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1 Einleitung 
1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs 

1.1.1 Begriffserklärung 
 

Plattenepithelkarzinome machen mehr als 90% der Tumore im Kopf-Hals Bereich aus (1). Es 

handelt sich hierbei um eine heterogene Tumorgruppe, die aus Schleimhautepithelzellen der 

Mundhöhle, des Larynx, des Oropharynx und des Hypopharynx entsteht und im Englischen mit 

dem Ausdruck „head and neck squamous cell carcinoma“ (HNSCC) zusammengefasst wird (2). 

 

1.1.2 Epidemiologie 

 

Mit rund 890.000 neuen Fällen und 450.000 Toden jährlich stellt HNSCC die weltweit 

sechsthäufigste Tumorentität dar und bis 2030 wird ein weiterer Anstieg der Inzidenz um 30% 

erwartet (2–4). Betroffen sind insbesondere ältere Patienten und Männer, welche ungefähr 

doppelt so häufig an HNSCC erkranken wie Frauen (2).  Das durchschnittliche Erkrankungsalter 

liegt bei circa 63 Jahren (5). 

Die Inzidenz unterliegt teilweise starken regionalen Unterschieden. Die Regionen mit den 

höchsten HNSCC Inzidenzen sind Südostasien, Ozeanien und Osteuropa (3). In Deutschland liegt 

die jährliche Inzidenz bei circa 17.000, was einer Erkrankungsrate im europäischen Durchschnitt 

entspricht (5). Zudem unterscheidet sich die Verteilung der verschiedenen HNSCC 

Sublokalisationen in Abhängigkeit der geographischen Lage. So zeigt sich in Südostasien und 

Ozeanien eine deutlich höhere Rate an Mundhöhlenkarzinomen, während in Westeuropa und den 

USA seit Jahren insbesondere der Anteil der Oropharynxtumore zu- und der Anteil der 

Mundhöhlen- und Larynxtumore abnimmt (6,7). Dies lässt sich am ehesten durch die 

unterschiedliche Exposition gegenüber verschiedenen Risikofaktoren erklären (1). 

 

1.1.3 Pathogenese und Risikofaktoren 

 

Diverse Risikofaktoren, welche die Entstehung von HNSCC begünstigen sind bereits bekannt. 

Hierzu zählen neben dem Konsum von Alkohol und Tabak auch eine Ernährung, die wenig Obst 

und Gemüse beinhaltet und der Konsum von Areca-Nuss Produkten, als auch Infektionen durch 

Viren wie dem Ebstein-Bar-Virus und dem humanen Papillomavirus (HPV) (8–14). Insbesondere 

die Infektion mit HPV rückte hierbei in vergangenen Jahren in den Fokus der Forschung, da der 

Einfluss dieser auf die Krebsentstehung sich als weitgehend unabhängig von anderen 

Risikofaktoren zeigte (15). Die Assoziation mit HPV spielt vornehmlich in oropharyngealen HNSCC 
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eine Rolle (15,16). HPV-positive Tumore zeigen hier eine signifikant bessere Prognose, weswegen 

der HPV-Nachweis 2018 von der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) für die 

Klassifikation von Oropharynx Tumoren aufgenommen wurde und seither zwischen HPV-positiven 

und HPV-negativen Tumoren als separaten Entitäten unterschieden wird (15,17). Die günstigere 

Prognose von HPV-positiven gegenüber HPV-negativen Oropharynxtumoren scheint jedoch auch 

von dem zusätzlichen Einfluss anderer Risikofaktoren wie Tabakkonsum abhängig zu sein. So 

konnten Elhalawani et al. bei Patienten, welche mehr als 30 pack years vorwiesen, keinen 

signifikanten Unterschied zwischen HPV-positiven und HPV-negativen Oropharynxtumoren 

nachweisen (18). 

HPV-positive HNSCC betreffen vornehmlich jüngere Patienten. Das durchschnittliche Alter bei 

Erkrankungsbeginn liegt bei circa 58 Jahren (19). Die HPV-Infektionen, welche zu HNSCC führen, 

stellen einen frühen Schritt in der Tumorgenese dar (2). Die virale DNA beinhaltet sieben frühe 

(E1-7) und 2 späte Gene (L1-2), welche gleichnamige Proteine kodieren (20). E1-5 sind 

größtenteils für die Replikation des Virus verantwortlich und L1-2 stellen Bestandteile der viralen 

Kapsel dar, während E6 und E7 essenziell an der onkogenen Wirkung des Virus beteiligt sind und 

zu einer Transformation der Wirtszelle führen. E6 bildet hierbei einen Komplex mit dem 

Tumorsuppressor p53 und fördert dessen Degradation (20,21). E7 bindet an den 

Zellzyklusregulator RB1 (retinoblastome protein 1) und führt zu dessen Destruktion und so zur 

Freisetzung von E2F Transkriptionsfaktoren, was wiederum den Zellzyklus vorantreibt (20,22). Die 

Beeinträchtigung von RB1 durch E7 hat über Feedbackzyklen eine vermehrte Expression des 

Tumorsuppressors p16 zur Folge. Aufgrund dieser Erhöhung von p16 durch HPV Proteine wird p16 

klinisch oft als Surrogatparameter für HPV-Positivität verwendet (20,23,24).  

Im Gegensatz hierzu ist die Genese von HPV-negativen HNSCC deutlich heterogener. Das mittlere 

Erkrankungsalter liegt bei 66 Jahren und Tabak- und Alkoholkonsum stellen die 

Hauptrisikofaktoren dar (2,8). Die darin enthaltenen Karzinogene führen zu lokaler 

Entzündungsreaktion und damit zu einer Ausschüttung von Zytokinen, Chemokinen und 

Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation und schlussendlich auch die Karzinogenese 

vorantreiben (2). Zudem kommt es zu einer vermehrten Formation von reaktiven Metaboliten, 

welche DNA-Schäden generieren (2,25). Wenn diese durch Reparaturmechanismen nicht 

kompensiert werden können, kommt es zu bleibenden Schäden in Form von Mutation, Deletion 

oder Amplifikation. Diese Schäden akkumulieren und betreffen unter anderem 

Tumorsuppressorgene wie TP53 und CDKN2A welche für p53 und p16 kodieren (2). 

Hinzu kommen eine Reihe von genetischen und epigenetischen Alterationen, welche zum Teil 

eine familiäre Häufung zeigen und die Entstehung und Progression von HNSCC begünstigen. Die 

am häufigsten von Mutation betroffenen Gene in HNSCC sind TP53 und CDKN2A, wobei 

https://flexikon.doccheck.com/de/Union_Internationale_Contre_le_Cancer
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hauptsächlich HPV-negative Tumore diese aufweisen (2,26). Das Risiko der HNSCC Entstehung bei 

Mutationsträgern wird insbesondere durch Tabakkonsum verstärkt. Des Weiteren zeigen sich 

fokale Amplifikationen von Genen die Rezeptor-Tyrosinkinasen kodieren (26). Hierzu gehört unter 

anderem das Epithelial growth factor receptor (EGFR) kodierende Gen, welches in circa 80-90% 

aller HNSCC überexprimiert und hier mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (27,28). 

Auch auf epigenetischer Ebene zeigen sich gehäuft Veränderungen, die mit HNSCC in Verbindung 

stehen. Diese beinhalten die Hypermethylierung von DNA z.B. in Bereichen der 

Tumorsuppressorgene CDKN2A, RARB und MGMT, welche zu einer Herabregulation dieser führen 

(29,30). 

 

1.1.4 Klassifikation und Therapie 
 

Die Stadieneinteilung von HNSCC erfolgt nach der Klassifikation der UICC, welche auf, für die 

Sublokalisationen und Tumorentitäten spezifischen Kriterien beruht und sich in der aktuell 

gültigen Fassung in der 8. Auflage befindet (17). Maßgeblich gehört hierzu die TNM-Klassifikation 

der Tumore, welche die Ausdehnung des Primärtumors (T: Tumor), sowie das Vorhandensein oder 

Fehlen von Lymphknotenmetastasen (N: node; lymph nodes metastasis) bzw. Fernmetastasen (M: 

metastasis; distant metastasis) beschreibt. 

Operative Entfernung, Radiotherapie und Chemotherapie stellen die aktuelle Standardtherapie 

für HNSCC dar (2). Die Auswahl der jeweiligen Modalität basiert hierbei maßgeblich auf dem 

Stadium des Tumors, sowie dessen Lokalisation und den, durch die Therapie zu erwartenden, 

Nebenwirkungen (2,31). Im Allgemeinen werden Tumore, die sich in frühen Stadien befinden, in 

Abhängigkeit von der Zugänglichkeit des Tumors meist mittels operativen Eingriffs oder primärer 

Radiotherapie behandelt. Fortgeschrittene Tumore werden ebenfalls abhängig von der Größe, 

Lokalisation und Erreichbarkeit des Tumors primär chirurgisch und anschließend je nach 

Risikoprofil mittels adjuvanter Radio-, Chemo- oder kombinierter Radio-Chemotherapie 

behandelt. Platinbasierte Therapeutika wie Cisplatin oder Carboplatin stellen hierbei die 

standardmäßige Chemotherapie dar (2,31). Sollte eine operative Entfernung nicht oder nur mit 

erheblichen Funktionseinbußen möglich sein, ist eine primäre Radio-Chemotherapie indiziert 

(2,31).  

Unter anderem basierend auf der 2008 veröffentlichten EXTREME-Studie, wurde mit Cetuximab 

ein EGFR-Inhibitor für die Therapie von rezidivierten oder metastasierten HNSCC (R/M-HNSCC) 

zugelassen und dabei in Kombination mit platinbasierter Chemotherapie verwendet (32). Eine 

bessere Prognose durch Kombinationstherapie mit Cetuximab in R/M-HNSCC konnte zudem in 

weiteren Studien auch in anderen Therapieregimen gezeigt werden (33–36). Cetuximab erhöht 
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des Weiteren die Sensitivität für Radiotherapie (37). Es zeigte sich jedoch in niedrig Risiko HPV-

positiven HNSCC, dass die Verwendung einer Kombination von Radiotherapie und Cetuximab, der 

Radio-Chemotherapie mit Cisplatin unterlegen ist, weswegen Cetuximab hier lediglich in den 

Fällen eine Option darstellt, in denen platinbasierte Chemotherapie nicht angewendet werden 

kann oder keinen Erfolg bringen konnte (38). 

Die Ergebnisse der CheckMate-141 Studie zeigten, dass die Inhibition der PD-1/PD-L1 Interaktion 

eine weitere Therapieoption in HNSCC darstellt und führten zu der Zulassung von Nivolumab (39).  

Die Interaktion von PD-1 und PD-L1 ist an der Regulation der Abwehrreaktion auf den Tumor 

beteiligt. PD-1 ist ein Inhibitor der angeborenen und erworbenen Immunantwort und z.B. auf 

aktivierten T-Zellen exprimiert. Die Interaktion mit PD-L1 führt zu einer verminderten Aktivierung 

und Proliferation von Immunzellen. Einige Tumoren exprimieren PD-L1 auf ihrer Oberfläche und 

entgehen so der köpereigenen Immunantwort (40). Die Inhibition der Interaktion kann diesen 

Mechanismus aufheben. Erweitert wurde diese Therapieoption durch die Einführung von 

Pembrolizumab, einem weiteren Inhibitor der PD-1 / PD-L1 Interaktion (41). Beide Therapeutika 

sind als Ergänzungstherapie für Cisplatin-refraktäre Tumore zugelassen, wobei Nivolumab in 

Kombination mit oder nach Cisplatin-Gabe, Pembrolizumab auch in fortgeschrittenen, nicht 

resezierbaren und bereits metastasierten Tumoren als Monotherapie eingesetzt werden kann 

(39,41,42). 

Ein weiterer 2020 in Japan zugelassener Therapieansatz basiert auf der Verwendung von sog. 

Photosensitizern, welche an EGFR-Antikörper gebunden werden (36,43). Anschließend folgt eine 

Bestrahlung mit Licht, dessen Wellenlänge von 690nm nahe dem Infrarotspektrum liegt und daher 

near infrared light (NIR) genannt wird. Durch das Zusammenspiel der Photosensitizer und dem 

NIR kommt es so zu vermehrtem Untergang der Tumorzellen. 

Auch die Inhibition von epigenetischen Mechanismen, wie der Methylierung von DNA oder der 

Acetylierung von Histonen, welche an der Progression von HNSCC beteiligt sind, sind aktuell 

Gegenstand der Forschung und zeigen insbesondere in Kombination mit Standardtherapeutika 

vielversprechende Ergebnisse (44). 

Hinzu kommen präventive Ansätze. Hier spielt neben der Vermeidung von Risikofaktoren wie 

Alkohol und Tabak insbesondere die HPV-Impfung eine Rolle und stellt einen Weg dar, der 

steigenden Anzahl an HPV-positiven HNSCC zu begegnen (45).  

Trotz neuer Therapieansätze und der Weiterentwicklung etablierter Standardtherapien ist die 

moderate Verbesserung der Prognose innerhalb der letzten Jahrzehnte zu großen Teilen auf die 

Zunahme des Anteils von HPV-assoziierten HNSCC zurückzuführen (2,31,46).  
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1.1.5 Prognose  
 

Lediglich 40-50% aller HNSCC Patienten überleben die ersten 5 Jahre nach Erstdiagnose (46). Dies 

liegt mitunter daran, dass Tumore oft lange unentdeckt bleiben und erst in bereits 

fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden. Rund zwei Drittel aller HNSCC präsentieren sich 

bei der Erstdiagnose in UICC Stadien III oder IV von denen nur rund 30% die ersten zwei Jahre 

nach der Diagnose überleben und circa die Hälfte ein Rezidiv entwickeln (31). Die Prognose von 

Patienten mit HNSCC in niedrigeren Stadien (UICC I/II) ist erheblich besser und zeigt eine 5-Jahres 

Überlebensrate von rund 75% (47).  

Die Prognose unterscheidet sich zudem in Abhängigkeit von der Lokalisation des Tumors, wobei 

jene hypopharyngealen Ursprungs die schlechteste aufweisen. Bedingt ist dies dadurch, dass 

Hypopharynxtumore öfter erst spät entdeckt werden und schlechter auf Radio-Chemotherapie 

ansprechen als andere HNSCC (48). 

Neben dem Stadium des Tumors und der Sublokalisation ließen sich Zusammenhänge zwischen 

weiteren klinischen Faktoren beobachten. Hierzu zählen der Tabak- und Alkoholkonsum der 

Patienten, das Alter bei Erkrankung und der HPV-Status (8,15,49,50). Raucher und Patienten, die 

Alkohol konsumieren weisen eine ungünstigere Prognose auf, wobei der negative Effekt mit der 

Menge korreliert und sich bei starkem Alkohol sowie gleichzeitigem Tabakkonsum gegenseitig 

potenziert (8). Zudem haben ältere Patienten eine schlechtere Prognose (49,50). Ang et al. 

zeigten, dass HPV-positive Oropharynxtumore eine rund 60% niedrigere Wahrscheinlichkeit 

hatten binnen 5 Jahren zu versterben oder ein Rezidiv zu entwickeln (51). Auch nach Korrektur für 

andere prognostisch relevante Faktoren, wie der unterschiedlichen Exposition gegenüber 

Risikofaktoren, dem Erkrankungsalter, die sich zwischen HPV-positiven und HPV-negativen 

Tumoren unterscheiden, und dem Tumorstadium, beträgt dieser Unterschied noch rund 50%. 

Einige Studien legten eine prognostische Relevanz einer HPV-Assoziation neben HNSCC des 

Oropharynx in Tumoren anderer Primärlokalisationen nahe (52–54). 

Auch jene Patienten, welche die Tumorerkrankung als solche überleben, berichten oft 

schwerwiegende Einschnitte in die Lebensqualität, die als Folgen und Nebenwirkungen der 

Krankheit und der Therapie zurückbleiben. Bedingt durch die Lokalisation des Tumors sind hier 

Mundtrockenheit, Dysphagie und Stimmveränderungen, sowie chronische Schmerzen und 

sichtbare und teils entstellende Narben häufig resultierende Beschwerden (2,16,55,56). Die 

Gravidität dieser Einschnitte wird auch dadurch unterstrichen, dass HNSCC Patienten die 

zweithöchste Suizidrate unter Überlebenden von Tumorerkrankung aufweisen (57). 
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1.1.6 Biomarker  
 

Die oft ungünstige Prognose und die oft erheblichen Einschränkungen der Lebensqualität, welche 

HNSCC Patienten aufgrund der Therapien erfahren, heben den großen Bedarf an prognostischen 

und prädiktiven Biomarkern hervor, die eine frühzeitige Stratifizierung und adäquate Auswahl der 

Therapie erlauben. 

Trotz der oben beschriebenen günstigeren Prognose und dem, im Allgemeinen, besseren 

Ansprechen auf Therapien von HPV-positiven Tumoren, ist eine Deeskalation der Therapie bei 

diesen nach aktuellem Stand nicht sinnvoll. Diese führe, laut einer 2017 durchgeführten 

retrospektiven Studie von Cheraghlou et al., zu einem signifikant schlechteren Gesamtüberleben 

(58). 

Eine Überexpression der Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR konnte mit einer schlechteren Prognose in 

Verbindung gebracht werden (28). Zudem legen aktuelle Ergebnisse nahe, dass eine erhöhte PD-1 

Expression in HNSCC ein besseres Ansprechen auf eine Inhibition der PD-1 / PD-L1 Interaktion 

vorhersagt (39,59). 

Diverse weitere prognostische und prädiktive Marker, welche z.B. mit Metastasierung oder 

Stammzellcharakteristika wie Therapieresistenz assoziiert sind, werden zudem diskutiert (60). Das 

Spektrum der Marker, die eine Stratifizierung bezüglich der Prognose oder der 

Therapiesensitivität zulassen bleibt jedoch stark limitiert und eine Anwendung in der klinischen 

Routine blieb bisher gänzlich aus. 

 

1.2 LSD1 und SNAIL 
1.2.1 Einführung Epigenetik 

 

Neben genetischen Veränderungen rückten in den letzten Jahren und Jahrzehnten auch 

epigenetische Mechanismen und Veränderungen in den Fokus der Krebsforschung. Mittlerweile 

sind diverse epigenetische Alterationen bekannt, die zur Tumorentstehung und -progression 

beitragen (47,61,62). Hierbei handelt es sich weitestgehend um Modifikation der 

Chromatinelemente und -struktur, welche einen Einfluss auf die Transkription betroffener Gene 

zur Folge hat. 

Chromatin ist die kondensierte Form der DNA, deren Basiseinheit das Nukleosom darstellt. Dieses 

besteht aus Histonen, um die ein DNA-Abschnitt von rund 147bp Länge gewickelt ist. Histone sind 

Oktamerproteine, welche aus je zwei Kopien der vier Histonproteine H2A, H2B, H3, H4 bestehen 

(63,64). 
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Das Chromatin und der Nukleosomenkomplex unterliegen physiologischerweise stetig 

Modifikation, um das Chromatin aufzulockern und die entsprechende DNA für 

Transkriptionsprozesse zugänglich zu machen (64). Zu den Modifikationen der Nukleosomen und 

des Chromatins zählen die Methylierung von DNA, sowie die kovalente Modifikation von 

Histonproteine und nicht-kovalente Remodelierung von Chromatin (62). 

Die Methylierung von DNA erfolgt an CpG-Dinukleotiden, spielt insbesondere in 

Promotorregionen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Transkriptionsprozessen und 

ist in Tumorzellen häufig verändert (44,65). 

Mindestens 16 verschiedene kovalente Veränderung an Histonen sind bereits bekannt, von denen 

Methylierung, Acetylierung und Phosphorylierung die prominentesten und am weitesten 

erforschten darstellen (62). Die Bindung und Entfernung solcher Gruppen unterliegt einem 

stetigen Gleichgewicht und erfolgt durch Gegenspieler, die sich im Allgemeinen als Writer (binden 

Gruppen an Histone) und Eraser (entfernen diese) bezeichnen lassen (66).  

Die kovalente Bindung einer Phosphoryl- oder Acetylgruppe neutralisiert die positive Ladung des 

Histons, schwächt so die Bindung zwischen DNA und dem Histon und führt daher zu einer 

Auflockerung der lokalen Chromatinstruktur, welche Gentranskription begünstigt (44,67). Die 

Methylierung von Histonen ändert deren Ladung nicht. Sie erfolgt an Lysin, Arginin oder 

Histidinresten, welche teilweise Mono-, Di-, oder Trimethyliert vorliegen können und 

entsprechend ihrer Lokalisation und ihres Methylierungsstatus zu einer Genaktivierung oder -

repression führen (68).  Der Modifikationsstatus der Histone kann durch sog. Reader detektiert 

werden, welche anschließend direkt oder indirekt Einfluss auf die Transkription oder die DNA-

Reparatur nehmen (69).  

Überexpressionen und Mutationen, welche Einfluss auf die Aktivität der Histon-modifizierenden 

Enzyme haben zeigen sich in einer Reihe von Tumorentitäten (44,70–74). 

 

1.2.2 LSD1 

 

Die Lysin-spezifische Demethylase 1 (LSD1) wurde erstmalig 2004 durch Shi et al. identifiziert (75). 

Es handelt sich hierbei um eine 852 Aminosäuren lange FAD (Flavin-Adenin Dinukleotid)- 

abhängige Aminoxidase mit einem spezifischen Gewicht von rund 110kDa. LSD1 besteht aus drei 

funktionalen Domänen: eine SWIRM Domäne (Aminosäuren 172-270), welche Teile der 

katalytischen Tasche bildet, einer TOWER Domäne (Aminosäuren 417-521), welche der Bindung 

mit etwaigen Interaktionspartnern dient und einer zweigeteilten AO Domäne (Aminosäuren 271-

416 und 522-852), welche ebenfalls Teile der katalytischen Tasche bildet und die FAD Bindestelle 
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darstellt (76). Die N-Terminale Region ist des Weiteren wichtig, um die nukleäre Lokalisation von 

LSD1 mitzuregulieren (76,77). 

