negativen Zellen zur Apoptose kommt und nach Bestrahlung hohe 

Apoptoseraten auffallen, liegt die Annahme nahe, dass P21 für Apoptose nicht notwendig 

ist (Deng C. et al. 1995; Caelles C. et al. 1994). Neuere Untersuchungen weisen sogar 

darauf hin, dass P21 eine Schutzfunktion vor stressinduzierter Apoptose ausübt (Gartel 

A.L. et al. 2002). Diese Funktion steht auf den ersten Blick im Gegensatz zur Funktion von 

P21 als Tumorsuppressorprotein. Für einen kontraapoptotischen Effekt von P21 sprechen 

eine Vielzahl von Befunden. So hat sich gezeigt, dass p21-defizitäre Kolontumoren 

deutlich sensitiver gegenüber einer Strahlentherapie sind als Tumoren mit intakter P21-

Funktion (Wouters B.G. et al. 1997). Auch wird in p21-/- Zellen durch Chemotherapeutika 

wie zum Beispiel Doxorubicin Apoptose ausgelöst (Waldmann T. et al. 1996), wohingegen 

eine P21-Induktion in Gliomzellen zu einer Resistenz gegenüber Cisplatin-vermittelter 

Apoptose führt (Ruan S. et al. 1998). Demgegenüber kann nach einer P21-Inaktivierung 

durch Kaspase-3 ähnliche Proteasen/caspase-3 like proteases in Krebszellen, die sich zuvor 

in einem Zellzyklusarrest befanden, Apoptose ausgelöst werden (Zhang Y. et al. 1999). 

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass das P21-Protein Zellen nach 

Strahlen- oder Chemotherapeutika-Exposition vor Apoptose schützt, indem es einen 

Zellzyklusarrest auslöst, in dem DNA-Schäden repariert oder durch den sie verhindert 

werden können (Gartel A.L. et al. 2002). So induzieren z.B. Adeno-assoziierte Viren 

Apoptose in Zellen, die einen Mangel an P53 und P21 aufweisen. Demgegenüber sterben 

Zellen mit intakter P53- und P21-Funktion nicht ab, sondern zeigen einen Anstieg der P53-

Aktivität und der P21-Expression und pausieren in der G2-Phase des Zellzyklus (Raj K. et 

al. 2001). In dieser Pause wird das Genom des Adeno-assoziierten Virus entfernt. Dann 

erst setzt die Zelle die Zellteilung fort. Ist die P53- und P21-Antwort defekt, kann die Zelle 

nicht in der G2-Phase pausieren und es kommt zu Apoptose (Vogelstein B. et al. 2001). 

Folglich schützt ein P21-vermittelter G2-Arrest nach DNA-Schäden vor Apoptose. 

Desweiteren existieren noch eine Menge direkter Mechanismen, über die P21 Apoptose 
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verhindern kann. Dazu gehören direkte Interaktionen mit am Apoptosemechanismus 

beteiligten Proteinen oder die Lokalisation von P21 im Zytoplasma, wo es mit weiteren für 

die Apoptose notwendigen Faktoren reagieren kann. 

Die negative Regulation des Zellzyklus stellt auch einen ersten Schritt der terminalen 

Zelldifferenzierung dar (Harada K. et al. 2000). Demzufolge kommt P21 in gesunden 

Zellen eine Rolle bei der Differenzierung von Zellen zu. Nach Stimulation durch 

Differenzierungssignale konnte in verschiedenen Geweben p21-mRNA nachgewiesen 

werden, so z.B. in Monozyten- oder Leber-Zelllinien (Steinman R.A. et al. 1994). Auch an 

Melanozyten, Muskelzellen und peripheren Nervenzellen konnte beobachtet werden, dass 

Differenzierungssignale wie MyoD oder NGF (nerve growth factor) über einen P21-

Anstieg einen Zellzyklusarrest vermitteln (Jiang H. et al. 1994; Halevy O. et al. 1995; 

Billon N. et al. 1996). Zugleich wurde durch die vermehrte P21-Expression verhindert, 

dass es in den sich differenzierenden Zellen zu Apoptose kam (Wang J. et al. 1996).  

Ein Funktionsverlust von P21 scheint selten auf einer p21-Mutation zu beruhen. In 

bisherigen Untersuchungen konnten selten Alterationen im p21-Gen nachgewiesen 

werden, so z.B. bei Lungen- und Blasenkrebs oder beim Burkitt-Lymphom (Sjalander A. et 

al. 1996; Kawasaki T. 1996; Bhatia K. et al. 1995). Für Kopf-Halstumoren existieren 

bisher keine Berichte über p21-Alterationen. Vielmehr scheint die Lokalisation des 

Proteins in der Zelle entscheidend für seine intakte Antwort zu sein. Die Funktion als CKI 

kann P21 nur im Zellkern ausüben. In Tumorgewebe ist P21 jedoch häufig im Zytoplasma 

nachweisbar (Barboule N. et al. 1998). Dies könnte Folge einer Schädigung, Abspaltung 

oder Phosphorylierung des carboxyterminalen Endes des p21-Gens sein, das 

Signalsequenzen für die Lokalistaion im Zellkern enthält (Poon R.Y. et al. 1998; Zhou B.P. 

et al. 2001). P21 wäre damit im Zytoplasma inaktiv. Jedoch liegt P21 im Zytoplasma auch 

in aktiver Form vor und agiert mit anderen Effektorproteinen. So kann P21 zum Beispiel 

an ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) binden, dieses inhibieren und so Apoptose 

verhindern (Asada M. et al. 1999).  

Von p21 weiss man, dass es von wt-P53 aktiviert wird (El-Deiry W.S. et al. 1994), nicht 

jedoch von mutiertem P53. Auf diesem Weg vermittelt P21 die zellzyklusregulierenden 

Funktionen von P53 und reflektiert somit den funktionellen Status von P53. P21 wird 

jedoch auch auf P53-unabhängigen Wegen aktiviert (Michieli P. et al. 1994; Gartel A.L. et 

al. 1999). Es gibt sogar Hinweise dafür, dass die P21-Expression in den meisten Geweben 

zum grössten Teil P53-unabhängig erfolgt (Macleod K. et al. 1995; Parker S. et al. 1995). 

Neben der Aktivierung der Expression durch P53-abhängige oder unabhängige Faktoren 
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wird das Proteinlevel auch posttranskriptionell über den Proteinabbau auf Proteinebene 

bestimmt (El-Deiry W.S. et al. 1995). Erber R. et al. konnten in einer Studie an Kopf-

Halstumoren zeigen, dass bei der Mehrzahl der Karzinome eine P21-Überexpression 

vorliegt. Dabei entsprach die Menge an p21-mRNA in den Tumorzellen der von gesunden 

Zellen, wie die Autoren durch in-situ-Hybridisierung belegen konnten. Die Akkumulation 

von P21 musste also durch posttranskriptionale Mechanismen verursacht worden sein 

(Erber R. et al. 1997). In gesundem Epithel variiert die P21-Expression periodisch und ist 

zu den kritischen Phasen des Zellzyklus, nämlich in der G1-Phase und gegen Ende der G2-

Phase, am höchsten (Li Y. et al. 1994).  

