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Referat 

 

Referat 
Einleitung: Bösartige Kopf-Hals-Tumoren stehen auf Platz sechs der weltweit am 

häufigsten vorkommenden Malignome. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate stagniert seit 

Jahrzehnten. Als eine Ursache kann das Fehlen geeigneter Biomarker angesehen 

werden. Ein solcher vielversprechender molekularer Marker könnte mikroRNA 

darstellen.  

Zielstellung: Ziel der retrospektiven Analyse war es herauszufinden, ob sich die 

Expressionen verschiedener vorausgewählter spezifischer mikroRNA im Patienten-

speichel während einer kurativen Radio-Chemo-Therapie sowie im Follow-up 

verändern und ob diese einen prädiktiven Wert für das Auftreten von lokoregionären 

Rezidiven oder Fernmetastasen haben. 

Material und Methoden: 

Ausgewählt wurden Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-

Bereich erkrankten und mit einer kurativen Radio-Chemo-Therapie in der 

Universitätsklinik für Strahlentherapie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

behandelt wurden. Die Speichelproben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten 

gesammelt und auf zehn bekannte, spezifische mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-

142-3p, miR-200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g und let-7i), die mit 

Plattenepithelkarzinomen assoziiert sind, mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-

PCR) analysiert.  

Ergebnisse: 

Der Speichel stammte von 17 Patienten, davon waren drei Frauen und 14 Männer (42 

Proben). Trotz der Lagerung bei -80°C von mehr als fünf Jahren konnten die 

ausgewählten mikroRNA in allen Speichelproben nachgewiesen werden. Die 

mikroRNA miR-93, let-7b und miR-213 waren im Speichel am stärksten exprimiert und 

es stiegen während der Radio-Chemo-Therapie, entgegen dem Trend der anderen 

mikroRNA, die Konzentrationswerte von let-7i, let-7b und let-7g signifikant an. 

Schlussfolgerung: Es lassen sich mikroRNA-Expressionsunterschiede vor und nach 

der Radio-Chemo-Therapie nachweisen. Anhand der Ergebnisse erscheinen 

insbesondere die miR-93 und die miR-200a für klinische Untersuchungen für das 

Erkennen von Rezidiven bei Patienten mit tumortherapeutischer Kopf-Hals assozierter 

Radio-Chemo-Therapie geeignet zu sein. 
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1 Einleitung 

Maligne Kopf-Hals-Tumoren zählen seit Jahrzehnten zu den Krebserkrankungen, bei 

denen trotz verbesserter Diagnostik und Therapie kaum Fortschritte im Krankheitsver-

lauf zu verzeichnen sind (IARC, 2008; RKI-Krebsdaten, 2011/2012; Ferlay et al., 

2015). Durch die späte Diagnose und das lückenhafte Monitoring während der 

Therapie lassen sie sich nur schwer und meist erst in einem weit fortgeschrittenen 

Stadium erfassen. Da die Heilungsaussichten bei Frühbefunden wesentlich günstiger 

sind (ca. 70 % bis 85 %), kommt der Früherkennung eine zentrale Bedeutung zu. Bei 

Spätbefunden liegt die Aussicht auf Heilung aufgrund der schlechteren Ausgangslage 

des Befundes nur noch bei 30 % bis 43 % (Howaldt et al., 2000; Lang et al., 2002). 

Verbesserungen in der Diagnostik, des Tumorscreenings und des Therapiemonitorings 

für maligne Kopf-Hals-Tumoren liegen somit vermehrt im Interesse der Krebsfor-

schung. Das Identifizieren sensibler, spezifischer und noninvasiv zu gewinnender 

Biomarker zur Detektion von Tumoren in einem frühen Stadium hat in den letzten 

Jahren in der Tumorprävention und Therapie an Bedeutung gewonnen. 

1.1  Definition Kopf-Hals-Tumoren 

Der Begriff Kopf-Hals-Tumor umfasst eine heterogene Gruppe von Neoplasien 

unterschiedlicher Ursprungsgewebe im Kopf- und Halsbereich. Dazu zählen alle 

bösartigen Neubildungen, die funktionell und anatomisch im Gebiet der oberen Atem- 

und Speisewege, einschließlich Mundhöhle, Pharynx und Larynx vorkommen (Cooper 

et al., 2004 und 2009). 

1.2 Anatomische und histologische Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren 

Histopathologisch betrachtet, handelt es sich bei über 90 % aller malignen Kopf-Hals-

Tumoren um Plattenepithelkarzinome (HNSCC, head and neck squamous cell 

carcinoma (engl.)), die aus der Mukosa des oberen Aerodigestivtraktes hervorgehen 

(Sanderson et al., 2002; Dobrossy, 2005). Der restliche Anteil setzt sich vornehmlich 

aus Adenokarzinomen der Speicheldrüsen, Sarkomen und anderen mesenchymalen 

Tumoren sowie Melanomen zusammen.  
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In der Internationalen Klassifikation für Erkrankungen (International Statistical 

Classification of Diseases and Related Health Problems (engl.)- Oncology [ICD-O]; 

ICD-O Version 10, s. Tabelle 1) beinhaltet die Definition der Kopf-Hals-Tumoren die 

Kodierungen C00-C06, C10-C14 und C32 (Dobrossy, 2005). 

Tabelle 1 Internationale Klassifikation für Erkrankungen (ICD-O), entsprechend der RKI-Definition 

Anatomische Region ICD 10 Anatomische Region ICD 10 
Lippen C00.9 Zungengrund C01 
Zunge C02.9 Zahnfleisch, n.n.b. C03.9 
Mundboden C04.9 Gaumen, n.n.b. C05.9 
Mund, n.n.b. C06.9   
Parotis C07 Große Speicheldrüsen, 

n.n.b. 
C08.9 

Tonsille C09.9 Oropharynx C10.9 
Nasopharynx C11.9 Recessus piriformis C12 
Hypopharynx C13.9 Waldey'scher 

Rachenring 
C14.2 

Lippe, Mundhöhle, Pharynx, mehrere  
Bereiche überlappend 

C14.9   

Nasenhöhle C30.0 Mittelohr C30.1 
Nasennebenhöhlen C31.9 Glottis C32.0 
Supraglottis C32.1 Subglottis C32.2 
Larynx C32.9   
 

1.3 Epidemiologie von Kopf-Hals-Tumoren 

Malige Kopf-Hals-Tumoren befinden sich weltweit auf Platz sechs (Frauen) und fünf 

(Männer) der am häufigsten vorkommenden malignen Tumoren (American Acadamy of 

Otolaryngology, 2005; Curado et al., 2013). Die Inzidenz lag im Jahr 2003 weltweit bei 

ca. 780.000 Neuerkrankungen (Lemaire et al., 2003). Im Jahr 2012 gab es für 

Mundhöhle und Rachen (C00-C14) ca. 10.000 männliche und ca. 4.000 weibliche 

Neuerkrankte in Deutschland (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Hier wurden 40 % der 

Tumoren von weiblichen Patienten bereits in einem frühen Stadium diagnostiziert, bei 

Männern waren es nur etwa 30 %. Diese verzögerte Diagnose führte dazu, dass bei 

Männern ein fortgeschrittenes Stadium (21 %) im Vergleich zu Frauen (16 %) häufiger 

auftrat (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Trotz stetig wachsender Therapiemöglichkeiten 

blieb die Mortalität in Deutschland in den letzten Jahren, in Bezug auf einen 

Nachbeobachtungszeitraum von fünf Jahren, konstant bei 47 % bis 55 %. Bei Männern 

wurden im Vergleich zu Frauen niedrigere Überlebensraten vorgefunden (48 % zu 61 

%) (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Die Fünf-Jahres-Überlebensrate für Kopf-Hals-

Tumoren liegt seit Jahrzehnten unverändert bei 50 % (Mork, 1998; Brunin et al., 1999). 
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Es ergeben sich, je nach Lokalisation innerhalb der Erkrankungsgruppe, deutlich 

unterschiedliche Überlebensaussichten. So wurden für Tumoren der Lippe und der 

Speicheldrüsen höhere Überlebensraten registriert als z. B. für bösartige Tumoren des 

Rachenraumes (RKI-Krebsdaten, 2011/12). Je nach Tumorlokalisation betrugt die 

Fünf-Jahres-Überlebensrate der Patienten bei Hypopharynxkarzinomen nur 27 % und 

bei Karzinomen an der Lippe 76 % (Lang et al., 2002). Einen wichtigen Faktor für die 

Prognose der erkrankten Patienten stellte dabei der Befall der regionären 

Lymphknoten dar. Beim Vorliegen eines Lymphknotenbefalls sank die Überlebensrate 

um mindestens 50 % im Vergleich zu Fällen ohne Metastasierung (Enepekides et al., 

1999). Trotz der Fortschritte in den therapeutischen Verfahren haben Patienten mit 

Kopf-Hals-Tumoren eine hohe Rezidivgefahr. Die Heilungschancen stagnieren seit 

Jahrzehnten und es gibt kaum Verbesserungen im Krankheitsverlauf (Forastiere et al., 

2001; Schlesinger-Raab et al., 2003; Brouha et al., 2005). Für die hohe Mortalität 

werden dabei nicht nur die zeitlich verzögerte Diagnose verantwortlich gemacht, 

sondern auch die Schwierigkeiten in der Behandlung und Tumornachsorge. 

1.4 Risikofaktoren 

1.4.1 Tabak und Alkohol 

Chronischer Tabak- und Alkoholabusus stellen die Hauptrisikofaktoren für die 

Entstehung eines Karzinoms im Kopf- und Halsbereich dar (Seitz et al., 2001). Fast 80 

% der Kopf-Hals-Tumoren lassen sich auf diese beiden Faktoren zurückführen 

(Castellsagué et al., 2004). Das Rauchen stellt dabei mit ca. 90 % den größten 

Risikofaktor dar. Für Raucher wird die Risikoerhöhung in der Literatur oft nach 

Packungsjahren gestaffelt angegeben. Die Bestimmung der Packungsjahre ergibt sich 

aus der Multiplikation der Anzahl der Zigarettenschachteln, die pro Tag konsumiert 

werden, mit der Anzahl der Jahre, in denen geraucht wurde. 21 bis 30 Packungsjahre 

erhöhen das Risiko unabhängig vom Alkoholkonsum um das zweieinhalbfache, bei 40 

Packungsjahren erhöht sich das Risiko bereits um das siebenfache. Mindestens 250 

der im Tabakrauch enthaltenen Substanzen sind giftig, 70 davon sind nachgewiese-

nermaßen kanzerogen (Brennan et al., 1995; Hecht, 2003). Polyzyklische aromatische 

Kohlenwasserstoffe, Benzo[a]pyren, aromatische Amine und tabakspezifische N-

Nitrosamine schädigen die DNA und können zu Mutationen führen (Hecht, 2003). 

Verschiedene Bestandteile des Tabakrauchs unterbinden zusätzlich die Apoptose der 

geschädigten Zellen und fördern so die Krebsentstehung. Warum trotz dieser enormen 

Exposition an Kanzerogenen nur ein kleiner Teil der Tabakkonsumenten jemals an 

einem Tumor erkrankt, ist noch weitgehend unklar.   
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Als mögliche Ursache wird ein genetischer Polymorphismus in Enzymen der 

Biotransformation tabak-assoziierter Pro-Onkogene diskutiert (Lacko et al., 2009). 

Alkohol stellt neben dem Tabakkonsum einen weiteren wichtigen Risikofaktor dar, 

wobei hier die molekularen Mechanismen der Risikoerhöhung noch nicht völlig geklärt 

sind. Eine direkte karzinogene Wirkung konnte für Alkohol bisher nicht aufgezeigt 

werden, jedoch besteht eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem täglichen 

Alkoholkonsum und dem Risiko, an einem Karzinom zu erkranken. Vermutlich sind die 

durch Alkohol erhöhte Durchlässigkeit der Mukosa für Karzinogene sowie die 

alkoholbedingte Bildung karzinogener Abbaustoffe, wie beispielsweise Acetaldehyd, 

hierfür verantwortlich (Gillison, 2007). Acetaldehyd ist metabolisierter Alkohol, der die 

DNA schädigen und Glutathion inaktivieren kann. Letzteres spielt eine wichtige Rolle 

bei der Detoxifizierung von Karzinogenen (Seitz et al., 2001; Poschl et al., 2004). 

Außerdem wird Cytochrom p450 Enzym induziert, das an der Aktivierung 

verschiedener Prokarzinogene beteiligt ist (Poschl et al., 2004). Schon 1989 konnte 

gezeigt werden, dass ein durchschnittlicher Konsum von mehr als 120 g Ethanol am 

Tag das Risiko für ein Mundhöhlenkarzinom stark erhöht und mit stetigem Konsum 

weiter ansteigt (Merletti et al., 1989; Franceschi et al., 2000). Tabak und Alkohol haben 

in Kombination einen synergistischen Effekt auf die Entstehung eines Karzinoms im 

Kopf- und Halsbereich. Hierfür wird die erhöhte Membranpermeabilität tabak-

assoziierter Nitrosamine verantwortlich gemacht (Mashberg et al., 1981; Talamini et 

al., 2002). Bei Kombination beider Risikofaktoren ist ein bis zu 30-fach erhöhtes 

Erkrankungsrisiko vorhanden (Corrao et al., 1999; Talamin et al., 2002; Altieri et al., 

2002). 

1.4.2 Humane Papillomaviren und Epstein-Barr-Viren 

Einen weiteren Faktor für die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren stellen virale 

Infektionen dar. In den vergangenen Jahren konnten Infektionen mit Epstein-Barr-Viren 

und humanen Papillomaviren (HPV) zunehmend mit der Entstehung von Kopf-Hals-

Tumoren in Verbindung gebracht werden (Dahlstrom et al., 2003). Von den mehr als 

100 bekannten HPV-Typen besitzen insbesondere HPV 16 und 18 die Potenz eine 

bösartige Entartung der Schleimhaut zu induzieren. Einige Studien konnten einen 

direkten Zusammenhang zwischen HPV und Kopf-Hals-Tumoren nachweisen. 

Beispielsweise sind 30 % der Schleimhautkarzinome HPV 16 bzw. 18 assoziiert 

(Dayyani et al., 2010). HPV 16 und 18 beweisen onkogenes Potential durch die 

Kodierung der Onkoproteine E6 und E7, welche ihrerseits wiederum die Tumorsupp-

ressorproteine p53 und pRb inaktivieren (Herrero et al., 2003).   
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Zusätzlich kann bei HPV infizierten Zellen der proteasomale Abbau von p53 erhöht 

sein, was zu einer vermehrten Apoptoseresistenz führt (zur Hausen, 2002; Braakhuis 

et al., 2004). Somit sind diese Viren in der Lage, humane Zellen zu immortalisieren und 

deren Ansprechen auf interne und externe Apoptosesignale zu reduzieren. Die 

infizierte Zelle bleibt trotz Zellschäden am Leben. In den letzten Jahren wurde deutlich, 

dass die durch HPV induzierten Tumoren häufig eine bessere Prognose haben als die 

Tumoren, die durch Alkohol und Rauchen ausgelöst werden (Ajila et al., 2015). 

Besonders deutlich wurde dies bei oropharyngealen Tumoren. Hierbei waren eine 

HPV-Infektion mit einem jüngeren Alter der Patienten, dem Fehlen von Risikofaktoren, 

hohen Proliferationsindizes, einem niedrigen Grading, einem basaloiden Subtyp sowie 

einem besseren Ansprechen auf eine Strahlentherapie und einer besseren 

Überlebensprognose assoziiert (Gillison et al., 2000; Dahlstrom et al., 2003). 

1.4.3 Ultraviolette Strahlung 

Tumoren der Lippe entstehen überwiegend durch die mutagene Wirkung ultravioletter 

Strahlung (UV). Ultraviolette Strahlung mit Wellenlängen von 315 nm bis 400 nm (UV-

B-Strahlung) dringt tiefer in Auge und Haut ein und kann dort zu dauerhaften 

Bindegewebsschädigungen führen. Den Schäden liegen einige pathogenetische 

Mechanismen zugrunde, die die Entstehung von z. B. Basalzellkarzinomen 

begünstigen. Basalzellkarzinome zählen mit 90 % zu den am häufigsten vorkommen-

den Tumoren im Gesichtsbereich. Ihre Inzidenz ist seit den letzten 30 Jahren stetig 

angestiegen. Primär wird vermutet, dass die durch UV-B-Strahlung gesetzten Schäden 

nicht mehr vollständig beziehungsweise nicht fehlerfrei repariert werden und somit zu 

bleibenden Mutationen und Alterationen in der DNA führen (Brash et al., 1996). Bei 50 

% der Basalzellkarzinomen wurden UV-induzierte Mutationen des p53- Tumorsuppres-

sorgens gefunden (Grossmann et al., 1997; Brash et al., 1996). Dabei kommt es mit 

zunehmendem Alter zu einer Anhäufung von Mutationen. Insbesondere die steigende 

Anzahl der nicht melanozytären Hauttumoren in höheren Lebensjahren wird auf diesen 

Effekt zurückgeführt (Ouhtit et al., 1998). Als anderen Effekt können UV-Strahlen das 

Immunsystems hemmen, wodurch der Abbau geschädigter Zellen unterbunden wird 

und somit zu deren Manifestierung führt (de Gruijl et al., 2011; Gree et al., 1999). Es 

wird hierbei von einer Wirkung auf die T-Zellen und des Provitamins 7-

Dehydrocholestrol in der Haut ausgegangen.  
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1.4.4 Betelnuss 

In weiten Teilen Asiens stehen die Mediziner einem hierzulande weniger verbreiteten 

Risikofaktor gegenüber – dem Kauen von Betelnüssen (Gupta et al., 2002; Ferlay et 

al., 2008). Die Betelnuss ist der Samen der Frucht der Betelnusspalme Areca catechu 

und kulturhistorisch im asiatischen Raum verankert (Warnakulasuriya et al., 2002). Die 

Nuss wird selten allein gekaut, sondern hierfür oftmals mit Tabakblättern umwickelt. 

Der Tabak galt lange als Ursache für die hohen Zahlen an neuerkrankten HNSCC-

Patienten im asiatischen Raum. Heute wird weniger der Tabak in gekauter Form der 

Entstehung eines HNSCC zugeordnet, sondern die in der Betelnuss enthaltenden 

Alkaloide: Arecolin, Arecaidin, Arecolidin, Guvacolin und Guvacin. Diese verursachen 

eine anhaltende inflammatorische Reaktion der Mukosa, in Folge dessen es zu einer 

übermäßigen oralen submukösen Fibrose kommen und so am Ende die Karzinoment-

stehung begünstigt werden kann (Rehmann et al., 2015).  

1.5 Klinische Aspekte der Kopf-Hals-Tumoren 

1.5.1 Pathologie der Kopf-Hals-Tumoren 

Plattenepithelkarzinome können sich auf der Basis oraler Präkanzerosen (z. B. 