LSD1 demethyliert spezifisch mono- oder dimethyliertes Lysin K4 oder K9 am Histon H3 

(H3K4me1/2, H3K9me1/2) und führt damit kontextabhängig zu einer Genaktivierung 

(H3K9me1/2) oder -repression (H3K4me1/2) (78,79).  

Neben der Demethylierung an Histonen konnten auch nicht-Histon Proteine als Substrat von LSD1 

identifiziert werden. So führt die Demethylierung von p53, E2F1 oder DNMT1 (DNA-

Methyltransferase 1) durch LSD1 z.B. zu einer Modulation der Aktivität oder einer Stabilisierung 

des jeweiligen Proteins (76,80–82).  

Hierbei wird die demethylierende Aktivität von LSD1 an Histonen und nicht-Histon Proteinen 

durch die Interaktion mit anderen Proteinen oder Komplexen reguliert und scheint hierfür 

essenziell zu sein. Beispielsweise stellen die CoREST (REST corepressor 1) oder NuRD (Nucleosome 

remodeling deacetylase) Proteinkomplexe Interaktionspartner bei der Demethylierung von 

H3K4me1/2 dar (83,84).  

Die Interaktion mit dem Androgenrezeptor verändert die Spezifität von LSD1 von H3K4me1/2 zu 

H3K9me1/2 und bewirkt somit eine Genaktivierung (85). Die Änderung der Spezifität basiert auf 

einer hormonabhängigen Phosphorylierung von Threonin 6 an Histon H3 durch die Proteinkinase 

β (86). Neben Androgenrezeptoren interagiert LSD1 auch mit anderen Hormonrezeptoren wie 

dem Östrogenrezeptor ERα und führt auf diesem Wege kontextabhängig zu einer Genaktivierung 

oder Genrepression (79,87). 

Einen weiteren Interaktionspartner von LSD1 stellen Transkriptionsfaktoren wie TLA und SNAIL 

dar, die LSD1 zum jeweiligen Substrat rekrutieren (79,88). 

Durch die Demethylierung von Histonen und nicht-Histon Proteinen übt die LSD1 Aktivität Einfluss 

auf Prozesse der Tumorentstehung und Progression aus. Hierzu gehören die Zellproliferation und 

Differenzierung, die Regulation von Therapieresistenz und anderer Stammzellcharakteristika, das 

EMT (Epithelial-mesenchymale Transition) -Geschehen, die Methylierung von DNA und die 

Angiogenese (76,81,89–94). 

In diversen Tumorentitäten, wie Brust- und Prostatakarzinomen, Tumoren des Ösophagus, der 

Blase und der Lunge, sowie einigen HNSCC Subgruppen wie denen der Mundhöhle (OSCC) konnte 

eine Überexpression von LSD1 gezeigt werden und ist hier meist mit einem fortgeschrittenem 

Tumorstadium, einer erhöhten Zellproliferation, einem vermehrtem Metastasierungsgeschehen 

und einer schlechteren Prognose assoziiert (95–100).  

Angesichts dieser weitgehenden Involvierung in maligne Prozesse liegt es nahe, dass LSD1 ein 

potenzielles Ziel in der Tumortherapie darstellt. Tatsächlich zeigte die Inhibition der LSD1 Aktivität 

durch kovalente und nicht-kovalente Inhibitoren in vitro Experimenten und Mausmodellen 
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vielversprechende Ergebnisse. Hier zeigte sich z.B. eine verminderte Tumorzelldifferenzierung, -

proliferation, -invasion und -migration als auch verbessertes Ansprechen auf Chemo- oder 

Immuntherapie (92,101–104). 

Die Effektivität und ihre klinische Anwendbarkeit einiger LSD1 Inhibitoren werden derzeit in 

klinischen Studien getestet (105). 

 

1.2.3 SNAIL 
 

SNAIL ist ein 264 Aminosäuren langer Transkriptionsfaktor, der als Genrepressor fungiert (106). 

Das SNAIL Protein besteht aus einer N-terminalen SNAG Domäne, welche die Interaktion mit 

anderen Proteine wie HDAC1/2 (Histon Deacethylase 1/2) oder dem CoREST/LSD1 Komplex 

ermöglicht, einer Serin reichen (SR) Domäne, die der Stabilität des Proteins dient, einer nukleären 

Export Sequenz (NES) , welche den Transport des Transkriptionsfaktors in den Zellkern reguliert 

und einer aus 4 Zinkfingern (ZNF) bestehenden C-terminalen ZNF Domäne, die an der spezifischen 

Bindung an die DNA beteiligt ist (106,107).  

SNAIL ist maßgeblich in die Tumorprogression involviert, indem durch SNAIL regulierte 

Genrepression Rezidivierung, Metastasierung und Invasivität von Tumoren vorangetrieben und 

die Ausbildung von Stammzellcharakteristika und Therapieresistenz gefördert werden (108). 

SNAIL nimmt hierbei unter anderem eine Schlüsselrolle bei der Induktion der epithelial-

mesenchymalen Transition ein (109). EMT ist ein Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre Polarität 

verlieren, verstärkt mesenchymale Charakteristika annehmen und so z.B. migrieren können (110). 

Die Wirkweise von SNAIL im Kontext der EMT-Induktion basiert z.B. auf der Repression von 

Zelladhäsionsmolekülen wie Claudinen und Occludinen, insbesondere jedoch E-Cadherin 

(109,111). Die Repression von E-Cadherin stellt ein zentrales Merkmal des EMT Geschehens dar 

(112). 

In Brustkrebszellen konnte gezeigt werden, dass SNAIL für das Tumorwachstum und die 

Ausbildung von Lymphknotenmetastasen (LK-Metastasen) notwendig ist (113). Eine 

Überexpression von SNAIL wurde zudem beispielsweise in Ovarial-, Brust-, Blasen- und 

endometrialen Karzinomen, sowie hepatozellulären Tumoren und einigen HNSCC, wie denen des 

Hypopharynx und des Larynx beobachtet (114–120). In diesen Tumoren besteht eine Assoziation 

der SNAIL Überexpression mit fortgeschrittenem Tumorstadium, Metastasierung sowie einer 

schlechteren Prognose in Bezug auf das Überleben und die Entwicklung von Rezidiven (114–120). 

Umgekehrt führt der Knockdown von SNAIL in Tumorzellen zudem zu vermindertem 

Tumorwachstum, Migration und einem verbesserten Therapieansprechen (121). 
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SNAIL übt seine Funktion als Genrepressor über die Rekrutierung von anderen Proteinen aus. Zu 

diesen Interaktionspartnern gehören der HDAC1/2 Komplex, der Polycomb repressive complex 2 

sowie der LSD1/CoREST Komplex (88,122,123).  

Das Zusammenspiel von SNAIL und LSD1 ist hierbei essenziell für Vermittlung der E-Cadherin 

Repression (124). Entsprechend beeinträchtigt eine Herunterregulierung der LSD1 Expression die 

repressive Wirkung von SNAIL (124).  Die SNAG Domäne des SNAIL Proteins ähnelt strukturell dem 

Histon H3, ermöglicht so die Interaktion von LSD1 und SNAIL und rekrutiert LSD1 an die E-

Cadherin Promotorregion (88). Die physische Interaktion wurde mittels Immunpräzipitation in 

Brustkrebszellen festgestellt und eine Ko-Expression beider Proteine in Patientenproben stellte 

sich  ebenfalls in Gewebeschnitten von Brustkarzinomen dar (88). 

Die Inhibition von SNAIL regulierten Prozessen stellt durch dessen zentrale Funktion in der 

Tumorprogression, beispielsweise als Sensitizer in Kombination mit bestehenden 

Therapieoptionen ein interessantes Konzept dar. Bisherige Ansätze fokussieren sich auf die 

Hemmung der Interaktion von SNAIL mit entsprechenden Interaktionspartnern, der Regulierung 

der SNAIL Expression durch Veränderung dessen post-translationaler Modifikationen oder der 

Inhibition der Bindung von SNAIL an die entsprechenden Promotorregionen. Entsprechende 

Substanzen wie CYD19, GN-25 oder Co (III)-E-box zeigen vielversprechende Ergebnisse. Jedoch 

bedarf es hier noch weiterer Forschung und Entwicklung in Bezug auf die klinische Anwendbarkeit 

solcher Substanzen (125–128).  

 

1.3 Fragestellung und Hypothesen 
 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass HNSCC eine häufige Tumorerkrankung darstellen, welche 

eine ungünstige Prognose aufweist und die Lebensqualität betroffener Pateinten stark 

beeinträchtigt. Tumore werden oft spät entdeckt und trotz stetiger Bemühungen besteht im 

Allgemeinen weiterhin der dringende Bedarf nach Biomarkern, die eine Risikostratifizierung der 

Tumore ermöglichen und die Auswahl der Therapiemodalität erleichtern. 

Die Rolle der Histondemethylase LSD1 und des, mit LSD1 interagierenden Transkriptionsfaktors 

SNAIL wurde bereits in diversen Tumorentitäten untersucht und korrelieren hier meist mit einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium, einer ungünstigen Prognose sowie einem schlechteren 

Ansprechen auf verschieden Therapien. Obwohl teilweise auch Studien der Bedeutung von LSD1 

und SNAIL in HNSCC vorliegen, beschränken sich diese auf einzelne HNSCC Subgruppen oder 

betrachten HNSCC gesammelt als eine Entität. Eine Untersuchung der Ko-Expression von LSD1 

und SNAIL sowie der kombinieren Betrachtung beider Marker liegt in HNSCC Tumoren bisher 

nicht vor.  
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Die hier durchgeführte Arbeit soll den bisherigen Kenntnisstand bezüglich der Bedeutung von 

LSD1 und SNAIL in HNSCC ergänzen und erweitern und dabei folgende Fragen beantworten: 

 

• Lassen sich die Ergebnisse bisherier Publikationen bezüglich der Bedeutung der LSD1 und 

SNAIL Expression, wie deren Korrelation mit Tumorstadium und klinischen Merkmalen in 

HNSCC Tumoren, an der vorliegenden Kohorte bestätigen? 

• Könnten LSD1 und SNAIL als prognostische Biomarker in HNSCC Tumoren dienen? 

• Unterscheidet sich die Bedeutung von LSD1 und SNAIL zwischen HNSCC Subgruppen? 

• Werden LSD1 und SNAIL Tumorgewebe von HNSCC Patienten ko-exprimiert? 

• Bietet eine kombinierte Betrachtung von LSD1 und SNAIL einen Vorteil bezüglich der 

Stratifizierung von Tumoren gegenüber der isolierten Betrachtung jedes Proteins für sich? 

• Besteht ein Zusammenhang der LSD1 und SNAIL Expression mit Therapieresistenz? 
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2 Material 
2.1 Geräte und Software  

 

Tabelle 1 - Geräte und Software 

Gerät Hersteller 

Amersham™ Imager 600 GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden 

Centrifuge 5427 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5430 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5810 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

CK2-TR (inverses Mikroskop) Olympus Optical Co Ltd., Shinjuku, Tokyo, Japan 

CO2 Incubator ICO240 Memmert GmbH & Co. KG, Büchenbach, Deutschland 

Eismaschine Manitowoc Ice Inc., Manitowoc, WI, USA by Welbilt 
Inc., New Port Richey, FL, USA 

HERAsafe HS 12 Sicherheitswerkbank Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland  

Inkubationsbad / Wasserbad Typ 1004 Lauda-GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel, Deutschland 

jamovi (2.2.5) Open source, The jamovi Project, Sydney, Australia 
(129) 

Leica CV5030 Leica Biosystems, Deer Park, IL, USA  

Leica RM2265 Leica Biosystems, Deer Park, IL, USA 

LightCycler® 480 Roche Holding AG, Basel Schweiz 

MagnetrührerMR-302 Heidolph International, Schwabach, Deutschland 

MC 6 Centrifuge Sarstedt AG & Co. KG Nümbrecht, Deutschland 

Microsoft® Office Software Package 
(Word, Excel, PowerPoint)  
(Version 2211 15831.20190) 

Microsoft®, Reond, WA, USA 

Nalgene™ TM Mr. Frosty TM 1°C Freezing 
Container  

Nalgene Nunc International by Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

NanoDrop™ 2000c Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

pH METER PCE-228 PCE Produktions- und Entwicklungsgesellschaft mbH, 
Meschede, Deutschland  

Pipetten divers Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipetus Pipettierhilfe Hirschmann Loborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt, 
Deutschland 

PLS 720-3A KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland 

PowerPac™ HC Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA 

QuPath (V0.2.3) Open source, Bankhead, P. et al. (130) 

Roller 10D digital IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland 

Rotor: A-4-62 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Rotor: F35-6-30 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Rotor: F-45-30-11 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Rührer Typ RO 2  C. Gerhardt GmbH & Co. Kg, Königswinter, 
Deutschland 

Spark™ - Miltimode Microplate Reader Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz 

Sponge Pad Invitrogen® by Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

T-1 Thermoblock / Thermocycler Biometra Analytik GmbH Götting, Deutschland 

https://en.wikipedia.org/wiki/Shinjuku
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2.2 Verbrauchsmaterialien  
 

Tabelle 2 - Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller Referenz 
Adhesionsobjektträger für 
Gewebeschnitte (Stärke 
1mm) 

Epredia Holdings Ltd., Portsmouth, 
NH, USA 

J1800A MNZ 

CryoTube™ Gefäße (1,8ml) Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

363401 

Deckgläser (24x50mm) Epredia Holdings Ltd., Portsmouth, 
NH, USA 

BB02400500A113MNZ0 

DNase-ExitusPlus PanReac AppliChem, ITW Reagents 
Division by Panreac Quimica SLU, 
Barcelona, Spanien, AppliChem 
GmbH, Darmstadt, Deutschland, 
Nova Chimica Srl, Mailand, Italien 

A7089 

Einmalskalpel FEATHER®, Osaka, Japan No. 10 

Kulturflasche mit Filterkappe 
(T25, 75, 175) 

Sarstedt AG & Co. KG Nümbrecht, 
Deutschland 

83.3910.002, 
83.3911.002, 83.3912.002 

LightCycler® 480 96er 
Multiwellplatte  

Roche Holding AG, Basel Schweiz 04 729 692 001 

LightCycler® 480 Multiwell 
Folie 

Roche Holding AG, Basel Schweiz 04 729 757 001  

NuPAGE ™4-12% Bis-Tris 
Gradientgel 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

NP0323 

Pasteurpipetten Assistent von Glaswarenfabrik Karl 
Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim vor 
der Rhön, Deutschland  

40567002 

Pipettenspitzen (PCR rein; 
20, 100, 1000µl) 

Sarstedt AG & Co. KG Nümbrecht, 
Deutschland 

70.1116.210, 
70.3030.255, 70.3050.255 

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-
Membran/Filterpapier 
Sandwich, 0,2µm 

Novex by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

LC2002 

QIAshredder 
Zentrifugationssäule  

QIAGEN N.V., Venlo, Niederlande  79656 

ThermoMixer™ compact Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

UV PCR HEPA Workstation Analytikjena, Upland, CA, USA by Endress+Hauser, 
Reinach, Schweiz  

Vaccum-aspiration system neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Ventana™ BenchMark ULTRA Ventana™ by Roche Holding AG, Basel Schweiz 

Ventana™ DP 200 slide scanner Ventana ™ by Roche Holding AG, Basel Schweiz 

Ventana™ iScan HT scanner Ventana ™ by Roche Holding AG, Basel Schweiz 

XCell II™ Blot Module Novex® by Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
MA, USA 

XCell™ SureLock TM Electrophoresis Cell Novex® by Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
MA, USA 
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Reaktionsgefäße 
(1,5ml,2ml,15ml, 50ml) 

Sarstedt AG & Co. KG Nümbrecht, 
Deutschland 

72.706 
72.695.500 
62.554.502,  
62.547.254 

Reaktionsgefäße (PCR rein; 
0,2ml, 0,5ml) 

Axygen, Inc. Union City, CA, USA 321-05-501,  
321-02-051 

RNase-ExitusPlus PanReac AppliChem, ITW Reagents 
Division by Panreac Quimica SLU, 
Barcelona, Spanien, AppliChem 
GmbH, Darmstadt, Deutschland, 
Nova Chimica Srl, Mailand, Italien 

A7153 

Serologische Stabpipette (5, 
10, 25ml) 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

86.1253.001, 
86.1254.001, 86.1685.001 

 

2.3 Reagenzien 
 

Tabelle 3 - Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller Referenz 

Acutase Lösung PromoCell GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

C-41310 

Albumin, Bovine (BSA) VWR International LLC., by Avantor 
Inc., Radnor, PA, USA 

0332 

Antibody Diluent mit Casein Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

06440002001 

Blueing Reagent Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

05266769001 

Cell Conditioning Solution 1 
(CC1) 

Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

05279801001 

Cell Conditioning Solution 2 
(CC2) 

Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

05279798001 

Cisplatin NeoCorp® (1mg/ml) Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland  

Dimethyl Sulfoxid für Zellkultur 
(C2H6OS – „DMSO“) 

PanReac AppliChem, ITW Reagents 
Division by Panreac Quimica SLU, 
Barcelona, Spanien, AppliChem 
GmbH, Darmstadt, Deutschland, 
Nova Chimica Srl, Mailand, Italien 

A3672 

DMEM (Dulbecco´s Modified 
Eagle´s Medium) mit L-
Glutamin und 4,5 g/l D-
Glucose 

Gibco® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

41965-039 

DPBS (Dulbecco´s Phosphate 
buffered Saline) 

Gibco® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

14190-094 

EMEM (ROTI Cell Eagle´s MEM 
/ Earle´s)  

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

9044.1 

Ethanol Supelco® by Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.00983 

EZ Prep Concentrate (10X) Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

05279771001 



Material 

 

15 
 

Fetal Bovine Serum (FBS)  Biowest LLC., Riverside, MO, USA S1810-500 

Heamatoxylin II Ventana ™ by Roche Holding AG, 
Basel Schweiz 

05277965001 

L-Glutamin Lösung 200mM Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

G7513 

Magermilchpulver PanReac AppliChem, ITW Reagents 
Division by Panreac Quimica SLU, 
Barcelona, Spanien, AppliChem 
GmbH, Darmstadt, Deutschland, 
Nova Chimica Srl, Mailand, Italien 

A0830 

Methanol (CH3OH) J.T. Baker® by Avantor Inc., Radnor, 
PA, USA 

UN1230 

Natrium Chlorid (NaCL) VWR International LLC., by Avantor 
Inc., Radnor, PA, USA 

0241 

Natrium Pyruvat (100mM) Gibco® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

11360-039 

Natronlauge (NaOH) Supelco® by Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.09136 

Nuklease- und Protease-freies 
Wasser 

Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

W4502 

NuPAGE™ LDS Sample Buffer 
(4x) 

Invitrogen® by Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

NP0007 

NuPAGE™ Sample Reducin 
Agent 

Invitrogen® by Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

NP0004 

NuPAGE™ Antioxidant Invitrogen® by Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA 

NP0005 

NuPAGE™ MOPS SDS Running 
Buffer (20x) 

Novex® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

NP0001 

NuPAGE™ Transfer Buffer 
(20x)  

Novex® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

NP0006-1 

PageRuler™ Plus Prestrained 
Protein Ladder  

Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

26619 

Penicillin/Streptomycin 
(5.000U/ml Pen, 5,000µg/ml 
Strep) 

Gibco® by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

15070-063 

Phosphatase-inhibitor Cocktail 
C2 

Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

P5726 

Phosphatase-inhibitor Cocktail 
C3 

Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

P0044 

Pierce™ RIPA Buffer Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

89900 

Pierce™ TM RIPA Buffer Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

89900 

Protease-Inhibitor Cocktail Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

P8340 

Salzsäure (HCl) Supelco® by Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.09063 

TRIS-hydrochlorid (C4H11NO3-
HCl) 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

9090.3 
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Tween® 20 (Polysorbat) PanReac AppliChem, ITW Reagents 
Division by Panreac Quimica SLU, 
Barcelona, Spanien, AppliChem 
GmbH, Darmstadt, Deutschland, 
Nova Chimica Srl, Mailand, Italien 

A4974 

β-Mercaptoethanol  Sigma Aldrich® by Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland 

M6250 

 

2.3.1 Kits 
  

Tabelle 4 - Kits 

Name  Hersteller Referenz 

LightCycler ™480 SYBR™ 
Green I Master 

Roche Holding AG, Basel Schweiz  04707516001 

MycoStrip™ Mycoplasma 
Detection Kit 

IvioGen, San Diego, CA, USA rep-mys-20, Vers. 
21E07-ED 

NE-PER™ Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction 
Reagents 

Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

78835 

OptiView DAB IHC Detection 
Kit 

Ventana ™ by Roche Holding AG, Basel 
Schweiz 

06396500001 
 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit  Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

23225 

Pierce™ ECL Wester Blotting 
Substrate  

Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

32106 

RNeasy® Mini Kit QIAGEN N.V., Venlo, Niederlande 74104 

SuperScript™ IV First Strand 
Synthesis System 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, USA 

18091050 

 

2.4 Zelllinien 
 

Tabelle 5 - Zelllinien 

Zelllinie Lokalisation Firma Referenz 
Detroit 562 Oropharynx (Tonsille), 

Plattenepithelkarzinom, 
entnommen aus 
Metastase: 
Pleuraerguss 

CLS Cell Lines Service 
GmbH, Eppelheim, 
Deutschland 
 

Peterson et al., 
Proceeding oft he 
Society for 
Experimental Biology 
and Medicine, 
1971(131) 

FaDu Hypopharynx, 
Plattenepithelkarzinom, 
entnommen aus 
Primärtumor 

Leibniz Institute 
DSMZ-German 
Collection of 
Microorganisms and 
Cell Cultures GmbH, 
Braunschweig, 
Deutschland 

Rangan, Cancer, 
1972(132) 
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FaDu Cisplatin-
resistent 

Hypopharynx, 
Plattenepithelkarzinom, 
entnommen aus 
Primärtumor 

 Watermann et al., 
Clinical Cancer 
Research, 2021(133) 

UT-SCC-60A Oropharynx (Tonsille), 
Plattenepithelkarzinom, 
entnommen aus 
Primärtumor 

 Lansford et al. Human 
Cell Culture, Springer, 
2002(134) 

 

Kryokonservierte Zellen der Zelllinien FaDu und FaDu Cisplatin-resistent wurden 

dankenswerterweise aus der Sammlung der Arbeitsgruppe Krupar (Institut für Pathologie des 

UKSH Lübeck), die Zelllinie UT-SCC-60A aus der Sammlung der Klinik für Hals-, Nasen- und 

Ohrenheilkunde des UKSH Lübeck zur Verfügung gestellt.  