5.2.3.2 P21-Verteilung im Gewebe 

Wie schon von anderen Autoren berichtet, kam in der vorliegenden Arbeit eine P21-

Expression in normalem Eptihel regelmässig vor (Choi H.R. et al. 2003). In normalem 

Epithel zeigten v.a. die Kerne der intermediären Epithelschicht, des Stratum spinosum eine 

P21-Expression. In der Basalzellschicht und im Stratum superficiale liessen sich kaum 

mehr P21-positive Zellkerne nachweisen. Diese Beobachtung passt zusammen mit den 

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (El-Deiry W.S. et al. 1995; Di Cunto F. et al. 1998; 

Xie X. et al. 2002; Choi H.R. et al. 2002). Di Cunto et al. sehen dieses Verteilungsmuster 

durch die Rolle von P21 bei der Differenzierung von Keratinozyten bedingt. Zu Beginn der 

Differenzierung steigt der P21-Gehalt der Zellen an. Mit zunehmendem 

Differenzierungsstadium der Keratinozyten nimmt die Menge von P21 wieder ab. Heute 

nimmt man an, dass die P21-Expression am stärksten in terminal differenzierten Zellen 

und in Gewebe mit einem hohem Zellturnover und einer dementsprechend hohen 

Proliferationsrate ist (Macleod K. et al. 1995). 

In dysplastischem Eptihel und in Plattenepithelkarzinomzellen konnten wir eine quantitativ 

variierende P21-Expression nachweisen. Das Verteilungsmuster variierte ebenfalls und 

schien auch hier von dem Differenzierungsgrad und der Proliferationsrate der Zellen 

abhängig zu sein. Solange ein regulärer Epithelaufbau in dysplastisch verändertem Epithel 

noch nachweisbar war, entsprach das P21-Verteilungsmuster weitestgehend dem in 

normalem Epithel.  

In tumorösem Gewebe liess sich kein einheitliches Verteilungsmuster des P21-Proteins 

nachweisen. Sowohl innerhalb eines Präparats als auch unter den jeweiligen Tumoren 

variierten die Anzahl P21-positiver Zellkerne und die Intensität der Expression stark. Man 

konnte jedoch beobachten, dass bei einer grossen Anzahl von Tumoren, in denen die 

normale Epithelschichtung z.T. noch erhalten war, P21-positive Kerne tendenziell eher in 
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suprabasal gelegenen Zellschichten vorhanden waren. In den Bereichen von Hornperlen 

gab es vermehrt P21-positive Zellen. In unorganisierten Tumoren hingegen imponierte ein 

heterogenes Verteilungsmuster dieses Proteins. Studien, welche die P21-Expression im 

Tumor mit Proliferationsmarkern wie zum Beispiel Ki-67 oder PCNA verglichen, sahen 

eine positive Korrelation zwischen diesen Parametern (Erber R. et al. 1997). Sie schliessen 

daraus, dass Tumorzellen, in denen P21 nachweisbar ist, proliferieren. Eine hohe P21-

Expression wäre also gleichbedeutend mit einer hohen Proliferationsrate in den Tumoren.  

  

A)P21-Verteilung in normalem/dysplastischem Epithel (x20). B)P21-Expression im Karzinom mit 
noch teilweise erhaltener Schichtung (x10). 
 

  

C+D)Wenig P21-positive Zellen (�einfach positiv�; x40 und x20). 
 

  

E+F)Mässige P21-Expression (�zweifach postitiv�; x20 und x10). 
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G+H)Starke P21-Expression, >40% der Tumorzellen sind positiv (�dreifach positiv�, x40 und 
x20). 

 

5.2.4 P27 

5.2.4.1 Struktur, Funktion und Regulation von P27 

P27 wurde erstmals 1994 beschrieben (Polyak K. et al. 1994). Das p27-Gen wird auf 

Chromosom 12p13 lokalisiert (Ponce-Castaneda M.V. et al. 1995). Es besteht aus zwei 

Exons (kodierende Gensegmente) und einem Intron (nichtkodierendes Segment). Das 

Protein hat ein Molekulargewicht von 27 kDa. Bei seiner Entdeckung wurde es 

komplexgebunden mit Cyclin E/Cdk2 an Zellen nachgewiesen, deren Wachstum mittels 

TGF-β, Lovastatin oder durch Zellkontakt gehemmt war (Polyak K. et al. 1994; 

Slingerland J.M. et al. 1994). Da eine Aktivierung von Cdk2 durch Cyclin E den Auslöser 

für einen Übergang von der G1-Phase in die S-Phase darstellt, vermutete man, dass dieser 

Schritt an den wachstumsgehemmten Zellen durch Bindung von P27 verhindert worden 

war. Man sprach P27 daher die Rolle als CKI zu. Unter den CKIs rechnet man es wie auch 

P21 und P57 zu der KIP (Kinase inhibitor protein)-Familie. Es wird in der G0- und G1-

Phase aktiv. Das Hauptziel von P27 ist die Hemmung von Cdks der G1-Phase, 

insbesondere von Cyclin E/Cdk2-Komplexen. Aber auch Cyclin D/Cdk4- bzw. Cdk6-

Komplexe werden von P27 inhibiert. So wird ein Übergang von der G1-Phase in die S-

Phase und damit ein Fortschreiten des Zellzyklus verhindert.  

Die absolute Menge von p27-mRNA bleibt während des gesamten Zellzyklus konstant. 

Jedoch variieren Menge und Stabilität des P27-Proteins durch Translation und 

Proteinabbau. Das P27-Level ist in ruhenden Zellen der G0-Phase hoch, wird im Verlauf 

der G1-Phase reduziert und erreicht das Minimum in der S-Phase. Die Reduktion von P27 

erfolgt im Wesentlichen über Ubiquitin-vermittelte Proteolyse und Proteinabbau (Pagano 

M. et al. 1995; Shirane M. et al. 1999).  
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P27 spielt eine Rolle bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen. Es konnte 

gezeigt werden, dass mitogene Wachstumsfaktoren den P27-Gehalt in Zellen deutlich 

reduzieren. Hingegen steigt die P27-Menge bzw. P27-Aktivität als Antwort auf 

Differenzierungssignale an (Chen Y.J. et al. 1999). Den selben Effekt haben ein 

Kontaktverlust zur extrazellulären Matrix zur Folge oder Faktoren, die das Wachstum 

hemmen, wie zum Beispiel TGF-β (Koff A. et al. 1993). Vergleiche zwischen der 

Expression von P27 und der von Proliferationsmarkern, wie z.B. Ki67, zeigten bei einigen 

Geweben eine negative Korrelation, wie Studien an Tumoren des zentralen Nervensystems 

(Piva R. et al. 1997) oder an Lymphomen (Sanchez-Beato M. et al. 1997; Erlanson M. et 

al. 1998) ergaben. Bei den meisten malignen Tumoren epithelialen Ursprungs lässt sich 

jedoch kein Zusammenhang zwischen der P27-Expression und der Proliferationsrate der 

Tumoren herstellen.  