Leukoplakieformen, Erythroplakie, oraler Lichen planus, submuköse Fibrose) oder 

auch aus unauffälliger Schleimhaut entwickeln (Pathology and Genetics: Head and 

Neck Tumours, World Health Organization (WHO), 2005). Manifeste Tumoren können 

Zahnlockerungen, Lymphknotenschwellungen, Schluckbeschwerden, Atemnot, länger 

auftretende Heiserkeit, Foetor ex ore, Blutungen, Fehlstellungen von Zahnersatz und 

Taubheitsgefühle auslösen. Allgemeine Symptome sind Leistungsabfall, Müdigkeit, 

Appetitlosigkeit und Gewichtsabnahme. Mit zunehmender Größe der Tumoren breitet 

sich dieser flächig aus und ist durch sein zapfenförmiges Wachstum in die Tiefe 

gekennzeichnet. Dies führt zu funktionellen Beeinträchtigungen wie Mundöffnungsbe-

hinderung, Schwierigkeiten beim Schlucken, Kauen oder Sprechen sowie zu 

Ernährungsstörungen. Neben den allgemeinmedizinischen Beeinträchtigungen, kann 

es in fortgeschrittenen Fällen zu Frakturen oder zum Durchbruch der äußeren Haut 

kommen. Die begleitende Schmerzlosigkeit lässt in den meisten Fällen eine 

Entzündung ausschließen. 
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1.5.2 Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in der Zahnarztpraxis 

Bereits bei der Erstdiagnose besitzen zwei Drittel der Patienten weit fortgeschrittene 

Karzinome und weisen in 50 % bis 60 % der Fälle erste lokoregionäre Metastasen auf 

(Vokes et al., 1993). Es ist daher sehr wichtig, dass Zahnmediziner bösartige 

Veränderungen früh und sicher erkennen um ein weiteres Voranschreiten der 

Erkrankung durch fehlerhafte Beurteilung und Behandlung zu verhindern. Bei jeder 

Kontrolluntersuchung sollten deshalb sämtliche relevante Regionen eingesehen, 

kritisch untersucht und mechanische Irritationen, z. B. verursacht durch überstehende 

und scharfe Kronen- oder Prothesenkanten, ausgeschlossen werden. Zur Verifizierung 

einer Diagnose empfiehlt es sich, Größe, Lokalisation, Dolenz, Oberflächenbeschaf-

fenheit, Konsistenz, Symmetrie, Blutungsneigung und lokale Mobilität zum Untergrund 

durch einen ausführlichen systematischen Untersuchungsgang zu beurteilen. Zur 

Basisdiagnostik gehört weiterhin eine Vitalitätsprobe der benachbarten Zähne zur 

Erfassung odontogener entzündlicher Ursachen, die Bestimmung parodontaler 

Parameter und die röntgenologische Beurteilung des Zahnstatus und ossärer 

entzündlicher Ursachen durch eine Panoramaschichtaufnahme. Eine einfache 

Palpation der regionären Lymphknoten sowie eine Sensibilitätsprüfung des N. 

trigeminus zur Bewertung der Schmerzempfindung oder zur Erkennung einer 

Tumorausbreitung sollten ergänzend erfolgen. Diese Grunduntersuchungen können in 

der zahnärztlichen Praxis ohne großen instrumentellen Aufwand durchgeführt werden.  

1.5.3 Weiterführende Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in spezialisierten 

Facheinrichtungen 

Zur Diagnosesicherung werden in spezialisierten Zentren der Mund-,Kiefer- und 

Gesichtschirurgie (MKG) oder der Hals-,Nasen- und Ohrenheilkunde (HNO) eine 

indirekte Laryngoskopie bzw. eine Panendoskopie durchgeführt. Zur Beurteilung einer 

möglichen bereits stattgefundenen Streuung der Tumoren wird die gesamte Region 

von der Schädelbasis bis zum oberen Thorax mit bildgebenden Verfahren wie einer 

Computertomographie (CT), einer Magnetresonanztomographie (MRT) und einer 

Positronenemissionstomographie (PET) untersucht. Der Vorteil eines MRT ist eine 

genauere Abgrenzung der Weichgewebe und damit die Beurteilung der Eindringtiefe 

der Tumoren. Das PET-CT mit radioaktiv markierter Fluordesoxyglucose (18 F) erlaubt 

den Nachweis sehr kleiner Tumoren und ist geeignet für die Suche nach Lymphknoten- 

und Fernmetastasen oder nach Rezidiven (Argiris et al., 2008).   
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Im Rahmen der Beurteilung von Fernmetastasen und synchronen Lungentumoren 

können darüber hinaus abdominale Ultraschalluntersuchungen und Röntgenthoraxauf-

nahmen durchgeführt werden (Sanderson et al., 2002). Die Inzidenz synchroner 

Zweittumoren oder von Fernmetastasen liegt bei Karzinomen der Mundhöhle, 

abhängig von der Größe der Primärtumoren, zwischen 4 % und 33 %, wobei die 

fortgeschrittenen Stadien und Patienten mit Lymphknotenbefall in Level IV (American 

Academy of Otolaryngology (engl.); Unterteilung der Halslymphknoten nach Robbins in 

sechs Level (Level IV= untere tiefe juguläre Lymphknoten)) besonders häufig betroffen 

sind (de Bree et al., 2000; Haughey et al., 1992; Warner et al., 2003). Den 

Goldstandard für die Diagnosesicherung von Kopf-Hals-Tumoren stellt die Biopsie der 

verdächtigen Primärläsion und eine ggf. angewandte Feinnadelaspiration eines 

vergrößerten Lymphknotens mit anschließender histopathologischer Untersuchung dar 

(Sanderson et al., 2002). Lokoregionäre Lymphknoten werden routinemäßig 

histologisch auf disseminierte Tumorzellen überprüft, da 80 % der tumorfrei 

diagnostizierten Lymphknoten noch Mikrometastasen enthalten. Diese okkulten 

Tumorzellen sind eine Ursache für die sog. minimale Resterkrankung (MRD= minimal 

residual disease (engl.)), da sie aufgrund der rapiden Progression schnell Rezidive und 

weitere Metastasen bilden können.  

Nach den oben genannten Verfahren kann die Diagnose gestellt, ein Staging der 

Tumore durchgeführt und ein anschließendes fachübergreifendes Therapieschema 

entworfen werden. 

1.5.4 Staging 

Unter „Staging“ versteht man die Einteilung von Tumoren. Die Union internationale 

contre le cancer (UICC) teilt Tumoren nach der TNM-Klassifikation in fünf 

verschiedene Entwicklungsstadien ein. In dieser Arbeit wurden die malignen 

Veränderungen entsprechend der TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung der UICC 

zugeordnet. Die TNM-Klassifikation der UICC und des American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) beschreiben die anatomische Ausdehnung der PrimärTumoren und 

dessen Infiltration in benachbartes Gewebe (T), das Vorkommen regionaler 

Lymphknotenmetastasen (N= Nodulus (lat.); Größe, Anzahl und Lage) und die 

FernMetastasierung (M) mit Organbefall. Die Ergebnisse der TNM-Klassifikation, die 

im Rahmen der Diagnostik mittels Laboruntersuchungen, bildgebender Verfahren und 

Biopsie und/oder Operationen ermittelt werden, stellen die Grundlage des Stagings 

dar.   
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Die T-Stadien sind dabei abhängig von der jeweiligen Tumorlokalisation (Patel et al., 

2005). In Tabelle 2 wird dies anhand des Mundbodenkarzinoms dargestellt. T1 und T2 

entsprechen frühen Tumorstadien und T3 und T4 späten fortgeschrittenen 

Tumorstadien. 

 
Tabelle 2 TNM-IUCC Klassifikation 7.Auflage auf das Mundbodenkarzinom angewandt 

TNM Erläuterung TNM Erläuterung 
T1 Tumor < 2 cm T2 Tumor > 2 cm, aber < 4 cm 
T3 Tumor > 4 cm T4 Infiltration benachbarter Strukturen 

(Knochen, Muskel, Halsweichteile 
Haut etc.) 

N1 solitäre ipsilaterale 
Lymphknoten < 3 cm 

N2a solitäre ipsilaterale Lymphknoten > 3 
cm, aber > 6 cm 

N2b multiple ipsilaterale 
Lymphknoten < 6 cm 

N2c bi-/kontralaterale Lymphknoten < 6 
cm 

N3 Lymphknoten > 6 cm 
0 

kein Befall der Struktur (T0, N0, M0) 

M1 
Metastasen vorhanden 

x 
keine Beurteilung möglich (Tx, Nx, 
Mx) 

 
Die TNM-Kombinationen können bei vergleichbarer Prognose in 4 Tumorstadien 

zusammengefasst werden (vgl. Tbl. 3).  

 
Tabelle 3 Stadieneinteilung der Union internationale contre le cancer (TNM-UICC 7. Auflage)  

Stadium T N M 
0 Tis* N0 M0 
I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0 
III T1,T2 N1 Mo 
 T3 N0,N1 M0 
IVA T1,T2,T2 N2 M0 
 T4a N0,N1,N2 M0 
IVB T4b jedes N M0 
 jedes T N3 M0 
IVC jedes T jedes N M1 

*Tis: Tumor in situ 

 

cTNM für c = klinisch (engl. clinical.) 
pTNM für p = pathologische, postoperative Klassifikation 
uTNM für u = Ultraschall 
aTNM für a = Autopsie 
yTNM für y = neoadjuvante Chemotherapie, Radiotherapie oder Radio-Chemo-     
                          Therapie 
rTNM für r = Rezidiv 
TNMc für c = gibt die Zuverlässigkeit der Diagnose an (engl. certainty)  
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Zusätzlich möglich: 
 
L0/1  = Invasion in Lymphgefäße oder Venen 
Pn0/1  = Perineurale Invasion  
SX/0–3 = Serumtumormarker 
R0/1/2  = Angabe, ob Tumorgewebe nach einer Therapie verblieben ist (lokal,   

   regionär oder Fernmetastasen) 
 
Histopathologisch wird die Abweichung des Tumorgewebes von seinem Ursprungsge-

webe durch das Grading angegeben. Dies erfolgt nach vier Differenzierungsgraden 

(G1: hochdifferenziert bis G4: undifferenziert). Zwischen der Prognose und dem 

Tumorgrading besteht eine klare Korrelation. Hierbei korreliert ein hohes Grading 

sowie die höheren Kategorien der TNM-Einteilung mit einer schlechteren Prognose 

(Coatesworth et al., 2002; O'Brien, 2003). Die genaue klinische und histopathologische 

Inspektion der Tumoren erleichtert die Wahl der Therapie, den Informationsaustausch 

zwischen den Behandlungszentren, kann Hinweise auf die Prognose geben und hilft 

bei der Auswertung onkologischer Ergebnisse (Wittekind et al., 2002). Neben den 

genannten Vorteilen beinhaltet das oben genannte Klassifikationssystem aber auch 

einige Nachteile, wie die fehlende Einbindung weiterer Faktoren pathologischer oder 

molekularbiologischer Art, die besonders für die Auswahl und Bedeutung 

nichtchirurgischer Therapiemodalitäten relevant sein könnten (van der Schroeff et al., 

2009). In dieser Arbeit wurde für das Tumorstaging die 7. Version der UICC für die 

TNM-Klassifaktion gewählt. Die aktuelle 8. Version vom 11.01.2017 findet in der 

vorliegenden Arbeit keine Berücksichtigung. Für Kopf-Hals-Tumore wären nach der 

neuen TNM-Klassifikation die Invasionstiefe des Tumors (≤ 5 mm, > 5 und ≤ 10 mm, > 

10 mm), beim Lymphknotenstatus die Einbeziehung des Fehlens oder Vorhandenseins 

einer extranodalen Tumorausbreitung, ein Immunhistochemischer p16-Status und 

Untersuchungen zum EBV- und HPV/p16-Nachweis von Bedeutung. 

1.6 Therapie von Kopf-Hals-Tumoren 

In der Therapie der Kopf-Hals-Tumoren werden zwei Ansätze unterschieden: die 

Behandlung mit kurativer Intention und die palliative Behandlung. Die kurativ 

intendierte Behandlung der Kopf-Hals-Tumoren setzt sich aus alleiniger chirurgischer 

Therapie, alleiniger Strahlentherapie, Strahlentherapie in Kombination mit einer 

Chemotherapie sowie Kombinationen aus chirurgischer Therapie, Strahlentherapie und 

Chemotherapie zusammen und hat zum Ziel die Krankheit zu heilen (Pignon et al., 

2000; Forastiere et al., 2003; Shah et al., 2009). Hierbei stellt die Kombination von 

Operation und Bestrahlung eine sehr wichtige Therapieoption dar.  
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Die palliative Therapie wird in Ausnahmefällen durchgeführt, wenn Patienten die 

Behandlung ablehnen, zu alt, multimorbide und die klinische Prognose der Tumoren 

aussichtslos erscheint. Sie zielt nicht auf die Heilung einer Erkrankung ab, sondern auf 

eine Linderung der Symptome sowie eine Reduktion der Nebenwirkungen. Für 

Patienten mit metastasierten oder rezidivierenden Tumoren gibt es im Fall einer 

Resektabilität die Möglichkeit der Rezidivoperation. Im Anschluss kann eine 

nochmalige Radio- oder Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden. Bei Inoperabiltät 

besteht die Möglichkeit einer alleinigen Radiotherapie oder die Verbindung mit einer 

Chemotherapie. Zudem können auch die palliative Chemotherapie in Kombination mit 

einem Anti-EGFR-Antikörper gegeben werden. Insgesamt haben Patienten mit einem 

Rezidiv oder einer Fernmetastasierung eine sehr schlechte Prognose.  

1.6.1 Chirurgie 

Bei der gewählten Therapieform sollte die individuelle Situation des Patienten, die 

Erreichbarkeit tumorfreier Resektionsgrenzen und die postoperative Lebensqualität 

berücksichtigt werden. Dies beinhaltet die präoperative Beachtung folgender Kriterien: 

die Wahrscheinlichkeit funktioneller Beeinträchtigungen, die Resektabilität der 

Tumoren, der allgemeine Gesundheitszustand und der Wunsch des Patienten. Ein 

kleines und oberflächliches Karzinom der Mundhöhle mit niedrigem klinischen Stadium 

ohne Metastasierung kann mit alleiniger chirurgischer oder auch radiologischer 

Therapie geheilt werden (Lefebvre et al., 1994; Sessions et al., 2000). Für die 

Behandlung der meisten Kopf-Hals-Tumoren stellt die chirurgische Entfernung des 

Tumorgewebes die Therapie der ersten Wahl dar. Es wird eine vollständige Entfernung 

angestrebt. Hierbei muss ein Sicherheitsabstand von mindestens fünf mm eingehalten 

werden um R0 anzustreben. Ein verfehltes R0 verschlechtert die Überlebensprognose 

signifikant (Sessions et al., 2000; O'Brien et al., 2003). Das Ausmaß einer Operation ist 

durch den möglichen Verlust an Funktion sowie durch die damit verbundene 

Verminderung an Lebensqualität aufgrund äußerlicher Entstellung eingeschränkt. 

Gerade bei Tumoren der Mundhöhle und der mobilen Zunge können die Folgen der 

notwendigen Tumorresektionen entstellend wirken und die Sprache sowie das 

Schlucken erheblich beeinträchtigen (Salem et al., 2010). Neben der Operation des 

Tumors müssen auch die lokalen Halslymphknoten einer Behandlung unterzogen 

werden. Die Lymphknotengruppen am Hals werden anatomisch in sechs Level und 

sechs Sublevel eingeteilt (Robbins et al., 1991 und 2002). Die Einteilung ist 

entscheident für den Operationsaufwand und die Prognose. Eine Neck dissektion 

(engl.; dt. Halspräparation) kann vor prophylaktischem oder therapeutischem 

Hintergrund durchgeführt werden.   
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Hierbei ist der Befall der Lymphknoten mit Metastasen entscheidend. Die Operation 

der Lymphknoten erfolgt nach  standardisierten Schemata – radikal, modifiziert-radikal, 

selektiv und funktional. Die Abstufung der Operationsmethode wird aufgrund der 

anatomischen Strukturen getroffen, die erhalten werden können.  

1.6.2 Radiotherapie 

Die Radiotherapie stellt neben der chirurgischen Therapie einen der Grundpfeiler für 

die Behandlung von malignen Kopf-Hals-Tumoren dar. Bei der Radiotherapie müssen 

verschiedene Therapieansätze berücksichtigt werden. Sie kann über den kurativen 

Weg als primäre radikale Therapie, zur Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle prä- 

und postoperativ, in Kombination mit einer simultanen Chemotherapie sowie zur 

Linderung von tumorbedingten Symptomen bei der palliativen Begleittherapie zum 

Einsatz kommen.  

Im kurativen Therapieansatz ist das Ziel der Radiotherapie die möglichst vollständige 

Eliminierung der Tumorzellen unter Schonung der umliegenden gesunden 

Gewebeanteile. Dabei kann sie extern mit ionisierender Strahlung (perkutane 

Therapie) oder intern nach Implantation von speziellen Kathetern im Nachladeverfah-

ren (Afterloading (engl.)) durchführt werden. Aus einigen Studien geht hervor, dass 

fortgeschrittene Karzinome der Mundhöhle (T3, T4) nach alleiniger Strahlentherapie 

eine höhere Rezidivrate aufweisen als andere Karzinome im Kopf- und Halsbereich 

(Levendag et al., 1996). Da sich mehr als 50 % der Patienten zum Diagnosezeitpunkt 

in einem lokal fortgeschrittenen Tumorstadium befinden, werden sie daher zumeist 

kombiniert chirurgisch und strahlentherapeutisch behandelt (Seiwert et al., 2005).  

Die Gesamtdosis wird in der Regel in mehrere Einzeldosen aufgeteilt konventionell 

fraktioniert (1,8 Gy bis 2,0 Gy täglich, fünfmal pro Woche), akzeleriert (> 10 Gy pro 

Woche) oder hyperfraktioniert (1,1 Gy bis 1,2 Gy, zweimal täglich, fünfmal pro Woche). 

Die Gesamtdosen liegen bei einer postoperativen Radiotherapie im Tumor- und 

befallenen Lymphknotenbereich zwischen 56 bis 66 Gy sowie bei einer primären 

Radiotherapie zwischen 66 Gy bis 72 Gy.  

Aktuell werden bei der Strahlentherapie zur Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren 

dreidimensionale Bestrahlungstechniken (3D) genutzt. Dazu zählen die intensitätsmo-

dulierte Radiotherapie (IMRT) und die dreidimensionale konformale Radiotherapie (3D 

Conformal Radiotherapy (engl.), 3D-CRT). Durch die 3D-CRT und insbesondere die 

IMRT können verschiedene regionäre Bereiche des Tumorbefalls mit unterschiedlichen 

Bestrahlungsdosen behandelt werden. Durch eine Vielzahl kleiner Felder gelingt es, 

nicht nur die Form, sondern auch die Strahlenintensität an die Tumorform anzupassen 

(sog. Fluenzmodulation) (Braaksma et al., 2003).   
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Hierdurch ist es bereits möglich, eine signifikante Reduktion der Strahlenbelastung auf 

die Speicheldrüsen, speziell der Glandulae parotidae, zu erreichen. Hey et al. konnten 

zeigen, dass 40 % des Speichelflusses erhalten werden kann, wenn Grenzwerte von 

weniger als 27,7 Gy berücksichtig werden (Hey et al., 2009). Der Einsatz moderner 

3D-Techniken ist somit unverzichtbar, da nur durch diese Methode deutliche 

Dosisverminderungen an den Ohrspeicheldrüsen zu erreichen sind und die 

Nebenwirkung eines stark verminderten posttherapeutischen Speichelflusses 

vermieden werden kann.  

Lokal fortgeschrittene Tumoren sind häufig charakteriesiert durch eine ausgeprägte 

Tumorhypoxie (Becker, 1998; Dunst et al., 1998). Hypoxische Zellen sind weit weniger 

strahlensensibel. Das Vorhandensein von Tumorhypoxie verschlechtert durch die hohe 

Strahlenresistenz, die Prognose der Patienten. Diese Patienten weisen nach der 

Therapie weiterhin vitale Tumorzellen auf (unvollständige Remission), aus denen dann 

in relativ kurzem Intervall ein Rezidiv entsteht. Zudem weisen diese Patienten eine 

höhere Rate an Fernmetastasen auf. Somit bleibt es von besonderem Interesse für 

das Monitoring der Kopf-Hals-Tumoren herauszufinden, ob eine solche Strahlenresis-

tenz vorliegt, um die gewählte Therapie optimal anzupassen.  

Wird eine Strahlenresistenz vermutet, so kann die Fraktionierung in der Therapie 

umgestellt und eine hyperfraktionierte akzelerierte Radiotherapie (HART) eingesetzt 

werden. Bei dieser Therapieform wird der Fraktionierungsrhythmus mit einer 

Einzeldosis von 1,8 oder 2 Gy fünfmal pro Woche (normofraktionierte Strahlentherapie) 

auf zweimal pro Tag im Abstand von mindestens sechs Stunden verändert und somit 

die Gesamtbehandlungszeit von regulär sieben Wochen auf circa sechs Wochen 

verkürzt. Diese Modulation des Therapieschemas führt nicht selten zu einer erhöhten 

Schädigung des Normalgewebes.  