 

2.5 Antikörper 
 

Tabelle 6 - Antikörper 
Gezeigt sind die Antikörper, welche für Analysen mittels Immunhistochemie und/oder Western Blot genutzt wurden, 
sowie deren Verdünnungen dieser für das jeweilige Verfahren. 

 

  

Zielprotein Referenz Hersteller Verdünnung 
IHC 

Verdünnung 
Western Blot 

Anti - 
Mouse 

Anti Mouse IgG, 
HRP-linked 
Antibody #7076 

Cell Signalig Technology, 
Cambridge, 
Großbritannien 

 1:5000 in 5% 
Milch/BSA 

Anti - 
Rabbit 

AntiRabbit IgG, 
HRP-linked 
Antibody #7074 

Cell Signalig Technology, 
Cambridge, 
Großbritannien 

 1:5000 in 5% 
Milch/BSA 

Histon H3  Histone H3 
Antibody #9715 

Cell Signalig Technology, 
Cambridge, 
Großbritannien 

 1:1500 in 5% 
Milch 

LSD1 LSD1 Antibody 
(1B2E5) NB100-
1762  
(mouse) 

Novus Biologicals by Bio-
Techne Ltd., Abington, 
Großbritannien  

1:350  1:1000 in 5% 
Milch 

SNAIL SNAIL Ab – AF6032  
(rabbit) 

Affinity Biosciences, 
Zhenjiang, Jiangsu, China 

1:1000  1:500 in 5% 
Milch 

ß - Actin Monoklonal Anti-ß–
Actin antibody - 
A5441 
(mouse) 

Sigma Aldrich® by Merck 
KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

 1:20 000 in 5% 
BSA 
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2.6 Primer 
 

Tabelle 7 - Primer 

SNAIL Forward: 5´- GCTGCAGGACTCTAATCCAGA - 3´ 

 Reverse: 5´- ATCTCCGGAGGTGGGATG - 3´ 

LSD1 Forward: 5´- GCCATGGTGGTSSCSGGTCT- 3´ 

 Reverse: 5´- TGGCCSGTTCCSTSTTTSCTTG - 3´ 

TBP Forward: 5´- AGTTCTGGGATTGTACCGCA - 3´ 

 Reverse: 5´- TCCTCATGATTACCGCAGCA - 3´ 

HPRT Forward: 5´- CAGACTTTGCTTTCCTTGGTCA - 3´ 

 Reverse: 5´- ACTTCGTGGGGTCCTTTTCA - 3´ 

GAPDH Forward: 5´- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA - 3 

 Reverse: 5´- AATGAAGGGGTCATTGATGG - 3 

 

2.7 Puffer und Lösungen 
 

TBS (10x, pH=7,5): 24g TRIS-HCl 

   80g NaCl 

Zur Einstellung eines pHs von 7,5 HCl oder NaOH nach Bedarf  

   ad. 1l H2O dest. 

    

TBS-T:   100ml TBS (10x, pH=7,5) 

   900ml H20 dest. 

   750µl Tween® 20 

 

Milch (5%):  2,5g Magermilchpulver 

   50ml TBS-T 

 

BSA (5%):  2,5g BSA Pulver 

   50ml TBS-T  

 

Transferpuffer:  25ml NuPAGE™ Transfer Buffer (20x) 

  50ml Methanol 

  500µl  NuPAGE™ Antioxidant 

  425ml H2O dest. 
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Runningpuffer:  40ml NuPAGE™ Running Buffer (20x) 

   760ml H2O dest. 

   500µl NuPAGE™ Antioxidant (zwischen Gele) 

 

Buffer RLT:  10ml RLT (im RNeasy™ Kit enthalten) 

   100µl β-Mercaptoethanol 

 

RPE Puffer:  55ml RPE Buffer Konz. (im RNeasy™ Kit enthalten) 

   220ml Ethanol  

 

2.8 Zellkulturmedien 
 

Medium zur Kultivierung von FaDu Zellen: 

 DMEM, high Glucose (4,5 g/l) mit L-Glutamin 

 10%  FBS 

 2mM  L-Glutamin 

1%  Penicillin/Streptomycin (entspricht 50U/ml Penicillin, 0,05µg/ml 

Streptomycin) 

 

Medium zur Kultivierung von FaDu Cisplatin-resistent: 

 DMEM, high Glucose (4,5 g/l) 

 10%  FBS 

 6mM  L-Glutamin 

 1%  Penicillin/Streptomycin (entspricht 50U/ml, 0,05µg/ml) 

 0,7µg/ml  Cisplatin 

Medium zur Kultivierung von Detroit-562: 

 EMEM 

 10%  FBS 

 1%  Penicillin/Streptomycin (entspricht 50U/ml, 0,05µg/ml) 

 2mM  L-Glutamin 
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Medium zur Kultivierung von UT-SCC-60A: 

 DMEM, high Glucose (4,5 g/l) 

 10%  FBS 

 1%  Penicillin/Streptomycin (entspricht 50U/ml, 0,05µg/ml) 

 1mM  Natriumpyruvat 

Einfriermedium:  

  150 µl DMSO  

  150 µl FBS  

  1200 µl des jeweiligen Zellmediums  

  

2.9 Patientenkollektiv 
 

Alle untersuchten Proben entstammen Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs von 

Patienten, welche zwischen 2006 und 2015 im Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus 

Lübeck, behandelt wurden. 

Der Aufbau der klinisch umfangreich charakterisierten Kohorte (n=419), sowie die Erstellung der 

Tissue-Microarrays (TMAs) erfolgte im Rahmen des Promotionsprojektes von Patrick Kuppler am 

Institut für Pathologie in Lübeck (135). Die klinischen Daten wurden hierbei den Patientenakten 

entnommen. Auf dieser Kohorte basierende Untersuchung führten zu einer Reihe von 

Publikationen der Arbeitsgruppe und des Institutes (133,136–142). 

Die retrospektive Studie an der Kohorte erfolgte entsprechend der Deklaration von Helsinki aus 

dem Jahre 1964 und das zugehörige Protokoll wurde von der Ethikkommission der Universität zu 

Lübeck bewilligt (Projekt-Code: AZ16-277, Appendix 8). 

Die Tabelle 8 zeigt die klinisch-pathologischen Daten der untersuchten Patienten. 
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Tabelle 8 - Kohortendaten 
Dargestellt sind die klinisch-pathologischen Daten der Kohorte. Auf den TMA Gewebeschnitten, welche für die Färbung 
genutzt worden sind, war in einem Teil der Cores kein Tumorgewebe enthalten. Dies liegt insbesondere an der Tatsache, 
dass die Tumorstanzen, welche für die TMA Erstellung genutzt wurden aufgrund der dreidimensionalen Struktur der 
Tumore, nicht auf jeder Höhe Tumorgewebe enthalten und die Gewebeschnitte so teilweise das Tumorgewebe verfehlen. 
Um den geringfügigen Unterschieden der angefärbten Tumore und den klinisch pathologischen Daten der zugehörigen 
Patienten zwischen der LSD1 und SNAIL gefärbten Kohorte Rechnung zu tragen, sind die Daten der jeweiligen Färbung 
getrennt aufgelistet.   

LSD1 SNAIL 

Patienten  n=419 n=419 

    

Verfügbares 
Tumorgewebe 

 
n=334 n=332 

    

Gewebetyp Primarius 334 332 
 

Lymphknoten-Metastase 163 165 
 

Fernmetastase 22 21 
 

Rezidiv 59 57 
 

Zweitkarzinom 4 6 
    

Lokalisation des 
Primärtumors 

Hypopharynx  46 46 

 
Larynx  98 95 

 
Mundhöhle 76 76 

 
Oropharynx  103 104 

 
unbekannt 11 11 

    

Geschlecht männlich 259 258 

 weiblich 74 73 

 unbekannt 1 1 

    

Alter jung (≤ 61) 54 52 

 alt (> 61) 178 178 

 unbekannt 2 2 

    

T-Stadium T1 68 69 

 T2 98 98 

 T3 96 96 

 T4 70 67 

 unbekannt 2 2 

    

N-Stadium N0 147 146 

 N1 51 51 

 N2 83 83 

 N3 50 50 

 unbekannt 3 3 

    

M-Stadium M0 317 315 

 M1 14 14 

 unbekannt 3 3 
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LSD1 SNAIL 

UICC-Stadium I 66 69 
 

II 59 57 
 

II 59 59 
 

IV 149 146 
 

unbekannt 1 1 
    

p16-Status positiv 85 88 
 

negativ  249 244 
 

unbekannt 0 0 
    

Alkoholkonsum Ja 139 139 
 

Nein 183 180 
 

unbekannt  2 3 
    

Nikotinkonsum Ja 281 279 
 

Nein 36 35 
 

unbekannt 17 18 
    

5J. Rezidiv-freies 
Überleben 

tot oder Rezidiv 148 147 

 
lebend ohne Rezidiv 178 177 

 
unbekannt 8 8 

    

5J. Überleben tot 119 117  
lebend 207 207  
unbekannt 8 8 

    

Chemotherapie Ja 99 99 

 Nein 232 230 

 unbekannt 3 3 

    

Radiotherapie Ja 201 199 

 Nein 130 130 

 unbekannt 3 3 
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3 Methoden 
3.1 Immunhistochemie 

3.1.1 Immunhistochemische Färbung 
3.1.1.1 Prinzip 

 

Mittels immunhistochemischer Färbung lassen sich spezifische Antigene in Gewebeschnitten 

darstellen. Hierfür werden Antikörper verwendet, die das gesuchte Antigen auf den 

Gewebeschnitten spezifisch binden (Primärantikörper). Ein, an Hydroxyquinoxalin (HQ) 

gebundener Sekundärantikörper, welcher abhängig von der Spezies, in welcher der 

Primärantikörper generiert wurde, ausgewählt wird und so spezifisch an diesen bindet, bindet 

anschließend an den Primärantikörper. Das HQ dient als Bindungsstelle für eine dritten 

Antikörper, welcher Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Multimere trägt. In einer, durch das HRP 

katalysierten, Oxidierung von Diaminobenzidin (DAB) entsteht ein brauner Niederschlag, welcher 

als indirekter Nachweis des Antigens und zu dessen Quantifizierung genutzt wird.  

Die Freilegung der Antigene aus den Gewebeschnitten sowie die anschließende Färbung dieser 

erfolgt hierbei nach einem standardisierten Färbeprotokoll, welches im Rahmen der Etablierung 

an Positivkontrollen getestet wurde. Als Kontrollen für die SNAIL Färbung dienten hierbei 

Gewebeschnitte von Kolorektal- sowie Schilddrüsenkarzinomen, welche mithilfe des Human 

Protein Atlas als SNAIL hoch exprimierende Gewebe identifiziert wurden. Da die Spezifität des 

Abbildung 1 - Prinzip der Immunhistochemischen Färbung 
Dargestellt ist das allgemeine Prinzip der durchgeführten immunhistochemischen Färbung. 
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verwendeten LSD1 Antikörpers bereits im Rahmen vorheriger Studien der Arbeitsgruppe erfolgte, 

wurde hier lediglich eine Titration zur Ermittlung einer passenden Verdünnung durchgeführt (95). 

 

3.1.1.2 Färbeprotokoll 

 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden mit dem Ventana OptiView DAB IHC Detection Kit 

und dem Ventana BenchMark ultra Färbeautomaten durchgeführt. 

Die Entparaffinierung der 4µm dünnen Schnitte erfolgte mit EZ Prep (10x), einer Lösung ohne 

Alkohol und Xylol, bei 72°C. Anschließend wurden diese zur Demaskierung der Antigene auf 92°C 

erhitzt und für 32min in CC1 Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH 8,4) (LSD1) bzw. CC2 Puffer 

(Citrat-Puffer; pH 6,0) (SNAIL) inkubiert.  

Die, wie in Tabelle 6 verdünnten, Primärantikörper wurden nun händisch appliziert und die 

Schnitte für 32min bei 37°C inkubiert. 

Für den Nachweis der, an das Antigen gebundenen, Primärantikörper wurde das OptiView DAB 

IHC Detection Kit von Ventana genutzt.  

Abschließend erfolgte eine Gegenfärbung mit Haematoxylin II und Blueing Reagent. 

Die gefärbten Schnitte wurden mithilfe des Leica CV5030 Eindeckautomaten eingedeckelt. 

 

3.1.2 Auswertung 
 

Die gefärbten Schnitte wurden mithilfe des Ventana iScan HT Scanners (LSD1) und des Ventana 

DP 200 Slide Scanners (SNAIL) digitalisiert und mit mittels der Bioimaging Software QuPath 

ausgewertet (130). 

Über den eingescannten TMAs wurde hierbei ein Raster erstellt, welches die Zuordnung der 

jeweiligen Probenidentifikationsnummer zum zugehörigen TMA Core ermöglichte. 

Unter Anleitung erfahrener Pathologen wurden dann die Tumorareale händisch markiert und die 

Markierungen anschließend kontrolliert. Mittels des, in QuPath enthaltenen, Cell-Detection-Tools 

wurden die einzelnen Zellen und die zugehörigen Zellkerne in den gekennzeichneten Arealen 

detektiert und zu jedem Zellkern ein einheitenloser Messwert der optischen Dichte als Maß für 

die Braunfärbung ermittelt. 

Nach optischem Eindruck wurden manuell Grenzwerte dieses Wertes festgelegt, nach welchen die 

einzelnen Zellkerne als negativ, niedrig, moderat oder stark positiv gefärbt kategorisiert wurden. 
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Anhand dieser Einordnung wurde dann ein H-Score berechnet, welcher sich aus dem gewichteten 

prozentualen Anteil der jeweiligen Färbeintensität ergibt und einen Wert zwischen 0 und 300 

annimmt und die Expressionsstärke widerspiegelt. 

𝐻 − 𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 = 3 ×  𝑠𝑡𝑎𝑟𝑘 𝑝𝑜𝑠. % + 2 ×  𝑚𝑜𝑑𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑝𝑜𝑠. % + 1 ×  𝑠𝑐ℎ𝑤𝑎𝑐ℎ 𝑝𝑜𝑠. % + 0 ×  𝑛𝑒𝑔. % 

 

3.2 Zellkultur 
3.2.1 Kultivieren von Zellen 

 

Alle Zellen wurden in Kulturflaschen bei 37°C, 5% CO2 und feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre im 

CO2 Incubator ICO240 von Memmert kultiviert. Das Arbeiten mit den Zellen erfolgte unter sterilen 

Bedingungen und vertikalem Luftstrom unter der HERAsafe HS 12 Sicherheitswerkbank.  

Die Kulturmedien der Zelllinien sind in Kapitel 2.8 aufgeführt.  

Abbildung 2 - TMA Auswertung mittels QuPath 
Gezeigt sind die Schritte der TMA-Auswertung. Über den gefärbten und eingescannten TMAs (A) wird ein Raster erstellt 

(B). Im Anschluss erfolgt die händische Markierung der Tumorareale (C) und die Detektion der einzelnen Zellen und der 

zugehörigen Zellkerne mittels des Cell-Detection Tools in QuPath (D). 
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Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-95% wurden die Zellen passagiert. Hierfür wurde das 

Zellmedium abgenommen, die Zellen mit 5-10ml DPBS gewaschen und anschließend mit einer, 

der Kulturflaschengröße entsprechenden, Menge Acutase (T25: 1ml, T75: 2ml, T175: 4ml) 

abgelöst. Im Anschluss wurden die abgelösten Zellen in 5-10ml Medium aufgenommen und je 

nach Zelllinie 1:3 – 1:10 gesplittet und in eine neue Kulturflasche überführt. 

Wenn eine entsprechende Konfluenz noch nicht erreicht war, wurde das Zellmedium nach drei 

Tagen oder bei Bedarf abgesaugt und durch frisches Medium ausgetauscht. 

 

3.2.2 Einfrieren und Auftauen 
 

Je nach Bedarf wurde ein Teil der Zellen für eventuelle spätere Nutzung kryokonserviert. 

Hierfür wurden die Zellen, wie oben beschrieben mit Acutase von der Kulturflasche abgelöst, in 

5ml Medium aufgenommen und in ein Reaktionsgefäß überführt.  

Dieses wurde für 10min bei 800rpm zentrifugiert und das überstehende Medium abgesaugt. Das 

so entstandene Pellet wurde je nach Größe der Kulturflasche in 1-3 Cryortubes und je 1,5ml 

Einfriermedium überführt.  

Die Cryotubes wurden mit einem Nalgene™ Mr. Frosty™ 1°C Freezing Container langsam auf -80°C 

abgekühlt und anschließend in flüssigen Stickstoff überführt.  

Die eingefrorenen Zellen aus dem Stickstofftank wurden mithilfe eines Inkubationsbads (37°C) 

zügig aufgetaut, direkt nach dem Auftauen in weiteren 5ml Medium aufgenommen und in ein 

15ml Falcon Tube überführt. In diesem wurden die Zellen bei 300g für 3 min zentrifugiert, der 

Überstand abgesaugt und verworfen, um so das, im Gefriermedium enthaltene, DMSO zu 

entfernen.  

Das so entstandene Zellpellet wurde in 10ml Kulturmedium aufgenommen, in eine T25 

Zellkulturflasche überführt und diese im Brutschrank gelagert.  

Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt.  

 

3.2.3 Mycoplasmatest 

 

Mithilfe des MycoStrip Mycoplasma Detection Kits wurden alle Zelllinien mittels 

Antigenschnelltests auf Mykoplasmenkontamination untersucht. 

Hierfür wurde nach Herstellerangaben 1ml des gebrauchten, mindestens 3 Tage alten, 

Zellmediums abgenommen und für 5min bei 16.000g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Zentrifugat in sterilem DPBS aufgenommen. Nach Hinzufügen des im Kit 

enthaltenen Reaktionsimixes und -puffers wurde der Ansatz für 40min bei 65°C inkubiert. 
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Anschließend wurde der ebenfalls im Kit enthaltene Migrationspuffer, welcher als Trägerlösung 

dient, hinzupipettiert und der resultierende Ansatz auf den Teststreifen gegeben. 

 

3.2.4 Cisplatin-Resistenz 

 

Die Cisplatin-Resistenz der Cisplatin-resistenten FaDu Zelllinie wurde durch kontinuierlich 

gesteigerte Zugabe von Cisplatin über einen Zeitraum von 6 Monaten erlangt. 

Dies geschah im Rahmen des Promotionsprojektes von Christian Watermann am Institut für 

Pathologie der Universität zu Lübeck und ist in diesem Rahmen umfassend beschrieben und 

veröffentlicht (133). 

Die Testung der Cisplatin Resistenz im Vergleich zur parentalen Wildtyp-Zelllinie erfolgte hierbei 

mittels MTT-Assay nach Mosmann (143).  

 

3.2.5 Ernten der Zellen 

 

Um die Zellen für weitere Analyse zu ernten, wurden diese mithilfe einer entsprechenden Menge 

Acutase abgelöst (siehe oben), in 5-10ml Medium aufgenommen und in ein 15ml Reaktionsgefäß 

überführt. Dieses wurde für 10min bei 800rpm zentrifugiert, das Medium abgesaugt und 

anschließend zweimalig mit DPBS gewaschen. Das trockene Pellet wurde anschließend direkt 

weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.  

 

3.2.6 Kernproteinextraktion 

 

Zur getrennten Isolierung von nukleären und zytoplasmatischen Proteinen wurde das Kit NE-PER™ 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents nach Herstellerangaben verwendet. 

Hierfür wurden die geernteten Zellen in 1ml DPBS aufgenommen, in ein 1,5ml Reaktionsgefäß 

überführt, für 3min bei 500g und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Zur Isolierung der im Zytoplasma enthaltenen Proteine wurden dem Pellet eine, dem Volumen 

angepasste, Menge des, im Kit enthaltenen, CER I und Protease Inhibitor hinzugefügt, mittels 

eines Vortex-Rüttlers durchmischt und anschließend für 10min auf Eis inkubiert. 

Dem Ansatz wurde dann CER II hinzugefügt, mittels Vortex-Rüttlers durchmischt und für 1min auf 

Eis inkubiert. Das Lysat wurde nun für 5min bei 16.000g und 4°C zentrifugiert und der Überstand, 

welcher die zytoplasmatischen Proteine enthält, verworfen. 
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Das überbleibende Pellet wurde ein entsprechendes Volumen NER aufgenommen, Protease-

Inhibitor hinzugefügt, für 1sek mittels des Vortex-Rüttlers durchmischt und anschließend für 10 

min auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang wurde 4-mal wiederholt. 

Das Lysat wurde nun für 10min bei 16.000g und 4°C zentrifugiert und der Überstand, welcher nun 

das nukleäre Protein enthält, bei -80°C eingefroren. 

 

3.2.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits 

nach Herstellerangaben. In alkalischem Milieu wird hierbei Cu2+ zu Cu1+ reduziert (Biuret Reaktion) 

und anschließend mittels Bicinchoninic Säure (BCA), welches in alkalischem Milieu stark violette 

Komplexe mit Cu1+ bildet, nachgewiesen (144). Die Intensität der Färbung wird anschließend 

gemessen und dient als indirektes Maß der Proteinkonzentration. 

Nach Anfertigung einer Standardreihe mit, im Kit enthaltenen BSA in NER Puffer, wurden 

Duplikate dieser sowie Triplikate der Proteinlysate auf eine 96 Well Platte pipettiert und die, 

ebenfalls im Kit enthaltene, Working Reagenz hinzugefügt. Die Ansätze wurden anschließend für 

30min bei 37°C inkubiert und die Färbeintensität der Proben im Vergleich zur Standardreihe 

mithilfe des Tecan Spark ausgewertet.  