Im Tierversuch wurde beobachtet, dass p27-knockout-Mäuse Organhyperplasien 

entwickeln. Obgleich p27-haploinsuffiziente Tiere (Tiere mit einem mutierten p27-Allel) 

nicht häufiger de-novo Neoplasien entwickeln als Tiere mit einem p27+/+ Genotyp, sind 

sie doch empfindlicher gegenüber Tumorinduktion durch chemische Karzinogene oder 

Bestrahlung (Fero M.L. et al. 1998). In humanen Malignomen kann häufig eine Deletion 

eines p27-Allels nachgewiesen werden. Das verbleibende Allel ist jedoch meist intakt, 

höchst selten findet man hier eine Mutation (Kawamata N. et al. 1995; Ponce-Catsaneda 

M.V. et al. 1995). Es scheint daher unwahrscheinlich, dass ein P27-Funktionsverlust bei 

menschlichen Neoplasien auf einer inaktivierenden Mutation des verbleibenden Allels 

beruht. Eine Reduktion oder ein Verlust von P27, der sich bei einer Vielzahl maligner 

Tumoren in unterschiedlichem Ausmass nachweisen lässt, ist daher eher auf eine 

posttranslationale Dysregulation zurückzuführen, zum Beispiel auf eine pathologisch 

verstärkte Proteolyse des P27-Proteins.  

5.2.4.2 P27-Verteilung im Gewebe 

In normalem Gewebe werden grosse Mengen von P27 exprimiert. P27 lässt sich in 

gesundem Gewebe v.a. in ausdifferenzierten Zellen von Epithel und Schleimhaut sowie in 

ruhenden Lymphozyten nachweisen (Erlanson M. et al. 1998). In oraler Schleimhaut zum 

Beispiel befinden sich P27-positive Zellkerne v.a. in suprabasal gelegenen 

Epithelschichten. Die Basalzellschicht ist kaum positiv für P27 (Choi H.R. et al. 2003). 

Ähnliche Beobachtungen konnten wir in unserer Untersuchung machen. Allerdings waren 

auch in tiefer gelegenen Epithelschichten P27-positive Zellkerne nachweisbar, fast nie 

jedoch in den ganz oberflächlichen. Insgesamt entsprach das Verteilungsmuster von P27 in 
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normalem oder dysplastischem Epithel im wesentlichen der P21-Verteilung. Quantitativ 

war die P27-Expression insgesamt geringer als die von P21. Insbesondere in Dysplasien 

oder Karzinomgewebe wurde P27 häufig nicht oder nur gering exprimiert. Diesbezüglich 

decken sich unsere Beobachtungen mit der Literatur. Eine vorwiegende Verteilung von 

P27 auf gut differenzierte Tumorzellnester, wie sie von anderen Autoren beschrieben 

wurde, konnten wir nicht nachvollziehen (Choi H.R. et al. 2003).  

Eine verminderte P27-Expression wurde bereits bei verschiedenen Malignomen 

beobachtet, so z.B. bei Adenokarzinomen, Tumoren des zentralen Nervensystems oder bei 

Lymphomen (Nitti D. et al. 2002; Piva R. et al. 1997; Erlanson M. et al. 1998). In einer 

Studie an normalem, dysplastischem und karzinomatösem Gewebe der Mundhöhle konnte 

gezeigt werden, dass die P27-Expression von Dysplasien zu Karzinomen hin abnimmt 

(Shintani S. et al. 2002; Choi H.R. et al. 2003). Die Autoren schliessen daraus auf einen 

Funktionsverlusst von P27 in einem frühen Stadium der Karzinomentstehung.  

  
A)P27-Verteilung in normalem/dysplastischem Epithel (x20). B)Geringe Anzahl inhomogen 
verteilter P27-positiver Zellen im Karzinom (�einfach positiv�; x20). 

  
C)Mittelgradige P27-Expression im Karzinom (�zweifach positiv�; x20). D)Massive Anfärbung 
P27-positiver Tumorzellen (�dreifach positiv�; x10). 
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5.2.5 P53 

5.2.5.1 Struktur, Funktion und Regulation von P53 

Das p53-Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 lokalisiert. Es kodiert für ein 

53kDa Phosphoprotein, das aus 393 Aminosäuren besteht (Levine A.J. et al. 1991). Lane 

und Crawford entdeckten das P53-Protein 1979 komplexgebunden an das Large-T-Antigen 

des SV40-Virus (Marshall C.J. 1991). Das p53-Gen ist mittlerweile das am besten 

untersuchte Tumorsuppressorgen. Es kann in drei funktionelle Abschnitte unterteilt 

werden. Das aminoterminale Ende enthält Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, wie 

z.B. Mdm2. Im mittleren Teil ist eine DNA-Bindungsdomäne lokalisiert, mit der P53 an 

spezifische P53-Antwortelemente der Doppelstrang-DNA bindet. Hier kommt es beim 

Menschen bevorzugt zu Mutationen. Das carboxyterminale Ende enthält regulatorische 

Domänen. Hier liegen zum Beispiel Signalsequenzen für den Import des Proteins in den 

Zellkern oder DNA-Bindungsstellen, die bevorzugt mit DNA-Strangbrüchen assoziieren.  

Die Hauptfunktion des Tumorsuppressorgens p53 ist die Inhibition einer unkontrollierten 

Proliferation von Zellen. Dies wird über Signalwege erreicht, die einen Zellzyklusarrest 

oder Apoptose vermitteln. Beide Wege haben das Ziel, aberrante Zellen zu eliminieren. 

P53 ist ein Transkriptionsfaktor, der als Tetramer an DNA bindet und so eine Vielzahl von 

Genen aktiviert oder deren Aktivierung unterdrückt (El-Deiry W.S. 1998; Murphy M. 

1999). Diese Funktion ist an eine Lokalisation von P53 im Zellkern gebunden. Die von 

P53 aktivierten Gene, wie z.B. p21WAF/CIP1, Mdm2 oder Bax, lassen sich ihrer Funktion 

entsprechend grob in zwei Gruppen einteilen: eine Gruppe vermittelt einen 

Zellzyklusarrest oder DNA-Reparatur, die andere vermittelt Apoptose (Vousden K.H. 

2000).  

Ein Verlust von p53 geht mit einer verstärkten Disposition für Tumorentstehung einher. 

Die Funktion von p53 als Tumorsuppressorgen wird durch Tiermodelle bestätigt. p53-

knock-out-Mäuse (p53-/-) entwickeln bis zu ihrem zehnten Lebensmonat in nahezu 100% 

Tumoren, vorwiegend Sarkome oder Lymphome (Donehower L.A. 1996). Karzinome 

treten allerdings selten auf. Bei heterozygoten Tieren (p53-/+) entstehen erst später und 

weniger häufig Tumore. Typischerweise bilden sich hier Osteosarkome und 

Weichteilsarkome (Donehower L.A. 1996).  

In gesunden Zellen muss die P53-Aktivität genau reguliert werden. Dies geschieht in erster 

Linie auf Proteinebene, nämlich über die Stabilität des Proteins, seine Lokalisation in der 

Zelle, posttranslationale Modifikationen oder Konformationsänderungen, die die DNA-

Bindungsfähigkeit beeinflussen (Hupp T.R. et al. 1992; Woods D.B. et al. 2001). Die 



 51

Regulation über Transkriptionsfaktoren wie HOX A5 (Raman V. et al. 2000) oder NF-κB 

(Webster G.A. et al. 1999) und über Mechanismen, die die p53-Translation beeinflussen, 

spielen eher eine untergeordnete Rolle (Woods D.B. et al. 2001). Die Menge an 

exprimiertem Protein wird in erster Linie über Phosphorylierung reguliert. Während nach 

der Mitose der P53-Gehalt in den Zellen niedrig ist, steigt er in der G1-Phase an. In der S-

Phase wird P53 durch Phosphorylierung inaktiviert (Bischoff J.R. et al. 1990).  

