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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mundhéhlenkarzinoms

Krebserkrankungen stellen laut GREENLEE et al. (2000) nach kardialen
Erkrankungen die  zweithdufigste  Todesursache beim Menschen dar.
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle waren 1990 bei Mannern mit 141.200
Neuerkrankungen die achthaufigste maligne Tumorerkrankung. Die Pravalenz des
Mundhoéhlenkarzinoms zeigt regional erhebliche Unterschiede: Ein hdherer Anteil
wurde in Sud- und Westeuropa, Sudasien, Sudafrika, Australien und Neuseeland
ermittelt (PARKIN et al. 1999). In vielen Entwicklungsl&andern ist das
Mundhoéhlenkarzinom im Vergleich zu anderen malignen Neoplasien héaufiger
vertreten. So ist mutmalilich das in Indien verbreitete Betelnusskauen fur den dort
mit 40 % aller Krebserkrankungen extrem hohen Anteil des Mundh6hlenkarzinoms
verantwortlich (AHLUWALIA 2005, TSAI et al. 2004). Mit 3% aller boésartigen Tumore
entspricht das Auftreten eines Mundhoéhlenmalignoms bei Mannern in
Industrienationen dem weltweiten Durchschnitt (JEMAL et al. 2004). Die haufigste
histologische Erscheinungsform des Mundhdhlenkarzinoms ist das
Plattenepithelkarzinom (RIEDE und SCHAEFER 1999). Es weist eine Haufung in der

7. Lebensdekade auf.
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Wie vorangehend beschrieben, gibt es regionale Unterschiede in der relativen
Haufigkeit des oralen Plattenepithelkarzinoms. Dies kann auf die verschiedenen lokal
vorherrschenden Umwelteinflisse zurtckgefuhrt werden. In Entwicklungslandern
kann das Kauen der Betelnuss als wesentlicher atiologischer Faktor betrachtet
werden (AHLUWALIA 2005, TSAI et al. 2004), wahrend in Australien
sonnenexponierte Mundbereiche, wie beispielsweise die Unterlippe, haufiger
erkranken. In industrialisierten Regionen ist das Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle Uberdurchschnittlich haufig mit chronischem Alkohol- und Tabakabusus
assoziiert. Beide Noxen werden in Verbindung mit schlechter Mundhygiene als
Krankheitsausloser diskutiert (ROSENQUIST et al. 2005). Dabei ist die karzinogene



Potenz von kombiniertem Alkohol- und Tabakkonsum hervorzuheben. Es wurde bei
simultanem Missbrauch beider Noxen eine Potenzierung des Erkrankungsrisikos
beobachtet (BLOT et al. 1988), welches im Vergleich zu Kontrollgruppen bis zu 13-
fach erhoht ist (CASTELLSAGUE et al. 2004).

Des Weiteren kann, insbesondere fiir Oropharynxkarzinome mit Lagebeziehung zum
lymphatischen Gewebe der Tonsillen, eine Infektion mit den humanen Papillomaviren
16 und 18 als &tiologisch relevant betrachtet werden (FAKHRY und GILLISON 2006).
Dabei inaktivieren virale Onkoproteine die Tumorsuppressorgene RB (WIEST et al.
2002) und p53 (BALZ et al. 2003). Im Gegensatz dazu bewirkt der Nikotin- und
Alkoholabusus das Entstehen einer von vornherein inaktiven Mutation des Protein 53
(BRENNAN et al. 1995; vgl. Abschnitt 1.5. ,, Tumorbiologie®).

Unter dem Einfluss oben genannter Risikofaktoren kdnnen Mundhohlenkarzinome
direkt aus gesunder Schleimhaut entstehen. Haufig werden Kklinisch jedoch
Mundschleimhautveranderungen vorgefunden, welche aufgrund ihres
Entartungsrisikos als Krebsvorstufen zu betrachten sind. Je nach Wahrscheinlichkeit
zur malignen Transformation unterteilt man sie in obligate und fakultative
Préakanzerosen. Die haufigste fakultative Form ist die Leukoplakie, ein weil3es, nicht
abwischbares, oft erhabenes Areal der Mundschleimhaut, welches histologisch durch
eine verstarkte, abnorme Verhornung im Sinne einer Hyper- und Parakeratose
gekennzeichnet ist. Abstinenz exogener Noxen kann zur Regression der Leukoplakie
fuhren, wahrend eine fortwahrende Exposition in 5 bis 15 % der Falle zu histologisch
nachweisbaren, dyplastischen Veranderungen wie Pleomorphie oder Polaritatsverlust
fuhrt (RIEDE und SCHAEFER 1999). Auch diese dysplastischen Leukoplakien kdnnen
wieder zur Ausheilung kommen. Jedoch entarten, in Abhangigkeit ihres
Dysplasiegrades (SIN-Grad I-lll, siehe unten), 20% zu einem ,Carcinoma in situ®
(LUMERMAN et al. 1995). Histologisch werden die Prakanzerosen beim Vorliegen von
Dysplasien und gestorter Histoarchitektur nach WHO in 3 ,squamdse intraepitheliale
Neoplasiegrade (SIN [-111) klassifiziert (GALE et al. 2005). SIN | wird beschrieben als
Hyperplasie des basalen Drittels der Mukosa, wahrend SIN Il als Hyperplasie des
basalen und mittleren Drittels definiert wird.

SIN 1l entspricht dem histologischen Bild einer schweren Dysplasie, beziehungsweise
eines ,Carcinoma in situ“, und ist somit als obligate Prakanzerose zu betrachten. Das
Risiko der Entartung betragt im Falle einer SIN | und SIN Il jeweils 11%. Eine SIN Il
weist hingegen ein Malignitatsrisiko von 90 % auf (NEID und TANNAPFEL 2009).



1.3 Tumorbiologie

Zur Entstehung und Erhaltung eines jeden vielzelligen Organismus bedarf es eines
empfindlich regulierten Gleichgewichts zwischen Teilung und Niedergang seiner
Zellen. Dabei unterliegt jede einzelne Zelle einem starken Selektionsdruck, sodass
die Krebserkrankung als naturliches Endstadium in der Evolution vielzelliger
Organismen betrachtet werden kann (STRACHAN und READ 2005).
Eine Storung dieses Gleichgewichts durch eine Abfolge somatischer Mutationen,
teils unter Beteiligung vererbter Pradispositionen, kann fur die einzelne Zelle einen
entscheidenden Selektionsvorteil bedeuten, auch wenn dies langfristig zu einer
Schadigung des Gesamtorganismus fuhrt.
Es ist Gegenstand intensiver Forschung, den mehrstufigen Weg einer normalen
somatischen Zelle zur unkontrolliert proliferierenden Tumorzelle nachzuvollziehen.
Allgemein anerkannt ist, dass die maligne transformierende Zelle:

e Von auleren Wachstumssignalen unabhéngig werden muss,

e gegeniber &uRReren wachstumshemmenden Signalen unabhangig werden

muss,

e der Apoptose entgehen kdnnen muss,

e in der Lage sein muss, sich unbegrenzt zu teilen,

e in der Lage sein muss, kontinuierlich GefalRneubildung zu induzieren

e und in der Lage sein muss, in Nachbargewebe einzudringen und Metastasen

zu bilden (HANAHAN und WEINBERG 2000).