Grundsätzlich hängt die Ausprägung der Nebenwirkungen von der Intensität der 

angewandten Therapieform und der individuell unterschiedlichen Empfindlichkeit des 

Patienten ab. Die Nebenwirkungen einer Bestrahlung im Kopf- und Halsbereich sind 

mit modernen Bestrahlungstechniken und Supportivmaßnahmen gut zu beherrschen 

(DGRO: Leitlinie der Radioonkologie, 2006; Żmijewska-Tomczak et al., 2014). Nach 

wie vor leiden viele Patienten infolge der erhöhten Strahlenempfindlichkeit der 

Schleimhäute im Mund- und Rachenbereich unter Entzündungen und Mundtrocken-

heit, wodurch auch die Schluckfähigkeit und das Geschmacksempfinden beeinträchtigt 

werden. Eine Rötung der äußeren Haut im bestrahlten Gebiet und die durch die 

Lymphabflussbehinderung auftretende Erhärtung des Unterhautbindegewebes sind 

ebenfalls Folgen der Bestrahlung. 
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1.6.3 Chemotherapie und Radio-Chemo-Therapie 

Im Fall von Kopf-Hals-Tumoren bringt eine alleinige Chemotherapie im Vergleich zu 

den anderen Therapien keinen Überlebensvorteil (Pignon et al., 2000). Nur eine 

simultane Chemotherapie zur Erhöhung der Radiosensibilität von Plattenepitheltumo-

ren kann dazu beitragen, hypoxisch veränderte Tumorzellen zu eliminieren. Dies führt 

dazu, dass eine Kombinationstherapie aus Chemo- und Radiotherapie eine geringere 

Mortalitätsrate aufweist als die jeweilige Einzeltherapie (Pignon et al., 2000). Viele 

Studien dokumentieren, dass bei der primären als auch der postoperativen 

Radiotherapie die Kombination aus Strahlenbehandlung und simultaner Chemothera-

pie der alleinigen Bestrahlung in Bezug auf die Rezidivfreiheit überlegen ist (Corrao et 

al., 1999; Jones et al., 2002), sodass im Folgenden mehr auf die Radio-Chemo-

Therapie (RCT) eingegangen wird. Die RCT wird in drei Formen eingeteilt: die 

definitive RCT ohne Operation, die adjuvante RCT, bei der nach der Operation mit der 

RCT begonnen wird und die neoadjuvante RCT, bei der vor der Operation mit der RCT 

begonnen wird. 

Als Chemotherapeutika bei der Kombinationstherapie werden platinhaltige Zytostatika 

(Cisplatin oder Carboplatin), 5-FU (5-Fluorouracil) und Taxane eingesetzt. Den 

Goldstandard stellt seit Jahren die Therapie mit Cisplatin dar (Howaldt et al., 2000; 

Hafidh et al., 2006). In der Therapiemedikation wird zwischen Mono- und 

Polychemotherapeutika unterschieden. Häufig eingesetzte Substanzen in der 

Monotherapie sind Methotrexat (MTX), Cisplatin, Carboplatin, Paclitaxel und Docetaxel 

(Vermorken et al., 2005). Dabei liegen die Vorteile der Monotherapie in der besseren 

Steuerbarkeit und berechenbaren Toxizität, die Nachteile in der geringen Wirksamkeit 

im Vergleich zu den intensiveren Polychemotherapien, wie bei der Kombination aus 

Cisplatin und 5-FU (5-Fluorouracil) (Budach et al., 2006). Die Durchführung einer 

Polychemotherapie ist jedoch abhängig vom Allgemeinzustand des Patienten.  

Die Chemotherapeutika werden bei der kombinierten RCT simultan während der 

Bestrahlung zur Radiosensibilisierung eingesetzt. Man nutzt dabei den supraadditiven 

Effekt, d.h. die lokal größere Kombinationswirkung im Vergleich zur Addition der 

Einzeleffekte. Um diesen Effekt zu erreichen, müssen die Zytostatika in bestimmten 

Zeitabständen zu der täglichen Bestrahlungsfraktion während der Strahlentherapie-

serie appliziert werden (Bosetti et al., 2003). Oft lässt sich durch eine Kombination 

verschiedenartig wirkender Zytostatika ein besseres Ansprechen der Tumoren auf die 

Behandlung erreichen. 

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen, inoperablen Tumoren ohne Metastasierung 

wurden verschiedene Therapieansätze untersucht.   
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Die Induktionschemotherapie mit darauffolgender Radiotherapie zeigte in den letzten 

beiden Jahrzehnten jedoch keinen Überlebensvorteil bei Kopf-Hals-Tumoren (Pignon 

et al., 2000). Im Hinblick auf die Mortalitätsrate und den Organerhalt bildet die 

Dreifachkombination mit Taxanen (Docetaxel), Cisplatin und 5-Fluorouracil (5-FU) eine 

vielversprechende Alternative zur Standardtherapie. Seit 2004 wird die Dreifachkombi-

nation Docetaxel, Cisplatin und 5-Fluorouracil eingesetzt, die mit Ansprechraten von 

über 90 % bei Primärtumoren und 43 % bei Rezidiven zu einer deutlichen 

Verbesserung der Therapie führte (Posner et al., 2001; Baghi et al., 2006).  

Die Effektivität der neoadjuvanten Chemotherapie konnte verbessert werden, indem 

einige Zytostatikakombinationen wie z. B. Paclitaxel/Cisplatin, insbesondere in 

Kombination mit monoklonalen Antikörpern (z. B. Cetuximab), eingesetzt wurden. Mehr 

als 90 % der epithelialen Kopf-Hals-Tumoren überexprimieren den funktionell aktiven 

Epidemal Growth Factor Receptor (EGFR). Durch Hemmung dieses Rezeptors, z. B. 

über Cetuximab, lassen sich weitere Behandlungswege erschließen. Die Kombination 

der primären Strahlentherapie mit Cetuximab ist wirksamer als die alleinige 

Radiotherapie und verbessert die progressionsfreie Überlebenszeit im Vergleich zur 

alleinigen Bestrahlung signifikant (Bonner et al., 2006). 

1.6.4 Diagnostik und Staging mit Hilfe von Biomarkern 

Eine vielversprechende Ergänzung für die Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren stellen 

Biomarker dar. Biomarker sind laut ihrer Definition objektiv messbare Parameter 

biologischer Prozesse, die diagnostische und prognostische Aussagekraft haben (“any 

substance, structure, or process that can be measured in the body or its products and 

influence or predict the incidence of outcome or disease” (engl.), Biomarkers Definition 

Working Group, 2001). Biomarker zirkulieren im Blut oder in anderen Körperflüssigkei-

ten und ihr Auftreten und ihre Konzentrationsänderungen sind mit dem Entstehen, der 

Ausbreitung, der Prognose oder dem Therapieansprechen von Erkrankungen 

assoziiert. In der modernen Medizin stellen Biomarker einen wichtigen Parameter zur 

vereinfachten und sicheren Diagnosefindung und des Behandlungsverlaufs dar (Zen et 

al., 2012). Speziell in der Onkologie haben sie eine große Bedeutung und sind 

entweder Bestandteile der Krebszellen selbst (Tumorantigene) oder aber vom Tumor 

oder vom gesunden Gewebe als Reaktion auf die Krebszellen direkt oder indirekt 

gebildete Stoffwechselprodukte, wie zum Beispiel Enzyme oder Hormone. Für eine 

einfache und schnelle Diagnostik werden Biomarker bevorzugt, welche in 

Körperflüssigkeiten gelöst sind (humorale Tumormarker). Diese sollen helfen die 

Diagnostik zu unterstützen, damit frühzeitig ein Tumor spezifisch identifiziert werden 

kann (Rifai et al., 2006).   
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Viele Studien haben Blut- und Speichelproben von gesunden Probanden und von 

Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren auf Tumorbiomarker überprüft (Gottschlich et al., 

2000; Sorio et al., 2006; Arellano et al., 2009). Der Fokus lag hierbei auf dem Messen 

spezifischer im Speichel oder auch im Blut vorhandener Makromoleküle. Es wurden 

Enzyme, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Metalloproteinasen, Endothelin, Telomerasen, 

Zytokeratine, mRNA- und DNA-Sequenzen untersucht. 

In den letzten Jahren haben zahlreiche Forschungsarbeiten demonstriert, dass im 

Speichel von Patienten mit maligen Kopf-Hals-Tumoren epitheliale Tumormarker wie 

Cyfra 21-1, TPS und CA 12 nachgewiesen werden können. Ebenso waren 

verschiedene sauerstoffabhängige stress-assoziierte Speichelparameter wie ROS und 

RNS, biochemische und immunologische Parameter wie IGF, MMP’s und RNA-

Transkripte von IL8, IL-1B nachweisbar (Gottschlich et al., 2000; Walther et al., 1993; 

Sorio et al., 2006). In anderen Fachbereichen werden Biomarker schon seit Jahren 

eingesetzt. Es korrelieren z. B. erhöhte präoperative CEA-Werte mit dem Stadium, der 

Rezidivrate und der Überlebenszeit kolorektaler Karzinome. Als tumorassoziierte 

Antigene haben das CEA und das CA 19-9 für die Verlaufskontrolle von intestinalen 

Karzinomen einen hohen Stellenwert erreicht. Diese Tumormarker (CEA, CA 19-9 und 

SCC) konnten ebenfalls im Serum von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen 

nachgewiesen werden, verlieren aber ihre Bedeutung im Vergleich zu den Werten bei 

intestinalen Tumoren. Die Timidinkinase (TK) sowie die dTTPase sind unspezifische 

Proliferationsindikatoren und als zelluläre Enzyme an der Kontrolle der DNA-Synthese 

beteiligt. In einer Studie zur klinischen Leistungsfähigkeit von CEA, SCC, CA 19-9, TK 

und dTTPase als Tumormarker, wurden über einen Zeitraum von sechs Monaten, 26 

Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich untersucht. Es konnten 

keine deutlichen und signifikanten Spiegelerhöhungen im Serum nachgewiesen 

werden. Somit ließen sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den 

Serumspiegeln und der Tumorlokalisation, der Tumorgröße, dem histologischen 

Differenzierungsgrad und dem Allgemeinzustand der Patienten nachweisen. In der 

weiteren, posttherapeutischen Verlaufsbeobachtung versprachen die Marker auch bei 

verschiedenen Therapiemodalitäten und trotz Tumorfreiheit keine krankheitshinwei-

senden Auskünfte (Walther et al., 1993).  
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1.7 Molekulare Biomarker- mikroRNA 

1.7.1 Definition und Genese 

Aufgrund der unzureichenden Spezifität und Sensitivität konventioneller Diagnostikme-

thoden setzt die aktuelle Forschung im Bereich der Plattenepithelkarzinome im Kopf- 

und Halsbereich auf molekulare Marker (Park et al., 2009; Farnebo et al., 2011; Liu et 

al., 2012). Mit einem besseren Verständnis der Tumorbiologie können Ansätze für die 

Entwicklung wirksamerer und individuellerer Behandlungsmethoden gefunden werden. 

Hierbei nimmt die mikroRNA neben anderen Biomarkern (p53, EGFR, HPV-Onkogen 

etc.) eine Sonderstellung ein. Laut Definition sind mikroRNA nichtcodierende kurze 

RNA-Moleküle (18 bis 25 Nukleotide) endogenen Ursprungs, die als spezifische 

translationale Repressoren wirken (Bartel, 2004; Calin et al., 2006). MikroRNA können 

über diese Modulation der Gen-Expression regulierend auf die Zellphysiologie wirken 

und dabei die Tumorgenese in einem frühen Stadium beeinflussen. 1993 wurden sie 

das erste Mal von Lee beschrieben (Lee et al., 1993). Seitdem kennt man ca. 2500 

unterschiedliche mikroRNA („Mirbase.org“ Datenbank). Allein auf der Datenbank 

„Pubmed“ wurden seitdem ca. 67.000 Publikationen zum Thema mikroRNA 

veröffentlicht (Abb.1). 

 
Abbildung 1 Veröffentlichungen zum Thema mikroRNA auf Pubmed von 1972- 2018 

Die Biogenese und die Prozessierung der mikroRNA in menschlichen Zellen wurden 

bereits gut untersucht (Abb. 2). Sie wirken im Zytoplasma und binden an die Ziel-

mRNA, wenn diese den Nukleus verlässt. Einige mikroRNA sind in Clustern 

angeordnet und werden als Polycistron transkribiert (Lee et al., 1993). Etwa 40 % der 

mikroRNA sind in den Introns von proteinkodierenden Genen lokalisiert und werden 

nach dem Spleißen autonom prozessiert (Rodriguez et al., 2004).  
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Abbildung 2 Entstehung und Wirkungsweise der mikroRNA (Cortez et al., 2009) 

 
Es wird angenommen, dass etwa 70 % aller humanen proteinkodierenden Gene von 

mikroRNA reguliert werden (Friedman et al., 2009). Somit sind sie wesentliche 

Regulatoren der Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose (Guarnieri, 2008; 

Hunter et al., 2008). MikroRNA weisen aufgrund ihrer geringen Länge sowie der 

stabilen Assoziation an ihre Bindungspartner Argonaute-Proteine (hAgo2), eine hohe 

Resistenz gegen den Abbau durch RNAsen auf, zirkulieren hoch stabil im Serum und 

Plasma, sind resistent gegenüber extremen pH-Wert und Temperaturschwankungen 

und können mit einfachen molekularbiologischen Methoden (u. a. qRT-PCR, 

mikroRNA Assays) in Geweben und Körperflüssigkeiten verlässlich nachgewiesen 

werden (Hanson et al., 2009; Zubakov et al., 2008). Durch ihre verschiedenen 

Expressionsmuster werden sie in physiologischen Prozessen unterschiedlich reguliert, 

wobei sie meist gewebespezifisch in Assoziation zu nahegelegen Genen organisiert 

sind. Neben der klassischen Einteilung der Tumoren nach Morphologie und Histologie 

beschreiben mikroRNA zugrunde liegende genetisch-regulatorische Veränderungen. 

Das veränderte mikroRNA Expressionsprofil kann die Entschlüsselung der 

Entwicklungsgeschichte von menschlichen Tumoren ermöglichen und die erfolgreiche 

Klassifikation auch in schlecht differenzierten Fällen ermöglichen. Hierbei genügt eine 

kleine Zahl von mikroRNA (Lu et al., 2005; Calin et al., 2002).   
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Aufgrund dieser Vielseitigkeit besitzen die Expressionslevel zirkulierender mikroRNA in 

Körperflüssigkeiten ein hohes Potential für den Gebrauch als neuartige, minimal 

invasive Biomarker in der Tumorklassifikation, Diagnostik und der Überwachung von 

Tumoren (Bartel, 2004). Das Expressionsmuster zirkulierender mikroRNA korreliert 

stark mit pathologischen Veränderungen. Spezifische mikroRNA konnten als 

Biomarker im Serum von Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen erfolgreich 

validiert werden, so etwa bei Prostatakarzinomen, Ovarialkarzinomen, Kolonkarzino-

men, Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen und kleinzelligen Lungenkarzinomen 

(Zen et al., 2012).  

1.7.2 MikroRNA und ihre Rolle in der Tumorgenese 

MikroRNA beeinflussen, je nach Spektrum der jeweiligen Ziel-Gene, die Aktivität von 

Onko- oder Tumorsuppressorgenen und spielen somit eine Doppelrolle in der 

Karzinogenese. In Tumoren ist die Expression von mikroRNA häufig dereguliert. Da sie 

bei der Entstehung spezifischer Proteine zu einem frühen Zeitpunkt eingreifen, 

ermöglichen mikroRNA einen Tumor in seinen Anfängen zu diagnostizieren (Bartel, 

2004). In Tumorzellen sind mikroRNA aufgrund der rapiden Proliferation der 

Tumorzellen häufig in einer höheren Varianz exprimiert als in somatischen Zellen. 

Zusätzlich finden sich aufgrund von epigenetischen Alterationen oder Mutationen und 

chromosomalen Veränderungen wie Deletionen in der Regel veränderte mikroRNA-

Expressionsmuster im Vergleich zu somatischen Zellen. Die Evaluierung geeigneter 

mikroRNA im Speichel zur Unterscheidung zwischen gesunden Probanden und 

Patienten mit Tumoren im Kopf- und Halsbereich wird seit langem intensiv bearbeitet. 

Die in dieser Arbeit untersuchten mikroRNA miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-

200a, miR-203, miR-213 (in der aktuellen miRBase Terminologie als miR-181a-3p 

benannt) stehen in Zusammenhang mit der Entstehung eines HNSCC. Diese 

mikroRNA sind bekannte Onkomirs, die eine noch nicht genau definierte Rolle bei der 

Genese verschiedener Tumorentitäten spielen (Yu et al., 2011; Wu et al., 2011; Lv et 

al., 2011). Eine der ersten Arbeiten auf diesem Gebiet ist eine Screeningarbeit von 

Park et al. im Jahr 2009, in der etwa 50 mikroRNA im Speichel nachgewiesen werden 

konnten. Auffällig waren die miR-200a und miR-125a, welche signifikant niedriger im 

Speichel von Mundhöhlenkarzinom-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden 

exprimiert wurden. Auch konnten Konzentrationsveränderungen der miR-125a, miR-

200a, miR-93 und der miR-142-3p im Speichel zwischen Patienten mit Mundhöh-

lenkarzinomen im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden (Park et al., 

2009).   



1. Einleitung 

20 

 

Auch andere Arbeiten belegen das tumorspezifische Potential der mikroRNA. Bekannt 

ist, dass miR-125a die Proteinlevel der onkogenen Proteine ERBB2 und ERBB3 

reduzieren kann, d. h. eine tumorsupprimierende Wirkung aufweist (Scott et al., 2007). 

Lui et al. konnten 2012 einen signifikanten Expressionsunterschied der miR-31 im 

Speichel zwischen Patienten mit Mundhöhlenkarzinomen und gesunden Probanden 

feststellen (Liu et al., 2012).  

Nicht nur für die Primärdiagnostik, sondern auch für das Monitoring während einer 

Tumortherapie können mikroRNA von großer Bedeutung sein. Trotz ihrer Rolle in 

onkogenetischer Zelltransformation zeigen die Mitglieder der let-7 Familie (let-7a, let-

7b, let-7g und let-7i) in ihrer Expression eine deutliche Strahlensensitivität und könnten 

zur Überwachung einer Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden (Boyerinas et al., 

2010). Die Hemmung von let-7g durch Antagomirs führt z. B. zu einer vergrößerten 

Radiosensitivität von Tumoren der Lunge (Weidhaas et al., 2007). 

MikroRNA beeinflussen außerdem noch einen für den Erfolg der Strahlentherapie 

wichtigen Vorgang, den der zellulären Hypoxie (Kulshreshtha et al., 2007 und 2008). 

Durch hohe Metabolisierungsraten und eine rasante Proliferation können im Tumor 

hypoxische Regionen entstehen. Seit längerem ist bekannt, dass Sauerstoff einen 

radiosensibilisierenden Effekt hat, sodass für die Zellabtötung von hypoxischem 

Gewebe eine zwei- bis dreifach höhere Strahlendosis benötigt wird. Prägen 

Tumorzellen spezielle Phänotypen aus, kann es zur Therapieresistenz, aggressivem 

Tumorwachstum und maligner Progression kommen (Vaupel et al., 2007; Oliveira et 

al., 2008). Dies ist auch bei Mundhöhlenkarzinomen mit einer ungünstigen Prognose 

assoziiert (Eckert et al., 2008 und 2011). Hypoxischer Stress aktiviert ein komplexes 

Gen-Expressionsprogramm, welches vom Hypoxie induzierbaren Faktor 1 (HIF-1), 

insbesondere seiner Untereinheit α (HIF-1α), gesteuert wird (Swietach et al., 2007; 

Denko, 2008; Semenza, 2009). HIF-1 fördert die Umstellung des Zellstoffwechsels an 

einen verminderten zellulären Sauerstoffpartialdruck im Sinne einer Adaptation. So gibt 

es mikroRNA, die etwa HIF-1α indirekt stabilisieren bzw. direkt inhibieren. 