DNA-Schäden, Hypoxie oder Stimulation durch Onkogene führen zu einer Akkumulation 

von P53 im Zellkern. Dies ist möglich durch zeitgleiche Hemmung der Interaktion von P53 

und MDM2 und durch Aktivierung von p14ARF, das die Ubiquitin-Ligase-Aktivität von 

MDM2 inhibiert.  

5.2.5.2 P53-Verteilung im Gewebe 

An 42 zufällig ausgewählten Schnitten wurde die P53-Expression neben der P21-

Expression mittels einer Doppelfärbung untersucht, um mögliche Interaktionen zwischen 

P21 und P53 mitzuerfassen. Bei oben beschriebener Lokalisation der P21-Proteine waren 

in normalem verhornenden Epithel wenig Zellen positiv für P53. Wie auch von anderen 

Autoren beschrieben, waren diese häufig in der Basalzellschicht lokalisiert (Choi H.R. et 

al. 2003). Mit dysplastischer Gewebeveränderung nahm die P53-Expression zu und 

erreichte die stärkste Expressivität in tumorösem Gewebe. In Übereinstimmung mit 

anderen Untersuchungen (Stoll C. et al. 2000) variierte die P53-Expression in der 

vorliegenden Arbeit nicht nur zwischen den verschiedenen Tumorpräparaten. Die 

Expression war auch inhomogen auf verschiedene Bereiche eines Tumors verteilt. Nur in 

einem bestimmten, scheinbar vom Reifegrad der Zellen abhängigen Anteil der 

Karzinomzellen war P53 nachweisbar. In fingerförmigen Tumor-Invasions-Fronten (TIF) 

mit z.T. noch erhaltener epithelialer Schichtung visualisierte die Doppelfärbung für P53 

und P21 relativ regelmässig ein typisches Verteilungsmuster dieser Proteine: die 

Basalzellen der Tumorzapfen waren fast alle P53-positiv, wohingegen die P53-

Konzentration in reiferen Zellschichten abnahm. Hier wurde vorwiegend P21 exprimiert. 

Dieses Verteilungsmuster war jedoch nicht in allen Tumoren nachweisbar. Zudem liess 

sich wiederholt eine Ko-Expression beider Proteine in Tumorzellen darstellen. Ursächlich 

dafür könnte neben Unregelmässigkeiten bei der Bearbeitung der Präparate eine Änderung 

der P53-Expression während der Tumorprogression sein. Stoll et al. sehen diese 

Inhomogenität als Hinweis auf eine multifokale Karzinogenese (Stoll C. et al. 2000). Die 

Beobachtung, dass Basalzellen von normalem und dysplastischem Gewebe, das den Tumor 
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umgibt, P53 exprimieren, machten auch andere Autoren (Fogel S. et al. 1996). Sie werteten 

dies als Marker für ein frühes Stadium der Karzinogenese.  

 

  
A)P53 wird vorwiegend in den basalen Zellschichten exprimiert (x20). B)Suprabasale Zellen 
exprimieren vermehrt P21 (x20). 

  
C+D)Zellen von Tumorinvasionsfronten färben sich intensiv P53-positiv an (x10 und x40). 

  
E+F)Tumorareale mit P53-positiven (rosa) und P21-positiven Zellen (dunkelviolett). In 
manchen Zellkernen werden beide Proteine nebeneinander exprimiert (x40 und x100). 

 

5.2.6 P21, P27 und P53 und Prognose 

Eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53 ist die häufigste Alteration bei 

Krebserkrankungen des Menschen (Hollstein M. et al. 1994; Fogel S. et al. 1996; Woods 

D.B. et al. 2001). Bei Tumoren, die wt-p53 enthalten, liegt meist ein Defekt in der P53-

Antwort vor (Woods D.B. et al. 2001). Bei einer Vielzahl maligner Tumoren hat die P53-
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Expression bzw. der Funktionsstatus von P53 einen prädiktiven Wert hinsichtlich der 

Tumorprogression und der Prognose der Patienten. So gilt ein Funktionsverlust von P53 

zum Beispiel bei kolorektalen Karzinomen als fester Bestandteil der Krebsentstehung (Cho 

K.R. et al. 1992). Auch bei Karzinomen von Magen, Leber, Mamma und Lunge spielt P53 

als Prognosefaktor eine Rolle (Lee H.S. et al. 2003; Staib F. et al. 2003; Borresen-Dale 

A.L. 2003; Grossi F. et al. 2003). Hinsichtlich Plattenepithelkarzinomen des Kopf-

Halsbereichs gibt es widersprüchliche Angaben.  

In der vorliegenden Untersuchung stand die P53-Expression in keinem Zusammenhang mit 

der Tumorprogression oder der Überlebenszeit der Patienten. Dieses Ergebnis deckt sich 

mit einer Reihe von Untersuchungen an Kopf-Halstumoren, in denen sich die P53-

Expression als Prognosefaktor nicht geeignet erwies (Koch W.M. et al. 1996; Nylander K. 

et al.1998, Homma E. et al. 1999; Pena J.C. et al. 1999, Stoll C. et al. 1998 und 2000).  

Auf der anderen Seite gibt es Studien, die einen prognostischen Wert für P53 belegen. Shin 

et al. untersuchten immunhistochemisch die P53-Expression an 69 Patienten mit 

Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich (Shin D.M. et al. 1996). Die 

Patientengruppe, deren Tumoren P53-positiv waren, hatte die schlechtere Prognose. 

Sowohl die Überlebenszeit als auch die Zeit bis zum Auftreten von Rezidiven oder 

Zweitkarzinomen war im Vergleich zu den P53-negativen Patienten deutlich reduziert. Die 

Autoren schreiben damit P53 eine Rolle als Marker für Hochrisikopatienten zu. Narayana 

A. et al. (1998) untersuchten die P53-Expression an Kehlkopftumoren und fanden einen 

positiven Zusammenhang zwischen einer P53-Akkumulation und einer verkürzten 

Überlebenszeit.  

Worin könnten diese widersprüchlichen Aussagen begründet sein? Eine Ursache könnte in 

der Interaktion mit anderen Zellzyklusregulationsproteinen liegen. Da p21 ein wichtiges 

Downstream-Gen von p53 ist, vermutete man, dass besonders der Zusammenhang 

zwischen P53 und P21 die Prognose der Patienten beeinflussen könnte. In der vorliegenden 

Arbeit war die P21-Expression positiv mit der P53-Expression korreliert. Dieses Ergebnis 

war zwar statistisch signifikant, aber der Zusammenhang war nicht eng (p=0,02). Bei der 

Durchsicht der Präparate fiel zudem eher ein inkonstantes Expressionsmuster der beiden 

Proteine auf. Zum Beispiel war eine mässige P21-Expression sowohl in P53-negativen 

Präparaten wie auch in Tumoren nachweisbar, die eine hohe Anzahl P53-positiver 

Zellkerne aufwiesen. Dies spricht eher für eine P53-unabhängige Expression von P21. Zu 

ähnlichen Ergebnissen kamen auch Kapranos et al., welche die P53-Expression in 

Abhängigkeit von der Expression von P21 und P27 an Kopf-Halstumoren untersuchten 
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und aus dem Zusammenspiel der einzelnen Proteine keine weiteren Informationen 

gewinnen konnten (Kapranos N. et al. 2001). Eine von dem P53-Nachweis unabhängige 

P21-Expression konstatierten auch andere Autoren, so zum Beispiel an Larynxkarzinomen 

(Nadal A. et al. 1997) und an Karzinomen im Mundhöhlenbereich (Tatemoto Y. et al. 