 

3.2.7 RNA-Extraktion 
 

Zur Isolierung von RNA aus den geernteten Zellen wurde das RNeasy™ Mini Kit von Quiagen™ 

genutzt. 

Auf das Lysieren der Zellen in RLT-Puffer erfolgt hierbei eine Homogenisierung des Lysats und 

Entfernung der genomischen DNA mittel QIAshredder™ Zentrifugatiossäulen. 

Dem dabei entstandenen Ansatz wird anschließend Ethanol zugefügt und die RNA unter 

Verwendung einer RNeasy™ Zentrifugationssäule an eine Membran gebunden. 

Nach Waschen dieser Membran mit, im Kit enthaltenen, RW1- und RPE-Puffern, wird die 

gebundene RNA in Nuklease-freiem Wasser aufgenommen. 

 

3.2.7.1 RNA-Konzentrationsbestimmung 

 

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels des NanoDrop™ 2000c Spectrophotometers. 

Dieses nutzt die, an Nukleinsäure-freiem Wasser genormten, Absorption von Licht mit einer 
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Wellenlänge von 200-350nm. Hierbei handelt es sich um den, für die Bestimmung der 

Konzentration und Reinheit von Nukleinsäure, relevanten Bereich. 

 

3.3 Western Blot 
 

 

3.3.1 SDS-PAGE und Transfer auf Membran 
 

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht, wurden zu je 30µg des Proteins 1,5µl 

Reducing Agent und 3,75µl LDS hinzugegeben und mit Nuklease- und Protease-freiem Wasser auf 

ein Gesamtvolumen von 15µl aufgefüllt. Diese Ansätze wurde anschließend für 10min bei 70°C 

denaturiert, auf ein NuPAGE ™ 4-12% Bis-Tris Gradientgels aufgetragen und mit der XCell 

SureLock™ Elektrophorese Zelle eine SDS-Elektrophorese durchgeführt. Die Elektrophorese wurde 

hierbei mit einer konstanten Spannung von 200V für 50-60min durchgeführt.  

Um die Größe der aufgetrennten Proteine beurteilen zu können wurde in eine oder mehrere 

Taschen des Gradientgels PageRuler™ Plus Prestrained Protein Ladder als Größenstandard 

pipettiert. 

Die aufgetrennten Proteine wurden von dem Gel mithilfe des XCell II ™ Blot Modules auf eine 

PVDF-Membran übertragen. Dazu wurde die Membran vor dem Blot für 20sek mit Methanol 

Abbildung 3 - Prinzip der Proteinanalyse mittels WesternBlot 
Die mittels Gelelektrophorese nach Molekulargewicht getrennte Proteine (oben links) werden mithilfe eines Blotting 

Moduls auf eine PVDF-Membran übertragen (oben rechts). Hier werden diese anschließend von spezifischen 

Primärantikörper gebunden. An Sekundärantikörper gebundene HRP ermöglicht den Nachweis dieser durch 

Chemilumineszenz (unten). Teilweise modifiziert nach Stewart R. (siehe 7.2 Bildquellen) 
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aktiviert, anschließend mit destilliertem Wasser gewaschen und in Transferpuffer inkubiert 

wurde. 

Das Blot Modul wurde hierbei, wie in Abbildung 3 (oben rechts) dargestellt mit, in Transferpuffer 

getränkten, Schwämmen, Filter Papier, dem Gel sowie der Membran befüllt und der Transfer 

gekühlt nach Herstellerangaben mit einer Spannung 30V für 1h durchgeführt. 

 

3.3.2 Blot-Analyse 
 

Nach dem erfolgreichen Transfer der Proteinbanden auf die PVDF-Membran wurde diese je nach 

Primärantikörper für 1h mit 5%-Milch TBS-T (Tris buffered saline mit Tween® 20) oder 5%-BSA 

TBS-T geblockt und über Nacht bei 4°C im entsprechenden Primärantikörper inkubiert (für 

Verdünnungen siehe Tabelle 6). Am Folgetag wurde die Membran 3-Mal für je 5min in TBS-T 

gewaschen und anschließend für 1h bei Raumtemperatur im jeweiligen Sekundärantikörper 

inkubiert (für Verdünnungen siehe Tabelle 6). Im Anschluss wurde die Membran erneut 4-mal für 

je 5min und TBS-T und 1-mal für 5min in TBS gewaschen.  

Die Detektion der Sekundärantikörper erfolgte mittels Pierce™ ECL Wester Blotting Substrate. 

Dieses basiert auf der Generierung von Chemilumineszenz durch die Oxidierung von Luminol, 

welche durch die, an die Sekundärantikörper gebundene, Meerrettich-Peroxidase katalysiert wird. 

Hierfür wurden je 750µl der Entwicklungsreagenzen A und B zusammen pipettiert und 

gleichmäßig über die Membran verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 5min erfolgte die 

Detektion der Chemilumineszenz mittels Amersham Imager 600. 

Der Proteinnachweis mittels Western Blot wurde hierbei in drei Läufen mit je drei verschiedenen 

Passagen jeder Zelllinie wiederholt. 
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3.4 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) 
3.4.1 Reverse Transkription 

 

 

 

 

Die, aus den Zellen isolierte RNA, wurde mittels des SuperScript™ IV Kits nach Herstellerangaben 

in cDNA umgeschrieben. 

Hierfür wurde folgender 13µl Ansatz zusammen pipettiert:  

1 µl Random Hexamer Primer (50ng/µl) 

1µl dNTP Mix (10mM) 

1µg RNA  

DEPC-H20 

 

Abbildung 4 - Prinzip der Reversen Transkription 
Durch Zugabe von willkürlichen Hexamer DNA-Primern, dNTP-Bausteinen, Reverser Transkriptase und Pufferlösung zur 

Generierung eines geeigneten Reaktionsmilieus wird die isolierte RNA der Zellen in cDNA umgeschrieben. In Teilen 

modifiziert nach zymoresearch (siehe 7.2 Bildquellen) 
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Dieser wurde im Anschluss mithilfe des Thermocyclers wie folgt inkubiert: 

5 min bei 65°C 

5 min Abkühlen auf Eis 

Dem Ansatz wurden dann folgende Reagenzien hinzugefügt: 

4 µl 5xSSIV Puffer  

1 µl DTT (100 mM) 

1 µl Ribonuklease-Inhibitor 

1 µl SuperScript IV 

Und wie folgt inkubiert: 

10 min bei 23°C 

10 min bei 52°C 

10 min bei 80°C 

Anschließend erfolgte die Zugabe von: 

 1 µg E. coli RNAse H 

Und eine Inkubation von: 

20min bei 37°C 

Hierbei wurden je zwei parallele Ansätze pro Probe durchgeführt und anschließend 

zusammengeführt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, in dem das RNA Extrakt durch Wasser 

ersetzt wurde. 
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3.4.2 qPCR 

 

Abbildung 5 - Prinzip der Polymerase Kettenreaktion Teil 1 
Die cDNA, welche spontan Doppelstränge bildet, wird zuerst mithilfe einer Temperatur von 95°C in Einzelstränge 

denaturiert. Anschließend wird der Ansatz auf 60°C abgekühlt und somit die Bindung der, für das Zielgen 

sequenzspezifischen, Primer an die cDNA ermöglicht (Annealing). In Teilen modifiziert nach zymoresearch (siehe 7.2 

Bildquellen) 
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Abbildung 6 - Prinzip der Polymerase Kettenreaktion Teil 2 
Die nun folgende Erhöhung der Temperatur auf 72°C führt zu einer Aktivierung der DNA-Polymerase und somit zu einer 
Ergänzung der cDNA-Einzelstränge zu Doppelsträngen. (Elongation) An diese bindet der SYBR™Green Farbstoff und 
generiert hierbei ein Fluoreszenz-Signal, dessen Intensität ein indirektes Maß der DNA-Menge darstellt und nach jedem 
Zyklus gemessen wird. Der errechnete Zyklus, bei dem die Fluoreszenz einen gewissen Wert übersteigt, gibt den Ct-
Wert an. In Teilen modifiziert nach zymoresearch (siehe 7.2 Bildquellen) 
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Die cDNA wurde mithilfe des LightCycler™ 480 SYBR™ Green I Master Kits und des LightCyclers 

480 analysiert.  

Unter Verwendung der, in Tabelle 7 dargestellten Primer, wurden Triplikate des folgenden 20µl 

Ansatzes auf eine 96-Well Platte pipettiert:  

10 µl 2x-SYBR™ Green MasterMix 

0,5 µM Primer forward 

0,5 µM Primer reverse 

1 µl cDNA 

7 µl H2O 

Das SYBR™ Green fungiert hierbei als Farbstoff, welcher an die, im Verlauf der qPCR entstehende, 

doppelsträngige DNA bindet und somit zum Nachweis dieser dient. Die Bindung von SYBR™ Green 

an die DNA führt zu Fluoreszenz, welche vom LightCycler™ 480 detektiert werden kann. Die Stärke 

der Fluoreszenz kann dann als Maß für die Menge an doppelsträngiger DNA verwendet werden. 

Die pipettierte Platte wurde mit einer Folie bedeckt und für 1min bei 1500rpm zentrifugiert. 

Anschließend wurde die qPCR mit folgenden Einstellungen durchgeführt: 

Prä-Inkubation: 

95°C 10min Denaturierung 

Amplifikation (40 Zyklen):  

 95°C  10sek Denaturierung 

 60°C 20sek Annealing  

 72°C 30sek DNA-Elongation 

➔ Messung der Fluoreszenz 

Schmelzkurve:  

 95°C 5sek Denaturierung 

 65°C 1min 

 Kontinuierliche Erhöhung von 65°C auf 97°C mit 0,11°C/sek 

➔ Messung der Fluoreszenz alle 5°C 
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Die Generierung der Schmelzkurven diente hierbei der Kontrolle der Spezifität der Primer bzw. 

des Amplifikationsproduktes im Rahmen der Methodenetablierung. 

Der Ct-Wert entspricht dem Zyklus, bei welchem die Fluoreszenz einen, vom Gerät und 

Messsystem abhängigen, festen Wert übersteigt. Durch die Verdopplung der Menge an 

doppelsträngigen DNA mit jedem Zyklus entspricht ein um 1 höherer Ct-Wert der halben cDNA-

Menge im Ansatz. 

Es wurden Mittelwerte der Ct-Werte der Triplikate ermittelt und die extended 2ΔΔCt -Methode 

verwendet, um, ausgehend von den Ct-Werten, den ursprünglichen RNA-Gehalt zu errechnen 

(145). Diese Methode vergleicht die Differenz der Expression zwischen dem gesuchten Gen und 

Referenzgenen unter den Versuchsbedingungen. GAPDH, TBP und HPRT dienten hierbei als 

Referenz-Gene (146).  

Die RNA-Messung mittels RT-qPCR wurde hierbei in drei Ansätzen mit verschiedenen Passagen 

jeder Zelllinie wiederholt. 

 

3.5 Statistische Auswertung 
 

Für die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde Microsoft®Excel® sowie das open source 

Statistikinterface jamovi (Version 2.2.5) genutzt (129). Dieses basiert auf der 

Statistikprogrammiersprache R (hier Version 4.0) (147). Hierbei wurden folgende R packages 

verwendet: finalfit, survival, survmine (148–150).  

Die Erstellung und Bearbeitung von Abbildungen und Tabellen erfolgte mittels Jamovi, 

Microsoft®Word® sowie Microsoft®PowerPoint®. 

Unterschiede der LSD1 und SNAIL Expression zwischen zwei unabhängigen Gruppen wurden bei 

normalverteilten Werten mithilfe des zweiseitigem Student´s-t-Tests (bei homogener Varianz der 

Gruppen) oder des Welch´s-t-Tests (bei inhomogener Varianz der Gruppen) auf Signifikanz 

untersucht. Bei nicht normalverteilten Werten wurde der Mann-Whitney-U Test genutzt. Die 

Analyse der LSD1 bzw. SNAIL Expression in Primarien und dem jeweils zugehörigen Metastasen- 

oder Rezidivgewebe wurde bei nicht normalverteilten Werten mittels Wilcoxon-signed-rank Tests 

bei normalverteilten mittels gepaartem t-Test durchgeführt. Die Normalverteilung wurde hierbei 

mittels Shapiro-Wilk Tests, die Homogenität der Varianz mittels Levene´s Test geprüft.  

Zur Untersuchung der Korrelation von LSD1 und SNAIL wurde der Pearson Korrelationskoeffizient 

bestimmt und die Signifikanz mittels Pearson Chi-squared-Test getestet. 

Die Kaplan-Meier Methode sowie der Log-rank Test wurden zur Analyse des Gesamt- und Rezidiv-

freien 5-J. Überlebens sowie der Signifikanztestung der Unterschiede genutzt.  



Methoden 

 

37 
 

Unterschiede im 5-J. Rezidiv-freien Überleben im Kontext der Radio- und Chemotherapie wurden 

mittels der univariaten Cox proportianal hazard regression untersucht und auf Signifikanz 

getestet. 

Des Weiteren erfolgten univariate und multivariate Überlebensanalysen mittels des Cox 

proportianal hazard regression Models zur Testung der Unabhängigkeit der prognostischen 

Qualität von anderen prognostisch relevanten Faktoren. Hierbei wurden lediglich jene Faktoren in 

der multivariaten Analyse inkludiert, die auch in der univariaten Analyse einen signifikanten 

Zusammenhang mit dem Überleben zeigten. Signifikanzen von p≤0,05 wurden als statistisch 

signifikant betrachtet und das Signifikanzniveau wie folgt gekennzeichnet:  

* p<0,05 

** p<0,01  

*** p<0,001 

**** p<0,0001 
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4 Ergebnisse 
4.1 LSD1 und SNAIL Expression 

 

Das Tumorgewebe der LSD1 und SNAIL gefärbten Kohorte zeigten ein Spektrum an 

Färbeintensitäten, welches von komplett negativ über schwach und moderat bis stark positiver 

Färbung reichte (Abbildung 7). Die Färbung beschränkte sich hierbei nahezu komplett auf die 

Zellkerne der tumorösen Zellen, während nichtmaligne Zellen und deren Nuklei nicht angefärbt 

wurden. 

Die Intensität der LSD1 Färbung war innerhalb einer Tumorstanze sowie über die drei Stanzen, 

welche derselben Probe entstammen, weiterstgehend homogen, sodass der bedeutende Großteil 

der Zellkerne einer Probe der gleichen Intensitätskategorie zugehörte. 

Bei den SNAIL gefärbten Proben war hier ein größeres Maß an Varianz der nukleären 

Färbeintensität zu beobachten. Viele Stanzen beinhalteten sowohl niedrig und moderat als auch 

stark positiv gefärbte Zellkerne, wobei der Anteil der jeweiligen Färbeintensität sich zwischen den 

verschiedenen Proben unterschied.  

Um die Färbeintensität einer Probe, welche als Maß für die Expression dient, wiederzugeben, 

wurde sich daher für die Verwendung des H-Scores entschieden (3.1.2 Auswertung). 

  

Abbildung 7 - Beispielhafte Darstellung der immunhistochemischen LSD1 und SNAIL Färbungen 
Dargestellt sind Beispiele für Cores, in welchen die Färbeintensität der immunhistochemischen LSD1 (oben) bzw. SNAIL 
(unten) Färbung der Zellkerne im Tumorgewebe überwiegend als negativ, schwach, moderat und stark positiv eingestuft 
wurde (von links nach rechts). 
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4.2 Expression nach Gewebetyp 
 

Die durchschnittliche LSD1 und SNAIL Expression variierte zwischen den untersuchten 

Gewebetypen. So war die durchschnittliche LSD1 Expression in Primarien (n=334) signifikant 

höher als in Lymphknotenmetastasen (LK-Metastase) (n=163) und signifikant niedriger als in 

Rezidiven (n=59) (p=0,049 und p=5,6 x 10-5) (Abbildung 8). Diese Unterschiede bestanden 

ebenfalls in der matched-pair Analyse der Primarien und jeweils zugehörigen LK-Metastase bzw. 

des zugehörigen Rezidivs (p=0,024 und p=5,3 x 10-4). Zudem zeigte sich tendenziell eine 

zunehmende LSD1 Expression von LK-Metastase über Fernmetastase zum Rezidivgewebe. 

In Bezug auf die SNAIL Expression stellte sich jeweils eine signifikant höhere durchschnittliche 

Expression in LK-Metastasen (n=165), Fernmetastasen (n=21) und Rezidiven (n=57) im Vergleich 

zu Primarien (n=332) dar (LK: p=0,014, FM: 0,008, Rez.: 3,0 x 10-9) (Abbildung 8). Bei der matched-

pair Analyse blieben hierbei lediglich die Unterschiede zwischen den Metastasen und den 

zugehörigen Primarien signifikant (LK: p=0,008, FM: 0,019). 

 

4.3 Expression nach Primärlokalisation 
 

Die Analyse der LSD1 und SNAIL Expression der Primarien in Abhängigkeit der Tumorlokalisation 

ergab eine signifikant höhere LSD1 Expression in primären HNSCC des Hypopharynx (HPSCC) 

(n=46) als in denen des Larynx (LSCC) (n=98), der Mundhöhle (n=76) oder des Oropharynx 

(OPSCC) (n=98) (p=0,046, p=0,008, p=0,049) (Abbildung 9). Die LSD1 Expression der LSCC, OSCC 

und OPSCC waren hierbei nahezu gleich und zeigten keine signifikanten Unterschiede. 

Die durchschnittliche SNAIL Expression wies zwischen den Primarien verschiedener Lokalisationen 

keine signifikanten Unterschiede auf.  

Abbildung 8 - LSD1 und SNAIL Expressionsunterschiede nach Gewebetyp 
Die Box-Plots zeigen die Expressionsunterschiede von LSD1 (links) und SNAIL (rechts) zwischen den untersuchten 
Gewebetypen. Hierbei wurden Primarien (n=334/332), LK-Metastasen (n=163/165), Fernmetastasen (n=22/21) und 
Rezidive (n=59/57) untersucht. Signifikante Unterschiede wurden wie folgt gekennzeichnet: *-p<0,05; **-p<0,01;  
***-p<0,001; ****-p<0,0001 
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Da zwischen p16 positiven und p16 negativen OPSCC weder LSD1 (p16 pos.: n=53, p16 neg. n=50) 

noch SNAIL (p16 pos.: n=56, p16 neg. n=48) Expressionsunterschiede bestanden, wurden sie hier 

als Oropharynxtumore zusammengefasst. 

 

4.4 Korrelationen mit klinisch pathologischen Daten 
 

Bei der Betrachtung der LSD1 Expression im Kontext verschiedener Tumor- und 

Patientencharakteristika in HNSCC Primarien stellte sich eine erhöhte LSD1 Expression in 

fortgeschrittenen Tumorstadien dar. Die LSD1 Expression war in Tumoren mit fortgeschrittenem  

T-, N- und UICC-Stadium gegenüber jenen mit einem niedrigen Stadium signifikant erhöht (T: 

0,001, N: p=0,007, UICC: p=0,026) (Tabelle 9). Zudem ließ sich eine höhere LSD1 Expression in 

Tumoren von Patienten beobachten, die Alkohol konsumieren als in den Tumoren derer ohne 

Alkoholabusus (p=0,010).  

Im Weiteren wurden die Primarien nach ihrer Lokalisation aufgetrennt und Korrelationen mit 

klinisch pathologischen Eigenschaften der Patienten und der Tumore isoliert analysiert. 

Hierbei zeigte sich die Korrelation mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium mit der Ausnahme 

einer erhöhten LSD1 Expression in p16 positiven OPSCC mit einem fortgeschrittenem N-Stadium 

(p=0,005) einzig in den Tumoren des Hypopharynx. Hier ließ sich eine Korrelation der LSD1 

Expression mit einem fortgeschrittenem T-, N- und UICC-Stadium beobachten (T: p=3,9 x 10-4, N: 

p=0,016, UICC: p=0,014). 

In primären LSCC konnte eine erhöhte LSD1 Expression in Tumoren von Patienten weiblichen 

Geschlechts und in jenen, die kein Nikotin Konsum angaben, beobachtet werden (p=0,016 und 

p=0,035). 

Abbildung 9 - LSD1 und SNAIL Expressionsunterschiede nach Primärlokalisation 
Die dargestellten Box-Plots zeigen Unterschiede in der LSD1 (links) bzw. SNAIL (rechts) Expression zwischen den 
untersuchten HNSCC Primärlokalisationen des Hypopharynx (n=46/46), des Larynx (n=98/95) der Mundhöhle (n=76/76) 
und des Oropharnyx (n=103/104).  Signifikante Unterschiede wurden wie folgt gekennzeichnet: *-p<0,05; **-p<0,01.  
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Außerdem wiesen primäre OSCC von Patienten, die Alkohol konsumieren eine signifikant höhere 

LSD1 Expression auf, als die jener, die kein Alkohol konsumieren (p=0,002). 

 

Tabelle 9 - LSD1 Expression nach Lokalisation und Tumorcharakteristika 
LSD1 Expression in primären HNSCC Tumoren nach Lokalisation und klinisch pathologischen Daten. Gezeigt sind die 
durchschnittlichen H-Score Werte der jeweiligen Kategorie. Sich signifikant unterscheidende Werte sind fett gedruckt 
und das Signifikanzniveau gekennzeichnet. *- p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

 

In Bezug auf die SNAIL Expression der primären HNSCC nach klinisch pathologischen 

Charakteristika ließ sich eine signifikant erhöhte Expression in Tumoren mit einem niedrigen N-

Stadium sowie in jenen von Patienten, die kein Nikotin konsumieren, zeigen (p=0,006 und 

p=0,022). 

Die Tendenz einer Korrelation mit einem niedrigen N-Stadium ergab sich, wenn auch nicht 

signifikant, in der isolierten Betrachtung von LSCC, OSCC und OPSCC, während die Tendenz in 

Primarien des Hypopharynx umgekehrt war.  