Beispielsweise hemmt die miR-31 die Expression von Factor inhibiting HIF-1 (FIH), 

wodurch HIF-1α stabilisiert wird (Liu et al., 2010). In den vergangenen Jahren konnte 

gezeigt werden, dass sich das Expressionsprofil bei Hypoxie assoziierten mikroRNA 

auch bei Tumoren im Kopf- und Halsbereich verändert (Hui et al., 2010).   
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1.7.3 Therapiemonitoring mit Biomarkern 

Trotz optimierter Operations- und Bestrahlungstechniken sowie kombinierter 

Chemotherapie haben sich die Heilungschancen des HNSCC in den letzten 

Jahrzehnten kaum verbessert. Eine der Hauptursachen für das mäßige Ansprechen 

auf die zur Verfügung stehenden Therapieoptionen und die fehlenden Informationen 

über das biologische Verhalten der Tumoren im Therapieverlauf ist der Mangel an 

geeigneten Biomarkern (Pink et al., 2009). Nur bei vollständiger histologisch 

gesicherter Entfernung der Tumoren besteht ein verlässliches Therapieergebnis. Die in 

Kapitel 1.6.4. genannten Biomarker stellen eine Möglichkeit dar, neue Impulse in der 

Diagnose, Therapie und Nachsorge des HNSCC zu setzen. Ein wichtiges Ziel ist es, 

Tumormarker zu identifizieren, die den Tumor demaskieren, d. h. frühzeitig das 

Ansprechen der Tumoren auf die Therapie bzw. das Entstehen eines Rezidivs 

anzeigen. Leider sind die bisher untersuchten Tumormarker zur Beurteilung von 

HNSCC zu wenig spezifisch bzw. sensitiv. Hier stellen die mikroRNA eine neue 

vielversprechende Option dar. Das diagnostische und prädiktive Potential von 

mikroRNA ist in diesem Zusammenhang bislang aber nur unzureichend untersucht 

wurden. 
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2 Zielstellung 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf den Nachweis der im Speichel von 

Patienten, die an einem Kopf-Hals-Tumor erkrankten, im Verlauf der Radio-Chemo-

Therapie detektierbaren, spezifischen mikroRNA gelegt. Es sollten die Expressionsän-

derungen und deren klinische Wertigkeit für das Tumormonitoring untersucht und 

evaluiert werden. Die spezifischen mikroRNA waren speziell mit Kopf-Hals-Tumoren 

assoziiert und kommen als potentielle Biomarker für die Diagnostik, Therapie- und 

Rezidivkontrolle in Frage.  

Fragestellungen: 

 

• Sind mikroRNA nach einer Lagerungsperiode von mehr als fünf Jahren unter 

Kryokonservierung noch im Speichel nachweisbar? 

• Wie verhalten sich die Expressionslevel verschiedener mikroRNA im Speichel 

von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren im chronologischen Verlauf einer Radio-

Chemo-Therapie?  

• Welche mikroRNA spielen bei der Überwachung einer Radio-Chemo-Therapie 

eine Rolle? 

• Können die veränderten Expressionslevel spezifischer mikroRNA im Speichel 

als Tumormarker eingesetzt werden?  

• Gibt es eine Korrelation zwischen den Veränderungen der Expressionsprofile 

einzelner mikroRNA und dem Auftreten von lokoregionären Rezidiven oder 

Fernmetastasen?  
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3 Patienten, Material und Methodik 

3.1 Patienten 

3.1.1 Patientenproben 

Die Speichelproben wurden zwischen Juni 2002 bis Oktober 2008 von Patienten 

gesammelt, die an einem Tumor im Kopf- und Halsbereich erkrankt waren. Dies wurde 

im Rahmen einer von der Deutschen Krebshilfe geförderten Studie zu Untersuchungen 

der Regenerationsfähigkeit der Gl. parotis nach einer Radio-Chemo-Therapie 

durchgeführt (Hey et al., 2009). Dabei wurde untersucht, wie sich der Speichelfluss der 

Gl. parotis nach einer Radio-Chemo-Therapie und der Einfluss des Zystostatikums 

Cisplatin auf die Speichelfließrate auswirken. Für das Studienprotokoll, die 

Einwilligungserklärung und die retrospektiven Analysen der Speichelproben lag ein 

positives Votum der Ethik-Kommission der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

vor. Alle Daten wurden den Kranken- und Bestrahlungsunterlagen entnommen Es 

wurden zwei Gruppen von Patientenproben unterschieden. Gruppe 1 waren Patienten, 

bei denen Speichelproben innerhalb festgelegter Intervalle gesammelt wurden und 

Gruppe 2 bildeten Patienten, bei denen Speichelproben innerhalb nicht festgelegter 

Intervalle gesammelt wurden. 

3.1.2 Behandlungsplanung und Bestimmung der Speicheldosis 

Im Folgenden wird ein kurzer Einblick in das vorangegangene Studiendesign (Hey et 

al., 2009) gegeben. Alle Patienten erhielten ein 3D-CRT und eine IMRT-

Behandlungsplanung und wurden mit individuellen thermoplastischen Hals-Schulter-

Masken immobilisiert. Das geplante Ziel der Studie war es, den Funktionsverlust der 

Gl. parotis durch eine cisplatinhaltige simultane Radio-Chemo-Therapie gegenüber 

einer alleinigen Radiotherapie zu untersuchen. Zum Schutz der Gl. submandibularis, 

der Gl. sublingualis und der kleinen Speicheldrüsen wurden keine Maßnahmen 

getroffen. Alle Patienten erhielten regelmäßig und in den gleichen Zeitabständen eine 

Bestrahlung mit einer Dosisfraktion von 2,0 Gy. Die kumulative Gesamtdosis von 25 

Gy wurde über einen Zeitraum von sieben Wochen mit einer Fraktion pro Tag und fünf 

Fraktionen pro Woche verabreicht. Die Hauptstrahlendosis und die reduzierte 

spezifische Volumendosis wurden für jede Drüse durch ein Dosis-Volumen-

Histogramm bestimmt. Basis dafür war ein von Lyman entwickelter Algorithmus, der 

die Information eines mehrstufigen DVH auf ein einstufiges reduzierte (Lyman et al., 

1989).   
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Anschließend wurde die Hauptdosis für jede ipsilaterale und kontralaterale Gl. parotis 

für jeden Patienten berechnet. Die Sammlung der Speichelproben vollzog sich in 

unterschiedlichen Etappen: vor der Radio-Chemo-Therapie, während der zweiten und 

sechsten Therapiewoche, innerhalb einer Woche nach der Radio-Chemo-Therapie 

sowie sechs Monate und 12 Monate danach. Alle Speichelproben wurden mindestens 

eine Stunde vor dem Essen zu einer standardisierten Tageszeit (9 bis 11 Uhr) 

gesammelt. Hierbei wurde eine einfache physiologische Situation simuliert, indem 

jeder Patient fünf Minuten auf einem Paraffinpellet (Ivoclar Vivadent, Schaan, 

Lichtenstein) kaute. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes, preiswertes und häufig 

genutztes Verfahren, welches den Vorteil hat, dass zusätzliche Medikamenteneinnah-

men mit einhergehenden Nebenwirkungen entfallen. Nach der genannten Zeit wurden 

die Proben durch Ausspucken des Patientenspeichels in sterilen Test-Tubes 

gesammelt. Sofort nach der Entnahme wurden die Proben bei -80 °C kryokonserviert 

(Hey et al., 2009). 

3.2 Material 

3.2.1 Chemikalien und Kits 

Für die Untersuchung wurden folgende Materialien und Kits verwendet:  
 
Tabelle 4 Chemikalien 

Name  Verwendung Hersteller Firmensitz 
TRIzol RNA/DNA/Protein Extraktion Invitrogen Karlsruhe, 

Deutschland 
Chloroform Waschung Sigma Steinheim, 

Deutschland 
Isopropanol  Waschung Sigma Steinheim, 

Deutschland 
Ethanol (96 %, 70 %) Waschung Sigma Steinheim, 

Deutschland 
RNAse freies Wasser Verdünnung Roth Karlsruhe, 

Deutschland 
 
Tabelle 5 Enzyme und Puffer 

Name Verwendung Hersteller Firmensitz 
DNAse Enzymatische Spaltung Qiagen Hilden, 

Deutschland 
RDD-Puffer pH-Wert Konstanthaltung Qiagen Hilden, 

Deutschland 
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Tabelle 6 Kits 

Name Verwendung Hersteller Firmensitz 
TaqMan mikroRNA Primer 
Kits  

Primerset Applied 
Biosystems  

Darmstadt, 
Deutschland 

Spezifische Primer    
miR-93  Assay-ID: 00432  
miR-125a  Assay-ID:000448  
miR-142-3p  Assay-ID:000464  
miR-200a   Assay-ID:000502  
miR-203  Assay-ID:000507  
miR-213  Assay-ID:000516  
let-7a   Assay-ID:000377  
let-7b  Assay-ID:002619  
let-7g  Assay-ID:002282  
let-7i   Assay-ID:002221  
U18 snoRNA  Assay-ID:001204  
RevertAid H Minus  
Reverse Transcriptase Kit 

Reverse  
Transkription 

ThermoScientific Waltham, MA, 
USA 

HotStartTaq-Polymerase Kit DNA 
Polymerase 

Qiagen Hilden, 
Deutschland 

 

3.2.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Für die Analyse wurden folgende Geräte und Verbrauchsmaterialien genutzt: 
 
Tabelle 7 Geräte 

Name Hersteller Firmensitz 
Vortexgerät Genie 2 Schütt Labortechnik  Göttingen, 

Deutschland 
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Kendro Laboratory 

Products 
München, 
Deutschland 

Spektrometer Eppendorf Hamburg, 
Deutschland 

Thermocycler Biometra Göttingen, 
Deutschland 

Rotorgene 6000 Real-Time-Cycler LTF Wasserburg, 
Deutschland 
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Tabelle 8 Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller Firmensitz 
Reaktionsgefäße Eppendorf Hamburg, 

Deutschland 
Einweg-Handschuhe  Semperit  Sopron,  

Ungarn 
Pipetten Eppendorf  Hamburg, 

Deutschland 
Messzylinder Schott-Duran Mainz, 

Deutschland 
 

3.3 Methoden 

3.3.1 RNA Isolation 

Die RNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion unter Nutzung von TRIzol nach 

den Herstellervorgaben isoliert. Bei Raumtemperatur wurden 200 µl Speichel aufgetaut 

und anschließend bei 2000 U/min für fünf Minuten zentrifugiert, um die restlichen 

Zellen und Zellbestandteile zu entfernen. Es wurde der Überstand abgenommen und 

mit 750 µl TRIzol in einem 2 ml Reaktionsgefäß gemischt und fünf Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 200 µl Chloroform zugesetzt und zwei Minuten 

per Hand geschüttelt. Anschließend wurde die Lösung zehn Minuten bei 12.000 U/min 

unter 4 °C zentrifugiert. Die wässrige Oberphase (circa 600 µl) wurde vorsichtig 

abgenommen und in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Dabei war es wichtig, 

die Interphase bzw. das Protein nicht zu verletzen, da sonst unter Umständen Protein 

oder sogar Phenol mit überführt worden wäre. Es wurden 45 µl DNAse-Mischung 

hinzugefügt. Diese Mischung wurde zuvor aus 40 µl RDD-Puffer und 5 µl DNAse 

hergestellt. Durch Invertieren wurde alles gut vermischt. Bei Raumtemperatur wurde 

das Gemisch 15 Minuten inkubiert, um es anschließend mit 500 µl Isopropanol zu 

versetzen. Für die RNA-Fällung wurden die Reaktionsgefäße über Nacht (mindestens 

12 h) bei -20 °C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Waschung. Am folgenden 

Tag wurde die Lösung unter 4 °C für zehn Minuten bei 12.000 U/min zentrifugiert, der 

Überstand dekantiert, mit 1 ml 96-prozentigem eisgekühltem Ethanol versetzt und 

dann bei 10.000 U/min unter 4°C für zehn Minuten erneut zentrifugiert. Es erfolgte das 

Dekantieren des Überstandes sowie die Zugabe von 700 µl 70-prozentigem 

eisgekühltem Ethanol. Die Zentrifugierung erfolgte bei 6.000 U/min unter 4 °C für zehn 

Minuten. Vorsichtig wurde der Überstand abgenommen und das RNA-Pellet im 

umgedrehten Tube luftgetrocknet und in 25 µl RNAse-freiem Wasser gelöst. Die RNA-

Konzentrationsanalyse erfolgte in einem Ansatz aus 2 µl RNA-Lösung und 98 µl 

RNAse-freiem Wasser mit Hilfe eines Spektrometers.   
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Ebenfalls wurde eine Referenzlösung aus 2 µl RNAsefreiem Wasser und 98 µl Aqua 

bidest hergestellt um die Proben gegeneinander zu messen. Die Messung erfolgte mit 

der jeweiligen Probelösung gegen die Referenzlösung bei 260 nm und 280 nm. Eine 

optische Dichte (OD) von 1 entsprach dabei 40 ng/µl. Der Quotient aus den 

Absorptionswerten bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm ergibt die Reinheit 

(idealerweise zwischen 1,75 und 2,1 OD). Die Proben wurden bis zur complementary 

DNA-Synthese (cDNA, engl.) bei -20 °C gelagert. 

3.3.2 MikroRNA-spezifische cDNA Synthese 

In dieser Studie wurde der Inhalt des Speichels mithilfe des TaqMan-mikroRNA-

Primer-Kits auf folgende mikroRNA untersucht: miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-

200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g, let-7i und U18 snoRNA (als Referenz). 

Für jede mikroRNA-cDNA-Synthese wurden 10 ng der RNA unter Benutzung der 

spezifischen Reverse Transkriptase und dem stem-loop-Primer verwendet. Die RNA 

wurde mit dem folgendem Ansatz im Thermocycler in cDNA überführt. 

 

2,5 µl RNAse freies Wasser 
3,0 µl 5x Puffer,  
2,0 µl dNTPs 
1,0 µl RNAse Inhibitor,  
1,0 µl stem-loop-Primer (spezifisch für mikroRNA),  
0,5 µl MLV Reverse Transkriptase 

10 µl Reaktionsansatz 

+ 5 µl RNA Verdünnung (2 ng/µl) der jeweiligen Probe 

15 µl Gesamtansatz in 0,5 ml Reaktionsgefäß 

 

Der Reaktionsansatz wurde nach Herstellerangaben angesetzt und in 0,5-ml-Tubes 

zusammen mit der jeweiligen RNA-Verdünnung pipettiert. Außer der MLV-Reversen- 

Transkriptase wurde alles gut gevortext. Anschließend erfolgte im Thermocycler die 

reverse Transkription in cDNA. Die cDNA wird benötigt, um weitere biochemische 

Analysen (z. B. qRT-PCR) durchzuführen, da die RNA zu instabil ist, um damit 

weiterzuarbeiten.  

Programm zur cDNA-Synthese: 

1. 16 °C  30 min 

2. 42 °C  30 min 

3. 85 °C    5 min 

 

Die Proben wurden wieder bei -20 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. 
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3.3.3 Quantitative Real-Time-PCR-Analyse 

Im Anschluss an die reverse Transkription der mikroRNA wurde die cDNA mittels 

quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) analysiert. Mit Hilfe der qRT-PCR kann unter 

Anwendung der spezifischen reversen Transkription mit folgender Polymerase-

Kettenreaktion eine spezifische mikroRNA vervielfältigt und somit nachgewiesen 

werden. Die qRT-PCR ist eine Methode um physiologische und pathologische 

Zusammenhänge in der Zelle zu verstehen. Sie stellt eine Technik dar, die mit hoher 

Sensitivität, guter Reproduzierbarkeit und einem weiten dynamischen Quantifizie-

rungsbereich als Nachweisreaktion eingesetzt werden kann. Es wird heute nicht mehr 

in DNA-Produktmengen oder -Konzentrationen gerechnet, sondern als Maß für die 

Quantifizierung der Startmenge werden die sogenannten Ct- (Crossing time/ cycle 

threshold), Cq- (quantification cycle) oder Cp- (Crossing point) Werte herangezogen. 

Der Ct-Wert ist proportional zum Logarithmus der DNA-Menge. Bei der relativen 

Quantifizierung wird die Expression der Zielgene mit der eines nicht-regulierten 

Referenzgens, hier der U18 snoRNA, normalisiert. In dieser Studie wurde die cDNA 

jeder individuellen Patientenprobe mithilfe einer qRT-PCR mit dem Rotor Gene 6000 

(LTF, Wasserburg, Deutschland) vervielfältigt. Das Kit zur Messung stammt von der 

Firma Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland).  

Der Ansatz und das Programm waren für alle verwendeten TaqMan-qRT-PCR-Assays 

gleich. Für jede Reaktion wurden 14 µL Mastermix auf 0,2 ml Reaktionsgefäße verteilt 

und anschließend 2 µl cDNA als Template zugefügt. 

10,2 µl Wasser 

1,5 µl 10x Puffer 

0,8 µl MgCl2 (25mM) 

0,5 µl dNTPs (100mM) 

0,8 µl TaqMan-Primer (spezifisch für mikroRNA) 

0,2 µl HotStart- Taq- Polymerase 

2,0 µl cDNA 

16 µl Reaktionsansatz 

Der Ansatz wurde nach folgendem Protokoll vermessen. 

Programm der qRT-PCR: 

1. 95 °C, 15 min 

2. 95 °C, 30 s 

3. 60 °C, 60 s (Messpunkt liegt am Endes dieses Schrittes) 

Schritt 2-3: 40 x wiederholen 
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Die Produktakkumulation wurde durch Zunahme der Fluoreszenz pro Zyklus detektiert 

und durch die ΔΔCt-Methode gemäß Livak und Schmittgen quantifiziert (Livak et al., 

2001). Als Referenz diente die U18 snoRNA-Expression. 

3.4 Statistik 

Die Daten wurden mit der SPSS Softwareversion 20 (IBM Deutschland GmbH, 

Ehningen, Deutschland) analysiert. Unterschiede in der Expression der spezifischen 

mikroRNA zwischen den Patientengruppen wurden durch Box-Plots und nicht-

parametrische Tests (Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis-Test), T-Tests und 

bivariate Korrelationsanalysen gemäß Spearman-Rho dargestellt und analysiert. Die 

Wahrscheinlichkeit p< 0,05 (α-Niveau) wurde als statistisch signifikant festgelegt. Es 

wurde zusätzlich ein Bonferroni-Holm-Test angewandt, um das α-Niveau zu korrigieren 

und somit eine Fehlerkorrektur der Signifikanz durchzuführen.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Patienten 

Es wurden Speichelproben von 17 Patienten untersucht, davon waren drei Frauen und 

14 Männer (42 Proben, Gruppe 1; bei sechs zusätzlichen Patienten lagen nur noch 

Proben nach der Bestrahlung vor). Die Proben der sechs zusätzlichen Patienten 

wurden für die Berechnung zur Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der 

mikroRNA zu Regression und Progression der Tumoren untersucht, finden aber in den 

anderen Ergebnissen keine Berücksichtigung. Von den 17 Patienten wurden 

korrespondierende Speichelproben vor, während und nach der Radio-Chemo-Therapie 

untersucht. Das Durchschnittsalter der Patienten lag insgesamt bei 58,5 Jahren in der 

Altersspanne zwischen 38 und 79 Jahren. Von den Patienten erkrankten vier an einem 

Oropharynxkarzinom, fünf an einem Mundbodenkarzinom und acht an einem 

Kehlkopfkarzinom. Während der Tumortherapie wurde die Mehrheit einer lokalen 

Lymphknotenbehandlung unterzogen. Es wurden im primären Staging keine 

Metastasen in dem Patientenkollektiv nachgewiesen, wobei in zwei Fällen keine 

Informationen zum Metastasierungszustand in den Krankenakten vorlagen (s. Tbl. 9 

und s. Tbl. 10). Alle Patienten wurden operiert. Eine zusätzliche Chemotherapie mit 

Cisplatin erhielten sechs Patienten (35,3 %).  
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Tabelle 9 1. Teil Charakterisierung des Patientenkollektivs und Tumorstatistik 

Pro-
banden 

Ge-
schlecht 

Alter 
(31.12.
2013) 

Tumorlokalisation 
(Squamous Cell 
Carcinoma) 
 

Tumor-
größe 

Lymph
knoten 

Meta-
stasen 

1 weiblich 69 Mundboden, T1 N0 Mx 
2 männlich 63 Larynx T3 N0 M0 
3 männlich 68 Mundboden T3 N0 M0 
4 männlich 56 Larynx T2 N2a M0 
5 männlich 48 Oropharynx T3 N1 M0 
6 männlich 55 Larynx T2 N0 M0 
7 männlich 63 Larynx T1 N1 M0 
8 weiblich 51 Mundboden T2 N0 M0 
9 männlich 40 Mundboden T2 N0 Mx 
10 männlich 38 Mundboden T1 N1 M0 
11 männlich 58 Orophaynx T2 N2b M0 
12 männlich 78 Larynx T2 N2a M0 
13 männlich 54 Oropharynx T3 N0 M0 
14 männlich 64 Larynx T3 N2c M0 
15 weiblich 47 Larynx T2 N2b M0 
16 männlich 57 Oropharynx T2 N2b M0 
17 männlich 79 Larynx T2 N1 M0 
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Tabelle 10 2. Teil Charakterisierung des Patientenkollektivs und Tumorstatistik 

Proban-
den 

Thera-
pie 

Verstor-
ben 

Re-
zidiv 

Überle-
ben in 
Monaten 

Strahlen-
dosis in Gy 

Chemo RCT 

1 OP, RT nein nein 15 47 Nein nein 
2 OP, RT ja ja 21 58 Ja Cisplatin 

25mg 
3 OP, RT nein nein 7 48 Nein nein 
4 OP, RT ja ja 27 54 Nein nein 
5 OP, RT ja ja 9 34 Ja Cisplatin 

25mg 
6 OP, RT nein nein 15 61 Nein nein 
7 OP, RT ja ja 21 58 Ja Cisplatin 

25mg 
8 OP, RT nein nein 22 50 Nein nein 
9 OP, RT nein nein 6 59 Ja Cisplatin 

25mg 
10 OP, RT ja ja 12 48 Nein nein 
11 OP, RT ja ja 8 70 Nein nein 
12 OP, RT ja nein 10 49 Nein nein 
13 OP, RT nein nein 9 91 Ja Cisplatin 

25mg 
14 OP, RT ja ja 23 50 Ja Cisplatin 

25mg 
15 OP, RT nein nein 20 48 Nein nein 
16 OP, RT ja nein 6 58 Nein nein 
17 OP, RT nein nein 23 82 Nein nein 
 

Zusätzlich wurden Speichelproben an nicht festgelegten Zeitabständen von 16 

weiteren Patienten gesammelt, davon waren drei weibliche und 13 männliche 

Patienten (41 Proben, Gruppe 2). Diese Gruppe wurde angelegt, um die Effekte der 

Kryokonservierung auf die Stabilität des Nachweises einzelner mikroRNA zu 

untersuchen. In den Longitudinalstudien und statistischen Analysen fanden sie keine 

Anwendung.  