1998; Yook J.I. et al.1998). Diese Ergebnisse sind übertragbar auf Karzinome anderer 

Organe, wie Studien zu Ovarial-, Mamma- und Magenkarzinomen belegen (Barboule N. et 

al. 1998; Barbareschi M. et al. 1996; Yasui W. et al. 1996).  

Von P21 weiss man, dass es von wt-P53 aktiviert wird (El-Deiry W.S. et al. 1994), nicht 

jedoch von mutiertem P53. Auf diesem Weg vermittelt P21 die zellzyklusregulierenden 

Funktionen von P53 und reflektiert somit den funktionellen Status von P53. Daneben 

belegen diverse Untersuchungen die Existenz von P53-unabhängigen Aktivierungswegen 

(Michieli P. et al. 1994; Gartel A.L. et al. 1999). So wird P21 zum Beispiel in Zellen von 

P53-negativen Mäusen exprimiert (Michieli P. et al. 1994). Auch der Mangel an 

Nährstoffen, Kontaktinhibition oder Zellalterung führen zu einer P21-Expression, die nicht 

von einem P53-Anstieg begleitet ist (Zeng Y.X. et al. 1996). Es gibt sogar Hinweise dafür, 

dass die P21-Expression in den meisten Geweben zum grössten Teil P53-unabhängig 

erfolgt (Macleod K. et al. 1995; Parker S.B. et al. 1995). Faktoren wie TGF-β (Michieli P. 

et al. 1994; Datto M.B. et al. 1995), TNF-α (Yoshida K. et al. 1997), INF-γ (Arany I. et al. 

1996), MyoD (Halevy O. et al. 1995) und NGF (Nerve Growth Factor, Billon N. et al. 

1996) können eine P53-unabhängige P21-Expression induzieren (Zeng Y.X. et al. 1996; 

Harada K. et al. 2000).  

Dennoch proklamieren manche Autoren einen Zusammenhang zwischen diesen beiden 

Proteinen. Aber auch diesbezüglich existieren widersprüchliche Aussagen. Zum Beispiel 

schien die kumulative Überlebensrate von Patienten mit P53-negativen und P21-positiven 

Tumoren in einer Studie an Plattenepithelakarzinomen der Mundhöhle höher zu sein als 

die von Patienten mit anderem P53/P21-Status, wenn auch die P21-Expression statistisch 

nicht mit der von P53 korreliert war (Kudo Y. et al. 1999). Demgegenüber war in einer 

anderen Studie zu Mundhöhlenkarzinomen ein P53+/P21+ -Status mit einer schlechteren 

Prognose verknüpft (Yanamoto et al. 2002).  

p21-Genmutationen sind weniger häufig als p53-Mutationen. Es wurde berichtet, dass bei 

Patienten mit einem mutierten p21-Gen selten zugleich eine p53-Mutation vorliegt 

(Shiohara M. et al. 1994). Dies unterstreicht die Tatsache, dass die Karzinomentstehung 

auf einer Fehlregulation des Zellzyklus beruht, diese jedoch durch Mutation verschiedener 

Gene hervorgerufen werden kann.  
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Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich haben bei weit über der 

Hälfte der untersuchten Tumoren eine Überexpression von P21 gezeigt (Erber R. et al. 

1997; Yuen P.W. et al. 2000). Der prognostischen Relevanz von P21 messen die 

verschiedenen Autoren jedoch eine unterschiedliche Wertigkeit zu.  

In einer Studie an Kopf-Halstumoren konnten die Autoren zeigen, dass die 5-Jahres-

Überlebensrate bei Patienten mit P21-positiven Karzinomen ähnlich der von Patienten mit 

P21-negativen Tumoren war (Tatemoto Y. et al. 1998). Allerdings war die P21-Expression 

in dieser Arbeit mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen korreliert. Dieser 

Zusammenhang liess sich in unserer Arbeit nicht herstellen. Jedoch konnten wir am 

Gesamtkollektiv beobachten, dass die Überlebenszeit bei Patienten mit einer höheren P21-

Expression tendenziell besser war als die der Patienten mit niedriger P21-Expression. 

Diese Beobachtung war jedoch nicht statistisch signifikant. Nun schlossen wir Patienten 

mit Larynxkarzinomen aus den Betrachtungen aus, da diese bekanntermassen eine deutlich 

bessere Prognose im Vergleich zu Patienten mit Primärtumoren der übrigen Lokalisationen 

haben, was zum Beispiel aus dem spärlichen Lymphabfluss im Bereich der Glottis 

resultieren kann. Hier sind ca. 60% aller Larynxkarzinome lokalisiert. Neben dem 

niedrigen Metastasierungpotential ist eine frühzeitige Diagnosestellung infolge Heiserkeit 

ein weiterer Grund für die bessere Prognose glottischer Malignome (Bonkowsky V. et al. 

2003).  

Die Untersuchung der P21-Expression am übrigen Patientenkollektiv zeigte einen 

statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Überlebenszeit von Patienten mit P21-

positiven Tumoren und der von Patienten mit P21-negativen Tumoren. Mit zunehmender 

Positivität für P21 stieg auch die Überlebensrate der Patienten an. Diese Beobachtung 

konnten Kapranos et al. an Patienten mit Tumoren im Stadium III ebenso machen. Alle 

Patienten mit Stadium III-Tumoren wurden in dieser Studie einer Chemotherapie 

zugeführt. Die Patienten mit hoher P21-Expression hatten die bessere Überlebensrate. Die 

Autoren führten dies auf ein von P21-vermitteltes besseres Ansprechen auf die 

Chemotherapie zurück (Kapranos N. et al. 2001). Im Gegensatz dazu steht die oben 

angeführte Rolle von P21 bei der Apoptose. Sieht man P21 als einen Inhibitor der 

Apoptose, müssten Patienen mit hoher P21-Expression eher Therapieversager sein. Das 

bessere Ansprechen auf Chemotherapie von Patienten mit einer hohen P21-Expression 

wird jedoch auch durch Studien belegt, die an Tumoren anderer Organe durchgeführt 

wurden, so zum Beispiel an Ovarialkarzinomen (Costa M.J. et al. 1999). Im Gegensatz zur 

Arbeit von Kapranos et al. (2001), die P21 ausschliesslich eine Rolle als Prognosefaktor 

bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren zuschreiben, ist in unserer Untersuchung der 
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prädiktive Wert von P21 nicht an das Tumorstadium geknüpft. Eher spielt die 

Primärlokalisation der Tumoren eine Rolle für die Kapazität von P21 als Prognosefaktor, 

wie der Vergleich zwischen der Auswertung der P21-Expression am Gesamtkollektiv und 

der an der Gruppe von Patienten mit Primarien in Mundhöhle, Oro- und Hypopharynx 

zeigt. Unterstützt wird dieses Ergebnis durch eine Untersuchung zur P21-Expression an 