Die getrennte Betrachtung der einzelnen Primärlokalisationen ergab des Weiteren in LSCC eine 

signifikante Korrelation der SNAIL Expression mit einem niedrigen UICC-Stadium und einem 

  
HNSCC 
(n=334)  

Hypopharynx 
(n=46) 

Larynx 
(n=98) 

Mundhöhle 
(n=76) 

Oropharynx  
p16 pos. 

(n=53) 

Oropharynx  
p16 neg. 

(n=50)         

Geschlecht männlich 112,4 129,6 104,2* 110,4 114,4 126,8  
weiblich 110,2 119,5 144,5* 94,9 98,6 111,6 

        

Alter ≤ 61 J. 110,5 124,6 102,4 105,9 108,2 123,8  
> 61 J. 112,8 130,5 113,1 103,2 110,1 107,3 

        

T-Stadium T 1,2,3 106,8** 114,3*** 104,9 103,7 106,8 111,1  
T 4 130,2** 171,7*** 119,3 111,2 123,5 128,4 

        

N-Stadium N 0,1 105,5** 107,3* 109,2 104,0 97,6** 109,3  
N 2,3 120,0** 141,9* 105,5 106,0 132,1** 115,5 

        

M-Stadium M0 111,7 126,7 108,7 104,1 109,3 114,7  
M1 120,0 188,5 109,3 113,5 - 123,7 

        

UICC-
Stadium 

I – III 106,6* 106,1* 111,8 102,5 103,5 113,3 

 
IV 118,3* 142,1* 104,5 107,9 134,4 115,8 

        

p16 pos. 113,3 98,5 126,9 114,1 109,3 -  
neg. 111,4 130,8 105,5 103,3 - 114,9 

        

Alkohol Ja 119,8** 133,0 108,9 120,0** 124,8 119,8  
Nein 106,7** 117,5 108,7 92,8** 107,2 106,2 

        

Nikotin Ja 113,0 128,2 107,5* 105,5 114,0 116,2 
 

Nein 115,7 141,7 145,4* 107,7 100,7 92,8 
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positiven p16 Status (p=0,028, p=0,012). Zudem war die SNAIL Expression in Tumoren von 

Nichtrauchern signifikant höher als in denen von Rauchern (p=0,019). 

 

Tabelle 10 - SNAIL Expression nach Lokalisation und Tumorcharakteristika 
SNAIL Expression in primären HNSCC Tumoren nach Lokalisation und klinisch pathologischen Daten. Gezeigt sind die 
durchschnittlichen H-Score Werte der jeweiligen Kategorie. Sich signifikant unterscheidende Werte sind fett gedruckt 
und das Signifikanzniveau gekennzeichnet. *- p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001 

 

 

 

  

  
HNSCC 
(n=332)  

Hypopharynx 
(n=46) 

Larynx 
(n=95) 

Mundhöhle 
(n=76) 

Oropharynx  
p16 pos. 

(n=56) 

Oropharynx  
p16 neg. 

(n=48)         

Geschlecht männlich 151,1 147,2 154,5 157,0 145,0 150,4  
weiblich 157,4 130,5 179,3 157,3 149,3 166,8 

        

Alter ≤ 61 J. 151,6 143,9 154,0 154,8 149,6 157,6  
> 61 J. 153,0 145,2 159,8 160,0 144,1 150,4 

        

T-Stadium T 1,2 156,3 144,6 165,0 160,2 150,5 156,6  
T 3,4 148,4 144,8 151,4 154,0 137,5 150,1 

        

N-Stadium N 0 159,5** 138,6 159,0 161,3 163,4 171,1  
N 1,2,3 146,6** 145,9 153,5 152,9 142,2 146,8 

        

M-Stadium M0 152,3 143,6 157,6 158,7 146,3 153,7  
M1 148,8 192,9 154,6 134,5 - 162,1 

        

UICC-
Stadium 

I - II 

157,0 140,9 170,3* 165,0 147,5 157,0  
III - IV 149,2 145,6 150,8* 153,0 142,5 152,7 

        

p16 pos. 150,2 120,8 181,6* 141,8 146,3 -  
neg. 153,2 147,0 152,9* 159,4 - 153,9 

        

Alkohol Ja 152,2 148,8 160,8 153,1 155,2 153,6  
Nein 151,6 133,2 156,0 159,2 144,2 154,4 

        

Nikotin Ja 150,1* 139,9 154,2* 154,3 146,2 155,7  
Nein 167,4* 184,8 188,2* 168,2 150,5 153,2 
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4.5 Koexpression von LSD1 und SNAIL 
 

Die Untersuchung einer Korrelation von LSD1 und SNAIL ergab deren Ko-Expression in den 

untersuchten Patientenproben. Dieser Zusammenhang zeigte sich sowohl in der Betrachtung der 

Primarien (PCC=0,3237, p=2,067 x 10-8)  

Tabelle 11) als auch in der gesammelten Betrachtung aller verfügbaren Gewebeproben 

(PCC=0,2982, p=3,611 x 10-13) (Tabelle 12). 

Die Ko-Expression von LSD1 und SNAIL ist hierbei auch im mikroskopischen Bild sichtbar. Hier 

wiesen Tumorstanzen, die eine hohe Intensität in der einen auch eine hohe Intensität in der 

anderen Färbung auf (Abbildung 10). 

 
Tabelle 11 - Assoziation von LSD1 und SNAIL in primären HNSCC 
Eine hohe LSD1 Expression in Primärtumoren ist signifikant mit einer hohen SNAIL Expression assoziiert. 

 
SNAIL niedrig SNAIL hoch  Signifikanz 

LSD1 niedrig 104 (63,4%) 59 (36,2%) p < 0,001 

LSD1 hoch 60 (36,6%) 104 (63.8%) 
 

 

Tabelle 12 - Assoziation von LSD1 und SNAIL in allen Geweben 
Eine signifikante Assoziation von LSD1 und SNAIL Expression ließ sich auch dann beobachten, wenn alle verfügbaren 
Proben aller Patienten betrachtet wurden.  

SNAIL niedrig SNAIL hoch  Signifikanz 

LSD1 niedrig 177 (62,1%) 111 (38,9%) p < 0,001 

LSD1 hoch 108 (37,9%)  174 (61,1%) 
 

 

 

Abbildung 10 - LSD1 und SNAIL Ko-Expression: Beispiel-Cores 
Beispielhaft gezeigt sind vier Paare (A-D) der jeweils gleichen Tumorstanze in der SNAIL und LSD1 Färbung. Diese geben 
den Eindruck wieder, dass Cores, welche eine hohe Färbeintensität aufwiesen in der einen auch in der jeweils anderen 
Färbung eine hohe Färbeintensität zeigten (A, B) und jene Cores mit niedrigen Färbeintensität in der einen Färbung auch 
in der jeweils anderen lediglich schwach angefärbt wurden (C,D). 
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4.6 Prognostische Relevanz von LSD1 und SNAIL in HNSCC 
 

Im Weiteren wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang der Expression von LSD1 und dem 

Gesamtüberleben oder dem Rezidiv-freien Überleben gibt (Abbildung 11). 

Hierbei ließ sich in Bezug auf das Gesamtüberleben weder in der Gesamtkohorte noch in der 

getrennten Analyse der einzelnen Primärlokalisationen eine signifikante Korrelation der LSD1 

Expression mit einer schlechteren Prognose beobachten. Jedoch zeigte sich insbesondere in 

HPSCC die Tendenz eines schlechteren Gesamtüberleben bei Tumoren, welche eine erhöhte LSD1 

Expression aufwiesen (Abbildung 11C). 

Bei der Analyse des Rezidiv-freien Überlebens in Abhängigkeit der LSD1 Expression ließ sich in der 

Gesamtkohorte ebenfalls kein signifikanter Unterschied feststellen (Abbildung 11B). Die getrennte 

Betrachtung der Sublokalisationen ergab einzig im Hypopharynx einen signifikanten Unterschied 

in Hinsicht auf das Rezidiv-freie Überleben (Abbildung 11D). Hierbei korrelierte eine erhöhte LSD1 

Expression mit einer schlechteren Prognose. Die multivariate Analyse dieses Zusammenhangs 

ergab, eine Unabhängigkeit von anderen prognostisch relevanten Faktoren (Appendix 1). 

  

Abbildung 11 - Überleben nach LSD1 Expression 
Die dargestellten Kaplan-Meyer Kurven zeigen die Unterschiede zwischen LSD1 hoch und niedrig exprimierenden 
Tumoren in Bezug auf das Gesamtüberleben (A, C) und das Rezidiv-freie Überleben (B, D). In A und B werden hierbei alle 
HNSCC Primarien, in C und D lediglich jene, die aus dem Hypopharynx stammen betrachtet.  
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Eine erhöhte SNAIL Expression korrelierte in der Gesamtkohorte sowohl in Bezug auf das Gesamt- 

als auch das Rezidiv-freie Überleben mit einer signifikant schlechteren Prognose (Abbildung 12A 

und B). Die prognostische Relevanz zeigte sich in der multivariaten Analyse als unabhängig von 

anderen prognostischen Faktoren (OS: Appendix 2, RFS:  
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Appendix 3). 

Es ließ sich einzig in den Tumoren des Hypopharynx ein Zusammenhang zwischen der SNAIL 

Expression und der Prognose in Bezug auf das Gesamt- und das Rezidiv-freie Überleben 

beobachten (Abbildung 12C und D). Hierbei korrelierte eine erhöhte SNAIL Expression signifikant 

mit einer schlechteren Prognose in beiden Betrachtungen. Diese Korrelation mit einer schlechten 

Prognose in HPSCC war in der multivariaten Analyse in Bezug auf das Rezidiv-freie Überleben als 

unabhängig von anderen prognostisch relevanten Tumor- und Patienteneigenschaften (Appendix 

4). Dies gilt nicht für das Gesamtüberleben in HPSCC. 

 

Um zu überprüfen, ob die gemeinsame Überexpression von LSD1 und SNAIL eine andere 

prognostische Aussagekraft hat, als die Überexpression lediglich eines der beiden Proteine, 

wurden im Folgenden die LSD1 und SNAIL Expressionsdaten der Tumore miteinander kombiniert 

und deren Korrelation mit dem Gesamt- und Rezidiv-freien Überleben analysiert (Abbildung 13). 

Die Tumore, die eine simultane Überexpression beider Marker aufwiesen, wurden mit denen, mit 

einer alleinigen Überexpression eines der beiden Marker und jenen Tumoren verglichen, die 

sowohl LSD1 als auch SNAIL niedrig oder nicht exprimieren. 

Dabei zeigte sich ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben in den Tumoren der 

Gesamtkohorte, die sowohl LSD1 als auch SNAIL überexprimieren, als in denen, die beide Marker 

nicht oder niedrig exprimieren (Abbildung 13A). Des Weiteren ließ sich sowohl im Vergleich der 

Abbildung 12 - Überleben nach SNAIL Expression 
Dargestellt sind Kaplan-Meyer Kurven, welche die Unterschiede im Gesamtüberleben (A, C) und Rezidiv-freien 
Überleben (B, D) zwischen SNAIL hoch und niedrig exprimierenden Primarien zeigen. In A und B werden hierbei alle 
HNSCC Primarien, in C und D nur Hypopharynxtumore betrachtet. 
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Tumore, die beide Proteine stark exprimieren als auch in jenen, die entweder LSD1 oder SNAIL 

hoch, das andere jedoch niedrig exprimieren mit den Tumoren, die beide Marker niedrig 

exprimieren, ein signifikant schlechteres Rezidiv-freie Überleben beobachten (Abbildung 13B). 

Die isolierte Analyse der einzelnen Primärlokalisationen ergab keine signifikanten Unterschiede in 

LSCC, OSCC oder OPSCC. In HPSCC zeigte sich jedoch sowohl in Bezug auf das Gesamt- als auch 

das Rezidiv-freie Überleben eine signifikant schlechtere Prognose für Patienten mit LSD1 und 

SNAIL überexprimierenden Tumoren als in denen, die sowohl LSD1 als auch SNAIL niedrig 

exprimieren (Abbildung 13C und D). 

Insbesondere die Betrachtung des Rezidiv-freien Überlebens in HPSCC ergab tendenziell eine 

schlechtere Prognose, wenn beide Marker hoch exprimiert sind, als wenn entweder LSD1 oder 

SNAIL hoch, das jeweils andere jedoch niedrig exprimiert ist (Abbildung 13D).  

Abbildung 13 - Überleben nach LSD1 und SNAIL Expression 
Gezeigt sind Kaplan-Meyer Kurven in Bezug auf das Gesamtüberleben (A, C) und das Rezidiv-freie Überleben (C, D) in 
HNSCC Primarien (A, B) und Primarien des Hypopharynx in getrennter Betrachtung (C, D). Hierbei werden Tumore, die 
sowohl LSD1 als auch SNAIL nicht oder nur schwach exprimieren (-/-), mit jenen, die beide Proteine stark exprimieren 
(+/+) und jenen, die entweder LSD1 oder SNAIL stark, das jeweils andere aber nicht oder schwach exprimieren (+/-), 
verglichen. Die paarweise Signifikanztestung mittels Log-Rank Tests ist jeweils unterhalb der Kurven gezeigt und 
signifikante Ergebnisse fett hervorgehoben. 
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4.7 LSD1 und SNAIL Expression und Therapiesensitivität 
 
Trotz der Entwicklung neuer Therapieoptionen, wie der Inhibition von EGFR oder der Hemmung 

der PD-1/PD-L1 Interaktion, nehmen Radio- und Chemotherapie bei der Behandlung von HNSCC 

weiterhin eine entscheidende Rolle ein (2). Zur Beurteilung der Sensitivität der HNSCC Tumore der 

untersuchten Kohorte auf Radio- und Chemotherapie wurden im Folgenden jeweils jene Tumore 

isoliert betrachtet, die mittels dieser Therapieansätze behandelt wurden. Die Sensitivität der 

Tumore für die jeweilige Therapie wurde anhand des 5-J. Rezidiv-freien Überlebens der Patienten 

beurteilt, diese Therapie bekommen habe. Eine bessere Prognose in Bezug auf das Rezidiv-freie 

Überleben wurde hierbei als eine höhere Sensitivität für die jeweilige Therapie interpretiert. 

Eventuelle Überlappungen der Gruppen (Radio-therapiert oder Chemo-therapiert) durch 

kombinierte oder sukzessive Behandlung mit Radio- und Chemotherapie oder die Einflüsse 

anderer Therapien wie z.B. der operativen Entfernung wurden hierbei nicht berücksichtigt. 

 

Tabelle 13 – Rezidiv-freies Überleben in HNSCC mit Chemotherapie nach LSD1 und SNAIL 
Expression 
In der gezeigten Tabelle sind die Unterschiede in Bezug auf das Rezidiv-freie Überleben zwischen den jeweiligen Gruppen 
anhand der Hazard Ratios aufgeführt. Hierzu wurde eine univariate Cox-Regression mit jenen HNSCC Primarien 
durchgeführt, die im Verlauf der Erkrankung eine Chemotherapie erhalten haben, durchgeführt. Signifikante Ergebnisse 
sind fett markiert. 

 

Zunächst wurden jene primären HNSCC analysiert, die eine Chemotherapie erhalten haben (n=99) 

(Tabelle 13). Hier zeigte sich zwischen den Tumoren, die eine hohe und denen, die eine niedrige 

LSD1 Expression aufwiesen, kein Unterschied im Rezidiv-freie Überleben. In Bezug auf die SNAIL 

Expression ließ sich beobachten, dass die Tumore mit einer hohen Expression tendenziell eine 

schlechtere Prognose hatten. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. 

  HR (95% -Konf.) Signifikanz 

LSD1-Expression  LSD1- (n=39) 1,25 (0,72-2,15) p=0,423 

 LSD1+ (n=58)   

    

SNAIL-Expression SNAIL- (n=56) 1,67 (0,98-2,83) p=0,059 

 SNAIL+ (n=41)   

    

LSD1- und SNAIL-
Expression 

LSD1- und SNAIL- (n=32) 
1,58 (0,73-3,43) p=0,242 

 LSD1+ und SNAIL- (n=23)   

    

 LSD1- und SNAIL- (n=32)           5,48 (2,07-14,51) p=0,001 

 LSD1- und SNAIL+ (n=6)   

    

 LSD1- und SNAIL- (n=32)                      1,77 (0,90-3,46) p=0,097 

 LSD1+ und SNAIL+ (n=35)   
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Des Weiteren wurde eine kombinierte Analyse des prognostischen Wertes der LSD1 und SNAIL 

Expression durchgeführt. Hierzu wurden jeweils die primären HNSCC, die eine hohe LSD1 aber 

eine niedrige SNAIL Expression, jene, die eine niedrige LSD1 aber eine hohe SNAIL Expression und 

die, die für beide Marker eine hohe Expression zeigten, mit den Tumoren verglichen, die sowohl 

eine niedrige LSD1 als auch eine niedrige SNAIL Expression aufwiesen. Es stellte sich ein signifikant 

schlechteres Ansprechen auf die Chemotherapie in den Tumoren dar, die SNAIL hoch, LSD1 

jedoch niedrig exprimierten, als in jenen die beide Marker niedrig exprimieren. Dieser 

Unterschied ist zudem unabhängig von anderen prognostischen Faktoren (Appendix 5). Für die 

Tumore, die SNAIL niedrig, LSD1 jedoch hoch und die, die beide Marker hoch exprimieren ließ sich 

kein Unterschied der Chemosensitivität beobachten. 

 

Tabelle 14 – Rezidiv-freies Überleben in HNSCC mit Radiotherapie nach LSD1 und SNAIL 
Expression 
In der gezeigten Tabelle sind die Unterschiede in Bezug auf das Rezidiv-freie Überleben zwischen den jeweiligen Gruppen 
anhand der Hazard Ratios aufgeführt. Hierzu wurde eine univariate Cox-Regression mit jenen HNSCC Primarien 
durchgeführt, die im Verlauf der Erkrankung eine Radiotherapie erhalten haben, durchgeführt. Signifikante Ergebnisse 
sind fett markiert. 

 

Analog zu der Betrachtung der primären HNSCC, die mittels Chemotherapie behandelt wurden, 

wurde eine Analyse der Unterschiede im 5-J. Rezidiv-freien Überleben nach LSD1 und SNAIL 

Expression in Tumoren durchgeführt, die mit Radiotherapie behandelt worden sind (n=201) 

(Tabelle 14). 

Hierbei zeigte sich in jenen HNSCC, die, ungeachtet der LSD1 Expression, eine hohe SNAIL 

Expression aufweisen, ein signifikant besseres Ansprechen auf die Therapie als bei denen, die eine 

niedrige SNAIL Expression aufweisen. Dieser Unterschied war in der multivariaten Analyse nicht 

unabhängig von anderen prognostischen Faktoren (Appendix 6). Bei Tumoren mit einer niedrigen 

LSD1 Expression lässt sich zudem tendenziell ein besseres Rezidiv-freies Überleben beobachten. 

  HR (95% -Konf.) Signifikanz 

LSD1-Expression  LSD1- (n=88) 1,50 (0,98-2,28) p=0,062 

 LSD1+ (n=106)   

    

SNAIL-Expression SNAIL- (n=101) 1,59 (1,04-2,43) p=0,031 

 SNAIL+ (n=91)   

    

LSD1- und SNAIL-
Expression 

LSD1- und SNAIL- (n=60) 
1,51 (0,81-2,84) p=0,198 

 LSD1+ und SNAIL- (n=39)   

    

 LSD1- und SNAIL- (n=60)           1,77 (0,90-3,48) p=0,099 

 LSD1- und SNAIL+ (n=27)   

    

 LSD1- und SNAIL- (n=60)                     1,96 (1,13-3,39) p=0,016 

 LSD1+ und SNAIL+ (n=64)   
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Außerdem zeigen Tumore, die eine kombinierte LSD1 und SNAIL Überexpression aufweisen, ein 

schlechteres Rezidiv-freies Überleben als jene, die sowohl LSD1 und SNAIL niedrig exprimieren. 

Dieser Unterschied im Rezidiv-freien Überleben und somit dem Ansprechen auf die Radiotherapie 

zeigte sich in der multivariaten Analyse als unabhängig von anderen prognostische relevanten 

Tumor- und Patientencharakteristika (Appendix 7). 

 

4.8 LSD1 und SNAIL in HNSCC Zelllinien 
 

Um die Expression von LSD1 und SNAIL in HNSCC Zelllinien und hier auch Kontext einer Cisplatin 

Resistenz beurteilen zu können wurde die Expression beider Marker in ausgewählten Zelllinien 

(FaDu, FaDu cis., Detroit 562, UT-SCC-60A) auf Protein und auf RNA-Ebene untersucht. Die 

Analyse der LSD1 und SNAIL Expression auf Proteinebene mittels Western Blot ergab 

durchgehend eine Expression beider Proteine in den Proteinextrakten aus den Zellkernen aller 

Zelllinien und Passagen. Die Messung wurde drei Mal mit jeweils unterschiedlichen Passagen der 

Zelllinien durchgeführt. Das Histon H3 diente hierbei als Ladekontrolle, da es ubiquitär und 

nahezu gleicher Menge im Zellkern exprimiert wird. Abbildung 14 gibt beispielhaft die Ergebnisse 

dieser drei Western Blots wieder. Da sich in den Western Blots lediglich geringe 

Expressionsunterschiede von LSD1 und SNAIL zwischen den jeweiligen Zelllinien zeigten, wurde 

auf eine quantitative Analyse der Western Blot Ergebnisse verzichtet und die LSD1 und SNAIL 

Expression mittel RT-qPCR auf RNA-Ebene quantifiziert (Abbildung 15). 

Hierbei wurden ebenfalls drei Replikate mit jeweils verschiedenen Passagen der Zelllinien 

betrachtet. Bezüglich LSD1 ließ sich in UT-SCC-60A Zellen eine signifikant höhere Expression 

Abbildung 14 - Western Blot von HNSCC Zelllinien 
Der dargestellte Western Blot gibt repräsentativ die Ergebnisse Replikate 
wieder. Zu sehen ist, dass sowohl LSD1 als auch SNAIL in den Zellkernen der 
untersuchten Zelllinien exprimiert ist. 
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beobachten als in den Zelllinien FaDu und FaDu cis. (p=8,3 x 10-4, p=0,001). Außerdem war die 

LSD1 Expression in Detroit 562 Zellen gegenüber FaDu Zellen signifikant erhöht (p=0,037). Ein 

Unterschied der LSD1 Expression zwischen den Cisplatin resistenten FaDu Zellen und der 

parentalen FaDu Zelllinien für LSD1 stellte sich nicht dar. 