4.2 Messung der Speichel-mikroRNA 

Aus jeder Speichelprobe (n= 83) konnte RNA in einer messbaren Konzentration isoliert 

werden (Gruppe 1 und Gruppe 2 kombiniert). Die RNA-Konzentrationen erstreckten 

sich zwischen 45 ng/µl bis 2349 ng/µl. In 95 % der Proben lag die RNA-Konzentration 

zwischen 50 und 180 ng/µl.  

Die ausgewählten mikroRNA konnten in den meisten Proben detektiert werden, jedoch 

gab es keine mikroRNA, welche in jeder Probe nachweisbar war.  
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MiR-93 konnte in 79 Proben (95,2 %), miR-125a in 71 Proben (85,5 %), miR-142-3p in 

70 Proben (84,3 %), miR-200a in 80 Proben (96,4 %), miR-203 in 67 Proben (80,7 %) 

und miR-213 in 73 Proben (88,0 %) nachgewiesen werden. Zudem waren in 78 Proben 

(94,0 %) let-7a, in 68 Proben (81,9 %) let-7b, in 56 Proben (67,5 %) let-7g und in 80 

Proben (96,4 %) let-7i nachweisbar. In jeder Speichelprobe konnte die U18 snoRNA 

nachgewiesen werden, welche als interne Referenz zur relativen Quantifizierung 

verwendet wurde. Hierbei entspricht „1“ der Expression der U18 snoRNA. Die ΔΔCt-

Werte entsprechen der unterschiedlichen Expression (n-fache Expression). Dabei 

werden die Ct-Werte vom Zielgen und der Referenz voneinander subtrahiert (ΔCt). 

Anschließend wird die Differenz zwischen den beiden ΔCt-Werten der einzelnen 

Gruppen gebildet (ΔΔCt-Wert) und der dadurch erhaltene Wert in die Gleichung n-

fache Expression= 2− ΔΔCt eingesetzt. Die Expressionsstärke der jeweiligen mikroRNA 

war in der gesamten Studienpopulation deutlich verschieden. Die mittlere relative 

Expression lag in einem Intervall von 58,3 (ΔΔCt Wert) für die miR-93 und einer 

mittleren relativen Expression von 0,0005 (ΔΔCt Wert) für die let-7g (s. Abb.3). Mit dem 

Begriff „Expression“ wird die Konzentration (= Menge) der mikroRNA im Speichel 

bezeichnet, die von allen Geweben einschließlich der Tumoren, in die Mundhöhle 

abgegeben wird. Die Werte der untersuchten mikroRNA sind in Tabelle 11 gelistet und 

in Abbildung 3 dargestellt (Der Median ist jeweils durch die schwarze Linie in der Box 

gekennzeichnet). 

 
Tabelle 11 Spezifische Mittelwerte der mikroRNA 

mikroRNA Expressionskonzentration 

miR-93 58,3 

let-7b 10,3 

miR-213 1,82 

miR-125a 1,12 

let-7i 0,91 

miR-142-3p 0,32 

miR-203 0,28 

let-7a 0,04 

miR-200a 0,004 

let-7g 0,0005 
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Abbildung 3 Box-Plots der ΔΔCt-Werte (Log Stufen) der untersuchten mikroRNA in der gesamten 
Studienpopulation (n= 83 Speichelproben).  

 

Der Median der Expression zeigte in den untersuchten Speichelproben bei miR-93, 

miR-213 und let-7b die höchsten Werte.  

In bivariaten Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho konnte festgestellt werden, 

dass vornehmlich die Konzentration der miR-93 mehrere signifikant positive 

Korrelationen zu weiteren mikroRNA aufwies (miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-

213, let-7a und let-7b, s.Tbl. 12). Andererseits korrelierten die Expression der miR-213 

und der let-7i sowie die Expression der let-7a und let-7g schwach negativ (rs= -0,31 

und -0,39; p= 0,005 und 0,0003) miteinander. Keine der analysierten mikroRNA war 

durchgängig im Speichel erhöht. 
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Tabelle 12 Bivariate Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho zur Prüfung des Zusammenhangs 
der Korrelationen der Speichel-Expression ausgewählter mikroRNA untereinander  

 

rS= Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho 
 

4.3 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben und                               

Rezidivbildung 

Weiterhin wurde evaluiert, ob ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Expression 

einer oder mehrerer mikroRNA und dem Versterben der Patienten oder dem Auftreten 

eines Rezidivs bestand. Interessanterweise zeigte auch das Alter des Patienten eine 

signifikant negative Korrelation zur Speichel-Expression der miR-93 (rS= -0,348; p= 

0,038) sowie der Speichel-Expression der miR-125a (rS= -0,333; p= 0,047). Beim 

Versterben (9 vs. 8 Fälle) korreliert eine erhöhte miR-203, eine erhöhte miR-142-3p 

und eine verringerte let-7i-Expression im Speichel zum Zeitpunkt (0 Monate) nach 

Behandlungsende im Trend signifikant mit einem schlechteren Überleben (s. Tbl. 13 

Mann-Whitney-U-Tests, gelb markiert im Trend signifikante Korrelationen, Abb. 4 bis 

6). 

 
Tabelle 13 mikroRNA-Expression zum Versterben der Patienten 

 
 

  
rS (> 0,3) 

 
p (> 0,05) 

 
n 

miR-93 miR-125a 0,34 0,002 83 
 miR-142-3p 0,52 6,4*10E-7 83 
 miR-203 0,41 0,0001 83 
 miR-213 0,31 0,005 83 
 let-7a 0,34 0,002 83 
 let-7b 0,31 0,005 83 
miR-125a miR-213 0,37 0,001 83 
miR-213 let-7a 0,41 0,0001 83 
 let-7i -0,31 0,005 83 
let-7a let-7g -0,39 0,0003 83 



4. Ergebnisse 

36 

 

 
Abbildung 4 miR-203 zu Versterben der Patienten 

 
Abbildung 5 miR-142-3p zu Versterben der Patienten 

 

 
Abbildung 6 let-7i zu Versterben der Patienten 

 

Bei der Betrachtung der Rezidivbildung (7 vs. 10 Fälle) sind sogar mehrere mikroRNA 

signifikant an dem Zeitpunkt (0 Monate) nach Radio(-Chemo)-Therapie mit einer 

erhöhten Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv zu entwickeln, assoziert (s. Tbl. 14 und Abb. 7 

bis 11).   
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 Tabelle 14 Rezidivbildung und Auftreten der mikroRNA 

 
 

 
Abbildung 7 miR-93 zu Rezidivbildung 

 

 
Abbildung 8 miR-125a zu Rezidivbildung 
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Abbildung 9 miR-142-3p zu Rezidivbildung 

 

 
Abbildung 10 let-7i zu Rezidivbildung 

 

 
Abbildung 11 let-7b zu Rezidivbildung 

 

Eine annähere Assoziation mit dem Alter zeigten die mikroRNA miR-93 und miR-125a. 

Umso älter der Mensch war, umso niedriger die Konzentration der miR-93 und miR-

125a (s. Tbl. 15). 
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Tabelle 15 Bivariate Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho zur Assoziation der Expression der 
ausgewählten mikroRNA mit dem Alter  

  rS p 
Alter miR-93 -0,348 0,038 
 miR-125a -0,333 0,047 
rS: Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho 
 

4.4 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu 

Regression und Progression der Tumoren 

Fünfzehn der 23 Patienten, von denen Speichelproben zu definierten Zeitpunkten nach 

Abschluss der Radio-Chemo-Therapie vorlagen, waren innerhalb des Untersuchungs-

zeitraumes an einem Rezidiv erkrankt. Diese wurden in der vorläufigen Auswertung als 

Progressionsgruppe (= Rezidiv) bezeichnet. Die acht Patienten, die bis zum Abschluss 

der Untersuchung nach drei Jahren ohne Rezidiv geblieben waren, wurden als 

Remissionsgruppe (= kein Rezidiv) bezeichnet. Wann die mikroRNA im Speichel 

aufgenommen wurde, kann nicht festgestellt werden. In Abbildung 12 findet sich ein 

Vergleich der Speichel-Expression der analysierten mikroRNA zwischen Progressions- 

und Remissionsgruppe. Hierbei sind alle Werte als ΔΔCt-Werte angegeben. Während 

die meisten der analysierten mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-203, 

miR-213, let-7a, let-7b) im Speichel der Patienten aus der Progressionsgruppe 

verstärkt exprimiert waren, war die Expression dieser mikroRNA im Speichel der 

Patienten aus der Remissionsgruppe mit Ausnahme der let-7b, miR-200a und let-7i 

nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Mittelwert eine höhere 

Speichel-Expression der miR-200a und let-7i in der Remissionsgruppe im Vergleich 

zur Progressionsgruppe. Eine Speichel-Expression der let-7g ließ sich in Patientenpro-

ben der Remissions- oder Progressionsgruppe nach der Radio-Chemo-Therapie nicht 

mehr nachweisen.  
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Abbildung 12 Box-Plots zur Speichel-Expression (∆∆Ct-Werte) ausgewählter mikroRNA nach 
Radio-Chemo-Therapie in der Progressions- (n= 15) und der Remissionsgruppe (n= 8) 

 

4.5 Assoziation der mikroRNA-Expression zum funktionellen Speicheldrüsen-

parameter 

Wenn man die Speichelproduktion und -sekretion nach der Radio-Chemo-Therapie 

betrachtet, sind diese abhängig von der Speicheldrüsenregeneration. Es wurden die 

verschiedenen Speichelflussraten (in ml/min) der Patienten zu unterschiedlichen 

Messzeitpunkten in die Analyse mit einbezogen (indem das Verhältnis der Expression 

der mikroRNA zur Durchflussrate des Speichels berechnet wurde). Interessanterweise 

sind nach der bivariaten Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho lediglich die miR-93 

sowie let-7g signifikant mit den Speichelflussraten assoziiert (miR-93: rs= -0,337; p= 

0,036; let-7g: rs= 0,334; p= 0,037). Die schon vorher postulierten Verbindungen 

zwischen den Expressionen der mikroRNA und dem Zeitpunkt des Sammelns des 

Speichels (Basislinie zu 12 Monate Post-Therapie), einschließlich Speichelflussraten 

(p= 0,049 für miR-93 und p= 0,012 für miR-200a in Mann-Whitney-U-Tests), blieben 

bestehen. Nach Analysen der bivariaten Korrelation wies die Expression der miR-93 

eine starke positive Korrelation zur miR-125a (rs= 0,59; p= 0,000077), der miR-142-3p 
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(rs= 0,46; p= 0,003) und der let-7b (rs= 0,44; p= 0,005) auf, während die Expression der 

miR-200a nur mit let-7a signifikant positiv in Bezug (rs= 0,37; p= 0,02) stand. 

Außerdem waren die Expression der miR-200a im Kruskal-Wallis-Test zur Flussrate 

des Speichels 12 Monate nach der Behandlung signifikant unterschiedlich (p= 0,036).  

4.6 MikroRNA-Expression vor und nach der Radio-Chemo-Therapie 

Eine Teilmenge der Probandengruppe (Gruppe 1), bei denen Speichelproben zu 

definierten Zeitpunkten vor und nach Radio-Chemo-Therapie zur Verfügung standen, 

wurde auf signifikante Veränderungen der ausgewählten mikroRNA-Expressionen vor 

und nach der Radio-Chemo-Therapie untersucht. In den Speichelproben wiesen in der 

Mehrzahl der Fälle die miR-142-3p (16 von 25 Proben), die miR-93 (15 von 25 Proben) 

und die miR-125a (15 von 25 Proben) ein mindestens um das Zweifache verstärktes 

Expressionsniveau nach der Radio-Chemo-Therapie auf, während die mikroRNA let-7a 

(17 von 25 Proben) und let-7i (13 von 25 Proben) eine mindestens um das Zweifache 

schwächere Expression nach der Radio-Chemo-Therapie im Vergleich zum 

Expressionsniveau vor der Therapie zeigten (s. Abb. 13). Es konnten jedoch keine 

durchgängig verstärkt oder verringert regulierte mikroRNA nach der Radio-Chemo-

Therapie in dieser Analyse identifiziert werden. 
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Abbildung 13 Vergleich der mikroRNA Expression vor und nach der RCT Grüne Felder: > 2-fach 
erhöhte relative Expression, rote Felder: < 2-fach verminderte Expression, Graue Felder: konstante 
Expression  
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In einer robusteren statistischen Auswertung wurde analysiert, ob es eine signifikant 

unterschiedliche Expression einer oder mehrerer mikroRNA vor (n= 21), während (n= 

31) oder nach (n= 31) der Radio-Chemo-Therapie gab. In nicht-parametrischen Mann-

Whitney-U-Tests gab es keine signifikante Veränderung der Expression der 

analysierten mikroRNA (p= 0,14 für miR-200a; p= 0,2 für miR-93 zu p= 0,97 für miR-

203) zwischen Speichelproben während und nach der Radio-Chemo-Therapie (s. Tbl. 

16). Nachdem die Patientenproben in zwei Gruppen (ohne Remission oder mit 

Remission der Tumoren) eingeteilt wurden, stellte sich heraus, dass bei einer 

Remission der Tumoren die miR-93-Expressionslevel vor und nach der Radio-Chemo-

Therapie (p= 0,14; Mann-Whitney-U-Test, n= 37) im statistischen Trend verschieden 

waren. Außerdem unterschieden sich die Expressionen von miR-125a und miR-203 im 

statistischen Trend in der Untergruppe Patienten ohne ein Wiederauftreten vor und 

nach der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,14 für beide mikroRNA; Mann-Whitney-U-Test;  

n= 15). Keine mikroRNA zeigt eine signifikante Alteration nach der Behandlung in 

Bezug auf die statistische Analyse mit einem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-

Test (s. Tbl. 16). 

 
Tabelle 16 Variation der mikroRNA-Expression vor, während und nach der Radio-Chemo-Therapie 

Nullhypothese Verwendeter Test Signifikanzniveau 
 

Die Verteilung der miR-93 ist gleich vor  
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,20 

Die Verteilung der miR-125a ist gleich vor 
und nach der Behandlung.  

Mann-Whitney-U-
Test 

0,42 

Die Verteilung der miR-142-3p ist gleich vor 
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,64 

Die Verteilung der miR-200a ist gleich vor 
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,14 

Die Verteilung der miR-203 ist gleich vor 
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,97 

Die Verteilung der miR-213 ist gleich vor 
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,90 

Die Verteilung der let-7a ist gleich vor  
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,33 

Die Verteilung der let-7b ist gleich vor  
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,53 

Die Verteilung der let-7g ist gleich vor  
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,56 

Die Verteilung der let-7i ist gleich vor  
und nach der Behandlung. 

Mann-Whitney-U-
Test 

0,61  
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Die let-7i verzeichnete eine Zunahme der Expression im Speichel im Vergleich vor und 

während der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,058; unabhängiger zweiseitiger T-Test). 

Nach Therapieende war sie im Vergleich zur Speichel-Expression während der Radio-

Chemo-Therapie verringert exprimiert (p= 0,12; unabhängiger, zweiseitiger T-Test) (s. 

Abb. 14). Die Ordinate ist zur besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen mikroRNA 

Expressionsunterschiede in Abb.14 logarithmiert. 

Die Kruskal-Wallis-Analysen über die Verteilung der spezifischen mikroRNA-

Expressionen während der Untersuchungszeiten (s. Tabelle 17) zeigten, dass die 

Expression von miR-213 (p= 0,88), let-7i (p = 0,87), let-7g (p= 0,70), let-7b (p= 0,61), 

miR-203 (p= 0,56), let-7a (p= 0,5) oder miR-125 (p= 0,5) verringert war, während die 

miR-200a unregelmäßig über die verschiedenen Behandlungsphasen nach der Radio-

Chemo-Therapie verteilt bleibt und die Expression nach Ende der Therapie signifikant 

zunahm. Die miR-200a zeigte auch im Kruskal-Wallis-Test eine signifikant veränderte 

Expression nach Ende der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,04; s. Tbl. 17; gelb 

gekennzeichnet). 

 

 
Abbildung 14 Box-Plots der Expression der let-7i und miR-200a vor, während und nach Radio-
Chemo-Therapie (∆∆Ct, Expression der U18 snoRNA als Referenzgen). 
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Tabelle 17 Nicht-parametrische Analyse nach Kruskal-Wallis der mikroRNA-Expression im 
Speichel während der verschiedenen Behandlungsphasen  

Nullhypothese Gewählter Test Signifikanzniveau 
Die Verteilung der miR-93  
ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,07 

Die Verteilung der miR-125  
ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,50 

Die Verteilung der miR-142-3p  
ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,16 

Die Verteilung der 200a  
ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,04 

Die Verteilung der miR-203  
ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,56 

Die Verteilung der miR-213 
 ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,88 

Die Verteilung der let-7a 
 ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,50 

Die Verteilung der let-7b 
 ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,61 

Die Verteilung der let-7g 
 ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,70 

Die Verteilung der let-7i 
 ist gleich für die Behandlungsphasen. 

Kruskal-Wallis Test 0,87  

 

4.7 Längsverteilung der mikroRNA-Expression nach der Radio-Chemo-

Therapie 

In einer weiteren statistischen Analyse wurde der Verlauf der relativen Expressions-

level der ausgewählten mikroRNA an definierten Zeitpunkten (eine Woche nach Radio-

Chemo-Therapie (n= 17), sechs Monate nach Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und 12 

Monate nach der Radio-Chemo-Therapie (n= 8) evaluiert. Abbildung 15 zeigt die 

Längsstudien der relativen mikroRNA Expression eine Woche nach Radio-Chemo-

Therapie (0 Monate) sowie sechs und 12 Monate nach einer Radio-Chemo-Therapie 

bei 17 Patienten. Hierbei wurden Basisproben (n= 17), Proben sechs Monate nach der 

Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und Proben 12 Monate nach der Radio-Chemo-

Therapie (n= 8) untersucht. Die Expression der miR-93 und miR-200a waren 12 

Monate nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant höher als die Basislinie (p= 0,047 

und p= 0,036). Festzustellen war, dass sich die mittlere Expression der miR-93 im 

Speichel der Patienten nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant erhöhte. In 

Kruskal-Wallis Analysen wurden keine signifikanten Unterschiede der relativen 
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mikroRNA-Expressionen über die drei Zeitpunkte beobachtet (von p= 0,09 für miR-

200a zu p= 0,98 für let-7i).  

Jedoch waren die miR-93 und die miR-200a 12 Monate nach der Radio-Chemo-

Therapie (n= 8) signifikant stärker exprimiert (p= 0,047 und p= 0,036; Mann-Whitney-

U-Test) im Vergleich zur Expression eine Woche nach der Radio-Chemo-Therapie (n= 

17). 