Plattenepithelkarzinomen der Zunge. Auch in dieser Arbeit war eine hohe P21-Expression 

mit einer besseren Prognose korreliert. Der Zusammenhang zwischen der P21-Expression 

und der Überlebenszeit war dabei noch grösser, wenn man die Betrachtung auf Patienten 

mit P53-negativen Tumoren beschränkte (Xie X. et al. 2002). Widersprüchlicher werden 

die Angaben in der Literatur zum prognostischen Wert der P21-Expression bei Tumoren 

von Hypopharynx und Larynx. In einer Untersuchung an Plattenepithelkarzinomen des 

Sinus piriformis hatten die Patienten mit P21-positiven Tumoren zwar eine längere 

Überlebenszeit als Patienten mit einer geringen P21-Expression. Dieses Ergebnis war 

jedoch nicht signifikant. Bei den meisten Studien zu Larynxkarzinomen konnten die 

Autoren keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der P21-Expression und 

der Überlebensrate ausmachen (Jin Y.T. et al. 1998; Hirvikoski P. et al. 1999; Pruneri G. et 

al. 1999; Osman I. et al. 2002). Lediglich zu anderen Parametern liessen sich Bezüge 

herstellen. So war eine niedrige P21-Expression invers mit der Tumordifferenzierung und 

dem Tumorstadium (Hirvikoski P. et al. 1999) oder mit einem positiven 

Halslymphknotenstatus korreliert (Pruneri G. et al. 1999). Dennoch existieren auch 

Studien, die eine Rolle von P21 als Prognosefaktor bei Kehlkopftumoren proklamieren. 

Hier wird jedoch eine zu den oben genannten Ergebnissen kontroverse Aussage aufgestellt. 

Jeannon J.P. et al. untersuchten die P21-Expression an Larynxkarzinomen von 60 Patienten 

und fanden hohe P21-Level mit einer niedrigen Überlebensrate korreliert (Jeannon J.P. et 

al. 2000). Auch Erber R. et al. stellten einen Zusammenhang zwischen einer hohen P21-

Expression und einer kurzen Überlebenszeit her (Erber R. et al. 1997). Allerdings 

begründet sich diese Studie auf Daten von lediglich 42 Patienten.  

Die kontroversen Aussagen zur Rolle von P21 als Prognosefaktor können durch 

verschiedene Ursachen begründet sein. Es hat sich in unserer Studie gezeigt, dass der 

prognostische Wert von P21 deutlich grösser ist, wenn Patienten mit Larynxkarzinomen 

aus den Betrachtungen ausgeschlossen werden. Die Vermutung liegt nahe, dass P21 bei 

Tumoren verschiedener Regionen bzw. Histologie nicht der gleiche Stellenwert 

hinsichtlich der Prognose zukommt. So deutete eine niedrige P21-Expression bei 

Karzinomen von Lunge, Mamma, Prostata, Gastrointestinaltrakt, Blase und Cervix auf eine 

schlechte Prognose hin, nicht jedoch bei kolorektalen und hepatozellulären 



 57

Adenokarzinomen oder bei Pankreaskarzinomen (Pruneri G. et al. 1999). Daneben spielen 

sicher methodische Faktoren eine Rolle, wie zum Beispiel unterschiedlich grosse 

Untersuchungskollektive und/oder verschiedene Beurteilungsschemata der Positivität von 

Tumoren.  

In bisherigen Untersuchungen an malignen Tumoren wird der P27-Expression eine 

unterschiedlich grosse Rolle hinsichtlich der Prognose beigemessen. Obgleich p27-

Mutationen in humanen Neoplasien selten sind, ist das P27-Level in malignen Tumoren 

häufig reduziert (Kawamata N. et al. 1995; Choi H.R. et al. 2003). Ein Verlust von P27 

zeigte in Studien an Lungen- (NSCL, Ishihara S. et al. 1999), Mamma- (Steeg S. et al. 

1997) und Prostatakarzinomen (Fernandez P.L. et al. 2002) sowie an Malignomen des 

Gastrointestinaltrakts (Nitti D et al. 2002) vielversprechende Kapazität als Indikator für 

eine schlechte Prognose. Auch für Plattenepithelkarzinome des Kopf-Halsbereichs 

postulieren einige Autoren eine prognostische Relevanz von P27. Fan G.K. et al. 

untersuchten immunhistochemisch die P27-Expression an 109 Larynxkarzinomen und 

fanden bei Patienten mit P27-positiven Tumoren eine signifikant höhere 5-Jahres-

Überlebensrate als bei Patienten mit P27-negativen Tumoren. Zudem bestand eine inverse 

Korrelation zwischen der P27-Expression und der Tumorgrösse, dem Tumorstadium und 

dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen. In dieser Arbeit war P27 der stärkste 

Prognosefaktor von allen untersuchten Parametern (Fan G.K. et al. 1999). Zu 

entsprechenden Ergebnissen kommen weitere Autoren, welche die P27-Expression an 

Kehlkopfkarzinomen untersuchten (Tamura N. et al. 2001; Pruneri G. et al. 1999). Aber 

nicht nur in Untersuchungen an Larynxkarzinomen war P27 von prognostischem Wert. In 

einer Studie an 94 Karzinomen der Zunge traten bei Patienten mit einem P27-Verlust 

häufiger Lymphknotenmetastasen auf und die Tumoren waren meist einem T3- oder T4-

Stadium zuzurechnen. Demzufolge hatten Patienten mit niedriger P27-Expression eine 

schlechtere Prognose (Mineta H. et al. 1999). Zu ähnlichen Resultaten kamen weitere 

Autoren, die die P27-Expression an Plattenepithelkarzinomen von Mundhöhle, Oro- und 

Hypopharynx untersuchten (Venkatesan T.K. et al. 1999; Mineta H. et al. 1999). In 

Übereinstimmung mit diesen Studien beobachteten auch wir eine Abnahme der P27-

Expression in karzinomatösem Gewebe gegenüber der in gesundem Epithel. Die P27-

Expression brachte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine prognostischen Hinweise. 

Betrachtete man die P27-Expression allein, so ergab sich kein Zusammenhang mit der Zeit 

bis zum Eintreten eines onkologischen Ereignisses bzw. mit der Überlebenszeit insgesamt. 

Auch zu den übrigen untersuchten Parametern wie Alter, Geschlecht, T- und N-Stadium 

und Therapieform liess sich keine Verbindung herstellen. In Kombination mit der 
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Expression von P53 bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der 

Prognose von Patienten mit einer hohen P27-Expression und der von Patienten mit einer 

niedrigen P27-Expression. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Kapranos et al. überein, 

die weder für P27 allein noch in der Zusammenschau mit P21 und P53 einen statistisch 

signifikanten Wert für P27 hinsichtlich der Prognose ermitteln konnten (Kapranos N. et al. 

2001). Auch Liu M. et al., welche die P27-Expression an einer Reihe von Larynx- und 

Hypopharynxkarzinomen untersuchten, konnten lediglich eine Korrelation zu der 

Tumordifferenzierung herstellen, nicht jedoch zu der Überlebenszeit der Patienten (Liu M. 

et al. 2003). In unserer Untersuchung bestand zwar tendenziell ein positiver 

Zusammenhang zwischen der Expression von P27 und P21. Die Kombination dieser 

beiden Proteine brachte jedoch keinen prognostischen Hinweis. Im übrigen sind Studien 

zur prognostischen Relevanz von P27 an Kopf-Halstumoren in der Literatur rar. Jedoch 

gibt es Studien zu anderen Tumorentitäten, die der P27-Expression ebenfalls keine 

prognostische Relevanz beimessen. Zum Beispiel war in Untersuchungen an Magen- oder 

Pankreaskarzinomen ein P27-Verlust in keinen Zusammenhang mit den übrigen klinischen 

und pathologischen Daten zu bringen (Feakins R.M. et al. 2000 und 2003). 