Bei der Betrachtung der SNAIL Expression zeigte sich in den Cisplatin resistenten FaDu Zellen 

gegenüber allen anderen untersuchten Zelllinien eine signifikant höhere Expression (FaDu: 

p=0,007, Detroit 562: p=0,014, UM-SCC-60A: p=8,3 x 10-4). Zudem war die SNAIL Expression im 

Vergleich zu den FaDu Zellen in UT-SCC-60A signifikant niedriger (p=0,010).  

 

 

 

  

Abbildung 15 - LSD1 und SNAIL Expression in HNSCC Zelllinien 
Dargestellt sind die Expressionen von LSD1 (links) und SNAIL (rechts) auf RNA-Ebene in HNSCC Zelllinien. Es wird die       
x-Fache Expression im Vergleich zu FaDu Zellen gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Abweichung vom 
Mittelwert und signifikante Unterschiede sind wie folgt gekennzeichnet: *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001 
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5 Diskussion 
5.1 Übersicht 

 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs sind eine häufige Tumorerkrankung, die oft 

schwere Einschnitte in die Lebensqualität betroffener Patienten mit sich bringt (2). Die 

Etablierung neuer Biomarker sowie die Erweiterung des Forschungsstandes bezüglich der 

Bedeutung prognostisch relevanter Marker ist dringend notwendig, um HNSCC Tumore zu 

stratifizieren und die Auswahl einer adäquaten Therapie zu erleichtern. Aus diesem Grund 

wurden in der vorliegenden Arbeit die LSD1 und SNAIL Expressionen in HNSCC im Kontext klinisch 

pathologischer Charakteristika, der Prognose für Patienten sowie der Therapieresistenz 

beleuchtet. Hierzu dienten die immunhistochemische Färbung einer umfassenden und klinisch gut 

charakterisierten HNSCC Kohorte sowie die Expressionsanalyse in ausgewählten Zelllinien mittels 

Western Blot und RT-qPCR.  Im Nachfolgenden sollen die Ergebnisse analog zur bisherigen 

Darstellung für LSD1 und SNAIL dort, wo es im Sinne einer übersichtlicheren Struktur sinnvoll ist, 

erst getrennt voneinander und anschließend in kombinierter Betrachtung diskutiert werden. 

 

5.2 Kohorte und Färbung 

  

Wie in 2.9 Patientenkollektiv beschrieben erfolgte die Erstellung der Kohorte im Rahmen des 

Promotionsprojektes von Patrick Kuppler am Institut für Pathologie der Universität zu Lübeck 

(135). Der Aufbau und die Beschaffenheit der Kohorte wurden dort umfassend diskutiert und 

sollen hier daher nur punktuell erneut aufgegriffen werden. 

Die TMAs bestehen aus Gewebestanzen, welche aus den Tumorproben entnommen und in einem 

Raster angeordnet wurden. Durch die Schwierigkeit bei der Erstellung der TMAs die 

dreidimensionale Struktur des Tumors und dessen Tiefe in den Gewebeschnitten, aus denen die 

Stanzen entnommen werden, zu erfassen, ist herbei nicht immer gegeben, dass auf jeder Höhe 

der Stanzen Tumorgewebe vorhanden ist. Daher ist teils allein aufgrund der Beschaffenheit der 

TMAs ein Teil der Proben in einem gegebenen Anschnitt kein Tumorgewebe enthalten. Dieser 

Effekt nimmt mit fortlaufender Nutzung der TMAs zu. In der vorliegenden Analyse konnten von 

419 in der Kohorte inkludierte Patienten Gewebeproben von 334 (LSD1) bzw. 332 (SNAIL) 

Patienten angefärbt und ausgewertet werden. 

Im Rahmen der Etablierung der immunhistochemischen Färbung wurden die Antikörper an 

Positivkontrollen getestet. Es zeigte sich eine spezifische Färbung beider Proteine, die, wie zu 

erwarten, nahezu ausschließlich im Nukleus der Zellen zu beobachten war.  
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LSD1 und SNAIL sind in diversen Tumorentitäten wie beispielsweise Brust-, Prostata- oder 

hepatozellulären Karzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe überexprimiert (95,96,114,117). 

Analog hierzu beschränkte sich die LSD1 als auch die SNAIL Färbung bei der durchgeführten 

Analyse nahezu komplett auf die Zellkerne der Tumorzellen, während die Anfärbung von Zellen 

des gesunden Gewebes eine seltene Ausnahme blieb und hier nur vereinzelt zu beobachten war. 

 

5.3 Korrelationen mit Patienten- und Tumorcharakteristika  

 

Die Analyse der LSD1 und SNAIL Expressionen im Zusammenhang mit verschiedenen Patienten- 

und Tumoreigenschaften ergaben teils von der Sublokalisation abhängige Ergebnisse. 

Alkohol- und Nikotinkonsum stellen Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von HPV-negativen 

HNSCC Tumoren dar (2,8). Ein hoher Alkoholkonsum ist hierbei insbesondere in der Mundhöhle 

ein starker Risikofaktor für Entstehung eines Karzinoms und in anderen Tumorentitäten wie Brust 

und Darmkrebs wurde ein erhöhtes EMT-Geschehen durch Alkohol dargestellt (151,152). In der 

vorliegenden Arbeit zeigte sich eine erhöhte LSD1 Expression in den Tumoren von Patienten, die 

Alkohol konsumieren als in jenen, ohne Alkoholkonsum. Diese Assoziation bestand bei der 

Betrachtung der gesamten Kohorte und bei der getrennten Analyse oraler HNSCC. Die genauen 

Mechanismen, die durch Alkohol beeinflusst werden und schlussendlich zur Karzinogenese 

beitragen sind noch nicht vollumfassend verstanden, jedoch ist bekannt, dass sich Alkoholkonsum 

auf den Hormonaushalt und auch auf epigenetische Prozesse auswirkt (153). Es ist hier demnach 

denkbar, dass Alkohol sich auf die LSD1 Expression auswirkt und diese eine Rolle bei der 

Vermittlung der karzinogenen Rolle des Alkohols spielt. Da Alkoholkonsum jedoch nicht 

ausschließlich für OSCC sondern auch für Pharynx- und Larynxtumore ein etablierter Risikofaktor 

ist, wäre an dieser Stelle auch eine Differenz der LSD1 Expression in Abhängigkeit des 

Alkoholkonsums auch in diesen Entitäten zu erwarten (154). Hier bedarf es weiterer 

Untersuchungen des Einflusses von Alkohol auf die LSD1 Expression in den verschiedenen HNSCC 

Subgruppen an Kohorten, welche, in unserer Kohorte nicht erfasste Patientengruppen (z.B. 

anderer Herkunft), abdecken und gegebenenfalls auch eine genauere Quantifizierung der 

konsumierten Menge an Alkohol zulassen. Anders, als erwartet ergab die Betrachtung der LSD1 

und SNAIL Expression im Kontext des Nikotinkonsums in Larynxtumoren eine höhere Expression 

beider Proteine in Tumoren von Nichtrauchern. Dieser Zusammenhang konnte bezüglich der 

SNAIL auch in der Gesamtkohorte beobachtet werden. Bisherige Studien zeigten im Gegensatz 

hierzu vermehrte Invasion, Migration und ein vermehrtes EMT-Geschehen durch höhere 

Nikotinexposition in HNSCC als auch eine niedrigere SNAIL Expression in Pharynxtumoren von 

Nichtrauchern (119,155,156). Hier sind weiterer Analysen notwendig, um die Einflüsse von 
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Nikotin und Tabakrauch auf die Progression und Entstehung der verschiedenen HNSCC 

Subgruppen zu erörtern. Für die differenzierte Betrachtung des Einflusses verschiedener 

Rauchgewohnheiten, der konsumierten Menge sowie des Zusammenspiels der Nikotinexposition, 

anderer Risikofaktoren und eventuell genetischer Faktoren auf die LSD1 und SNAIL Expression 

sowie die Tumorprogression in den verschiedenen HNSCC Subgruppen bedarf es weitere, diverse 

und umfassend charakterisierte Kohorten. 

Der Larynx ist ein Organ, welches durch Östrogene und Androgene beeinflusst wird. Eine, durch 

höhere Östrogenspiegel bedingte, vermehrte Aktivierung des G-Protein gekoppelten 

Östrogenrezeptors 1 (GPER, GPR30), welcher auch in Larynxtumoren exprimiert wird, führte in 

endometrialen Tumorzellen zu einer vermehrten LSD1 Expression (89,157). Die höhere LSD1 

Expression in Larynxtumoren weiblicher Patienten, die sich in unserer Betrachtung darstellte, lässt 

sich demnach potenziell auf einen Zusammenhang mit Hormonrezeptoren zurückführen. 

Ebenfalls in Larynxtumoren war in der vorliegenden Analyse die SNAIL Expression in p16-positiven 

höher als in p16-negativen. Der p16 Expression als Surrogatparameter für eine HPV-Assoziation 

kommt insbesondere in Oropharynxtumoren eine Bedeutung zu. In anderen HNSCC wird eine 

prognostische Relevanz zwar diskutiert ist bisher jedoch nicht abschließend bestätigt oder von 

Relevanz im klinischen Alltag (15,16,52–54). Eine Analyse des Zusammenhangs der SNAIL 

Expression mit dem p16 Status von Cho et al. ergab eine signifikant höhere Expression in p16-

positiven HNSCC, die sich bei getrennter Betrachtung der OPSCC und nicht-OPSCC jedoch auf 

HNSCC des Oropharynx beschränkte (158). Eine weitere Analyse einer solchen Assoziation in 

HNSCC zeigte keine signifikanten Ergebnisse (159). Sowohl bezüglich der Bedeutung von p16 in 

nicht oropharyngealen HNSCC als auch hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen p16 und SNAIL 

sind weitere Analysen notwendig.  

Dem EMT-Prozess, bei dem Zellen epitheliale Charakteristika wie die Expression verschiedener 

Zelladhäsionsmoleküle verlieren und somit mobiler und invasiver werden, wird oft eine 

Schlüsselrolle bei der Entstehung von Metastasen zugeschrieben. Auch der reverse Prozess (MET), 

bei dem Zellen am Ort der Metastase wieder epitheliale Charakteristika annehmen, wird als 

potenziell wichtiger Prozess während der Metasasenetablierung diskutiert (110). Der 

Transkriptionsfaktor SNAIL stellt einen häufig verwendeten Marker für ein EMT-Geschehen dar. Er 

führt zu einer Repression des Zelladhäsionsmoleküls E-Cadherin, dessen Verlust oder 

Herunterregulierung ein zentraler Prozess während der EMT ist (109). Bei dieser Repression von 

E-Cadherin ist das Zusammenspiel von SNAIL mit LSD1 von entscheidender Bedeutung (124). Die 

strikte Notwendigkeit der EMT und MET für die Metastasierung von Tumoren ist jedoch nicht 

durchgehend gegeben. In einigen Tumoren wie dem Pankreaskarzinom ist eine EMT 

beispielsweise nicht für die Ausbildung von Metastasen erforderlich (160). Hingegen konnte in 
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Brustkarzinomen gezeigt werden, dass Zellen E-Cadherin am Ort Metastasierung re-exprimiert 

wird und so zu dessen Etablierung beiträgt (161). Andere Berichte beschreiben bei 

Mammakarzinomen eine verminderte E-Cadherin Expression in LK-Metastasen im Vergleich zu 

Primarien (162). In Ovarialtumoren wurden erhöhte SNAIL und verminderte E-Cadherin 

Expression in Metastasengewebe gegenüber Primarien beobachtet (115). Analysen der Expression 

von EMT-Markern in Kolorektalkarzinomen ergaben eine Abhängigkeit von der Lokalisation 

innerhalb des Tumors. Hier wurde eine verminderte E-Cadherin Expression an der Tumorfront im 

Vergleich zur Mitte des Tumors sowie eine wieder erhöhte Expression in entstandenen 

Metastasen dargestellt (163). Aiello et al. fassten die bisherigen Erkenntnisse zum EMT/MET 

Modell zusammen, beschrieben die Bedeutung und Notwendigkeit diesbezüglich als 

kontextabhängig und bezogen sich dabei sowohl auf die Entität als auch die 

molekularbiologischen Gegebenheiten innerhalb des Tumors und dessen Umgebung (164). Die 

hier dargestellte erhöhte Expression von SNAIL in LK- und Fernmetastasen im Vergleich zu 

zugehörigen Primärtumoren steht in Einklang mit den Ergebnissen von Chen et al., die in, im 

Mausmodell induzierten, Metastasen von oralen HNSCC eine erhöhte Expression gegenüber den 

Primarien zeigten, und unterstützt damit die Hypothese, dass die EMT eine wichtige Rolle bei der 

Formierung von Metastasen in HNSCC einnimmt (165). Im Gegensatz hierzu wurde in unserer 

Kohorte eine signifikant niedrigere LSD1 Expression in Gewebe von LK-Metastasen als in 

zugehörigen Primarien beobachtet. Da in Fernmetastasen, wenn auch nicht signifikant, eine 

tendenziell höhere LSD1 Expression aufwiesen als zugehörige Primarien und angesichts der 

erhöhten SNAIL Expression in LK-Metastasen wäre die Schlussfolgerung, hierbei könnte es sich um 

ein Zeichen eines MET-Prozesses handeln eher unwahrscheinlich. Eine näherliegende Erklärung 

wäre eine Veränderung der LSD1 Expression in LK-Metastasen aufgrund eines veränderten 

Stoffwechsels oder anderer Prozesse, in die LSD1, neben der EMT, auch involviert ist.  

Bisherige Untersuchung bezüglich der Expression verschiedener EMT-Marker wie E-Cadherin, 

Vimentin, Twist und N-Cadherin in Gewebeproben ergaben beispielsweise in Brusttumoren einen 

vermehrten Shift vom epithelialen zu mesenchymalen (oder einem intermediären) Phänotyp in 

Rezidiven im Vergleich zu zugehörigen Primarien (166). Eine erhöhte SNAIL Expression konnte 

zudem verglichen mit den jeweiligen Primärtumoren in Rezidiven von Ovarialtumoren gefunden 

werden. Diese Überexpression von EMT-Markern in Rezidivgewebe wurde im Allgemeinen mit der 

Tumorprogression begründet. Analog hierzu zeigten sich in der vorliegenden Betrachtung 

durchschnittlich signifikant höhere SNAIL Expression in Rezidiven. Die Tendenz einer Staffelung 

der durchschnittlichen SNAIL Expressionslevel von Primarien über Lymphknoten- und 

Fernmetastasen bis zu Rezidiven entspricht hierbei ebenfalls der Progression von Tumoren.  
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Die Tendenz einer solchen Staffelung von LK- über Fernmetastasen bis zu Rezidiven bestand 

ebenfalls bei der Analyse der LSD1 Expression. Hier zeigte sich zudem eine signifikant höhere 

Expression in Rezidiven als in zugehörigen Primärtumoren.  

Die Betrachtung von LSD1 in den verschiedenen Primärlokalisationen ergab eine signifikant 

höhere Expression in Primarien hypopharyngealen Ursprungs als in den HNSCC anderer 

Lokalisationen. Es ist bereits bekannt, dass die oft zusammengefasste Tumorgruppe der HNSCC 

ein hohes Maß an Heterogenität aufweist. So unterschieden sich zum Beispiel die Prognose und 

das Ansprechen auf verscheiden Therapiemodalitäten zwischen den Sublokalisationen (167). 

Hypopharynxtumore zeigen hierbei im Allgemeinen die ungünstigste Prognose und ein 

schlechteres Ansprechen auf Radio- und Chemotherapie als andere HNSCC (48,168). 

Bei bisherigen Analysen der LSD1 Expression in Tumoren konnte in diversen Tumorentitäten im 

Vergleich zu gesundem Gewebe eine Überexpression beobachtet werden (95–97). Hierbei 

korrelierte eine hohe LSD1 Expression oftmals mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium. Auch 

in HNSCC der Mundhöhle wurde von Wang et al. eine höhere LSD1 Expression in jenen 

fortgeschrittenen Tumoren gezeigt (100). Bei der Betrachtung der Gesamtkohorte stellte sich in 

der hier untersuchten Kohorte ebenfalls eine signifikant höhere LSD1 Expression Tumoren mit 

einem fortgeschrittenen T-, N- und UICC-Stadium dar. Jedoch zeigte sich dieser Zusammenhang 

bei der getrennten Betrachtung der Primärlokalisationen mit Ausnahme des N-Stadiums in p16-

positiven Oropharynxtumoren lediglich in Tumoren des Hypopharynx, während eine solche 

Korrelation in p16-negativen Tumoren des Oropharynx, denen des Larynx oder der Mundhöhle 

nicht zu beobachten war.  

Dieser Zusammenhang sowie die beobachtete erhöhte LSD1 Expression in HNSCC des 

Hypopharynx weist darauf hin, dass LSD1 in dieser Tumorentität eine hervorzuhebende 

Bedeutung zukommt.  

Bezüglich der SNAIL Expression wurden keine Unterschiede zwischen den untersuchten 

Primärlokalisationen beobachtet. Im Gegensatz hierzu zeigten vorherige Untersuchung von SNAIL 

in Pharynxtumoren eine signifikant höhere Expression in denen des Hypopharynx als in jenen des 

Oropharynx (119). 

Wie LSD1 ist auch SNAIL in diversen Tumoren mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium 

assoziiert (114–116,118). In bisherigen Studien wurde in HNSCC eine Assoziation einer erhöhte 

SNAIL Expression mit dem Vorhandensein von Metastasen geschildert (169). Betrachtungen, 

welche sich auf einzelne HNSCC Subgruppen beschränkten, ergaben in laryngealen und 

hypopharyngealen HNSCC ebenfalls einen solchen Zusammenhang mit fortgeschrittenem 

Tumorstadium und der Präsenz von Metastasen (170,171). Studien, die die SNAIL Expression 

ausschließlich in OSCC untersuchten, ergaben teils eine Korrelation mit fortgeschrittenem T-, N- 
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oder UICC-Stadium, zeigten jedoch teilweise auch keine signifikanten Assoziationen mit diesen 

Tumorcharakteristika (172–177). Diese variierenden Ergebnisse legen nahe, dass die Assoziation 

der SNAIL Expression mit dem Tumorstadium weiteren Einflussfaktoren unterliegt und sich 

gegebenenfalls in Abhängigkeit der geographischen Lage oder der Exposition gegenüber 

verschiedenen Risikofaktoren unterscheidet. Eine, wie hier bei der Analyse der Gesamtkohorte 

und der laryngealen HNSCC beobachtete, signifikant höhere SNAIL Expression in jenen Tumoren, 

die ein niedriges N- bzw. UICC-Stadium aufweisen, ist bisher jedoch nicht beschrieben. Da es sich 

beim Larynx um ein Organ handelt, dessen Ausdifferenzierung und Wachstum durch 

Sexualhormone beeinflusst wird, ist in Larynxtumoren ein Zusammenhang der beobachteten 

Ergebnisse mit der Expression verschiedener Östrogenrezeptoren denkbar. Im Gegensatz zum ER-

α, dessen Beteiligung an einer E-Cadherin Runter- und SNAIL Hochregulierung in Tumorzellen des 

Ovars gezeigt wurde, senkt eine Aktivierung des ER-β die SNAIL Expression (178). Im Vergleich zu 

HNSCC anderer Primärlokalisationen weisen laryngeale HNSCC eine signifikant niedrigere ER-β 

Expression auf (179). Obwohl auch Studien vorliegen, die eine höhere ER-β Expression in Tumoren 

eines niedrigen TNM-Stadiums oder diesbezüglich keinen signifikanten Zusammenhang ergaben, 

konnte in HNSCC des Larynx eine höhere ER-β in schlecht differenzierten Tumoren und solchen 

mit LK-Metastasen, also fortgeschritteneren Tumoren, nachgewiesen werden (180,181).  

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine Ko-Expression von LSD1 und SNAIL 

in Tumorgewebe von HNSCC Patienten nachgewiesen werden. Die gemeinsame Expression beider 

Proteine in Patientenproben wurde bisher lediglich in Gewebeschnitten von Mammakarzinomen 

untersucht (88). Das Zusammenspiel von LSD1 und SNAIL nimmt eine Schlüsselrolle im EMT-

Geschehen ein (124). Die Interaktion beider Proteine basiert auf der SNAG-Domäne des SNAIL 

Proteins, welche strukturelle Ähnlichkeit mit dem Histon H3 aufweist, hiermit an LSD1 bindet und 

dieses an den E-Cadherin Promotor rekrutiert (88). Die zelluläre Ko-Lokalisation beider Proteine 

sowie dessen Assoziation mit dem EMT-Prozess wurde vor Kurzem in einer oralen HNSCC Zelllinie 

gezeigt (182). Trotz der hochsignifikanten Korrelation beider Proteine sowohl in Primarien als 

auch in allen verfügbaren Proben ist der Grad der Korrelation mit einem Pearson´s corelation 

coefficient (PCC) von 0,3237 für Primärtumore und 0,2982 für die Gesamtheit aller Proben relativ 

schwach. In den Kernextrakten aller untersuchten HNSCC Zelllinien stellte sich, obwohl LSD1 und 

SNAIL in allen Zelllinien gemeinsam exprimiert wurde, zudem die Tendenz eines inversen 

Zusammenhangs dar. So wies UT-SCC-60A, die Zelllinie mit dem höchsten LSD1 Level, die 

niedrigste SNAIL Expression auf. Dies lässt sich damit erklären, dass das Zusammenspiel von LSD1 

und SNAIL zwar notwendig für deren Beteiligung am EMT-Geschehen ist, beide Proteine jedoch 

auch in andere Prozesse involviert sind, die nach aktuellem Stand unabhängig voneinander sind. 
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Dennoch unterstützt die hier gezeigte Ko-Expression beider Marker die Hypothese, dass auch in 

HNSCC ein bedeutsamer Zusammenhang von LSD1 und SNAIL besteht.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der Korrelation 

der LSD1 und SNAIL Expressionen mit klinisch pathologischen Tumor- und Patienteneigenschaften 

nur teilweise im Einklang mit den Ergebnissen bisheriger Betrachtungen stehen. Es bedarf hier 

weiterer Analysen, um das Ausmaß der Assoziation mit Alkohol- und Nikotinkonsum, Geschlecht 

und p16 Status zu charakterisieren. Eine Korrelation mit fortgeschrittenem Tumorstadium, wie sie 

in bisherigen Analysen beschrieben ist, ließ sich bezüglich der SNAIL Expression nicht beobachten 

und beschränkte sich hinsichtlich LSD1 Expression auf Tumore des Hypopharynx. Zudem 

unterscheiden sich die Korrelationen der LSD1 und SNAIL Expression mit den untersuchten 

Faktoren zu großen Teilen zwischen den einzelnen Primärlokalisationen, was die Heterogenität 

der, unter HNSCC zusammengefassten, Tumore weiter unterstreicht. Die hier erstmalig gezeigte 

Ko-Expression von LSD1 und SNAIL in Tumorgewebe von HNSCC Patienten unterstreicht deren 

Assoziation miteinander in dieser Entität. 