Aufgrund dieser Eigenschaften sind Tumorzellen in Bezug auf ihre zellulare
Uberlebensstrategie sehr erfolgreich, bewirken aber dadurch eine in der Regel letale
Schadigung des Gesamtorganismus. Um solch einem Selektionsnachtell
entgegenzuwirken,  etablierten  sich  mit  Tumorsuppressoren  komplexe
Abwehrmechanismen, welche das Auftreten eines Tumors, zumindest vor dem
Erreichen  des  reproduktiven  Alters,  verhindern. Mutationen  dieser
Tumorsuppressorgene bzw. ihrer Antagonisten, der Onkogene, konnen die
Transformation einer gesunden Zelle in eine Krebszelle bewirken (STRACHAN und
READ 2005). Auf beide Mechanismen soll im weiteren Verlauf dieser Arbeit noch

eingegangen werden.



1.3.1 Modelle zur Karzinogenese

Die Tumorgenese ist ein &uf3erst komplexer und zum Teil noch unverstandener
Prozess. Zum besseren Verstandnis bedient man sich verschiedener Modelle,
welche die Wirklichkeit aber nur bedingt exakt wiedergeben konnen. Drei dieser
Modelle sollen im Folgenden beschrieben werden:

SI;ASJSL?In Initiation | Promotion | Progression —
CRONIER Primartumor Invasiver Tumor | Metastasierender Tumor
TNM-
KIaSSifikation TI81 NO; MO Tl'T4; NO; MO TXa N1-3 Oder TX’ Ml
Tab.1: Ubersicht Modelle zur Karzinogenese

Das klassische Model zur Karzinogenese ist das Dreistufenmodell der malignen
Transformation. Es unterteilt sich in Initiation, Promotion und Progression.

In der Initiation erfahrt die Zelle eine Mutation von Regulationsgenen des Zellzyklus
(Tumorsuppressor- oder Onkogenen), welche nicht durch Reparaturmechanismen
beseitigt oder durch Apoptose ausgeschaltet wird. In der Phase der Progression
findet ein Wachstumsstimulus der initierten Zelle statt, der in einem
praneoplastischen Fokus resultiert. Im letzten Schritt, der Progression, kommt es
durch weitere Mutationen an Tumorsuppressorgenen zur eigentlichen malignen
Transformation. Der transformierte Zellklon entdifferenziert sich zunehmend, wird
immortal, teilt sich fortwahrend und erlangt aus noch nicht bekannten Griinden die
Fahigkeit zur Metastasierung. Man ist sich heute einig, dass die Beschreibung der
Tumorgenese eines noch komplexeren Mehrstufenmodells bedarf. Das
Dreistufenmodell hat sich dennoch etabliert (HANAHAN und WEINBERG 2000). Es
wird in den Abschnitten 1.3.2.1 ,Onkogene“ und 1.3.2.2 ,Tumorsuppressorgene”
weiterfihrend erlautert.

Ein zweites Konzept unterteilt die Karzinogenese in drei histologische Stufen, und
setzt diese zu drei reprasentativen Tumorzellphanotypen in Beziehung. Primartumor,
invasiver Tumor und metastasierender Tumor werden mit den zellularen Phanotypen
dereguliertes Wachstum, Motilitdt und Invasivitat sowie Interaktion mit endothelialen
Strukturen korreliert (CRONIER et al. 2009). Dabei wird das Verhalten der
transformierten Zelle zu ihrer Umgebung in den Fokus gertickt. Weiterfihrende
Erlauterungen auf Grundlage dieses Modells folgen im Abschnitt 1.3.2.3 ,Migration,

Invasivitat und Motilitat”.



Um sich unter klinischen Aspekten mit der Karzinogenese auseinander zu setzen,
sind die oben genannten Konzepte einer biologischen Progression allerdings
ungeeignet. Da in dieser Arbeit Teilbereiche der Karzinogenese unter klinischen
Gesichtspunkten in vivo untersucht werden sollen, wird ein entsprechendes Modell
bendtigt. Es bietet sich an, die Entwicklung einer Tumorerkrankung auf Grundlage
des TNM-Klassifikationssystem zu beschreiben. Hierbei wird die fortschreitende
Tumorerkrankung ebenfalls in Stadien eingeteilt, welche auf einer klinisch
verifizierbaren, anatomischen Ausbreitung des Tumors beruhen. Diese werden in
den drei Hauptdimensionen, Prim&rtumorausdehnung, lokalinvasiver
Lymphknotenbefall und Fernmetastasen angegeben. Zahlreiche untergeordnete
Determinanten ergénzen die Einteilung. Weitere Erlauterungen hierzu folgen in den
Abschnitten  1.3.3 ,Klinische Progression® sowie 4.4 ,Ergebnisse der

Genexpressionsanalyse®.

1.3.2 Biologische Progression

1.3.2.1 Onkogene

Als Onkogene werden diejenigen Gene bezeichnet, welche nach Aktivierung die
Proliferationsrate einer Zelle erhdhen. lhre inaktiven Vorstufen werden als Proto-
Onkogene bezeichnet. Nach ihren physiologischen Funktionen lassen sie sich in
folgende funf Klassen einteilen:
e sezernierte Wachstumsfaktoren (z. B. SIS, LIU et al. 2006),
e sarkolemmale Rezeptoren (z. B. ErbB2, DE BONO und ROWINSKY 2002,
KALLIONIEMI et al. 1992),
e intrazellulare Komponenten der Signaltransduktion (z. B. Ras, Abl, CHISSOE
et al. 1995, LOWY und WILLUMSEN 1993),
e Transkriptionsfaktoren (z. B. Myc, EVAN und LITTLEWOOD 1993) und
e den Zellzyklus beeinflussende Gene (z. B. Cycline, MDM2, POMERANTZ et
al. 1998).
Die unphysiologische Aktivierung eines Proto-Onkogens kann auf verschiedene Art
und Weise erfolgen:
So bewirkt zum Beispiel die Amplifizierung eines Proto-Onkogens einen quantitativen

Funktionsgewinn fir das entsprechende Onkogen, wie es beispielsweise beim



Brustkrebs fur das ErbB2-Gen beobachtet wurde. Hierbei liegen die zuséatzlichen
Kopien auf kleinen, separaten Chromosomen oder als Insertionen innerhalb normaler
Chromosomen vor (STRACHAN und READ 2005).

Durch Punktmutationen von Proto-Onkogenen kann es ebenfalls zu einer Akivierung
kommen. Bei diesem qualitativen Funktionsgewinn bleibt die Expressionsrate des
Onkoproteins unverandert, jedoch wird dessen Struktur dahingehend verandert, dass
phanotypisch eine Wachstumssteigerung resultiert. Dies ist beispielsweise haufig bei
den Proteinen der Ras-Familie der Fall, welche Signale von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren ubertragen. In vielen Tumoren, so zum Beispiel bei Darm-, Lungen- und
Brustkrebs, wird durch eine Punktmutation die GTPase-Funktion der RAS-Proteine
beeintrachtigt, was zur Akkumulation des Signalmolekiils GTP-Ras und schliel3lich
zu einer Ubermélig starken zellularen Reaktion auf das Wachstumssignal flhrt.
(LOWY und WILLUMSEN 1993).