5.2.7 Apoptose und Prognose 

Mit einem cut-off von 0,55% zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang 

zwischen der Apoptoserate der Tumoren und der Überlebenszeit der Patienten (p=0,04). 

Dabei hatten diejenigen Patienten eine bessere Überlebensrate, deren Karzinome eine 

Apoptoserate <0,55% aufwiesen, d.h. eine niedrige Apoptoserate ging mit einer besseren 

Prognose einher. Zu einem gegenteiligen Ergebnis kommen Grabenbauer G.G. et al., 

welche die Apoptoserate von Oropharynxkarzinomen im Zusammenhang mit 

Proliferationsmarkern im Hinblick auf die Prognose nach einer adjuvanten 

Strahlentherapie betrachteten. Hier waren eine niedrige Apoptoserate und ein hoher 

Proliferationsindex mit einem ungünstigen Verlauf assoziiert (Grabenbauer G.G. et al. 

2003). Auch Mandal et al. konnten an Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle eine 

direkte Korrelation zwischen der Apotoserate und dem TNM-Stadium sowie eine inverse 

Korrelation zum histologischen Grading herstellen. Jedoch bestand kein Bezug zur 

Überlebensrate (Mandal A.K. et al. 2001). Stoll et al. untersuchten den Apoptoseindex an 

Plattenepithelkarzinomen von Mundhöhle und Oropharynx. Diese Autoren konnten 

ebenfalls keinen Zusammenhang zu der Überlebenszeit oder der rezidivfreien Periode der 

Patienten herstellen (Stoll C. et al. 2000).  
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5.3 Schlussfolgerungen 

In normalem Epithel waren P21-positive Zellen v.a. in den Zellschichten lokalisiert, die 

sich zwischen den basalen P53-positiven und den mehr oberflächlich gelegenen P27-

positiven Zelllagen befanden. In dieser Arbeit konnten wir ein paradoxes 

Expressionsmuster der untersuchten Proteine beobachten. Die Expression von P53 und P21 

nahm mit zunehmender karzinomatöser Veränderung des Gewebes zu, während die P27-

Expression geringfügig abnahm. Apoptotische Zellen liessen sich insgesamt nur sehr 

vereinzelt und inhomogen verteilt im Tumorgewebe nachweisen. Diese Feststellung 

stimmt mit denen anderer Studien überein (Fan Z. et al. 1997; Stoll C. et al. 2000; Choi 

H.R. et al. 2003).  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass von den vier in dieser Arbeit untersuchten Parametern 

lediglich die Apoptoserate und die P21-Expression als Prognosefaktoren für Patienten mit 

Kopf-Halstumoren in Frage kommen. Beide Faktoren waren statistisch signifikant mit der 

Überlebenszeit korreliert. Der prädiktive Wert von P21 war bei Tumoren aus den 

Bereichen Mundhöhle, Oropharynx und Hypopharynx deutlich besser als bei 

Larynxkarzinomen. Je höher die P21-Expression in den Tumoren war, desto besser war die 

Prognose der Patienten. Patienten mit einer niedrigen Apoptoserate hatten eine bessere 

Prognose als Patienten mit einer hohen Anzahl apoptotischer Zellen. Zwischen der 

Apoptoserate und der P21-Expression liess sich kein statistisch signifikanter 

Zusammenhang herstellen. Die Proteine P53 und P27 konnten weder allein noch in 

Verbindung mit anderen Parametern einen Hinweis auf die Prognose der Patienten geben.  

Betrachtet man die übrigen in dieser Studie untersuchten Parameter, so blieben in der 

multivariaten Analyse lediglich die Primärlokalisation der Tumoren und der 

Lymphknotenstatus als unabhängiger prädiktiver Wert bestehen. So hatten Patienten mit 

Larynxkarzinomen eine deutlich bessere Prognose gegenüber Patienten mit Karzinomen 

der Bereiche Mundhöhle, Oro- oder Hypopharynx. Die 5-Jahres-Überlebensrate war bei 

Patienten mit Kehlkopftumoren signifikant höher.  

Damit können aus der vorliegenden Arbeit folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: 

Es ist davon auszugehen, dass die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-

Halsbereich ein Prozess ist, der sich in mehreren Schritten vollzieht und auf einer 

Akkumulation von verschiedenen genetischen Veränderungen beruht. 

Obgleich mittlerweile eine Vielzahl der beteiligten genetischen Veränderungen identifiziert 

wurden, ist ihre prognostische Bedeutung nach wie vor unklar. Die bisher gewonnenen 

Erkenntnisse tragen zwar zu einem besseren Verständnis der Entstehung und des 
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Verhaltens von malignen Tumoren bei. Entscheidungen über eine adäquate Therapie oder 

eine Abschätzung der Prognose lassen sich allerdings anhand der untersuchten Parameter 

nicht treffen. Bisher konnte für keinen molekularbiologischen Parameter übereinstimmend 

eine valide prognostische Bedeutung nachgewiesen werden. 

Klinische Daten wie der Allgemeinzustand des Patienten sowie das Tumorstadium nach 

der UICC-Klassifikation stellen nach wie vor die einzigen gesicherten Prognosefaktoren 

dar.  
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6 Zusammenfassung 

Eine Dysregulation des Zellzyklus kann über unkontrollierte Zellproliferation zur 

Krebsentstehung beitragen. Eine zentrale Rolle in der Regulation des Zellzyklus wird dem 

Tumorsuppressorgen p53 zugeschrieben, das infolge eines DNA-Schadens vermehrt 

exprimiert wird und über die direkte oder indirekte Aktivierung weiterer 

Zellzyklusregulationsproteine wie P21 oder P27 einen Zellzyklusarrest oder einen aktiven 

Untergang von Zellen, d.h. Apoptose verursacht. Die Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitoren 

(CKIs) P21 und P27 werden z.T. auch P53-unabhängig aktiviert und können über Bindung 

an Cyclin/cdk-Komplexe den Zellzyklus z.T. irreversibel in der G1-, G2- oder S-Phase 

unterbrechen. So kann eine Vermehrung geschädigter Zellen auf verschiedene Weise 

verhindert werden. 

An 88 Plattenepithelkarzinomen der Stadien I-IV aus den Bereichen Mundhöhle, 

Oropharynx, Hypopharynx und Larynx wurde immunhistochemisch mittels der ABC-

Peroxidase-Methode die Expression der Proteine P21 und P27 bestimmt. Die P53-

Expression wurde in einer Doppelfärbung mit P21 an 42 Präparaten in der APAAP-

Technik immunhistochemisch visualisiert. Durch die in-situ-NICK-Translation wurde an 

81 Tumoren der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen ermittelt. Die Auswertung der 

Proteinexpression erfolgte nach einem einheitlichen Beurteilungsschema, das die Präparate 

gemäss der Häufigkeit ihrer positiven Zellkerne vier verschiedenen Gruppen zuordnete 

(gering (+) bis stark positiv +++).  

Anhand der Patientendaten wurde der Zusammenhang zwischen der Expression der 

einzelnen Proteine bzw. der Apoptoserate und der Überlebenszeit statistisch untersucht. 