 

5.4 Korrelation mit Patientenüberleben 
 

Die Entdeckung neuer prognostischer Marker, die eine Risikostratifizierung der Tumore erlauben, 

sowie die weitere Erforschung bereits bekannter Proteine zur Festigung der Datenlage, stellt 

neben der Entwicklung neuer Therapieansätze eine wichtige Herausforderung dar. Eine 

Einschätzung des Rezidiv- und Metastasierungsrisikos bei Erstdiagnose könnte beispielsweise 

dabei helfen die Taktung von Kontrolluntersuchung anzupassen, um Rezidive und Metastasen so 

frühzeitig zu entdecken und behandeln zu können. Im Folgenden werden die Zusammenhänge 

von LSD1 und SNAIL mit der Prognose von Patienten der vorliegenden HNSCC Kohorte im Kontext 

bisheriger Analysen beleuchtet und deren Potenzial alleine oder in Kombination als Biomarker zu 

fungieren diskutiert. 

LSD1 ist in zahlreichen Tumorentitäten überexprimiert und hier mit einer ungünstigen Prognose 

assoziiert (95–100). Auch in HNSCC Tumoren zeigten bisherige Untersuchungen des 

Zusammenhangs der LSD1 Expression und der Prognose der betroffenen Patienten häufig ein 

signifikant schlechteres Überleben, wenn LSD1 überexprimiert vorlag (100,103,183). Auf Daten 

des Cancer Genome Atlas (TCGA) (Kohorte GSE41613) basierende Analysen durch Zhang et al. 

ergaben ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben, wenn LSD1 überexprimiert wurde (184). In 

Patientenproben von HNSCC im Allgemeinen korrelierte eine hohe LSD1 Expression ebenfalls mit 

einer ungünstigen Prognose (103). Bei der isolierten Analyse der Bedeutung einer LSD1 

Überexpression in oralen HNSCC wurde LSD1 hier als ein, von anderen Faktoren, wie dem 
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Tumorstadium, unabhängiger, prognostischer Marker identifiziert (100). Dieser Zusammenhang 

wurde ebenfalls bei der alleinigen Betrachtung von Zungenkarzinomen gefunden (183). Wir 

erwarteten bei der Untersuchung unserer Kohorte demnach ein signifikant schlechteres 

Überleben in HNSCC im Allgemeinen sowie in der Subgruppe der oralen Tumore. Jedoch zeigte 

sich in der vorliegenden Arbeit weder in Bezug auf das Gesamtüberleben noch auf das Rezidiv-

freie Überleben ein signifikanter Unterschied zwischen HNSCC, die LSD1 hoch exprimieren und 

denen, die niedrige Expressionslevel aufweisen. Die getrennte Betrachtung der einzelnen 

Sublokalisationen ergab für das Gesamtüberleben ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse, 

während im Rezidiv-freien Überleben einzig in Tumoren des Hypopharynx ein signifikanter 

Unterschied basierend auf der LSD1 Expression bestand. Dieser Unterschied war zudem 

unabhängig von anderen prognostisch relevanten Tumor- und Patienteneigenschaften wie dem 

Stadium des Tumors. 

SNAIL ist ebenfalls in einer Reihe von Entitäten überexprimiert mit einer ungünstigen Prognose 

assoziiert (114–120). In HNSCC ist eine Überexpression in Tumoren im Vergleich zu gesundem 

Gewebe gezeigt und eine hohe SNAIL Expression mit der Entstehung von Metastasen assoziiert 

(172,174). Analysen der prognostischen Relevanz einer SNAIL Überexpression ergaben jedoch 

bisher teils gegensätzliche Ergebnisse. In einer nicht weiter nach Lokalisation spezifizierten 

Gruppe an HNSCC konnten Gasparotto et al. beispielsweise keine prognostische Relevanz 

feststellen und auch in isoliert betrachteten HNSCC des Larynx lag keine Korrelation vor (185,186). 

In OSCC zeigte sich teilweise ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben, wenn hohe SNAIL 

Expressionslevel vorlagen, was sich jedoch beispielsweise bei der Betrachtung von Zhao et al. 

nicht bestätigte (174,175,177). Auch in Zungenkarzinomen lagen bei einer alleinige 

Überexpression von SNAIL in mehreren Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich des Überlebens vor, während eine erhöhte Expression von SNAIL in Endothelzellen in 

Pharynxtumoren mit einem schlechteren krankheitsspezifischen Überleben assoziiert war 

(187,188). In der vorliegenden Betrachtung zeigte sich in der Gesamtkohorte ein signifikant 

besseres Gesamt- als auch Rezidiv-freies Überleben, wenn SNAIL niedrig exprimiert wurde. Dieser 

Unterschied war zudem unabhängig von anderen relevanten Faktoren. Bei der getrennten 

Analyse der einzelnen Primärlokalisationen ergab sich einzig im Hypopharynx ein signifikanter 

Unterschied, während ein solcher Zusammenhang in oralen, laryngealen oder oropharyngealen 

HNSCC nicht vorlag. Auch hier war eine niedrigere SNAIL Expression sowohl das Gesamt- als auch 

das Rezidiv-freie Überleben betreffend mit einer günstigeren Prognose assoziiert. Die 

prognostische Relevanz einer SNAIL Überexpression war hier bezüglich des Rezidiv-freien 

Überlebens ebenfalls unabhängig von anderen Tumorcharakteristika.  
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Interessanterweise ergab sich in einigen Analysen der SNAIL Expression in HNSCC Tumoren durch 

die kombinierte Betrachtung der SNAIL Expression und assoziierter Proteine eine signifikante 

prognostische Relevanz. In Zungentumoren beispielsweise war die gemeinsame Überexpression 

von SNAIL und SLUG (SNAI2, SNAIL2) mit einem schlechtere Gesamtüberleben assoziiert (173). In 

pharyngealen Tumoren korrelierte die Ko-Expression von SNAIL, TWIST und SIP1 ebenfalls mit 

einer ungünstigen Prognose (189). Auch in HNSCC im Allgemeinen zeigte eine kombinierte 

Überexpression von SNAIL und dem assoziierten Proteinen NBS1 eine signifikant ungünstigere 

Prognose als die alleinige NBS1 Überexpression (169). In der vorliegenden Betrachtung war 

tendenziell ein schlechteres Rezidiv-freies Überleben in Hypopharynxtumoren zu sehen, wenn 

sowohl LSD1 als auch SNAIL überexprimiert wurden, zeigte jedoch keine Signifikanz gegenüber 

der alleinigen Überexpression eines der beiden Proteine. Ein Mehrwert der kombinierten 

Betrachtung zur Einschätzung der Prognose wird demnach in Tumoren des Hypopharynx 

nahegelegt, jedoch bedarf es hier weiterer Betrachtung an umfassenderen Kohorten von 

Hypopharynx-Karzinomen. 

Insgesamt deuten die Ergebnisse in unserer Kohorte darauf hin, dass die LSD1 und SNAIL 

Expressionen dazu dienen können prognostische Aussagen für HNSCC Patienten zu treffen. Dieses 

Potenzial als Biomarker zu fungieren, beschränkt sich in der hier durchgeführten Untersuchung 

jedoch auf Tumore des Hypopharynx. Hierdurch wird eine größere Bedeutung von LSD1 und 

SNAIL in dieser Entität als in den anderen HNSCC Subgruppen nahegelegt.  

Im Kontext bisheriger Ergebnisse bezüglich der Expressionslevel von LSD1 und SNAIL in HNSCC 

Tumoren ist zudem davon auszugehen, dass die Rolle dieser beiden Proteine als auch deren 

prognostische Relevanz zwar von der Primärlokalisation abhängt, jedoch nicht allein von dieser, 

sondern auch von anderen Faktoren beeinflusst wird. Hier bedarf es weiterer Analysen, bezüglich 

des Zusammenspiels der LSD1 und SNAIL Expressionen und anderer Tumor- und 

Patientencharakteristika, deren Exposition gegenüber verschiedenen Risikofaktoren sowie 

möglicher genetischer und epigenetischer Profile.  

 

5.5 Therapiesensitivität 
 

Chemotherapie und Radiotherapie stellen trotz der Entwicklung neuer Therapieansätze wie der 

Inhibition von EGFR oder der PD-1/PD-L1 Interaktion weiterhin die Standardtherapien für HNSCC 

dar und werden allein oder in Kombination als Ergänzung zur chirurgischen Entfernung eingesetzt 

(2). Obwohl durch diese Therapiemodalitäten ein gewisser Grad an Erfolg bei der 

Tumoreradikation erzielt werden kann, weisen insbesondere weiter fortgeschrittene Tumore 

häufig eine Resistenz gegenüber den Therapien auf oder entwickeln diese im Verlauf der Therapie 
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(190). Eine solche Therapieresistenz ist eine entscheidende Hürde bei der Behandlung von HNSCC. 

Daher ist die Entwicklung und weitere Erforschung von Markern, welche eine Vorhersage des 

Ansprechens auf die üblichen Tumortherapeutika ermöglichen von substanzieller Bedeutung, um 

einen wirkungsvollen Therapieansatz wählen zu können. Die Wichtigkeit der adäquaten Auswahl 

einer wirksamen Therapiemodalität wird auch angesichts der teils gravierenden Nebenwirkungen 

der Standardtherapeutika, welche in 1.1.5 Prognose beschrieben sind, unterstrichen.  

Therapierestenz ist ein komplexer Prozess, der durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird. 

Auch die EMT und eine Überexpression der EMT regulierenden Proteine LSD1 und SNAIL konnten 

mit einem verminderten Ansprechen auf diverse Therapeutika in Tumoren generell sowie in 

HNSCC in Verbindung gebracht werden (191). 

In der HNSCC Zelllinie OECM-1 wurde beispielsweise durch den Knockdown von SNAIL ein 

vermehrtes Ansprechen auf Cisplatin, welches ein für HNSCC häufig verwendetes 

Chemotherapeutikum darstellt, erreicht (192). Die Transfektion von SNAIL in die niedrig 

exprimierenden Zelllinien SAS und HSC-4 erhöhte hingegen die Cisplatin Resistenz (193). Auch 

LSD1 konnte in HNSCC Zellen mit einem verminderten Ansprechen auf Chemotherapie in 

Verbindung gebracht werden. Der Knockdown von LSD1 steigerte die Sensitivität gegenüber 

Cisplatin und 5-Fluoruracil in verschiedenen oralen Tumorzelllinien (100). Vor Kurzem konnte 

zudem auch gezeigt werden, dass die LSD1 Inhibition in HNSCC Zellen die Sensitivität gegenüber 

PD-1 Inhibitoren erhöht (103). 

In der vorliegenden Betrachtung wurden die LSD1 und SNAIL Expressionen isoliert in jenen 

Tumoren betrachtet, die eine Chemotherapie erhalten haben und das Ansprechen auf die 

Therapie anhand des 5-Jahres Rezidiv-freien Überlebens bewertet. Die Proben wurden hierbei im 

Allgemeinen vor Beginn der Chemotherapie entnommen.  Entgegen der, auf den oben 

beschriebenen bisherigen Ergebnissen basierenden, Erwartung ergab die alleinige Betrachtung 

der LSD1 Expression in diesen Tumoren keinen signifikanten Unterschied bezüglich der 

Chemosensitivität. Auch eine Überexpression von SNAIL zeigte hier keinen signifikanten 

Zusammenhang. Interessanterweise stellte sich jedoch bei der kombinierten Betrachtung ein 

signifikant schlechteres Ansprechen auf Chemotherapie in jenen Tumoren dar, die SNAIL 

überexprimieren, jedoch eine niedrige LSD1 Expression aufweisen, wohingegen eine gemeinsame 

Überexpression beider Proteine keinen signifikanten Unterschied gegenüber einer kombiniert 

niedrigen Expression zeigte. Zudem war diese Korrelation unabhängig von anderen prognostisch 

relevanten Faktoren, wie dem Tumorstadium und dem p16 Status.  

Des Weiteren wurden die LSD1 und SNAIL Expression in einer Reihe von HNSCC Zelllinie 

nachgewiesen und quantifiziert. Hierbei war die SNAIL Expression in der Cisplatin-resistenten 

FaDu Zelllinie gegenüber der Expression in parentalen FaDu signifikant erhöht, während kein 
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Unterschied im Hinblick auf die LSD1 Expression zu beobachten war. Die SNAIL Expression war in 

den Cisplatin resistenten FaDu Zellen gegenüber den anderen untersuchten Zelllinien ebenfalls 

signifikant erhöht, wohingegen die LSD1 Expression eine gegenläufige Tendenz zeigte. 

In Kombination legen diese Ergebnisse nahe, dass das beobachtete Expressionsprofil, einer 

erhöhten SNAIL und einer niedrigen LSD1 Expression, als Prädiktor für das Ansprechen auf 

Chemotherapie dienen könnte. Eine Begründung für diesen, teils im Gegensatz zu den 

Ergebnissen bisheriger Studien stehenden, Zusammenhang geht aus der vorliegenden 

Betrachtung nicht hervor. 

Des Weiteren wurden analog zur Betrachtung im Kontext der Chemotherapie auch Analysen zur 

Bedeutung der LSD1 und SNAIL Expression bezüglich der Resistenz gegenüber Radiotherapie an 

der Kohorte durgeführt. Auch hierbei wurde die Radiotherapie im Allgemeinen nach Entnahme 

der Proben begonnen. In einer vor Kurzem durchgeführten Studie untersuchten Wang et al. die 

Bedeutung von SNAIL in der Resistenz von Hypopharynxtumoren gegenüber Radiotherapie (194). 

Bei der Analyse der 80 inkludierten Patienten, welche vor der Inklusion in die Studie Bestrahlung 

als Monotherapie erhielten, wurden die Expressionen verschiedener EMT-Marker, wie E-Cadherin 

und SNAIL, mittels IHC quantifiziert und im Kontext des Ansprechens auf die Radiotherapie 

betrachtet. Hierbei ergab sich eine signifikant höhere SNAIL Expression in jenen Tumoren, die eine 

Radioresistenz aufwiesen als in jenen, die auf die Therapie ansprachen. Zudem ergaben Analysen 

der SNAIL Expression in radioresistenten FaDu Zellen hier eine signifikant höhere SNAIL Expression 

als radiosensible FaDu Zellen. Die SNAIL Expression stieg zudem mit steigender Strahlendosis an. 

Ein Silencing von SNAIL mittels siRNA kehrte die erworbenen Radioresistenz der FaDu Zellen 

wieder um. Diese Ergebnisse zeigen, dass EMT als solche sowie die damit einhergehende SNAIL 

Überexpression Einfluss auf das Ansprechen von hypopharyngealen HNSCC auf Radiotherapie 

haben und legen eine entscheidende Rolle bei Entstehung dieser nahe. 

In unserer Kohorte war ebenfalls ein signifikant schlechteres Ansprechen auf die Radiotherapie 

bei jenen Tumoren zu beobachten, die SNAIL überexprimieren. Dies zeigte sich bei der 

multivariaten Überlebensanalyse jedoch nicht unabhängig von anderen Tumor- und 

Patienteneigenschaften. Dennoch unterstützen die hier vorliegenden Ergebnisse die Hypothese, 

dass der SNAIL Expression eine Bedeutung bei der Radioresistenz von HNSCC Tumoren zukommt.  

Obwohl der Einfluss von LSD1 auf die Radioresistenz von Tumoren bisher nur wenig untersucht 

und verstanden ist, gibt es einige Untersuchungen, die einen solchen implizieren (195). Lee et al. 

konnten beispielsweise zeigen, dass die Demethylierung von HIF-1α durch LSD1 zu dessen 

Stabilisierung führt (196). HIF-1α ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in zelluläre Antworten des 

Tumors auf eine mangelnde Sauerstoffversorgung, wie beispielsweise der Angiogenese, involviert 

ist und so eine Rolle bei der Entwicklung der Resistenz gegenüber Radiotherapie spielt (197). Auch 
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in HNSCC sind Hypoxie und die resultierende Überexpression von HIF-1α mit einer ungünstigen 

Prognose und einem schlechteren Ansprechen insbesondere auf Radiotherapie assoziiert (198–

200). Eine direkte Assoziation der LSD1 Expression mit der Radioresistenz von Tumoren wurde 

bisher jedoch nicht berichtet. 

In der vorliegenden Betrachtung war im Hinblick auf das Ansprechen auf Radiotherapie kein 

signifikanter Unterschied zwischen Tumoren mit einer hohen oder niedrigen LSD1 Expression zu 

beobachten. 

Die kombinierte Analyse der LSD1 und SNAIL Expression zeigte jedoch ein signifikant schlechteres 

Ansprechen, wenn beide Proteine überexprimiert wurden. Im Gegensatz zu der alleinigen SNAIL 

Überexpression war diese Korrelation allerdings unabhängig von anderen prognostisch relevanten 

Faktoren, wie dem Tumorstadium oder dem Alkoholkonsum betroffener Patienten. Eine 

kombinierte Betrachtung von LSD1 und SNAL ist daher der alleinigen Betrachtung von SNAIL 

überlegen und deren Überexpression könnte als Biomarker für das Ansprechen auf Radiotherapie 

dienen. 

 

5.6 Limitationen und Stärken dieser Arbeit 
 

Die durchgeführte IHC-Färbung kann nicht zwischen funktionsfähigen und durch etwaige 

Veränderungen, wie Mutation oder posttranslationaler Modifikation, in ihrer Funktion 

veränderten Proteinen unterscheiden. Auch die Quantifizierung der Expression in HNSCC Zelllinien 

mittels qPCR erlaubt keine Aussage über die Funktionsfähigkeit des im Verlauf translatierten 

Proteins.  

Die vorliegende Arbeit beschränkt sich auf die Analyse der Expressionen von LSD1 und SNAIL in 

HNSCC. Zwar wurde die Expression auch in HNSCC Zelllinien gemessen und im Kontext der 

Cisplatin-Resistenz betrachten, eine funktionelle Analyse der beiden Proteine sowie deren 

Interaktion wurde hier jedoch nicht durchgeführt. Die dargestellten Korrelationen mit klinisch 

pathologischen Charakteristika sowie dem Überleben sind demnach vorrangig deskriptiver Natur. 

Interpretationen der Ergebnisse und Schlussfolgerungen bezüglich eines potenziellen 

Kausalzusammenhangs sowie der Möglichkeit LSD1 und SNAIL als Therapieziel zu verwenden sind 

daher spekulativ. Dennoch liefern die hier dargestellten Ergebnisse Hinweise auf bedeutende 

Zusammenhänge und können als Grundlage weiterer Forschung und funktioneller Analysen 

dienen. Von besonderem Interesse wäre hier die Etablierung einer spezifischen Hemmung der 

LSD1 und SNAIL Interaktion und die Überprüfung, ob diese eine eigenständige oder in 

Kombination mit bereits etablierten Therapieansätzen ergänzende Therapieoption für HNSCC 

Tumore darstellt. 
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Die verwendete Kohorte ist größer als jene, die in bisherigen Publikationen analysiert wurden. 

Hierdurch waren Analysen an Subgruppen der Kohorte möglich. Es ist jedoch nicht 

auszuschließen, dass geringfügige Unterschiede, die sich in dieser Arbeit lediglich als Tendenz 

abzeichneten, erst bei Analysen an größeren Kohorten Signifikanz erreichen. Bezüglich einzelner 

Betrachtungen stellt die durchgeführte Analyse bereits eine Validierung an einer unabhängigen 

Kohorte dar. Die teilweise von der Literatur abweichenden Ergebnisse unterstreichen jedoch den 

Bedarf weiterer Analysen. Insbesondere die, auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse 

hervorzuhebende, Bedeutung von LSD1 und SNAIL in HNSCC des Hypopharynx erfordert weitere 

Untersuchungen an größeren Kohorten von Hypopharynx-Karzinomen. 

Des Weiteren enthält die Kohorte im Gegensatz zu zuvor analysierten neben dem Gewebe der 

Primärtumore auch das Gewebe zugehöriger Metastasen und Rezidive und ließ daher Analysen 

auf Grundlage der Gewebeart zu. 

Die Unterteilung der Kohorte in LSD1 bzw. SNAIL hoch und niedrig exprimierende Tumoren 

erfolgte anhand des jeweiligen gerundeten Medianwertes. Die Anwendung der IHC-Färbung als 

Marker im aktuellen klinischen Alltag würde jedoch von der Etablierung einer Färbung und 

Einteilung profitieren, die bestenfalls für Patholgen mit bloßem Auge durchführbar ist. Ein für die 

rein visuelle Einteilung der Tumore angemessenes Färbeprotokoll zu etablieren war nicht 

Gegenstand dieser Betrachtung und bedürfe weiterer Analysen. 