Schlussendlich kénnen Onkogene auch durch Translokationen aktiviert werden,
wobei entweder ein neues chimares Gen entsteht oder ein Gen in eine
transkriptorisch aktivere Region des Genoms transloziert wird. Ein neues Onkogen
entsteht zum Beispiel bei der chronischen myeloischen Leukdmie. Durch balancierte,
reziproke Bruchstiickvereinigung von Chromosom 9 und Chromosom 22 entsteht das
sogenannte ,Philadelphia-Chromosom®, welches ein neues Fusionsgen, codierend
fur eine Tyrosinkinase mit transformierenden Eigenschaften, besitzt (CHISSOE et al.
1995).

1.3.2.2 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene lassen sich als Antagonisten der Onkogene verstehen. lhre
Genprodukte, die Tumorsuppressorproteine, greifen regulierend in Zellteilungs- und
Apoptosevorgange ein. Sie sind somit in der Lage, Tumorwachstum zu verhindern
oder zu verzogern.

Durch Analyse von familidren und spontanen Retinoblastomfallen postulierten
KNUDSON et al. (1971) das Paradigma der Tumorsuppressorgene, welches 1983
durch den Nachweis vererbter heterozygoter oder erworbener homozygoter
Mutationen des Rb-Gens im Retinoblastom bewiesen wurde (CAVENEE et al. 1983).
Prominente Vertreter der Tumorsuppressorproteine sind beispielsweise P53, zur
Einleitung der Apoptose nach irreparablen DNA-Schaden, sowie P21 und P27. Als

Inhibitoren  der  ,Cyclin-abhangigen  Kinasen“ stellen letztere  wichtige



Kontrollinstanzen im Zellzyklus dar. Dem oben bereits erwahnten Rb-Protein kommt
dabei eine zentrale Rolle zu. Es bindet und inaktiviert den zur DNA-Replikation
unabdingbaren Transkriptionsfaktor E2F und verhindert dadurch den Eintritt in die S-
Phase des Zellzyklus (HARBOUR und DEAN 2000).

Der Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen kann auf verschiedene Art und
Weise erfolgen. Vererbte oder sporadisch auftretende Punktmutationen, wie beim
Rb-Gen im Retinoblastom, bewirken die Expression eines funktionsunfahigen
Tumorsuppressorproteins (CAVENEE et al. 1983), wahrend die Methylierung eines
Tumorsuppressorgen-Promotors dazu fihrt, dass die Transkription des
entsprechenden Gens reduziert oder komplett verhindert wird (BAYLIN und
HERMAN 2000, JONES und BAYLIN 2007).

In der Regel ist der Funktionsverlust beider Allele eines Tumorsuppressorgens die
Voraussetzung fir eine maligne Transformation, wobei durch Vererbung einer
heterozygoten Mutation die Wahrscheinlichkeit des Funktionsverlustes durch eine
zweite Mutation erhoht ist.

Die  exakten, molekularen  Regulationsmechanismen von Onko- und
Tumorsuppressorgenen sind momentan Gegenstand intensiver Untersuchungen.
Unter anderem besitzen verschiedene Connexine neben ihrer Funktion als
Kanalprotein auch die Fahigkeit, sowohl Tumorsuppressor- als auch Onkogene direkt
zu beeinflussen. Dieses zeigt sich unter anderem in Connexin-induzierter
Akkumulation klassischer Tumorsuppressorproteine, Wachstumsinhibition oder
Zellzyklusverlangerung. Aufgrund dessen werden Connexine als
»tumorsuppressorgene Il. Klasse® bezeichnet (CRONIER et al. 2009). Im Einzelnen
sollen diese Beobachtungen im Abschnitt 1.6.3 ,Connexine und Tumorgenese”

weiterfuhrend erlautert werden.

1.3.2.3 Migration, Invasivitat und Motilitat

Die folgenden Ausfihrungen basieren auf dem oben bereits vorgestellten Modell
nach CRONIER (vgl. Abschnitt 1.3.1 ,Modelle zur Karzinogenese®). Hierbei wird die
Karzinogenese in drei histologische Stadien unterteilt und diese mit verschiedenen
zellularen Phanotypen der Tumorzellen korreliert. Viele Tumore weisen die Tendenz

auf, lokal invasiv zu wachsen und nach Einbruch in Lymph- oder Blutgefal3e



Tochtergeschwulste zu bilden. Invasion und Metastasierung erfordern zusatzliche
genetische Veranderungen in der Tumorzelle.

Nach dem Primartumorwachstum, welches phéanotypisch mit dereguliertem
Zellwachstum einhergeht, folgt mit der Loslosung der Zelle aus dem Gewebeverbund
die Invasionsphase. In diesem Zusammenhang kommt es zur Produktion von
Proteinen, welche die Proteolyse physikalischer Barrieren wie der Basallamina und
extrazellularer Matrix erlauben, die Adhasion in lokaler extrazellularer Umgebung
ermoglichen sowie die Tumorzellmotilitat fordern (STRACHAN und READ 2005).

Da die abgrenzende Basalmembran keine den Zelltransit erlaubenden Poren besitzt
(PARISH et al. 1992), muss ihre Proteolyse aktiv herbeigefuhrt werden. Dazu bindet
die Tumorzelle Giber Oberflachenrezeptoren der Integrin- und Nichtintegrinfamilien an
Laminin, Typ-IV-Kollagen, Fibronectin und andere Glykoproteine der Basallamina
(LOFFLER et al. 2006), woraufhin an diesen Stellen lokalisierte Zonen der Auflosung
entstehen. Die Ursache dieser erhthten proteolytischen Aktivitat erklart sich durch
eine Stérung des fein regulierten Gleichgewichts zwischen extrazellularen
Proteinasen und ihren Inhibitoren. Die Erlangung von Motilitat ist eine weitere
Voraussetzung fur die Invasionsphase, welche dazu fihrt, dass Tumorzellen
gerichtet die Basalmembran Uberwinden und sich proteolytisch durch die
extrazellulare Matrix bewegen konnen. Phanotypisch zeigen die Zellen
pseudopodienartige  Ausstllpungen in  Bewegungsrichtung, welche durch
Tumorzellzytokine autokrin reguliert werden, aber auch chemotaktischen Einfliissen
folgen konnen (LOFFLER et al. 2006).

Um entfernte Gewebe zu metastasieren, missen maligne Zellen Anschluss an die
Gefal3zirkulation erlangen. Dazu mussen diese aus ihrem gefal3freien, epithelialen
Kompartiment in das vaskularisierte Stroma infiltrieren, sich an endotheliale
Strukturen binden und sie im Rahmen der Intravasion schlussendlich Uberwinden
(CRONIER et al. 2009).

Die sich in dieser Entwicklung wandelnden Phanotypen der Tumorzellen bedingen
zwangslaufig auch Veranderungen ihrer gap-junction-vermittelten Zellkontakte. Wie
diese sich im Einzelnen darstellen, wird im Abschnitt 1.4.3 ,Connexine und

Tumorgenese*® erlautert.



1.3.3 Klinische Progression

1.3.3.1 TNM-Klassifikation

Als drittes Konzept zur Karzinogenese (vgl. 1.3.1 ,Modelle zur Karzinogenese) soll
nun die Tumorentwicklung unter klinischen Gesichtspunkten anhand der TNM-
Klassifikation ndher erlautert werden.