 

 
Abbildung 15 Längsstudien der relativen mikroRNA-Expression eine Woche, sechs und 12 Monate 
nach Radio-Chemo-Therapie 
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Aufgrund der Durchführung eines Vergleichs mehrerer nicht-normalverteilter Gruppen 

mit einem Kruskal-Wallis-Test wurde ein Post-Hoc-Test notwendig um mit diesen 

Paarvergleichen den Unterschied lokalisieren zu können. Eine Besonderheit gibt es zu 

beachten: der Fehler erster Art (α-Fehler, Signifikanzniveau) musste angepasst 

werden. Dies wird als Fehlerkorrektur bezeichnet. Tabellen 18 bis 20 zeigen die 

korrigierten Werte an.  

Im Ergebnisteil finden die nicht korrigierten p-Werte Anwendung und werden 

anschließend im Diskussionsteil gegenübergestellt und analysiert. Dies wurde so 

gewählt um die prägnanten Ergebnisse hervorzuheben. In den korrigierten 

Ergebnissen lassen sich trotzdem Trends erkennen und darauf schließen, dass ein 

Zusammenhang zwischen den Parametern besteht. Um die Ergebnisse zu validieren, 

müsste eine neue Studie erfolgen, in der die Ergebnisse repliziert werden. 
 
Tabelle 18 Bonferroni-Holm-Test 

Korrigierte p-Werte (Kruskal-
Wallis) 
  9. (  3  )  0,04  *  10  =  0,4        0 
  8. (  0  )  0,07  *  9    =  0,63      0 
  7. (  2  )  0,16  *  8    =  1,28      0 
  6. (  6  )  0,5    *  7    =  3,5        0 
  5. (  1  )  0,5    *  6    =  3           0 
  4. (  4  )  0,56  *  5    =  2,8        0 
  3. (  7  )  0,61  *  4    =  2,44      0 
  2. (  8  )  0,7    *  3    =  2,1        0 
  1. (  9  )  0,87  *  2    =  1,74      0 
  0. (  5  )  0,88  *  1    =  0,88      0 
 
 
Tabelle 19 Bonferroni-Holm-Test 

Analyse Variable p-Wert (Kruskal-Wallis) korrigierte p-Werte  
Kapitel 4.3. mikroRNA-
Expression in den 
Behandlungsphasen 
(vor, während und nach 
Radio-Chemo-Therapie) 

miR-93 0,07 0,63 
miR-125a 0,5 3 
miR-142-3p 0,16 1,28 
miR-200a 0,04 0,4 
miR-203 0,56 2,8 
miR-213 0,88 0,88 
let-7a 0,5 3,5 
let-7b 0,61 2,44 
let-7g 0,7 2,1 
let-7i 0,87 1,74 
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Tabelle 20 p-Wert Tabelle aller durchgeführten Tests 

Kapitel 4.1. 
Patienten-
kohorte 

keine statistischen 
Analysen 

 

Kapitel 4.2. 
Messung 
der 
Speichel-
mikroRNA 
 

bivariate Korrelationen 
(Spearman-Rho) 

 

    
Analyse Variable p-Wert 

(Kruskal-
Wallis) 

p-Wert (post-hoc-Analyse - Mann-Whitney-
U-Test; vor vs. nach Behandlung) 

Kapitel 4.3. 
mikroRNA-
Expression 
in den 
Behand-
lungspha-
sen (vor, 
während 
und nach 
Radio-
Chemo-
Therapie) 

miR-93 0,07 0,20 
miR-
125a 

0,5 0,42 

miR-142-
3p 

0,16 0,64 

miR-
200a 

0,04 0,14 

miR-203 0,56 0,97 
miR-213 0,88 0,90 
let-7a 0,5 0,33 
let-7b 0,61 0,53 
let-7g 0,7 0,56 
let-7i 0,87 0,61 

    
Analyse Variable p-Wert 

(Kruskal-
Wallis) 

p-Wert (post-hoc-Analyse- Mann-Whitney-U-
Test; vor vs. nach Behandlung) 

Kapitel 4.4. 
mikroRNA-
Expression 
longitudinal 
nach Radio-
Chemo-
Therapie 
(Basislinie, 
6 und 12 
Monate 
später) 

miR-93 0,14 0,05 
miR-
125a 

0,48 0,29 

miR-142-
3p 

0,25 0,67 

miR-
200a 

0,09 0,04 

miR-203 0,68 0,44 
miR-213 0,97 0,89 
let-7a 0,79 0,51 
let-7b 0,8 0,89 
let-7g 0,86 0,98 
let-7i 0,98 0,99 
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5 Diskussion  

5.1 Nachweis von mikroRNA im Speichel 

Es wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt, dass sich reproduzierbare 

mikroRNA-Expressionsmuster in unterschiedlichen Körperflüssigkeiten wie Blut, 

Serum, Speichel oder Ejakulat nachweisen lassen (Chen et al., 2008; Mitchell et al., 

2008; Hanson et al., 2009). Wenn man diese Studien mit der vorliegenden 

Untersuchung in einen Kontext setzt, kann begründet vermutet werden, dass 

mikroRNA-Expressionsmuster im Speichel einen vielversprechenden noninvasiven 

Biomarker für die Diagnose und Prognose von verschiedenen Erkrankungen, speziell 

für Tumoren im Kopf- und Halsbereich, darstellen. Park et al. wiesen in ihrer Studie 50 

mit dem Mundhöhlenkarzinomen assoziierte mikroRNA im Speichel nach (Park et al., 

2009). Dabei waren miR-125a, miR-200a, miR-93 und miR-142-3p bei Patienten, die 

an einem Mundhöhlenkarzinom erkrankt waren, im Vergleich zu den gesunden 

Probanden signifikant unterschiedlich exprimiert. Damit lieferten die Ergebnisse von 

Park et al. aus dem Jahr 2009 eine Grundlage über die möglichen HNSCC 

assoziierten mikroRNA, die als Tumormarker infrage kommen. Zehn der 50 

spezifischen mikroRNA wurden in dieser Studie integriert und ihre Wertigkeit 

hinsichtlich des Verlaufes einer Radio-Chemo-Therapie beurteilt. Die Expressionsstär-

ke der jeweiligen mikroRNA war in der gesamten Studienpopulation sehr unterschied-

lich, was auf die verschiedenen Arten der untersuchten Tumoren zurückgeführt werden 

könnte. Dazu gibt es aber in der Literatur keine Studien, sodass dies ein wichtiger 

Ansatzpunkt für weitere Forschungen wäre. Hierbei könnte von Interesse sein, welche 

mikroRNA von einem spezifischen Gewebe bei einer Tumorentwicklung in den Körper 

abgegeben werden. Man könnte so Schlüsse über frühe Tumorerkrankungen ziehen, 

wenn bestimmte mikroRNA Konzentrationen einem Organ zugeordent werden 

könnten. Der Umfang dieser Arbeit ließ diese Vermutung aber außer Acht. Der Median 

der Expression zeigte bei den mikroRNA miR-93, let-7b und miR-213 die höchsten 

Werte. Diese waren somit in den Speichelproben am stärksten exprimiert. Eine weitere 

Studie von Michael et al. evaluiert die Isolierung von Exosomen aus menschlichen 

Speichel zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe, die unter dem 

Sjögren-Syndrom litten (Michael et al., 2010). Die Autoren zeigen, dass Exosomen, die 

aus frischen und kryokonservierten Speichel isoliert wurden, ein breites Spektrum 

spezifischer mikroRNA enthalten. Man kann also daraus schlussfolgern, dass die 

intrazelluläre Expression der mikroRNA jener der Gewebe- bzw. Speichel-Expression  

entspricht. Leider konnte bisher in keiner Studie ein Grenzwert für die „Normalkonzent-

ration“ spezifischer mikroRNA festgelegt werden.   
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Man kann anhand der unterschiedlichen Eigenschaften Tendenzen prognostizieren 

und durch den Verlauf innerhalb der Therapie bzw. posttherapeutischer Kontrollen 

Schlussfolgerungen ziehen über den Verbleib, den Anstieg oder die Verminderung der 

mikroRNA-Expression. Es wurde also lediglich eine Korrelationsanalyse durchgeführt. 

In der vorliegenden Studie waren in allen Speichelproben die ausgewählten mikroRNA 

in unterschiedlichem Ausmaß messbar. Der Nachweis der zu detektierenden 

mikroRNA im Speichel könnte einen Hinweis auf Heilung geben, aber auch erneute 

pathologische Veränderungen anzeigen, entsprechend der Expressionsstärke der 

einzelnen mikroRNA und deren molekularen Eigenschaften in der Rolle als Koordinator 

der mRNA.  

5.2 Analyse der Lagerungsperiode bezüglich des Erhalts der mikroRNA in den 

Speichelproben 

In der zweiten Fragestellung der vorliegenden Studie wurde angenommen, dass es 

einen Zusammenhang zwischen der Expression der einzelnen spezifischen mikroRNA 

gibt. Die einzelnen mikroRNA-Expressionen korrelieren zum Teil sowohl negativ als 

auch positiv zueinander. Im Fall der miR-93 besteht eine positive Korrelation zur 

Expression der mikroRNA miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-213, let-7a und let-

7b. Im Fall der miR-213/let-7i und der let-7a/let-7g korreliert die Expression im Speichel 

negativ zueinander. Anhand dieser Korrelationen könnte vermutet werden, dass eine 

bestimmte mikroRNA, die in der Probe gehäuft vorkommt, mit ihren molekularen 

Eigenschaften dominierend auf eine korrespondierende mikroRNA wirkt. Dabei kann 

entweder deren Aktivität als Onkomir (= OnkomikroRNA) oder auch als Tumorsuppres-

sor-mikroRNA positiv oder negativ beeinflusst werden. Es könnten spezifische 

„mikroRNA Gruppen“ als „Detektierungs-mikroRNA“ genutzt werden, um Therapien zu 

überwachen. Im Falle eines vermehrten Vorkommens der miR-93 kann von einem 

niedrigen Vorkommen der miR-125a oder miR-142-3p ausgegangen werden, was im 

besten Falle für eine Heilungstendenz spricht. Leider lässt es das Studiendesign nicht 

zu, Vermutungen darüber anzustellen, in welchem molekularen Zusammenhang die 

mikroRNA zueinander stehen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann nur von 

einem positiven oder auch einem negativen Zusammenhang zwischen den 

verschiedenen Expressionen der Speichel-mikroRNA ausgegangen werden.  

Eine basale Untersuchung im Rahmen dieses Projektes war, ob die Lagerungsperiode 

der Speichelproben einen Einfluss auf die quantitative Detektierbarkeit von mikroRNA 

hat. Viele der Proben wurden mehr als fünf Jahre bei -80 °C gelagert und nicht durch 

bestimmte Protokolle oder mit speziellen Zusätzen konserviert.   
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Eine Vermutung ging den Untersuchungen voran, dass sich die Proben verändern und 

es mit der Zeit zu einem Zerfall der mikroRNA kommen könnte, was im Extremfall zum 

Abbruch der Studie hätte führen müssen. Jedoch mit Hinblick auf mehrere größtenteils 

forensische Studien ist es wahrscheinlich, dass die Degradierung minimal war 

(Zubakov et al., 2008). In der Studie von Zubakov et al. gelang es, den mRNA-

Nachweis von speichelspezifischen Markern in getrockneten Speichelproben, die unter 

Umgebungstemperatur bis zu sechs Jahren gelagert waren, und den mikroRNA-

Nachweis in unter denselben Bedingungen bis zu einem Jahr konserviertem Speichel 

in einen forensischen Zusammenhang zu bringen (Zubakov et al., 2008). Zur 

Identifikation spezifischer mikroRNA-Expressionsmuster in Körperflüssigkeiten haben 

Hanson et al. erste Untersuchungen zur mikroRNA-Expression in getrockneten 

biologischen Flüssigkeiten, wie Blut, Sperma, Speichel, vaginalen Sekreten und 

Menstruationsblut, durchgeführt (Hanson et al., 2009). Es wurden dabei neun 

mikroRNA (miR-451, miR-16, miR-135b, miR-10b, miR-658, miR-205, miR-124a, miR-

372 und miR-412) untersucht. Diese mikroRNA waren alle unterschiedlich exprimiert 

und könnten als Diskriminanten für forensische Zwecke verwendet werden. Andere 

Studien fanden heraus, dass die mikroRNA miR-15b, miR-16 und miR-24 im Plasma 

bei Raumtemperatur, möglicherweise aufgrund ihrer stabilen Assoziation an hAgo-

Proteine, für mindestens 24 Stunden stabil bleiben, obwohl mittels Zugabe einer 

synthetischen mikroRNA der Nachweis hoher RNAse-Aktivität im Speichel erbracht 

wurde (Mitchell et al., 2008). Außerdem waren die analysierten mikroRNA noch stabil, 

nachdem die Proben bis zu fünf Freeze/Thaw-Zyklen durchlaufen hatten (Mitchell et 

al., 2008). Hierbei muss zwischen der absoluten Stabilität und der relativen Stabilität 

unterschieden werden. Die absolute Stabilität ist die eigentliche Konzentration der 

mikroRNA, die nicht untersucht werden konnte. In der vorliegenden Studie wurde die 

relative Stabilität betrachtet, die angibt, wie das Verhältnis zum Referenzgen über die 

Jahre konstant geblieben ist. Es muss kritisch diskutiert werden, ob eine mikroRNA, 

die noch dektektierbar ist, stabil oder instabil ist. Theoretisch kann sie auch um 

mehrere Logstufen im Laufe der Lagerung abgenommen haben. Das Studiendesign 

konnte nicht tiefer in diesen Sachverhalt vordringen, sodass nur die relative Stabilität 

untersucht wurde. Die spezifischen mikroRNA waren nach mehr als fünf Jahren in 

Speichelproben nachweisbar. Langzeitstudien, in denen speziell das Überleben der 

Patienten und die Ausbildung eines Rezidivs eine Rolle spielen, könnten somit gut 

umgesetzt werden. Es konnten keine Veränderungen der Proben festgestellt und die 

untersuchten mikroRNA in allen Proben in ausreichend detektierbaren Mengen 

nachgewiesen werden.   
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In Bezug auf die oben zitierte Literatur zeigt die vorliegende Studie ebenfalls, dass 

unter einer verlängerten Lagerungsdauer die mikroRNA im Speichel stabil bleiben und 

auch ohne Spezialprotokolle oder Zusätze über viele Jahre gelagert und analysiert 

werden können. 

5.3 Patientenkollektiv und Assoziation der Speichel-mikroRNA zu klinischen 

Faktoren 

5.3.1 Patientenkollektiv 

Die Inzidenz von Kopf-Hals-Tumoren stieg bei Männern und Frauen in den letzten 

Jahren immer weiter an. Männer erkrankten dabei wesentlich häufiger an Tumoren im 

Kopf- und Halsbereich als Frauen (4,5 zu 1) (RKI-Krebsdaten, 2007/2008). Die 

Zusammensetzung der vorliegenden Studienkohorte, bestehend aus sechs Frauen 

und 27 Männern und das Durchschnittsalter von 58,5 Jahren sind vergleichbar mit den 

Patientencharakteristika anderer Studien (3,8:1 bis 10:1, Altersdurchschnitt 38 bis 79 

Jahren) (Dobrossy, 2005). Die untersuchten Patienten können damit als repräsentativ 

für die Patientengruppe mit der Indikation zur Behandlung von Tumoren im Kopf- und 

Halsbereich angesehen werden. Die Art und die Lokalisation der Tumoren waren 

unterschiedlich innerhalb der Gruppe der Kopf-Hals-Tumoren, sodass allgemein von 

bösartigen Kopf-Hals-Tumoren gesprochen werden muss. Die Therapie der Patienten 

gestaltete sich nach den gängigen Richtlinien, in deren Rahmen alle Patienten operiert 

wurden und sich die Mehrheit einer Entfernung der lokalen Lymphknoten unterzog 

unter Ausschluss von Metastasen (unklar bei zwei Patienten). Eine zusätzliche 

Chemotherapie mit Cisplatin erhielten 35,3 % der Patienten. Im Unterschied zur 

gängigen Therapie wurden die Patienten mit einer durchschnittlichen Strahlendosis 

von 27,7 Gy radiotherapiert. Diese reduzierte Dosis ergab sich aufgrund der 

schonenden Bestrahlung auf eine der Ohrspeicheldrüsen. Durch diesen Sachverhalt 

wurde die Schädigung einer Speicheldrüse reduziert und ein messbarer Speichelfluss 

erhalten. Somit konnte eine ausreichende Menge Speichel gesammelt werden, um 

diesen als Diagnosemedium zur Analyse von mikroRNA zu nutzen. 

Die Patientenproben stellten nur eine Teilkohorte von Proben einer früheren Studie 

dar, die die Auswirkung zweier Bestrahlungstechniken und einer verminderten 

Strahlendosis (< 27,7 Gy) auf eine einzelne Gl. parotis untersuchte (Hey et al., 2009). 

Eine wichtige Limitierung der Ergebnisse ist die hohe Varianz der Expression der 

mikroRNA. Es konnten aus den vorhandenen Speichelproben nicht mehr 

Probandenproben genutzt werden als die der untersuchten 33 Patienten (Gruppe 1 

und Gruppe 2).  	
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Die restlichen Speichelproben konnten nicht in einen genauen Kontext mit dem Verlauf 

einer Radio-Chemo-Therapie gesetzt werden, da zu manchen Zeitpunkten im 

Kontrollverlauf keine Proben mehr zur Verfügung standen. Die 33 Patienten und der 

von ihnen zur Verfügung gestellte Probenpool von 83 Proben erlauben teilweise nur 

eine grobe Beurteilung und keine Verifizierung der gewählten Fragestellungen. Es lag 

keine homogene Verteilung der Patienten vor, sodass eine statistische Auswertung 

durch wenige Probanden erschwert war. Ebenfalls reduzierte sich die Gruppe durch 

die Unterteilung in Remission- und Progressionsgruppe. Die Patientengruppen 

reduzierten sich zudem weiterhin durch den zeitlichen Verlauf. Es waren nach 12 

Monaten nur noch acht Probanden in der Remissionsgruppe vorhanden, die anderen 

entwickelten ein Rezidiv. Mit einem größeren Patientenpool könnten die untersuchten 

Ergebnisse validiert und Fehler minimiert werden. Sinnvoll wären Multicenterstudien in 

denen große Probandenzahlen unabhängig voneinander untersucht und mit einer 

gesunden Probandengruppe verglichen werden könnten. Bei einem derartigen 

Untersuchungsaufbau ließe sich das Potential der mikroRNA als Tumor- oder 

Therapiemarker umfassender aufzeigen. Kritisch betrachtet werden muss auch die 

Heterogenität der untersuchten Studiengruppe hinsichtlich des Alters, des Geschlechts 

und der Tumorentität. Tumoren unterschiedlicher Gewebe und Lokalisation haben 

vermutlich ein unterschiedliches mikroRNA Expressionsmuster als Tumoren derselben 

Entität. In der Literatur lässt sich diesbezüglich noch wenig Material finden. Aus einigen 

Studien ging hervor, dass der relative Gehalt der spezifischen miR-122 auch bei akuter 

Leberschädigung mit der Serumkonzentration der etablierten Schadensparameter ALT, 

AST und LDH korreliert. Die miR-122 hat eine Tendenz, die organspezifische 

Quantifizierung eines hepatozellulären Schadens zu ermöglichen (Zhang et al., 2010; 

Starkey et al., 2011). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass bei einigen 

Erkrankungen, z. B. hypertensiver Nephrosklerose und Hepatitis C, mikroRNA 

dysreguliert sind und somit krankheitsrelevante Genprodukte beeinflussen (Kato et al., 

2012). In den untersuchten Patientengruppen bestand eine annähernd äquivalente 

Dominanz der Karzinome im Bereich des Oropharynx und der Mundhöhle. Es kann 

eigentlich nicht generell von einem Kopf-Hals-Tumor gesprochen werden, da die 

Gewebe, die Tumoren ausbilden, grundsätzlich verschieden sind. Daraus lässt sich 

vermuten, dass ein Tumor der Zunge möglicherweise ein anderes „mikroRNA- 

Expressionsprofil“ an den Speichel abgibt als ein Larynxtumor. Verschiedene 

Tumorlokalisationen, beispielsweise Nasopharynxkarzinome, besitzen im Vergleich zu 

Mundhöhlenkarzinomen eine variierende Tumorbiologie. In anderen Studien wurden 

durch die spezifische Selektierung des untersuchten Gewebes gewebe- und sogar 

organspezifische mikroRNA detektiert.  	
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Hierbei waren die Expressionslevel der miR-143 und miR-145 bei colorektalen 

Tumoren signifikant reduziert (Michael et al., 2003). Dies war auch bei Mamma-, 

Prostata-, Cervix- und Lymphomakarzinomzelllinien der Fall (Michael et al., 2003). Die 

Mitglieder der let-7 Familie wurden als TumorsuppressormikroRNA eingestuft, da sie 

an chromosomalen Bruchpunkten liegen, die direkt mit Lungen-, Mamma-, Urothel- 

und Cervixkarzinomen assoziiert sind (Calin et al., 2004). Der Studienumfang ergab 

nicht die Möglichkeit diesen Aspekt grundlegender zu untersuchen. 