Da die in der Kohorte enthaltenen Patienten entsprechend des üblichen Therapieschemas 

weitestgehend adjuvant behandelt wurden handelt es sich bei den Proben um chemo- und 

radionaives Gewebe. Die durchgeführten Analysen im Kontext der Therapieresistenz erlauben 

demnach, obwohl es sich um eine retrospektive Betrachtung handelt, prädiktive Aussagen 

bezüglich des Ansprechens auf die entsprechende Therapiemodalität. Die Patienten der Kohorte 

wurden mit einer Vielzahl an Therapiekonzepten behandelt und erhielten teils verschiedene 

Chemotherapeutika sowie Radiotherapie in unterschiedliche Dosen, welche in manchen Fällen als 

Monotherapie, in anderen als Kombinationstherapie durchgeführt wurden. Bei der vorliegenden 

Betrachtung wurde nicht zwischen den genauen Therapiekonzepten im Einzelnen unterschieden, 

sondern lediglich jene Tumore betrachtet, die im Verlauf eine Radio- bzw. Chemotherapie 

erhalten, ohne dabei weitere Therapien zu beachten. Zudem wurden in dieser Betrachtung 

HNSCC Tumore aller Lokalisationen gesammelt betrachtet. Eine getrennte Analyse einzelner 

Entitäten und einzelner Therapiekonzepte hätte bei der vorliegenden Kohorte eine gravierende 

Verkleinerung der einzelnen Stichprobengrößen bedeutet. Zwar gibt diese Herangehensweise 

Hinweise auf einen Zusammenhang der LSD1 bzw. SNAIL mit einer Resistenz gegenüber der 

jeweiligen Therapie, jedoch wäre eine weitere Betrachtung anhand Kohorten sinnvoll, die eine 

genauere Spezifizierung der einzelnen Therapiekonzepte und Tumorentitäten zulässt.  



Diskussion 

 

65 
 

5.7 Ausblick 
 

Die hier dargestellten Ergebnisse unterstreichen das Potenzial von LSD1 und SNAIL insbesondere 

in HNSCC des Hypopharynx als Biomarker bei der Risikostratifizierung sowie der Auswahl einer 

geeigneten Therapiemodalität zu dienen. Um die Grundlage für eine prädiktive Testung im 

Rahmen des klinischen Alltags zu schaffen, wäre zum einen die Etablierung eines Färbeprotokolls, 

welches die Beurteilung von Proben durch Pathologen mit dem bloßen Auge ermöglicht, denkbar. 

Zum anderen besteht auch in der klinischen Routine eine wachsende Präsenz automatisierter 

Auswertung von Tumorfärbungen, welche eine effiziente Stratifizierung der Tumore ermöglicht. 

Hierbei wäre es im Verlauf anzustreben Kohorten zu generieren, welche die Gesamtheit der 

hypopharyngealen HNSCC umfassend abbilden. Anhand dieser Kohorten könnten dann, 

aufbauend auf die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse, allgemeingültige Grenzwerte für die 

Unterteilung in LSD1 bzw. SNAIL hoch und niedrig exprimierend etabliert werden, welche als 

Grundlage für eine automatisierte Auswertung genutzt werden könnten.  

Aufgrund der häufig beschrieben und durch die vorliegenden Ergebnisse bestätigten Involvierung 

von LSD1 und SNAIL in das Tumorgeschehen von HNSCC, stellt die Inhibition dieser zudem ein 

attraktives Therapieziel für diese Entität dar. 

Die Inhibition von LSD1 durch niedermolekulare Substanzen führte in Tumorzellen diverser 

Entitäten zu einer Verminderung der Proliferation, Invasion und Migration sowie einem 

verbesserten Ansprechen auf verschiedene Therapiemodalitäten (100,103,105,184,201). Einige 

Substanzen, welche die LSD1 Aktivität irreversibel oder reversibel inhibieren befinden sich aktuell 

bereits klinischen Studien, wobei der Fokus dieser auf der Behandlung verschiedener 

Leukämieformen und Lungenkarzinomen liegt (105). Irreversible Inhibitoren basieren hierbei 

meist auf Tranylcypromin (TCP), welches bereits seit den 1960ern als Antidepressivum zugelassen 

ist und selbst ebenfalls eine inhibierende Wirkung auf die LSD1 Aktivität hat. Sie interagieren mit 

dem LSD1 Ko-Faktor FAD und bilden eine kovalente Bindung mit dem Enzym. In Kolonkarzinom- 

und Neuroblastomzellen konnte gezeigt werden, dass TCP sich auch auf die Interaktion von LSD1 

mit der SNAG Domäne auswirkt (202). In vitro und Mausmodell Studien in oralen SCC ergaben 

eine verringerte Proliferation, Migration und Invasion sowie ein verbessertes Ansprechen auf 

Chemotherapie durch die Behandlung mit TCP (100,184). Es wäre daher interessant das Potenzial 

der LSD1 Inhibition, insbesondere in Kombination mit anderen Therapeutika, in HNSCC in 

klinischen Studien zu ergründen. Auch angesichts der hier dargestellten Daten wäre zudem eine 

getrennte Analyse der einzelnen HNSCC Subgruppen von besonderem Interesse. 

Durch die teilweise nichtspezifischen Auswirkungen der irreversiblen Inhibition von LSD1 durch 

TCP-Derivate, welche zu Nebenwirkungen wie einer Beeinträchtigten Erythropoese und Bildung 
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von Granulozyten führt, rückten reversible LSD1 Inhibitoren in den letzten Jahren vermehrt in den 

Fokus der Forschung (105,203,204). Hiervon befinden sich ebenfalls zwei Substanzen in klinischen 

Studien (105). Hier gilt es daher weitere spezifische und nebenwirkungsarme Substanzen zu 

generieren und deren Potenzial auch in HNSCC zu testen. 

Auch SNAIL stellt ein mögliches Ziel für künftige Therapieansätze dar. Jedoch stellte sich die 

Inhibition von SNAIL durch niedermolekulare Substanzen bisher als schwierig heraus, da dieses als 

Transkriptionsfaktor kein aktives Zentrum und zudem keine klar ersichtliche Domäne aufweist, 

welche im Allgemeinen als Bindestelle für Liganden dient (205). Als alternativer Ansatz dient hier 

beispielsweise die Inhibition von Enzymen, welche durch post-translationale Modifikation von 

SNAIL zu dessen Stabilisierung beitragen (128). Vor Kurzem wurde die Substanz CYP19 als 

Inhibitor der SNAIL stabilisierenden Acetylierung durch CBP/p300 entdeckt (125). Hierbei bindet 

dieses direkt an SNAIL und hemmt die Interaktion von diesem mit CBP/p300 ohne die 

enzymatische Aktivität als solche zu beeinträchtigen. Auch die Behandlung von Kolon- und 

Brustkarzinom Zelllinien mit Omeprazol, welches bereits als Protonenpumpeninhibitor im 

klinischen Alltag Verwendung findet, führt in vitro zu einer vermehrten Degradation SNAIL durch 

Inhibition der CBP/p300 vermittelten Acetylierung (206). Da die Herunterregulierung von SNAIL 

auch in HNSCC eine verminderte Migration und Invasion, sowie ein verbessertes Ansprechen auf 

Radio- und Chemotherapie zur Folge hatte, gilt es auch hier das Potenzial der SNAIL Inhibition 

durch niedermolekulare Substanzen als Therapieoption zu ergründen und klinisch sicher 

anwendbare Substanzen zu entwickeln (192,194,207). 

Da die Inhibition von LSD1 als auch SNAIL die Sensitivität gegenüber Radio- und Chemotherapie 

erhöhen und auch durch die vorliegenden Daten teilweise eine Assoziation mit dem Ansprechen 

auf diese Therapiemodalitäten nahegelegt wird, sollte insbesondere die Kombination einer LSD1 

und/oder SNAIL inhibierenden Therapie und diesen Therapiemodalitäten analysiert werden. 

Neben Radio- und Chemotherapie gilt es hier auch beispielsweise die Kombination mit 

Immuntherapie in Erwägung zu ziehen. Das vielversprechende Potenzial einer Kombination von 

LSD1 Inhibition und Immuntherapie in HNSCC wird durch vor Kurzem von Han et al. 

veröffentlichten Daten einer solchen Kombination in vitro und im Mausmodel unterstrichen (103). 
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6 Zusammenfassung 
 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs (HNSCC) entstehen aus dem Epithelgewebe des 

Larynx, des Pharynx und der Mundhöhle. Das Auftreten von Rezidiven sowie die Entwicklung 

einer Resistenz gegenüber Radio- und Chemotherapie sind entscheidende Hürden bei der 

Behandlung von HNSCC. Es mangelt an prognostischen und prädiktiven Biomarkern, die eine 

Stratifizierung der Tumore zulassen und die Auswahl der Therapiemodalität erleichtern.  

In der vorliegenden Arbeit wurde an einer großen und klinisch umfassend charakterisierten 

HNSCC Kohorte (n=419) eine immunhistochemische LSD1 und SNAIL Färbung durchgeführt. Nach 

Auswertung mithilfe der Bioimaging Software QuPath wurde die Expression beider Proteine im 

Kontext diverser Tumor- und Patientencharakteristika, dem Überleben der Patienten und der, im 

Verlauf erhaltenen, Therapie analysiert. Des Weiteren wurde die Expression von LSD1 und SNAIL 

in Cisplatin sensitiven und Cisplatin resistenten HNSCC Zelllinien mittels Western Blot getestet 

und mittels qPCR quantifiziert. 

Hierbei korrelierte LSD1 im Gegensatz zu den Ergebnissen bisheriger Publikationen nahezu 

ausschließlich in HNSCC des Hypopharynx (HPSCC) mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium. 

Des Weiteren ließ sich erstmalig eine Ko-Expression von LSD1 und SNAIL in Tumorgewebe von 

HNSCC Patienten zeigen. Ebenso ließ sich in der getrennten Analyse der Sublokalisationen einzig 

in HPSCC ein signifikant schlechteres und statistisch unabhängiges Gesamt- und Rezidiv-freies 

Überleben beobachten, wenn eine hohe SNAIL Expression vorlag. Eine erhöhte LSD1 Expression 

korrelierte ebenfalls signifikant und statistisch unabhängig von anderen prognostisch relevanten 

Faktoren lediglich in HPSCC mit einem schlechteren Rezidiv-freien Überleben. Die gemeinsame 

Überexpression scheint bei der Betrachtung des Rezidiv-freien Überlebens in HPSCC zudem eine 

ungünstigere Prognose anzuzeigen als die alleinige Überexpression eines der beiden Marker. Des 

Weiteren ergab die Expressionsanalyse in der Kohorte ein schlechteres Ansprechen auf 

Chemotherapie, wenn SNAIL hoch, LSD1 jedoch niedrig exprimiert wird. Dieser Zusammenhang 

stellte sich auch bei der Untersuchung der LSD1 und SNAIL Expressionen im Kontext der 

Cisplatinresistenz in HNSCC Zelllinien dar. Eine kombinierte Überexpression beider Proteine 

korrelierte signifikant und von anderen Faktoren unabhängig mit einem schlechteren Ansprechen 

auf Radiotherapie. 

In Kombination legen die vorliegenden Ergebnisse einen bedeutenden Zusammenhang von LSD1 

und SNAIL in HNSCC nahe. Das Potenzial als prognostischer und prädiktiver Biomarker bei der 

Risikostratifizierung von Tumoren und der Auswahl geeigneter Therapien zu dienen, ergibt sich 

durch die vorliegende Betrachtung insbesondere für HPSCC. Zudem wird durch die gezeigten 

Ergebnisse die Inhibition von LSD1 und SNAIL, welche in anderen Tumorentitäten bereits klinisch 
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getestet wird, auch in HNSCC insbesondere in Kombination mit anderen Therapeutika als 

mögliche Therapieoption nahegelegt. 
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8 Anhang 

 

  

Appendix 1 - Univariate und Multivariate Cox-Regression des Rezidiv-freien Überlebens nach 
LSD1-Expression in Hypopharynxtumoren 

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

LSD1-Expression LSD1 niedrig 2,53 
(1,05-6,09, p=0,038) 

3,72 

(1,24-10,94, p=0,028) 

 LSD1 hoch   

    

T- Stadium T1,2,3                           3,25 
(1,29-8,21, p=0,013) 

1,03 
(0,35-3,01, p=0,924) 

 T4                                   

    

N-Stadium N0,1                             4,18 (1,53-11,43, p=0,005) 0,15 
(0,02-1,02, p=0,052) 

 N2,3                               

    

M-Stadium M0                                4,21 
(0,53-33,28, p=0,173) 

 

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II,III                    7,37 
(2,16-25,15, p=0,001) 

44,56 

(4,18-475,45, p=0,002) 

 UICC IV   

    

Geschlecht männlich 0,39 
(0,09-1,66, p=0,202) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 0,97 
(0,42-2,22, p=0,943) 

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 2,76 
(0,37-20,51, p=0,321) 

 

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,71 
(0,28-1,75, p=0,453) 

 

 Nein   

    

Nikotin Ja 2,63 
(0,61-11,41, p=0,197) 

 

 Nein   
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Appendix 2 - Univariate und Multivariate Cox-Regression des Gesamtüberlebens nach SNAIL-
Expression in HNSCC 

 
  

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

SNAIL-Expression SNAIL niedrig 1,45  
(1,01-2,10, p=0,046) 

1,57  

(1,07-2,31, p=0,021) 

 SNAIL hoch   

    

T- Stadium T1,2                          2,14 
(1,47-3,11, p<0,001) 

1,79  

(1,08-2,99, p=0,025) 

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                            1,67 
(1,14-2,44, p=0,009)  

1,49 
(0,98-2,36, p=0,088) 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                5,15  
(2,74-9,67, p<0,001) 

5,15  

(2,64-10,03, p<0,001) 

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                    2,32  
(1,52-3,53, p<0,001) 

1,19  
(0,61-2,34, p=0,606)  

 UICC III, IV   

    

Geschlecht männlich 0,80  
(0,51-1,27, p=0,345) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 1,25 
(0,86-1,81, p=0,236) 

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 1,93  
(1,20-3,13, p=0,007)  

1,70  
(0,96-3,01, p=0,071)  

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,57  
(0,40-0,84, p=0,004)  

0,74  
(0,50-1,09, p=0,125) 

 Nein   

    

Nikotin Ja 0,60  
(0,29-1,22, p=0,158) 

 

 Nein   
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Appendix 3 - Univariate und Multivariate Cox-Regression des Rezidiv-freien Überlebens nach 
SNAIL-Expression in HNSCC 

 

  

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

SNAIL-Expression SNAIL niedrig 1,63  
(1,17-2,26, p=0,004) 

1,82  

(1,29-2,57, p=0,001) 

 SNAIL hoch   

    

T- Stadium T1,2                          2,10  
(1,51-2,94, p<0,001) 

1,79  

(1,12-2,85, p=0,014) 

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                            1,40  
(1,00-1,95, p=0,051) 

 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                3,41  
(1,83-6,32, p<0,001) 

3,45  

(1,80-6,63, p<0,001) 

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                    2,19  
(1,52-3,16, p<0,001) 

1,38  
(0,81-2,34, p=0,238) 

 UICC III, IV   

    

Geschlecht männlich 0,84  
(0,56-1,26, p=0,398) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 1,22 
(0,88-1,69, p=0,241)  

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 2,20  
(1,42-3,41, p<0,001) 

1,79  

(1,10-2,90, p=0,018) 

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,63  
(0,45-0,87, p=0,006)  

0,81  
(0,57-1,14, p=0,224) 

 Nein   

    

Nikotin Ja 0,76  
(0,43-1,35, p=0,354)  

 

 Nein   
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Appendix 4 - Univariate und Multivariate Cox-Regression des Rezidiv-freien Überlebens nach 
SNAIL-Expression in Hypopharynxtumoren 

 

  

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

SNAIL-Expression SNAIL niedrig 2,83  
(1,15-6,94, p=0,023)  

3,11  

(1,24-7,78, p=0,015)  

 SNAIL hoch   

    

T- Stadium T1,2                          4,33  
(1,59-11,84, p=0,004)  

2,77  
(0,92-8,33, p=0,070)  

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                         2,17 
(0,81-5,84, p=0,123) 

 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                4,32  
(0,55-34,16, p=0,165)  

 

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                 8,83  
(1,19-65,76, p=0,033) 

4,51  
(0,50-40,38, p=0,179) 

 UICC III,IV   

    

Geschlecht männlich 0,39 
(0,09-1,64, p=0,197) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 0,96 
(0,44-2,12, P=0,921)  

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 3,77 
(0,51-27,89, p=0,194) 

 

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,60 
(0,25-1,47, p=0,268)  

 

 Nein   

    

Nikotin Ja 1,33 
(0,31-5,70, p=0,700) 

 

 Nein   
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Appendix 5 - Univariate und Multivariate Cox-Regression in HNSCC mit Chemotherapie nach 
LSD1 und SNAIL Expression 
Lediglich jene Charakteristika, welche in der univariaten Regression einen signifikanten Unterschied zeigten, wurden in 
der multivariaten Analyse berücksichtigt. Geringfügige Unterschiede der Ergebnisse der univariaten Analyse im Vergleich 
zu Tabelle 13 kommen durch Herausfallen einzelner Patienten, von denen nicht alle, in der multivariaten Analyse 
inkludierten Charakteristika bekannt sind, zustande. 

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

LSD1- und SNAIL-
Expression 

LSD1- und SNAIL- 5.49  
(2.07-14.53, p=0.001)  

5,52 

(2,06-14,83, p=0,001) 

 LSD1- und SNAIL+   

    

T- Stadium T1,2                          1.75  
(0.94-3.26, p=0.080) 

 

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                         0,92 
(0,49-1,72, p=0,788) 

 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                2.15  
(0.97-4.77, p=0.061) 

 

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                 3.36  
(1.34-8.43, p=0.010) 

1,35  
(0,50-3,64, p=0,549) 

 UICC III,IV   

    

Geschlecht männlich 1,02 
(0,57-1,84, p=0,939) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 1,18 
(0,73-1,90, p=0,503) 

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 5.88  
(2.12-16.32, p=0.001)  

5,14 

(1,74-15,19, p=0,003) 

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,66 
(0,41-1,09, p=0,102) 

 

 Nein   

    

Nikotin Ja 1,03 
(0,44-2,39, p=0,949) 

 

 Nein   
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Appendix 6 - Univariate und Multivariate Cox-Regression in HNSCC mit Radiotherapie nach 
SNAIL Expression 
Lediglich jene Charakteristika, welche in der univariaten Regression einen signifikanten Unterschied zeigten, wurden in 
der multivariaten Analyse berücksichtigt. Geringfügige Unterschiede der Ergebnisse der univariaten Analyse im Vergleich 
zu Tabelle 14 kommen durch Herausfallen einzelner Patienten, von denen nicht alle, in der multivariaten Analyse 
inkludierten Charakteristika bekannt sind, zustande. 

 

  

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

SNAIL-Expression SNAIL- 1,55  
(1,01-2,38, p=0,045)  

1,40  
(0,90-2,16, p=0,132)  

 SNAIL+   

    

T- Stadium T1,2                          2,24  
(1,40-3,60, p=0,001)  

1,99  

(1,15-3,43, p=0,013)  

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                         1,25 
(0,75-2,07, p=0,395) 

 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                3,02  
(1,39-6,56, p=0,005)  

3,05  

(1,36-6,87, p=0,007)  

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                 3,04  
(1,57-5,88, p=0,001)  

1,27  
(0,55-2,90, p=0,577)  

 UICC III,IV   

    

Geschlecht männlich 0,98 
(0,63-1,53, p=0,933) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 0,99 
(0,68-1,45, p=0,955) 

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 4,52  
(2,26-9,04, p<0,001) 

2,81  

(1,28-6,18, p=0,010)  

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,41  
(0,27-0,65, p<0,001) 

0,61  

(0,38-0,97, p=0,036)  

 Nein   

    

Nikotin Ja 0,55 
(0,27-1,14, p=0,109) 

 

 Nein   
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Appendix 7 - Univariate und Multivariate Cox-Regression in HNSCC mit Radiotherapie nach LSD1 
und SNAIL Expression 
Lediglich jene Charakteristika, welche in der univariaten Regression einen signifikanten Unterschied zeigten, wurden in 
der multivariaten Analyse berücksichtigt. Geringfügige Unterschiede der Ergebnisse der univariaten Analyse im Vergleich 
zu Tabelle 14 kommen durch Herausfallen einzelner Patienten, von denen nicht alle, in der multivariaten Analyse 
inkludierten Charakteristika bekannt sind, zustande. 

 

  Univariate HR 
(95% -Konf., p= ) 

Multivariate HR 
(95%- Konf., p= ) 

LSD1- und SNAIL-
Expression 

LSD1- und SNAIL- 1,95  
(1,11-3,42, p=0,021) 

1,80  

(1,02-3,19, p=0,044) 

 LSD1+ und SNAIL+   

    

T- Stadium T1,2                          2,29  
(1,41-3,70, p=0,001)  

2,07  

(1,18-3,63, p=0,011)  

 T3,4                                   

    

N-Stadium N0                         1,25 
(0,75-2,07, p=0,395) 

 

 N1,2,3                               

    

M-Stadium M0                                3,02  
(1,39-6,58, p=0,005)  

3,27  

(1,44-7,44, p=0,005)  

 M1                                    

    

UICC-Stadium UICC I,II                 2,94  
(1,52-5,70, p=0,001)  

1,23  
(0,53-2,87, p=0,627)  

 UICC III,IV   

    

Geschlecht männlich 0,98 
(0,63-1,53, p=0,933) 

 

 weiblich   

    

Alter ≤ 61 J. 0,99 
(0,68-1,45, p=0,955) 

 

 > 61 J.   

    

p16-Status positiv 4,40  
(2,20-8,79, p<0,001) 

2,78  

(1,26-6,13, p=0,011)  

 negativ   

    

Alkohol Ja 0,41  
(0,26-0,65, p<0,001) 

0,62  

(0,39-0,99, p=0,045)  

 Nein   

    

Nikotin Ja 0,55 
(0,27-1,14, p=0,109) 

 

 Nein   
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