Haben die motilen Tumorzellen den Kontakt zum Zellverband verloren, breiten sie
sich zunadchst horizontal im epithelialen Gewebeverbund aus. Solange die
Karzinomzellen die Basalmembran des Epithels respektieren, ist von einem
,carcinoma in situ“ die Rede, nach Proteolyse dieser biologischen Barriere vom
invasiven Karzinom.

In dessen Wachstumsverlauf kann es zur Metastasierung sowohl in die regionalen
Lymphknoten des Halses als auch in entfernte Organe kommen. Bei Letzterem
werden Lunge, mediastinale und abdominale Lymphknoten, Leber und Skelett
bevorzugt befallen (KOTWALL et al. 1987). Zunéchst zur statistischen Erfassung
verschiedener Patientenkollektive entwickelte die UICC und AJCC (Union
internationale contre le cancer, American Joint commitee on cancer) seit 1950 ein
einheitliches Klassifikationssystem fir alle malignen Tumore (WITTEKIND et al.
2002). Die Progression der Erkrankung kann unter Bezugnahme auf die anatomische
Tumorausbreitung durch die drei Hauptdeterminanten Primartumor (T), regionale
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetasasen (M) klinisch definiert werden. Das
System lasst aber auch Angaben zur histologischen Differenzierung (Grading, G),
zur Lymphgefal3- und Veneninvasion des Primartumors (L, V), zur Sicherheit des
Befundes (Certainty, C) und zur Beurteilung eines Residualtumors (R) zu. Fir die
drei Hauptdimensionen T, N und M wurden fur jeden einzelnen malignen Tumor
exakte, die jeweilige Anatomie respektierende Grenzen definiert.

Im Folgenden werden diese fir das Mundhohlen- und Lippenkarzinom
wiedergegeben (WITTEKIND et al. 2002):



T Bedeutung
Keine Beurteilung maglich

Kein Primartumor nachweisbar
is Carcinoma in situ
1 Tumordurchmesser maximal 2 cm
2 Tumordurchmesser 2 bis 4 cm

Tumordurchmesser mindestens 4 cm
4a  Lippenkarzinom: Infiltration durch kortikalen Knochen, in N. alveolaris inferior,

4b  Infiltration in Spatium masticatoricum, Proc. pterygoideus oder Schadelbasis
N Bedeutung

X Keine Beurteilung mdglich

0 Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

1 Solitdre Metastase in ipsilaterale Lymphknoten, maximal 3 cm Durchmesser
2a  Solitare Metastase in ipsilaterale Lymphknoten, 3 bis 6 cm Durchmesser

2b  Multiple Metastasen in ipsilaterale Lymphknoten, maximal 6 cm Durchmesser

2c  Metastase(n) in kontralateralem/n Lymphknoten, maximal 6 cm Durchmesser

w

Zervikale Lymphknotenmetastase mit Durchmesser tber 6 cm

Bedeutung
Keine Beurteilung maglich

Keine Fernmetastasen nachweisbar

Fernmetastasen nachweisbar

Da sich alleine aus den drei Hauptdimensionen T, N und M im Falle des oralen
Plattenepithelkarzinoms 168 mogliche Kombinationen ergeben, wurden von UICC
und AJCC 5 Hauptstadien definiert, die Patienten mit verschiedenen TNM-
Klassifikationen, aber vergleichbar weit fortgeschrittener Tumorerkrankung

zusammenfassen:
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0 IS 0 0
I 1 0 0
Il 2 0 0
1] 1-2 1 0
IVa 1-3 2 0
IVb 0-4b 3 0
Ve 0-4b 0-3 1

1.3.3.2 Prognose

Die Prognose des erkrankten Individuums wird in hohem MalRe von der Anzahl der
Lymphknotenmetastasen und deren histologisch nachgewiesenen
Kapseldurchbrichen bestimmt (SNOW et al. 1982, WOOLGAR et al. 1995). Weitere
Faktoren, die die Uberlebenswahrscheinlichkeit beeinflussen, sind die GroRe des
Primartumors, die Resezierbarkeit des Tumors, das Vorliegen von Fernmetastasen
(WOOLGAR et al. 1995), eine perineurale Invasion des Tumors sowie das UICC-
/AJCC-Stadium der Erkrankung (PARSONS et al. 1997).

Beeinflussung der 1-, 2- und 5-Jahresuberlebensrate (1-, 2-, 5-JUR) durch
Lymphknotenmetastasen (nach WOOLGAR et al. 1995):

1-JUR 2-JUR 5-JUR
Insgesamt (n=123) 84% 69% 65%
Keine Lymphknotenmetastasen 95% 86% 86%
Mit Lymphknotenmetastasen 71% 52% 44%
1.4 Connexine und Gap-Junctional-Intercellular-Communication

Die Kommunikation zwischen Zellen und Zellverbanden ist Grundvoraussetzung far
die Entwicklung und das Fortbestehen eines jeden vielzelligen Organismus. Dazu
gibt es unterschiedliche Wege der Signallbertragung.

Weit voneinander entfernte Zellen und Gewebe kommunizieren lber endokrine

Botenstoffe oder neuronale Signale. Auf lokaler Ebene dagegen treten Zellen oft
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direkt Uber Zell-Zell-Verbindungen mit ihrer Nachbarschaft in Kontakt. Diese Art des
Informationsaustausches ist essentiell fur die zellulare Proliferation, Differzierung und
Koordination im Gewebeverbund.

Ein Beispiel direkter Zell-Zell-Kommunikation sind Gap-Junction-Kanale. Diese
besonderen Zell-Zell-Verbindungen kommen in nahezu allen menschlichen Geweben

VOr.

1.4.1 Gap-Junctional-Intercellular-Communication (GJIC)

Die Grundlage der Gap-Junctional-Intercellular-Communication (GJIC) bilden die
Gap-Junctions. Diese Kandale verbinden die zytoplasmatischen Kompartimente
zweier benachbarter Zellen direkt miteinander. Durch passive Diffusion ermdglichen
sie ATP-unabhéngig und relativ unspezifisch den Austausch niedermolekularer,
hydrophiler Molekile bis zu einem Molekulargewicht von 1,2 kDa. So kdnnen
beispielsweise lonen (Na*, Ca®*, K*, CI), Metabolite aus dem Aminosaure-, Fett-
Kohlenhydrat- oder Nukleotidstoffwechsel sowie Signalmolekile (CAMP, IP3) die
interzellularen Kanéle leicht passieren. Fur Makromolekiile wie DNA oder Proteine
ist dies jedoch nicht mdglich (LOEWENSTEIN 1981).