5.3.2 Assoziation der mikroRNA mit funktionellen Speicheldrüsenparametern 

Es kam in der Vorstudie beim Sammeln der Speichelproben durch Hey et al. zu 

Abweichungen des Speichelflusses in einer Spannweite von über 2,5 ml/min (Bereich 

prae radiationem 0,97 ml/min bis 1,19 ml/min und post radiationem 40 % Reduzierung 

der Werte) jedoch lagen sowohl die unteren Werte als auch die oberen Werte 

außerhalb eines pathologischen Bereiches (Hey et al., 2009). In Anlehnung an die 

Empfehlung der WHO über die Definition eines radiogenen Schadens ließen sich die 

Speichelfließraten vor der Radio-Chemo-Therapie sinnvoll standardisieren und die 

oben genannten Abweichungen zwischen den Patienten verringern. Der Unterschied in 

der gemittelten Speichelfließrate nach der Radio-Chemo-Therapie führte eher zu einer 

Abschwächung der von Hey et al. gefundenen Flussdifferenz zwischen den 

Untersuchungsgruppen. Den Hauptteil der Gesamtspeichelmenge produzieren die 

beiden Ohrspeicheldrüsen neben den Gl. sublinguales und submandibulares sowie 

den kleinen Speicheldrüsen der Mundschleimhaut. Ab einer kumulativen Gesamtdosis 

von 50 Gy wird das Speicheldrüsengewebe irreversibel geschädigt, d. h. nach einer 

Radio-Chemo-Therapie sind die Speichelproduktion und -sekretion abhängig von der 

Speicheldrüsenregeneration (Saarilahti et al. 2006). Es wurden die verschiedenen 

Speichelflussraten (in ml/min) der Patienten aus der Vorabstudie in die Analyse mit 

einbezogen und Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Therapie gesammelt. Im 

Anschluss wurde das Verhältnis der Expression der mikroRNA zur Durchflussrate des 

Speichels berechnet. Nach Analysen der bivariaten Korrelation wies die Expression 

der miR-93 eine starke positive Korrelation zur miR-125a, miR-142-3p und let-7b auf, 

während die Expression der miR-200a nur mit let-7a signifikant in Bezug stand. 

Interessanterweise sind die Expression der miR-93 und der let-7g signifikant mit den 

Speichelflussraten assoziiert. Die schon vorher beschriebene Korrelation zwischen der 

Expression der mikroRNA und dem Zeitpunkt des Sammelns des Speichels, 

einschließlich Speichelflussraten, blieben bestehen. Anhand des Kruskal-Wallis-Tests 

ist z. B. die Expression der miR-200a im Verhältnis zur Flussrate des Speichels 12 

Monate nach der Behandlung signifikant verschieden (p= 0,036).   
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Es konnte vielmehr bestätigt werden, dass mikroRNA abhängig vom Speichelfluss in 

den Speichel abgegeben werden. Es kommt nicht zu einer durch die Schädigung der 

Drüsen zu erwartenden verminderten, sondern zu einer verstärkten Expression 

spezifischer mikroRNA. Diese korreliert in jeder Speichelprobe mit der Speichelflussra-

te. Die Expression der miR-93 und miR-200a 12 Monate nach Behandlung blieb 

signifikant höher als die der Basislinie. Hierbei wäre zu diskutieren, ob die 

Konzentration der mikroRNA mit dem erhöhten Zellschaden und dem damit 

verbundenen Zerfall in Zusammenhang steht oder ob eine konstante zellspezifische 

mikroRNA Abgabe vorhanden ist, welche bei einem geringeren Speichelfluss zu einer 

höheren Konzentration im Speichel führt. Der Speichelfluss stellt einen wichtigen 

Parameter für die Funktion der Speicheldrüsen dar. Für die mikroRNA im Speichel 

bedeutet dies, dass ein Zusammenhang zwischen der Radio-Chemo-Therapie der 

Speicheldrüsen und der Abgabe von Speichel in die Mundhöhle besteht. Bei einem 

reduzierten Speichelfluss können somit, in Bezug auf die Konzentration, mehr 

mikroRNA in den Speichel abgegeben werden. Die Überwachung einer Radio-Chemo-

Therapie mittels mikroRNA Detektierung bleibt möglich, da trotz radiogenem Schaden 

der Speichelfluss erhalten bleibt und ausreichend mikroRNA in den Speichel 

abgegeben werden.  

Kritisch zu diskutieren sei hierbei aber, dass die einzelnen bestrahlten Speicheldrüsen 

eine reduzierte Dosis von 27,7 Gy erhielten. Die Bestrahlungsdosen variieren in den 

meisten Radiotherapien zwischen 64 Gy und 72 Gy. Hierbei sind die wichtigsten 

Einflussgrößen auf die Schädigung der Gl. parotis das bestrahlte Volumen und die 

darauf applizierte Strahlendosis (Hey et al. 2009). Hey et al. konnten diesen 

Zusammenhang mit hoher Signifikanz in der vorigen Untersuchung nachweisen. Die 

geringer bestrahlte Speicheldrüse nimmt logischerweise einen höheren Beitrag zur 

Gesamtspeichelproduktion ein. Die in der Arbeit von Hey et al. gewählte Bestimmung 

der Speichelfließraten basierte auf der vereinfachten Betrachtung der Ohrspeicheldrü-

sen als singuläres Organ. Es erfolgte in der genannten Studie eine Gegenüberstellung 

der Gesamtbelastung beider Drüsen zur Gesamtspeichelfließrate. 
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5.3.3 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu 

Regression und Progression der Tumoren 

Im Folgenden soll der Zusammenhang zwischen dem mikroRNA-Nachweis und der 

Progression oder Regression der Tumoren diskutiert werden. Fünfzehn der 23 

untersuchten Patienten, von denen nach der Radio-Chemo-Therapie noch ausreichend 

Proben vorhanden waren, erkrankten nach Abschluss der Therapie erneut an einem 

Tumor. Die Gruppe dieser Patienten wurde als Progressionsgruppe bezeichnet. Die 

acht Patienten, die bis zum Abschluss der Untersuchung ohne Rezidiv geblieben 

waren, wurden als Remissionsgruppe bezeichnet. Die meisten der analysierten 

mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b) waren im 

Speichel der Patienten aus der Progressionsgruppe erhöht. Im Gegensatz dazu 

konnten die entsprechenden mikroRNA im Speichel der Patienten in der Remissions-

gruppe mit Ausnahme der let-7b nicht nachgewiesen werden. Der Mittelwert der 

einzelnen Expressionen für die miR-200a und let-7i zeigte in der Remissionsgruppe 

dagegen eine Erhöhung im Vergleich zur Progressionsgruppe. Eine Speichel-

Expression der let-7g ließ sich sowohl in der Remissions- als auch in der Progressi-

onsgruppe nicht mehr nachweisen. Man kann daraus schließen, dass es einen 

Zusammenanhang zwischen der verstärkten Expression einzelner mikroRNA und des 

Verbleibens von Tumorzellen gibt. Let-7i und miR-200a könnten als Marker in 

größeren Untersuchungen Anwendung finden, um eine Heilungstendenz anzuzeigen. 

Die fehlende Nachweisbarkeit der anderen mikroRNA in der Remissionsgruppe lässt 

vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einzelner, 

spezifischer mikroRNA und der Ausbildung von Rezidiven gibt. Die Größe der 

Studiengruppe wäre hier wieder kritisch zu hinterfragen. Es sollte außerdem in der 

Diskussion der Ergebnisse angemerkt werden, dass die in der vorhergehenden Studie 

gewonnenen Speichelproben auf eine Nachbeobachtungszeit von drei Jahren 

ausgelegt waren. Es lassen sich daher die mikroRNA-Konzentrationen nur bedingt mit 

dem weiteren klinischen Verlauf der Patienten in Zusammenhang bringen, da die 

Tumornachsorge im klinischen Alltag über fünf Jahre und mehr verläuft.  
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5.3.4 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben 

und Rezidivbildung 

Zusammenfassend weist in den bivariaten Korrelationsanalysen die Speichel-

Expression der ausgewählten mikroRNA, mit Ausnahme der let-7b, keine Assoziation 

zum Versterben der Patienten bzw. zu weiteren klinischen Parametern auf. 

In der vorliegenden Studie wurde evaluiert, ob es einen Zusammenhang zwischen der 

Expression tumorassoziierter mikroRNA und der Letalität der HNSCC- Patienten (head 

and neck squamous cell carcinoma (engl.) sowie der Ausbildung eines Rezidivs gibt. 

Wie im Ergebnisteil beschrieben, zeigen die bivariaten Korrelationsanalysen nach 

Spearman-Rho, dass der Tod eines Patienten mit dem Auftreten eines Rezidivs 

signifikant korreliert. Das Versterben des Patienten korrelierte nicht mit einer 

vorherigen Operation. Aus der signifikant positiven Korrelation von Operation und der 

Entstehung eines Rezidivs kann man schließen, dass alle Patienten operiert wurden, 

aber ein Therapieansprechen auf die Radio-Chemo-Therapie nicht in allen Fällen 

erfolgte. Weiterhin korrelierte das Versterben der Patienten signifikant negativ mit der 

Expression der let-7b. Beim Auftreten einer höheren let-7b-Expression überlebten 

mehr Patienten. Daraus kann der Zusammenhang gestellt werden, dass es zwischen 

der Letalität und der Rezidivbildung Korrelationen gibt und dass die let-7b eine große 

Rolle dabei spielt. Interessanterweise zeigte auch das Alter des Patienten eine 

signifikant negative Korrelation mit der Speichel-Expression der miR-93 sowie der miR-

125a. Ob ein Zusammenhang zwischen einem erhöhten Alter und der verminderten 

Expression bestimmter mikroRNA besteht, kann aber nicht eindeutig belegt werden. 

Eventuell nimmt die Expression einiger mikroRNA im Alter ab. Zusammenfassend 

weist in den bivariaten Korrelationsanalysen die Speichel-Expression der 

ausgewählten mikroRNA, mit Ausnahme der let-7b, keine Assoziation zur Letalität bzw. 

zu weiteren klinischen Parametern auf. Es kann geschlussfolgert werden, dass alle 

Patienten, die operiert wurden und an einem Rezidiv erkrankten, auch an diesem 

verstarben.  

5.4 mikroRNA-Expression im Speichel zur Verlaufskontrolle nach einer Radio-

Chemo-Therapie 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mikroRNA mit Kopf-Hals-Tumoren und in 

geringem Maße mit Radiosensitivität assoziiert sind. Die mikroRNA bleiben während 

und nach der Radio-Chemo-Therapie im Speichel nachweisbar und sind nutzbar für 

die Überwachung der Wirksamkeit der Radio-Chemo-Therapie. 

  



5. Diskussion 

59 

 

In den durchgeführten statistischen Tests wurde untersucht, wie sich die einzelnen 

mikroRNA im Verlauf einer Radio-Chemo-Therapie verhalten. Die Analyse der 

mikroRNA im Speichel stellt damit eine potenziell vielversprechende Möglichkeit für die 

Kontrolle der Radio-Chemo-Therapie dar. Zusätzlich lässt sich die Rezidivierung von 

Kopf-Hals-Tumoren bei Patienten, die bestrahlt und zusätzlich chemotherapeutisch 

behandelt wurden, so frühzeitig erkennen. Durch die Analyse der mikroRNA-

Expression kurz nach der Radio-Chemo-Therapie und in der weiteren Nachsorge 

konnte der statistische Verlauf der relativen Expressionslevel der ausgewählten 

mikroRNA an genau festgelegten Zeitpunkten (eine Woche nach Radio-Chemo-

Therapie (n= 17), sechs Monate nach Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und 12 Monate 

nach der Radio-Chemo-Therapie (n= 8)) evaluiert werden. Hierbei wurde festgestellt, 

dass die mittlere Expression der miR-93 im Speichel der Patienten nach der Radio-

Chemo-Therapie signifikant erhöht war im Vergleich zu den Werten vor der Radio-

Chemo-Therapie. Die Expressionen der miR-93 und der miR-200a waren 12 Monate 

nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant erhöht im Vergleich zur Expression eine 

Woche nach der Radio-Chemo-Therapie. Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurde eine 

Teilmenge der Probandengruppe, bei denen Speichelproben zu definierten 

Zeitpunkten vor und nach Radio-Chemo-Therapie zur Verfügung standen auf 

Veränderungen der ausgewählten mikroRNA-Expressionen prä- und postradiationem 

untersucht. In den Speichelproben wiesen, in der Mehrzahl der Fälle, die miR-142-3p, 

die miR-93 und die miR-125a ein mindestens um das Zweifache verstärktes 

Expressionsniveau nach Radio-Chemo-Therapie auf, während die mikroRNA let-7a 

und let-7i eine zweifach schwächere Expression nach der Radio-Chemo-Therapie im 

Vergleich zum Expressionsniveau vor der Radio-Chemo-Therapie zeigten.  

In einer anderen Auswertung wurde analysiert, ob es eine signifikant unterschiedliche 

Expression einer oder mehrerer mikroRNA vor (n= 21), während (n= 31) oder nach (n= 

31) der Radio-Chemo-Therapie gibt, ohne eine Stratifizierung bezüglich der 

individuellen Patienten. In nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests gab es keine 

signifikante Veränderung der Expression der analysierten mikroRNA zwischen 

Speichelproben während und nach der Radio-Chemo-Therapie. Nachdem die 

Patientenproben in zwei Gruppen (ohne Rezidiv und mit Rezidiv) eingeteilt wurden, 

konnte festgestellt werden, dass bei einer Remission die miR-93-Expressionslevel vor 

und nach der Radio-Chemo-Therapie im statistischen Trend verschieden waren. 

Außerdem unterschieden sich die Expressionsgrade von miR-125a und miR-203 in der 

Gruppe der Patienten ohne Rezidiv (= Remissionsgruppe) im statistischen Trend vor 

und nach der Radio-Chemo-Therapie. 
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Im Folgenden werden das Auftreten und die Eigenschaften der einzelnen mikroRNA 

getrennt diskutiert. 

Es wurde eine verstärkte Expression der miR-200a nach Ende der Radio-Chemo-

Therapie festgestellt. MiR-200a wird im Speichel von Patienten mit Tumoren im 

Vergleich zu gesunden Probanden signifikant geringer exprimiert und als möglicher 

Marker für die Tumorüberwachung betrachtet (Park et al., 2009). Weiterhin ist eine 

niedrige Expression der miR-200a signifikant mit einer schlechteren Prognose bei 

Patientinnen mit Ovartumoren und Cervixkarzinomen assoziiert (Hu et al., 2009 und 

2010). Außerdem konnte in Studien gezeigt werden, dass die verminderte Expression 

der miR-200a auf die Beschleunigung des malignen Zellwachstums und der epithelial-

mesenchymalen Transition hinweist und das invasive Potential anaplastischer 

Schilddrüsenmalignomzellen erhöht (Saydam et al., 2009; Braun et al., 2010). 

Dagegen indiziert in-vitro eine Überexpression der miR-200a eine Hemmung des 

Zellwachstums eines Nasopharynxkarzinoms durch die Inhibition der Translation von 

ZEB2 und CTNNB1, während die Inhibierung der miR-200a die epithelial-

mesenchymale Transition von Nasopharynxkarzinomzellen über die ZEB2-Aktivierung 

fördert (Xia et al., 2010). Die verstärkte Expression der miR-200a war in den 

untersuchten Speichelproben 12 Monate nach dem Ende der Behandlung signifikant 

und kann ein Hinweis für den Wundheilungsprozess und die Rückkehr zu einem 

physiologischen Status sein. 

Weiterhin wurde eine verstärkte Expression der miR-93 nach Abschluss der Radio-

Chemo-Therapie in dem untersuchten Patientenkollektiv detektiert. MiR-93 wird im 

Speichel von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren im Vergleich zu gesunden Probanden 

signifikant niedriger exprimiert. MiR-93 spielt eine Rolle bei der Proliferation von 

hepatozellulären Tumoren durch die Regulierung des Transkriptionsfaktors E2F1 oder 

des Tumorsuppressorgens FUS1 (Li et al., 2009; Du et al., 2009). Außerdem fördert 

miR-93 das Tumorwachstum und die Angiogenese in Glioblastomazelllinien (Fang et 

al., 2011). MiR-93 ist ein Bestandteil des miR-106b~25-Clusters, einem Paralog des 

früh identifizierten und sehr potenten Onkomir-Clusters miR-17~92. Seine 

Überexpression ist assoziiert mit einer verstärkten Zellproliferation, Invasivität und 

einer Aktivierung der Angiogenese. Es wird eine Assoziation dieser mikroRNA mit der 

Reaktion der Zelle auf Hypoxie vermutet (Fang et al., 2011). Andererseits hemmt die 

miR-93-Überexpression in-vitro die Proliferation und Kolonienbildung von 

Darmkrebszellen und wirkt in mehreren Osteosarkomen herunterregulierend 

(Montanini et al., 2012; Yu et al., 2011). In Magentumoren, ausgehend von den 

Adenozellen, wurde eine erhöhte Expression der miR-93 gefunden.   
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Diese war signifikant mit einem höheren Tumorstadium und einem verminderten 

Überleben der Patienten assoziiert (Chen et al., 2012). Eine verringerte miR-93-

Expression wurde ebenfalls in Gewebeproben von Magentumoren beschrieben. Diese 

zeigte, dass eine signifikant niedrige miR-93-Expression mit einem fortgeschrittenen 

Tumorstadium und einem frühen Versterben der Patienten assoziiert ist (Xiao et al., 

2013). Zusammen belegen diese Tatsachen eine vielseitige Rolle der miR-93 in der 

Tumorentstehung und der Tumorprogression. In der vorliegenden Arbeit konnte die 

Reinduktion und eine verstärkte Expression der miR-93 nach Radio-Chemo-Therapie 

gezeigt werden, dies könnte auf eine tumorsuppressive Wirkung von miR-93 für 

Tumoren im Kopf- und Halsbereich hinweisen. 

Die mikroRNA der let-7-Familie konnten als klare tumorassoziierte Faktoren 

beschrieben werden, die in den verschiedensten Tumorentitäten wie Lungenkrebs, 

Magenkrebs und Brustkrebs verringert exprimiert sind (Johnson et al., 2005; Yu et al., 

2007; Li et al., 2010). Sie spielen hierbei eine Rolle als Tumorsuppressor und stellen 

entscheidende Modulatoren in der Eindämmung sowie in der Progression von Kopf-

Hals-Tumoren dar (Tu et al., 2013). Für Kopf-Hals-Tumore korrelierte die Expression 

der einzelnen let-7 Familienmitglieder nicht signifikant mit dem Behandlungsverlauf.  

Die let-7b ist wie oben bereits beschrieben mit der Ausbildung eines Rezidivs und der 

Letalität assoziiert. Eine schwache, aber signifikante Korrelation im Verlauf der Radio-

Chemo-Therapie zeigte sich bei der let-7i, da die Expression im Speichel, im Vergleich 

zu den Proben prä- und posttherapeutisch, zunahm. Nach dem Therapieende wurde 

sie im Vergleich zur Speichel-Expression während der Radio-Chemo-Therapie 

verringert exprimiert. 

Die Speichelproben wurden auch auf die Expression der miR-213 untersucht. Einen 

direkten Einfluss im Verlauf der Radio-Chemo-Therapie konnten nicht festgestellt 

werden, da die Expressionslevel im Verlauf zu unterschiedlich waren. Die Kruskal-

Wallis-Analysen über die Verteilung der spezifischen mikroRNA-Expressionen zu den 

verschiedenen Zeiten der Radio-Chemo-Therapie zeigten, dass sich das Auftreten von 

miR-213 (p= 0,88) nach der Radio- Chemo- Therapie verringert. Die miR-213 ist trotz 

der nicht eindeutigen Ergebnisse eine mikroRNA, die als Tumormarker im Verlauf einer 

Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden kann, da diese vermehrt im Speichel bei 

Kopf-Hals-Tumoren exprimiert wird.  