Die Überlebenszeit wurde nach der Kaplan-Meier-Methode berechnet.  

Von den vier in dieser Arbeit untersuchten Parametern kamen lediglich die Apoptoserate 

und die P21-Expression als Prognosefaktoren für Patienten mit Kopf-Halstumoren in 

Frage. So hatten Patienten mit einer niedrigen Apoptoserate eine bessere Prognose als 

Patienten mit einer hohen Anzahl apoptotischer Zellen. Die Überlebenszeit nahm 

ausserdem mit steigender P21-Expression zu. Patienten mit einer hohen P21-Expression 

hatten eine bessere Prognose als Patienten mit geringem P21-Nachweis. Dabei war der 

prädiktive Wert von P21 bei Tumoren aus den Bereichen Mundhöhle, Oropharynx und 

Hypopharynx deutlich besser als bei Larynxkarzinomen. Die Proteine P53 und P27 

konnten weder allein noch in Verbindung mit anderen Parametern Hinweise auf die 

Prognose der Patienten geben. Auch unter den jeweiligen untersuchten Parametern liess 

sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang herstellen.  
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Betrachtet man die übrigen in dieser Studie untersuchten Parameter, so blieben in der 

multivariaten Analyse lediglich die Primärlokalisation und der Lymphknotenstatus als 

unabhängiger prädiktiver Wert bestehen. So hatten Patienten mit Larynxkarzinomen und 

einem negativem Halslymphknotenstatus eine deutlich bessere Prognose als Patienten mit 

Karzinomen der Bereiche Mundhöhle, Oro- oder Hypopharynx bzw. als Patienten mit 

Halslymphknotenfiliae.  
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8 Anhang 

In-situ-NICK-Translation 
1. Entparaffinieren, Rehydrieren (2x jew. 10` RT Xylol, dann absteigende Alkoholreihe) 

a. dest. 
2. 15` RT (Raumtemperatur) 0,0002% Proteinase K (40µl 0,25% PK ad 50ml PBS, 10` RT 

Vorinkubation) 
a. dest. 

3. 10` RT 3% H2O2 
a. dest. 

4. 10` RT 1x NICK Puffer, 100 µl pro Schnitt, feuchte Kammer 
10x NICK Puffer (-70°C): 
TRIS 1M   1000µl 
MgCl 1M   100µl 
β-Mercaptoethanol 13M 15µl 
BSA 20mg/ml  10µl 
a. dest.   875µl 
nur abkippen! 

5. 65` 37°C NICK-Translation 
je 0,8µl dNTPs  2,4µl 
10x NICK Puffer  4,0µl 
Biotin-7-dATP  2,0µl 
a. dest.   29,6µl 
Klenow-Pol. 2U/µl 2,0µl 
    40,0µl pro Schnitt 

6. 15` RT Terminationspuffer 
NaCl   8,8g 
NaCitrat   4,4g 
    ad 500ml H2O 

7. 10` RT PBS 
8. 10` RT 1% FCS in PBS 
9. 5` RT PBS 
10. 30` 37°C Extravidinperoxidase (Sigma) 1:50, 100µl pro Schnitt 

Verdünnungs (Peroxidase) puffer: 
BSA    100mg 
Tween 20   50µl 
PBS 0,05M   10µl 

11. 5` RT PBS 
12. DAB (Sigma D 4293) 5ml in 7ml a. dest. Lösen, pro Schnitt 150µl, unter Mikroskop 

kontrollieren 
13. 5` fliessend wässern 

a.dest 
14. 10` RT Acetatpuffer 0,1M  pH 4,0 
15. 5` RT Methylgrün 

Acetatpuffer 0,1M  pH 4,0 200µl 
Methylgrün  0,4g 
a. dest. 

16. 5` RT N-Butanol (2x) 
17. Xylol (2x), Eindecken 
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Immunhistochemischer Nachweis von P21 

1. Tag: 
1. Entparaffinieren, Rehydrieren, Blockade der endogenen Peroxidase (PO): 

jew. 10` RT Xylol 
3` RT Ethanol 100% 
15` RT H2O2 Methanol (6ml H2O2 auf 200ml Methanol) 
3` RT Ethanol 100% 
jew. 3` RT Ethanol 96%, 70%, 50% 
a. dest. 

2. Andauung mittels TUF (target unmasking fluid): 
TUF + a. dest. im Verhältnis 1:3 im Wasserbad in der Mikrowelle erhitzen (4x 5` mittlere 
Leistungsstärke) 

3. 10` RT PBS 
4. 30` RT FCS, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 
5. 18 Stunden RT P21-Antikörper 1:25 in 0,1M PBS, pH 7,2-7,4 
 
2. Tag: 
1. 5` RT PBS+Brij Detergens 
2. 30` RT Biotin-α-mouse, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
3. 30` RT ABC-System, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
4. 15` RT Biotin-α-mouse, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
5. 15` RT ABC-System, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 
6. 15` RT PBS 
7. Färbung:  

Farbansatz: 1 Tbl. AEC (=Amino-ethyl-carbazol) in 12ml DMSO (=Dimethylsulfoxid) 
auflösen, 10ml H2O2 (=Starter) + 200ml PBS + Brij Detergens + HCL (pH 5-6) mischen und 
Farbansatz dazu geben �optische Kontrolle! 

8. Fliessend wässern 
9. Gegenfärbung in Hämalaun 
10. Eindecken (Kaisers Glycerin Gelatine, erwärmt) 
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Immunhistochemischer Nachweis von P27 
 
1. Tag: 
1. Entparaffinieren, Rehydrieren, Blockade endogener PO: 

jew. 10` RT Xylol 
3` RT Ethanol 100 % 
15` RT H2O2+Methanol (6 ml H2O2 auf 200 ml Methanol) 
3` RT Ethanol 100% 
jew. 3` RT Ethanol 96% / 70% / 50% 
a. dest.  

2. Andauung mittels TUF (target unmasking fluid): 
TUF + a. dest. im Verhältnis 1:3 im Wasserbad in der Mikrowelle erhitzen (4x 5` mittlere 
Leistungsstärke) 
a. dest.  

3. 10` RT PBS 
4. 45-60` RT FCS, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 
5. 1 Stunde 37°C, dann ÜN im Kühlschrank bei 4°C P27-Antikörper 1:150 (in PBS) 
2. Tag: 
1. 5` RT PBS + Brij 
2. 30` RT Biotin- α-mouse, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
3. 30` RT ABC-System, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
4. 15` RT Biotin- α-mouse, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 

5` RT PBS+Brij Detergens 
5. 15` RT ABC-System, 100µl pro Schnitt, feuchte Kammer 
6. 15` RT PBS 
7. Färbung:  

Farbansatz: 1 Tbl. AEC (=Amino-ethyl-carbazol) in 12ml DMSO (=Dimethylsulfoxid) 
auflösen, 10ml H2O2 (=Starter) + 200ml PBS + Brij Detergens + HCL (pH 5-6) mischen und 
Farbansatz dazu geben �optische Kontrolle! 
Alternativ:  Dako `High sensitivity substrate chromogen, ready to use` auftropfen, beobachten 

8. fliessend wässern 
9. Gegenfärbung in Hämalaun 
10. Eindecken (Kaisers Glycerin Gelatine, erwärmt) 
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