Diese Eigenschaften bedingen die Beteiligung der Gap-Junctions an vielfaltigen
zellularen und interzellularen Aktionen, unter anderem der Weiterleitung hormoneller
Signale via second Messengern (SAEZ et al. 1989,BEDNER et al. 2006), der
Ubertragung elektrischer Signale in Herzmuskelzellen und glatter Muskulatur sowie
der Aufrechterhaltung der Gewebshomaoostase durch Diffusion von Metaboliten und
Wasser (LOEWENSTEIN 1981). Aufgrund dieser elektrischen und metabolischen
Kopplung ermdglichen Gap-Junction-Kandle die Synchronisation zellularer
Funktionen im Gewebeverbund (CZYZ 2008). Beispielsweise sind die Connexine 37,
40, 43 und 45 im kardio-vaskularen System entscheidend an der Regulation und
Sychronisation des GefalRwandtonus beteiligt (SCHMIDT et al. 2008). Gap-Junctions
setzen sich aus den 21 bekannten humanen Connexinsubtypen zusammen, kommen
gewebespezifisch in den meisten adulten Zellen vor und treten in der Regel als

sogenannte Gap-Junction-Plaques in der Zellmembran lokal gehauft auf.
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1.4.2 Connexine

Grundbausteine der interzellularen Gap-Junction-Kanale sind die Connexine, eine
heterogene Familie membrandurchspannender Proteine. Beim Menschen sind 21
verschiedene Subtypen bekannt, deren Gré3e zwischen 23 kDa und 62 kDa variiert.
Das Molekulargewicht liegt auch der Nomenklatur zugrunde (zum Beispiel: Connexin
26, Connexin 30.3, usw.).

Der schematische Aufbau eines Connexins ist in Abbildung 1 dargestellt.

Abb. 1. Schematischer Aufbau und An-
ordnung eines Connexin-Molekils in der

Plasmamembran. Die extrazellularen

Cytoplasmic
ey Schleifen E1 und E2 besitzen je 3

N HO

}w konservierte  Cysteinreste. Die  zyto-

11114/, Transmembrane plasmatischen Enden besitzen regulatorisch
Wy

f relevante Phosphorylierungsstellen

(KUMAR und GILULA 1996, S.382)
Extraceliular

Das C- und das N-terminale Ende sowie eine zytosolische Schleife, die verschiedene
regulatorisch relevante Phosphorylierungsstellen aufweist, befinden sich intrazellular.
Diese sind fir jedes der 21 humanen Connexine spezifisch und in der Lage mit
zytoplasmatischen Molekillen zu interagieren. Auf diese Weise erklart sich auch die
Gewebespezifitat der Connexine. Nur in einer Zelle mit der physiologischen,
molekularen Umgebung im Zytosol kann ein Connexin alle Funktionen im Sinne einer
Connexin-Protein-Interaktion wahrnehmen (CRONIER et al. 2009). Beispielsweise
berichteten FU et al. (2004) Uber eine Inhibition des Zellwachstums in Gliomzellen
infolge einer Interaktion des Connexin 43 mit dem Protein CCN3.

Jedes Connexin-Protein besteht aus 4 parallel angeordneten
Transmembrandomanen (M1-M4). M3 weist einen hohen Anteil hydrophiler
Aminosauren auf. Diese kleiden das Kanallumen nach innen aus und ermdglichen so
die Passage hydrophiler Metabolite durch die hydrophobe Zellmembran (YEAGER
und GILULA 1992). Zwei extrazellular gelegene Schleifen (E1 und E2)
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vervollstandigen das Protein. Je sechs Connexine lagern sich in der Membran zu
einem Connexon, einem eine Pore umschlieRenden Hemikanal, zusammen. Jeweils
zwei Connexone zweier benachbarter Membranen kommunizieren Uuber ihre
extrazellularen Schleifen miteinander, und bilden einen Gap-Junction-Kanal (BERG
et al. 2007). Besteht dieser aus zwei identischen Hemikanalen, bezeichnet man ihn
als homotypisch. Unterscheiden sich die Connexone, ist von heterotypen Kanélen
die Rede. Analog dazu wird ein Connexon aus sechs identischen Connexinen
bestehend als homomer, andernfalls als heteromer definiert.

\ ‘ b=
9 b
@D
=
= S
=1 -
S
&)
Connexon Homomeric Heteromeric Homomeric Heteromeric
Channel Homotypic Homotypic Heterotypic Heterotypic

Abb. 2: Schematische Darstellung mdglicher Zusammenstellungen von Connexonen zur Bildung von
Gap-Jnctions (KUMAR und GILULA 1996, S.384)

Die Zusammensetzung eines Gap-Junction-Kanals hat entscheidenden Einfluss auf
dessen Permeabilitat und Regulation, wobei nicht jede Kombination mdglich ist
(ELFGANG et al. 1995, WHITE et al. 1995). So ist beispielsweise das Connexin 43
nicht in der Lage, mit dem Subtyp 26 (BEYER et al. 2001), wohl aber mit Connexin
45 heteromere Kandle zu bilden (MARTINEZ et al. 2002), welche sich in Porengrol3e
und Permeabilitait von den homomeren Gap-Junctions dieser Connexine
unterscheiden (GRIKSCHEIT et al. 2008,KOVAL et al. 1995).

1.4.3 Connexine und Tumorgenese

Humane Malignome sind mit einer dysfunktionellen Gap-Junctional-Intercellular-
Communication (GJIC) assoziiert. Bereits langer ist bekannt, dass der Verlust der
Wachstumskontrolle einer entarteten Zelle mit einer defizienten GJIC einhergeht.
(LOEWENSTEIN 1979). Aufgrund dieser Erkenntnis wurde spater die Hypothese
aufgestellt, Gap-Junction-Zellverbindungen gingen wahrend der Karzinogenese
verloren, und entkoppeln auf diesem Weg die Tumorzelle von ihrer externen