Die Konzentration der miR-125a und der miR-142-3p sind bei einem Mundhöhlenkar-

zinom im Vergleich zu gesunden Probanden als signifikant erhöht beschrieben (Park et 

al., 2009).   
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MiR-125a ist eine bekannte OnkomikroRNA. Sie spielt eine noch nicht genau definierte 

Rolle bei der Genese verschiedener Tumorentitäten, zudem agiert miR-125 abhängig 

von der Tumorentität sowie dem Tumormilieu auch als Tumorsuppressor-mikroRNA, 

die die Invasion von Tumorzellen inhibiert (Yu et al., 2011). Bei der miR-203 handelt es 

sich (zusammen mit der let-7a) um eine bekannte OnkomikroRNA mit hoher 

biologischer Relevanz (Sampson et al., 2007; Greither et al., 2010). In der 

vorliegenden Arbeit sind die miR-125a, miR-142-3p und miR-200a in der Progressi-

onsgruppe im Therapieverlauf signifikant niedriger exprimiert als in der Remissions-

gruppe. Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen der Studie von Park und Kollegen 

(Park et al., 2009). Außerdem konnte in der Kuskal-Wallis-Analyse während der 

verschiedenen Radio-Chemo-Therapiephasen eine verminderte Expression der miR-

125 neben der miR-213, let-7i, let-7g, let-7b, miR-203 und let-7a festgestellt werden. 

Dies könnte als ein Hinweis auf Heilung und Therapieansprechen gesehen werden. 

5.5 Klinischer Ausblick 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die spezifischen mikroRNA im Speichel ein 

großes Potential für die frühe Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren besitzen (Wiklund et 

al. 2011; Brinkmann et al. 2011; Liu et al. 2012). Besonders in den bevölkerungsrei-

chen Staaten China, Indien oder auch Brasilien wird seit einigen Jahren ein erheblicher 

Anstieg an Krankheitsfällen registriert (Ferlay et al., 2008; Sturgis et al., 2007). Leider 

erfordern die herkömmlichen Methoden der Tumorüberwachung die regelmäßigen 

klinischen Kontrollen sowie das Erstellen von CT-Aufnahmen, welche eine 

flächendeckend gute medizinische Versorgung mit Spezialisten und hohen apparativen 

Standards voraussetzen. Die Detektion spezifischer, preiswerter und einfach zu 

kontrollierender Biomarker aus einem noninvasiv zu gewinnenden Medium könnte das 

Tumormonitoring von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich sinnvoll 

ergänzen. Die Hoffnung besteht, dass Rezidive und Therapieresistenzen früher 

erkannt werden und somit ein vorzeitiges Eingreifen möglich wird. Beide Aspekte 

würden zu höheren Überlebensraten der Patienten beitragen.  

Molekulare Biomarker geben zunehmend verlässliche Einblicke in die Tumorbiologie, 

die Prognose und das Ansprechen der Tumoren auf Chemo-, Strahlen- oder 

molekular-zielgerichtete Therapie (z. B. HER2/ErBB2 Protein bei Mammakarzinom = 

personalisierte Tumortherapie). Wenn Tumormarker sorgfältig validiert werden, 

könnten sie die frühzeitige Einleitung erster diagnostischer Wege ermöglichen oder der 

Überwachung laufender Therapien dienen, welche bei Bedarf zeitnah umgestellt 

werden könnten.   
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Um eine hohe Sensitivität und Spezifität zu gewährleisten, sollten die als Biomarker 

nachgewiesenen genetischen Alterationen bei Tumorpatienten eine hohe Prävalenz 

aufweisen, bereits im Frühstadium der Tumorerkrankung nachweisbar sein und nicht 

bei Patienten ohne Tumorerkrankung auftreten. Das Probenmaterial muss leicht 

zugänglich und der Test schnell, präzise, robust und wirtschaftlich sein. Wie viele 

Studien belegen, ist es möglich auf allen drei Ebenen der Biomarker (Protein-, mRNA- 

und mikroRNA-Niveau) signifikante Expressionsunterschiede im Speichel von 

Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu normalen Probanden zu 

detektieren (Hu et al., 2009; Arellano et al., 2009). Auf RNA-Ebene konnten bisher 

sieben Tumor-assoziierte mRNAs identifiziert und in qRT-PCRs validiert werden. 

Wesentlich ist, dass eine Kombination dieser mRNA-Marker eine hohe Sensitivität (91 

%) und auch Spezifität (91 %) gezeigt hat, um Patienten mit Mundhöhlenkarzinom von 

gesunden Probanden anhand ihrer Speichelproben zu unterscheiden (Lee et al., 

2004). Allerdings konnten sich mRNA-Marker im klinischen Alltag bisher nicht 

durchsetzen. Die geringe Fehlertoleranz ihrer biochemischen Nachweisuntersuchung 

und die hohen Anforderungen an die Reinheit der Speichelproben könnten hierfür 

Ursachen sein. Vielversprechende Marker wie EGFR, p53, Squamosa Cell Carcinoma 

Antigen und HPV-Onkogen werden möglicherweise in Zukunft wichtige Stratifikations-

faktoren für eine individualisierte Tumortherapie sein. Viele dieser Prädiktoren sind 

aber subjektiv und unzuverlässig, da es sein kann, dass zwei gleiche Tumoren mit 

identischer Einstufung und Graduierung einen unterschiedlichen Verlauf während der 

Therapie nehmen. Hierbei bieten mikroRNA durch ihre geringe Länge, sowie der 

stabilen Assoziation an ihre Bindungspartner, einen entscheidenden Vorteil gegenüber 

anderen molekularen Markern (Mitchell et al. 2008; Arroyo et al. 2011; Turchinovich et 

al. 2011). Sie sind erheblich robuster gegenüber Abbauprozessen durch RNAsen als 

mRNA und können mittels qRT-PCR schnell, kostengünstig und spezifisch quantifiziert 

werden. MikroRNA könnten eine neue Form der Verlaufskontrolle und Überwachung 

der Tumortherapien darstellen, da sie spezifisch und sensibel genug sind um einen 

Tumor in seiner Anfangsentwicklung zu diagnostizieren. 

Im Mittelpunkt der Diskussion steht aber auch die Frage, welchen Informationsgewinn 

das Ergebnis solcher Tumortests liefert und ob sich daraus Konsequenzen für eine 

weitere Behandlung des Patienten ergeben können. Ein erhöhter Tumormarker hat 

alleine eine geringe Aussagekraft, da Laborfehler immer mit einbezogen werden 

müssen. Eine eventuelle Fehlinformation würde die betroffenen Patienten einer 

unnötigen Belastung aussetzen. Schon aus diesem Grund verlassen sich die Ärzte für 

die Diagnosestellung und Therapieplanung nicht nur auf die Tumormarker.   
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Neben der klinischen Untersuchung werden Biopsien oder bildgebende Verfahren wie 

CT, PET oder MRT durchgeführt um Diagnose- und Therapiefehler zu vermeiden. Es 

ist immer noch schwierig, klinisch zwischen einer postoperativ und durch Strahlung 

verletzten Mukosa und einem Rezidiv zu unterscheiden. MikroRNA-Isolation aus 

Speichelproben könnte als ein wertvolles diagnostisches Werkzeug eingesetzt werden. 

Somit würden viele unnötige Biopsien und Krankenhausaufenthalte sowie ambulante 

Betreuungen entfallen. Es wäre denkbar, die Markerbestimmung als Grundlage für die 

Biopsie zu nehmen. Speichelentnahmen sind sehr einfach und könnten durch 

Patienten selbst, sogar zuhause, durchgeführt werden um den Verlauf der 

Tumortherapie zu überwachen. Der Anstieg der Speichel-Tumormarker würde als ein 

diagnostisches Mittel genutzt werden, besonders wenn ein Marker einer simultanen 

Analyse signifikant ansteigt. Dies wäre wichtig für Risikopatienten, wie Patienten, die 

schon einmal eine Krebserkrankung hatten oder solche, die Schleimhautveränderun-

gen oder Erkrankungen aufweisen, welche zu Tumoren führen könnten. Diese Vorteile 

wären bahnbrechend im Tumormonitoring während der Therapie sowie der Tumorvor- 

und -nachsorge. 

Weiterhin soll kurz der Vorteil des Speichels gegenüber anderen Diagnosemedien 

dargestellt werden. Im Speichel konnten, wie bereits oben beschrieben, alle 

molekularen Biomarker nachgewiesen werden. Er bietet viele Vorteile in Bezug auf die 

Entnahme, Lagerung, Transport und des Volumens der Proben. Alle diese Prozesse 

können als sehr ökonomisch im Vergleich zum Serum angesehen werden. Der 

Hauptvorteil des Speichels für das Monitoring von Kopf-Hals-Tumoren besteht aber 

darin, dass er non-invasiv vom Patienten entnommen werden kann und direkten 

Kontakt zum Tumor und zu den Zellen der Mukosa hat. Ein Speicheltest gibt somit eine 

direkte Auskunft bezüglich des Krankheitsstatus und kann für Verlaufskontrollen 

genutzt werden. Es entfallen aufwendige Blutentnahmen und der Patientenkomfort 

während der Therapie und im Follow-up von fünf Jahren wird erhöht. Doch das Nutzen 

von Speichelproben bringt nicht nur Vorteile. Gerade bei der Radio- sowie auch der 

Chemotherapie ist die Speichelproduktion stark eingeschränkt, da durch die gesetzten 

radiologischen und chemischen Schädigungen die Funktion der Speicheldrüsen im 

erheblichen Maße reduziert ist. Somit stellt eine der größten Komplikation der Radio-

Chemo-Therapie, die Hyposalivation, einen wichtigen limitierenden Faktor in der 

Nutzung von Speichel als Diagnosemedium dar. Zusätzlich zum verminderten 

Speichelvolumen verursacht die Radiotherapie Änderungen in der Speichelkonsistenz, 

der Pufferkapazität und des pH-Wertes (Möller et. al. 2004).   
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In den letzten Jahren haben sich technische Verbesserungen, wie die 3D-CRT und 

IMRT, als grundlegend erwiesen. Durch die gezielte Mehrfeldtechnik besteht die 

Möglichkeit, die Speicheldrüsen zu schonen und dadurch eine Hyposalivation zu 

verhindern. In der Studie der Arbeit von Hey et al. aus dem Jahr 2009, die die Basis 

der vorliegenden Studie darstellte, wurde dieser Aspekt grundlegend berücksichtigt 

und untersucht. Die Radiotherapie für die Behandlung von Patienten mit Kopf-Hals-

Tumoren unter dem Aspekt der Vermeidung einer Xerostomie konnte in der 

vorangegangenen Studie weitreichend optimiert werden. Aus dem 36-monatigen 

Follow-Up ergab sich, dass bei Einhaltung empfohlener Grenzwerte der mittleren Dosis 

von 27,7 Gy auf eine Ohrspeicheldrüse, eine Gesamtspeichelfließrate von circa 40 % 

erhalten werden kann. Zudem wurde gezeigt, dass die Einhaltung der Grenzwerte bei 

der überwiegenden Mehrzahl der Patienten möglich ist um ein sicheres Therapieer-

gebnis zu schaffen (Hey et al., 2011). Dieses Wissen über den Erhalt der 

Speicheldrüsenfunktion und den Erhalt der mikroRNA im Speichel, trotz des 

radiogenen Speicheldrüsenschadens, ist essentiell, um diese als potenziellen Marker 

für die Überwachung des Radio-Chemo-Therapieerfolgs und zur Erkennung von frühen 

Tumorrezidiven während/nach der Radio-Chemo-Therapie zu verwenden. Der 

mikroRNA-Gehalt jeder Probe im Vergleich zum Speicheldurchfluss gilt als ein 

wichtiger Parameter der Speicheldrüsenfunktion. In dem vorliegenden Versuch kam es 

nicht zu einer verminderten, sondern zu einer erhöhten Expression von mikroRNA. 

MiR-93 und miR-200a sind 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie bedeutsam 

höher exprimiert und stellen interessante Marker für die Speicheldrüsenregeneration 

und Behandlungsüberwachung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren dar. Im 

Vergleich mit der vorliegenden Literatur konnte der Vorteil der Speichelproben als 

sicheres Diagnosemedium bestätigt werden. 

Es gibt über 2500 verschiedene menschliche mikroRNA deren genaue Wirkungsweise 

noch nicht allumfassend erforscht ist. In der vorliegenden Studie konnte festgestellt 

werden, dass die Tumorüberwachung mit Speichel-mikroRNA während der Radio-

Chemo-Therapie möglich bleibt. Die Analyse der Expression der Speichel mikroRNA 

könnte somit einen potenziellen Marker für das Monitoring darstellen, besonders die im 

Speichel verstärkt darstellbaren mikroRNA miR-200a und miR-93. Sie werden nach 

der Radio-Chemo-Therapie unterschiedlich exprimiert und könnten für den weiteren 

Krankheitsverlauf bedeutsam sein. Zukünftig werden zur Evaluation des Potentials der 

spezifischen mikroRNA als Tumor- oder Therapiemarker aber umfangreiche 

Multicenterstudien erforderlich sein.   
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6 Zusammenfassung 

Kopf-Hals-Tumoren stehen auf Platz sechs der weltweit am häufigsten vorkommenden 

Malignome. Trotz verbesserter Diagnostik und Therapie stagniert die Fünf-Jahres-

Überlebensrate seit Jahrzehnten. Das Fehlen geeigneter Biomarker und damit 

Informationen über das biologische Verhalten der Tumoren im Therapieverlauf wird 

gegenwärtig als eine der Hauptursachen für das mäßige Ansprechen der Tumoren auf 

die zur Verfügung stehenden Therapieoptionen angesehen. Besonders dringend 

werden neue und erschwingliche Biomarker für die frühzeitige Diagnostik, die 

Verlaufskontrolle und die Überwachung des Therapieerfolges benötigt. Vielverspre-

chende molekulare Marker könnten mikroRNA darstellen. Diese kleinen, nichtcodie-

renden RNA-Moleküle besitzen eine regulierende Funktion auf die mRNA und können 

in vielen Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden. Aufgrund ihrer Größe, ihrem 

hohen Vorkommen, ihrer Gewebespezifität und Verhältnisstabilität haben mikroRNA, 

die im Speichel zirkulieren, großes Potential als noninvasive Biomarker eingesetzt zu 

werden. 

In der Studie wurden ihr Vorkommen im Speichel und ihre Einsatzmöglichkeit in der 

Überwachung und Nachsorge bei der Tumortherapie untersucht. Dafür wurden zehn 

verschiedene HNSCC assoziierte mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-

200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g und let-7i) in 83 Speichelproben 

untersucht und mithilfe qRT-PCR quantifiziert. Die Speichelproben von 33 an Kopf-

Hals-Tumoren erkrankten Patienten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (vor, 

während und nach der Radio-Chemo-Therapie) gesammelt. Die Radio-Chemo-

Therapie erfolgte im Rahmen einer Vorstudie zur Reduzierung der Strahlungsbelas-

tung auf die Ohrspeicheldrüsen. Hierbei konnte die Speichelfließrate nach der 

Therapie mit einer reduzierten Dosis von 27,7 Gy (Dosis für die geschonte Drüse) 

konstant gehalten werden. Die vorliegende wissenschaftliche Untersuchung konnte 

zusammenfassend zeigen, dass die Tumorüberwachung nach der Radio-Chemo-

Therapie mit Hilfe der Speichel-mikroRNA (speziell der miR-93 und der miR-200a) 

möglich ist. Es wurden einige mikroRNA während der Radio-Chemo-Therapie verstärkt 

exprimiert wie z. B. die let-7i, let-7b und let-7g. Die miR-93, miR-213 und let-7b kamen 

insgesamt verstärkt im Speichel vor. Nach der Radio-Chemo-Therapie stiegen die 

Konzentrationen der miR-142-3p, der miR-93 und der miR-125 an, wogegen die let-7a 

herunterreguliert wurde. Die Expression von let-7b war bei den Patienten verringert, 

die nach der Radio-Chemo-Therapie verstorben waren. Die Expression der miR-200a 

war während der verschiedenen Behandlungsphasen ungleich verteilt, verzeichnete 

aber einen Anstieg nach der Radio-Chemo-Therapie. Weiterhin war die Expression 
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von miR-93 und miR-200a 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant 

höher. Es konnte somit detektiert werden, dass einige mikroRNA im Speichel gehäuft 

vorkommen und als Tumormarker eingesetzt werden können. Leider lassen die Höhe 

der mikroRNA-Expressionslevel keine Rückschlüsse über eine zwischenzeitliche 

Tumorfreiheit schließen. 

Es gab Expressionsunterschiede vor und nach der Radio-Chemo-Therapie, wobei es 

nicht zu einer durch die Schädigung der Drüsen zu erwartenden verminderten, sondern 

eben auch verstärkten Expression spezifischer mikroRNA kam. In den Proben konnten 

trotz einer kryokonservierten Lagerung bei -80 °C über fünf Jahre mikroRNA Spiegel 

ermittelt werden. Anhand der Ergebnisse erscheinen insbesondere die miR-93 und die 

miR-200a für klinische Untersuchungen zur Beurteilung ihrer Sensitivität und Spezifität 

für das Erkennen von Rezidiven bei Patienten mit tumortherapeutischer Kopf und Hals 

assozierter Radio-Chemo-Therapie geeignet zu sein. Es werden dafür zukünftig 

allerdings weitere große Multicenterstudien zu Untersuchungen ihrer Rolle im 

Krankheitsverlauf benötigt. MikroRNA dienen nicht nur als spezifische Marker der 

verschiedenen Phasen der Karzinogenese und Tumorentwicklung, sondern sie stellen 

auch wichtige Quellen für die zukünftige Entwicklung mikroRNA basierter 

Krebstherapien und des Rezidivmonitorings dar.  
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8 Thesen 

1. In den kommenden Jahren ist weltweit mit einem Anstieg der Neuerkran-

kungen an Kopf-Hals-Tumoren zu rechnen. Ein geeigneter molekularer Bi-

omarker wird dringend für Diagnostik und Therapie erforderlich sein. Viel-

versprechende molekulare Biomarker könnten mikroRNA darstellen.  

 

2. MikroRNA werden in menschlichem Serum, Plasma, Urin und anderen 

Körperflüssigkeiten stabil exprimiert und können durch qRT-PCR schnell 

und kostengünstig nachgewiesen werden. Speichel stellt hierbei ein nonin-

vasives Medium zur Diagnostik, zum Therapiemonitoring und zur Re-

zidivüberwachung dar. Die Konzentrationen der miR-93, miR-213 und let-7b 

waren in den Speichelproben am höchsten. 

 

3. Trotz der Lagerung bei -80 °C von mehr als fünf Jahren konnten die ausge-

wählten mikroRNA in einer signifikanten Menge in allen Speichelproben 

nachgewiesen werden.  

 

4. Es konnte ein Ansteigen der mikroRNA let-7i, let-7b, let-7g während der 

Radio-Chemo-Therapie und der miR-142-3p, miR-93, miR-125 nach der 

Radio-Chemo-Therapie ermittelt werden, wogegen die let-7a herunterregu-

liert wurde. Die Expression der miR-200a ist während der verschiedenen 

Behandlungsphasen ungleich verteilt, verzeichnet aber einen Anstieg nach 

der Radio-Chemo-Therapie. 

 

5. MiR-93 und die miR-200a scheinen für klinische Untersuchungen zur Beur-

teilung ihrer Sensitivität und Spezifität für das Erkennen von Rezidiven bei 

HNSCC-Patienten mit tumortherapeutischer Radio-Chemo-Therapie geeig-

net zu sein. 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie sind die miR-93 

und die miR-200a signifikant höher als vor der Radio-Chemo-Therapie. 

 

6. Es wurden erhebliche Fortschritte in der Bestrahlungstechnik erzielt, so 

dass der Speichelfluss der Gl. parotis erhalten bleiben kann. Spezifische 

mikroRNA bleiben trotz radiogenem Schadens im Speichel nachweisbar. Es 

kommt nicht zu einer durch die Schädigung der Drüsen zu erwartenden 

verminderten, sondern verstärkten Expression spezifischer mikroRNA. 
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