Wachstumskontrolle. Dabei bleiben jedoch zwei entscheidende Aspekte unbeachtet:
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Der erste unbeachtete Aspekt ist, dass zwischen Connexinen als Kanalprotein der
Gap Junctions einerseits und Connexinen als eigenstandige, intrazellular agierende
Reaktionspartner andererseits unterschieden werden muss. Bekannt ist, dass die
Restauration der Connexinexpression in connexin-defizienten Tumorzelllinien in vitro
deren Wachstum verringert und sich der tumorése Phanotyp der Zellen zuriickbildet
(CHEN et al. 1995, EGHBALI et al. 1990, EGHBALI et al. 1991) Dies ist mit einer
verlangerten G1 Phase, einer verminderten Expression der Onkogene Cyclin-A, -D1
und -D2 oder einer Akkumulation klassischer Tumorsuppressoren wie P27 und dem
Rb-Protein assoziiert (KOFFLER et al. 2000, TABERNERO et al. 2006, ZHANG YW
et al. 2001, vgl. Abschnitt 1.5.2 ,Biologische Progression®). Bei den meisten der oben
zitierten Studien wurden Connexine Uber Transfektion in connexin-defiziente
Tumorzellen eingebracht, infolgedessen kam es zu einer Wachstumsinhibition. In
diesem Zuge konnte auch haufig die Etablierung einer intakten GJIC beobachtet
werden, was alleinig als Bestatigung der Hypothese diskutiert wurde, die GJIC gehe
im Rahmen der Karzinogenese verloren und entziehe so die maligne Zelle der
extrazellularen Wachstumskontrolle. Das diese Beteiligung der Connexine an
zellularen Wachstumsregulationen nicht allein von der GJIC ausgeht, zeigen
mehrere jingere Untersuchungen. Es konnten ahnliche wachstumshemmende
Effekte und Regression maligner Phanotypen beobachtet werden, ohne dass es zur
Ausbildung funktionsfahiger Zell-Zell-Kanale kam (IONTA et al. 2009, KALRA et al.
2006, MCLACHLAN et al. 2006, OLBINA und ECKHART 2003). Auch
KRUTOVSKIKH et al. (2000) konnten in vivo zeigen, dass es nach Connexin-43-
Transfektion zur Wachstumsreduktion kam, wobei sich die Connexine
atypischerweise im Zytoplasma befanden. Diese Beobachtungen implizieren, dass
Connexine, speziell der Subtyp 43, proliferationsinhibierende Effekte austiben
kénnen, unabhangig von ihrer Fahigkeit Gap-Junction-Kanéle zu formen (CRONIER
et al. 2009). Wie in Abschnitt 1.6.2 ,Connexine“ beschrieben, besitzen die Connexine
ein zytoplasmatisches, C-terminales Ende (WILLECKE et al. 2002), welches
zahlreiche, suptyp-spezifische, regulatorisch relevante Phosphorylierungsstellen
aufweist, und dartber hinaus Interaktion mit intrazellularen Proteinen erlaubt
(HERVE et al. 2004). Es wurde von direkter Interaktion des zytoplasmatischen
Connexin-43-C-Terminus mit dem Tumorsuppressor Caveolin-1 und daraus
resultierender Wachstumsinhibition berichtet (LANGLOIS et al. 2010). Ahnliche
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Beobachtungen wurden auch an anderen Connexin-Protein Paarungen gemacht (FU
et al. 2004). Interessanterweise scheinen flr diese Effekte in Tumorzellen in erster
Linie die C-Termini der Membranproteine verantwortlich zu sein: Die Transfektion
lediglich des Carboxyl-Endes eines Connexins in Tumorzellen bewirkte dieselbe
Negativ-Regulation des Zellwachstums, wie sie zuvor durch das gesamte
Connexinmolekul hervorgerufen werden konnte (DANG et al. 2003, MOORBY und
PATEL 2001, ZHANG YW et al. 2003a). Es liegt nahe, dass die physiologischen
Funktionen der Connexine weit Uber den transmembrantsen Stofftransport
hinausgehen. Allerdings sind diese uber den Stofftransport hinausgehenden
Funktionen vom Connexinsubtyp abhangig (MESNIL et al. 1995). Beispielsweise
bewirkte bei Leberkarzinomzelllinien eine Transfektion mit Connexin 26 die
Ruckbildung des malignen Phénotyps (YANO et al. 2001), was in
Lungenkarzinomzellen jedoch nur nach Connexin-43-Transfektion zu beobachten
war (XU HT et al. 2008). Es ist davon auszugehen, dass solche tumorsuppressiven
Effekte nur mit jenen Connexinsubtypen zu erwarten sind, die auch urspriinglich
unter physiologischen Bedingungen vom untersuchten Gewebe exprimiert wurden
(CRONIER et al. 2009). Dies erklart auch das gewebespezifische Auftreten der
verschiedenen Kanalproteine in unterschiedlichen, adulten Geweben. Ein Connexin,
welches physiologischerweise in einem bestimmten Gewebe exprimiert wird, findet
auch nur dort seine ,gewohnte molekulare Umgebung® vor, um all seine Aufgaben
wahrnehmen zu kénnen (BOND et al. 1994, CRONIER et al. 2009, MESNIL et al.
1995). Die genauen molekularen Ablaufe der Uberwiegenden Mehrheit solcher
Connexin-Protein-Interaktionen sind momentan gar nicht oder nur sehr sparlich
verstanden und bedurfen noch weitergehender Untersuchungen.

Unkontrolliertes Tumorwachstum geht mit dem Versagen von Kontrollmechanismen
an mehreren Punkten im Zellzyklus einher (vgl. Abschnitte 1.3.1. ,Modelle zur
Karzinogenese® und 1.3.2.1 bzw. 1.3.2.2. Onko- und Tumorsuppressorgene ). Ob
letztendlich die GJIC, die Connexine direkt oder beide Mechanismen gemeinsam fur
diese proliferationshemmenden Effekte ursachlich sind, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Bei Etablierung einer suffizienten GJIC kdnnen auch die daran
beteiligten Connexine Uber ihre C-Termini Einfluss nehmen. Andererseits existieren
auch Studien, die belegen, dass Uuber Gap-Junctions Signalmolekile, wie
beispielsweise Second Messenger, ausgetauscht werden, welche auf diesem Weg in

die Zellzyklusregulation eingreifen (KAMEI et al. 2003). Mdglicherweise liegen in
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beiden Fallen Regulationsmechanismen unterschiedlicher Art vor. Jingere
Untersuchungen tendieren eher zur Hypothese der direkten Protein-Connexin-
Interaktion (BATES et al. 2007).

Der zweite, haufig unbeachtete Aspekt bei der Rolle der Connexine in der
Tumorgenese ist die Komplexitat der Krebserkrankung. In ihrer Entwicklung
durchlauft eine maligne Tumorzelle verschiedene Stadien. (vgl. Abschnitte 1.3.1.
“‘Modelle zur Karzinogenese® und 1.3.2.3. ,Migration, Invasivitat und Motilitat“). Von
diesen phanotypischen Veranderungen der Tumorzellen, sind auch deren
interzellulare Kontaktstrukturen, einschlie3lich Gap-Junctions, betroffen (CRONIER
et al. 2009). Die oben genannten jungeren Untersuchungen zur Assoziation von
GJIC-bedingten Stofftransporten, Connexin-Protein-Interaktionen und
Wachstumsregulationen fanden ausschlie3lich an in-vitro-Modellen statt, welche
lediglich  Aussagen Uber die tumorbiologischen Aspekte wahrend der
Primarwachstumsphase nach CRONIER (2009) zulassen. Dort konnte gezeigt
werden, dass die maligne Transformation und das sich anschlieRende
Primartumorwachstum mit einer defizienten GJIC einhergeht (LEITHE et al. 2006,
MESNIL et al. 2005). Auch die reduzierte Expression einzelner Connexine ist an
mehreren Tumorzelllinien sowie Primartumoren belegt (JAMIESON et al. 1998,
NAUS et al. 1991, SAUNDERS et al. 2001, YAMASAKI et al. 1999).

Das spatere Invasionsstadium ist durch einzelne, den Gewebeverbund verlassende,
motile Tumorzellen gekennzeichnet. Die améboide Migrationsbewegung beruht im
Wesentlichen auf der dynamischen Umgestaltung fibrillarer Proteine (Aktin), den
Einbau von Membranvesikeln in Bewegungsrichtung, sowie der Adhasion an
extrazellulare Matrixkomponenten (EGGER 2005). Zusammenhange zwischen
Zellmigration und Connexinexpression wurden erstmals wahrend der Embryogenese
im Tiermodell beobachtet (REAUME et al. 1995). Heute ist an mehreren,
embryogenen Modellen belegt, dass Connexine eine Beteiligung an physiologischen
Zellmigrationsvorgdngen besitzen. So wurde beobachtet, dass die Zellwanderung
aus der Neuralleiste von Connexin 43 vermittelter GJIC abhangt (HUANG GY et al.
1998). Weitere Untersuchungen zeigen, dass Connexin 43 befahigt ist, mit Vinculin
und weiteren aktin-bindenden Proteinen zu interagieren, und dadurch den
dynamischen Umbau des Zytoskelettes zu beeinflussen (XU X et al. 2006). Im

Verlauf der Hirnentwicklung vermitteln die Connexine 26 und 43 Neuronenmigration
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entlang radialer Gliazellfasern. Dabei treten diese nicht als typische Zell-Zell-Kanéale
auf, sondern bilden dynamische, adhé&sive Kontakte welche mit dem internen
Zytoskelett interagieren (ELIAS et al. 2007). Unter kanzerogenen Bedingungen
zeigten sich ahnliche Beobachtungen. Es bestétigte sich bei Untersuchungen an
HelLa- und Glioblastomzelllinien, dass diese nach Connexin-43-Transfektion ein
erhohtes Invasionspotential besal3en (BATES et al. 2007, GRAEBER und HULSER
1998), sowie dass Zellmigrationsvorgange von der Anwesenheit des Connexins 43
abhéangig waren (ZHANG W et al. 2003b). Interessanterweise kam es in diesem
Zusammenhang auch zu einer verstarkten Expression verschiedener Matrix-Metallo-
Proteinasen (vgl. 1.3.2.3 ,Migration, Invasivitat und Motilitat*). Die extrazellularen
Doméanen des Connexin 43 bewirkten nach Transfektion ein erhdhtes
Adhéasionsvermdgen in Gliomzelllinien. (LIN et al. 2002). Allerdings existieren auch
widerspruchliche  Aussagen, welche nach Connexin 43 knock-out an
Mammakarzinomzelllinien  vermehrtes Wachstum und erhdhte Invasivitat
beschreiben (KALRA et al. 2006).

Im Mestastasierungsstadium werden die frei beweglichen Tumorzellen schlief3lich
wieder ortsstéandig, um mit der endothelialen Barriere zu interagieren und diese im
Rahmen der Intravasation schlussendlich zu tGberwinden (ZHANG W et al. 2003a).
Interaktionen mit vaskularen Endothelzellen, in Form einer stabil etablierten GJIC
konnten bei Glioblastom- (XIE et al. 1997), Melanom- (ITO et al. 2000), und
Mammakarzinomzellen (POLLMANN et al. 2005) nachgewiesen werden. Auch dass
die Fahigkeit der Tumorzellen zur Diapedese durch das Endothel mit dem
Vorhandensein funktioneller Gap-Junction-Plaques korreliert, wurde in vitro gezeigt
(POLLMANN et al. 2005). Daruber hinaus gibt es unter anderem in-vivo-
Untersuchungen am Tiermodell, die belegen, dass die in frlhen Stadien des
Primartumorwachstums unterdriickten Connexine 43 und 26 in
Lymphknotenmetastasen dieser Tumore wieder prasent sind (KAMIBAYASHI et al.
1995, KANCZUGA-KODA et al. 2006). Es scheint allerdings, analog zur
Wachstumsregulation, eine Connexin-Spezifitat zu bestehen. Da von Endothelzellen
lediglich die Connexine 37, 40 sowie 43 (CRONIER et al. 2009) exprimiert werden,
ist theoretisch davon auszugehen, dass Kommunikation nur homotypisch tber diese
oder heterotypisch Uber kompatible Connexine erfolgen kann (vgl. Abschnitt 1.4.1
“GJICY). Dabei geht nach in-vitro-Untersuchungen von einer heterologen GJIC ein

grofReres Metastasierungspotential aus (KAPOOR et al. 2004).
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Zellwachstum :jl> Motilitat, :fl> Extravasion Phanotyp

Gewebeinfiltration
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cic T exe Cry Gdc Kontakte

Tab 2: Modifiziert nach CRONIER et al. 2009, S. 325)

Zusammenfassend konnen Connexine, sowohl als einzelnes

zytoplasmatisches

Protein als auch in ihrer Funktion als membranstandiger Gap-Junction-Kanal, die

Entwicklung von Tumoren in Abhangigkeit vom Stadium der Tumorerkrankung

beeinflussen. Scheinen sie im initialen Stadium der

Tumorerkrankung als

Tumorsuppressoren zu fungieren, so haben sie in spateren Stadien eher onkogenen

Charakter (CRONIER et al. 2009).

19



1.5 Fragestellung

Die Beteiligung der Connexine an der Karzinogenese ist seit mehreren Jahrzehnten
Gegenstand intensiver Untersuchungen. Dabei existieren in der Literatur nur sehr
wenige Informationen uber die Connexinverteilung in humaner oraler Schleimhaut.
Deshalb war es unter anderem Gegenstand der Voruberlegungen zu dieser Arbeit,
eine geeignete Auswahl an zu untersuchenden Connexinen zu treffen. Am
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass in der Epidermis der Maus die Connexine
26, 30.3, 31, 31.1, 43 und 45 exprimiert werden (BUTTERWECK et al. 1994,
HENNEMANN et al. 1992 BUDUNOVA et al. 1996).
Weiterhin wurden in humaner Schleimhaut des Larynx die Subtypen 26, 30 und 43
nachgewiesen (SCHNEIDER et al. 2002). Lediglich VILLARET et al. (2000) sowie AL
MOUSTAFA et al. (2002) berichteten im Rahmen von Microarray-Screening-
Untersuchungen an heterogen humanen Tumoren im Kopf-Halsbereich von
Uberexpression des Connexin 26 beziehungsweise Unterexpression des Connexin
31. Im Zusammenhang mit der Tumorgenese existieren fir Connexin 26 und 43
zahlreiche Studien, welche antiproliferative Effekte sowie die Regression maligner
zellularer Phanotypen belegen. Dabei handelt es sich in der Uberwiegenden
Mehrzahl um in-vitro-Untersuchungen (HIRSCHI et al. 1996, YANO et al. 2001,
MOMIYAMA et al. 2003), zum Teil auch um Erkenntnisse aus in-vivo-Versuchen am
Tiermodell (QIN et al. 2002). Fur das am besten untersuchte Connexin 43 sind
bereits erste molekularbiologische Zusammenhéange zur Zellzyklusbeeinflussung in
vitro bekannt (ZHANG YW et al. 2001, ZHANG YW et al. 2003b).
Aufgrund des Mangels systematischer in-vivo-Studien zur Bedeutung der Connexine
fur die Karzinogenese des oralen Plattenepithelkarzinoms sollen folgende
Fragestellungen in dieser Arbeit bearbeitet werden:
1. Welche Connexinsubtypen werden in klinisch gesunder humaner oraler
Mukosa exprimiert?
2. Welche Connexinsubtypen werden beim intraindividuellen Vergleich im oralen
Plattenepithelkarzinom differentiell exprimiert?
3. Ist eine Korrelation von differentieller Expression und klinischen Parametern,

insbesondere dem klinischen Tumorstadium, nachweisbar ?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Untersuchung der humanen Proben wurde durch die Ethik-Kommission der
Georg-August-Universitat Gottingen geprift und befirwortet (Votum vom 28.02.07
Antragsnummer: 27/4/06). An der vorliegenden Studie nahmen n=15 Patienten teil,
welche im Zeitraum vom Juni 2006 bis zum August 2007 an der Universitatsmedizin
Gottingen wegen eines Mundhdhlenkarzinoms behandelt wurden.
Einschlusskriterium war ein histologisch bestatigtes Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle, welches innerhalb des Monats vor der Tumorresektion erstdiagnostiziert
worden war. Ausschlusskriterien waren neoadjuvante Radio- oder Chemotherapie,
oder der Nachweis eines Zweitkarzinoms. Das Patientenkollektiv bestand aus 10
méannlichen und 5 weiblichen Patienten mit einem Durchschnittsalter von 58,5
Jahren. Detaillierte klinische Daten zum Patientenkollektiv befinden sich im Anhang
A.

Von jedem Patienten wurde nach Aufklarung und Einwilligung in die Teilnahme an
dieser Studie wahrend der Tumorresektion je eine Tumorprobe aus dem
makroskopisch sicher als Karzinomgewebe imponierenden Areal sowie eine
Schleimhautprobe aus der gegenuberliegenden Wange entnommen. Die
Gewebeproben wurden Uber Nacht bei 4° Celsius in RNA-later® Losung inkubiert,

anschlieRend eingefroren und bis zur Isolierung der RNA bei -80°C gelagert.

2.2 Materialien

2.2.1 Gerate

ND-1000 Spektrofotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington (USA)

2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co.KG.,
Waldbronn

Homogenisator Ultra-Turrax T8, IKA-Werke, Staufen

MyIQ real-time PCR Detection System, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Tischzentrifuge 5810 R, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Mikrozentrifugen 5815 R und 5815 D, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
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Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York (USA)
Elektrophoresekammer MIDI 1, Carl Roth, Karlsruhe

Spannungserzeuger Power Pac Basic Supply, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

2.2.2 Enzyme und Kits

1 kb DNA Ladder (15615-024), Invitrogen GmbH, Karlsruhe

DNAse |, RNAse-frei 50-375 U/pl (18047-019), Invitrogen GmbH, Karlsruhe
iScript cDNA Synthesis Kit (170-8890), Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
iQ SYBR Green Supermix (170-8882), Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
RNAse Out (RNAse Inhibitor), Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rotie-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (A156.1), Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Qiagen RNeasy Mini Kit (74104), Qiagen GmbH, Hilden

QIAquick PCR purification Kit (28104), Qiagen GmbH, Hilden

2.2.3 LOsungen

DEPC-Wasser
1ml Diethylpyrocarbonat
ad 1000 mi Aqua bidest

10 x TBE-Puffer
108 g (0,9 mol) Tris Base

55 g (0,9 mol) Borsaure
7,44 g (0,02 mol) EDTA-Na2-Salz
ad 1000 mi Aqua bidest

0,5 x TBE-Puffer
50 ml 10 x TBE-Puffer
950 ml Aqua bidest

2.2.4 Software

Primer3: http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
NCBI BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
MFold (ZUKER 2003): http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/
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2.3 RNA- Isolierung

Die entnommenen Gewebeproben wurden im RLT-Puffer des Qiagen RNeasy Kits
homogenisiert, bis durch visuelle Kontrolle keine Gewebereste im Probengefaf}
festgestellt werden konnten. AnschlieRend wurde das Homogenisat 3 Minuten bei
12.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Probengefal? pipettiert
und im Verhaltnis 1:1 mit 70% Ethanol vermischt. Das Gemisch wurde umgehend in
eine RNEasy-Saule uberfuhrt und fur 15 s bei 12.000 U/min zentrifugiert. Hierbei
erfolgte die Bindung der RNA an die Silica-Membran der RNEasy-Saule. Es erfolgten
drei konsekutive Waschschritte mit Zugabe von zunachst 700ul RW1-Puffer und
anschlieend jeweils 500ul RPE-Puffer und Zentrifugationsdauern von 15s, 15s und
120s. Der durch die Silica-Membran zentrifugierte Waschpuffer wurde jeweils
verworfen. Zuletzt wurde die in der Saule gebundene RNA durch zwei
Elutionsschritte mit jeweils 40ul RNAse freiem Wasser in ein Volumen von 80pl
aufgenommen. Nach RNA-Isolation erfolgte mittels DNAse | der Abbau genomischer
DNA.

5ul1 M Tris/HCI pH 7,5

1 pl 1M MgCl2

1 pl DNAse | (10 U/ul)

0,5 yl RNAse Inhibitor (40 U/ul)
12,5 pl RNAse freies Wasser
80 pl RNA-Eluat

100 pl Gesamtvolumen

Dieser Ansatz wurde fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde ein
Gemisch aus Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1 viviv) im Verhaltnis 1:1
(v/v) hinzugefiigt und die Probe fir 2 Minuten bei Raumtemperatur mit 13.000 U/min
zentrifugiert. Die dabei entstandene RNA enthaltende obere wassrige Phase wurde
in ein neues Eppendorf-Cup Uberfihrt und darin im Verhéltnis 1:1 (v/v) mit
Isopropanol und im Verhaltnis 1:10 (v/v) mit 3 M Natriumazetat vermischt. Bei der
anschlieBenden auf 4°C gekihlten Zentrifugation Gber 15 Minuten bei 13.000 U/min
setzte sich ein RNA enthaltendes Pellet am Boden des Probengefal3es ab. Der

dariiber stehende Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 1 ml 70%
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Ethanol und folgender funfminutiger Zentrifugation gewaschen. Nach der darauf
folgenden Trocknung des RNA-Pellets wurde es tber 10 Minuten bei 42°C in 40 pl
RNAse freiem Wasser resuspendiert.

2.4 Quantifizierung und Qualitatskontrolle

Nach der Isolierung der RNA sowie dem enzymatischen Verdau der DNA wurden
aus allen RNA-Proben jeweils 1,5 pl zur Quantifizierung am NanoDrop-Messstand
eingesetzt. AnschlieBend erfolgte die Qualitatskontrolle aller RNA-Proben durch
Einsatz der vom Hersteller empfohlenen Menge am Bioanalyzer-Messstand (siehe
Anhang B).

2.5 Real-time PCR

2.5.1 Reverse Transkription

Nach der unter 2.4. genannten Qualitatskontrolle wurden aus allen Karzinom- und
Mukosabiopsien jeweils 200 ng RNA mit dem iScript cDNA Synthesis Kit in cDNA

revers transkribiert:

4 ul 5x iScript Reaction Mix
1l iScript reverse Transkriptase
200 ng RNA-Probe

ad 20 U.l H2Onukleasefrei

20 pl Gesamtvolumen

Daruber hinaus wurden drei Proben von Patienten, welche aus der Untersuchung
ausgeschlossen wurden, zur Etablierung und Optimierung der real-time PCR in dem
5-fachen oben genannten cDNA-Syntheseschritt eingesetzt. Die drei daraus

resultierenden cDNA-Proben wurden als Standard zusammengefasst.

24



2.5.2 Primer

Die verwendeten Primer wurden mit der Software Primer3 aus den Gensequenzen
der NCBI Genbank entnommenen. Mit dem von ZUKER (2003) beschriebenen
Algorithmus konnten Substrukturen innerhalb des einzelnen Primers, zwischen
beiden Primern sowie im Amplifikationsprodukt eines Paares ausgeschlossen
werden. Weiterhin wurde jeder Primer mit dem Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) vom National Center of Biotechnology Information (NCBI) bezuglich seiner
Spezifitat Uberprift. Es wurden jeweils unmodifizierte lyophilisierte Primer a 0,02
pmol  von Metabion, Deutschland (www.metabion.de) bezogen. Die in
Probengefalen gelieferten Oligonukleotide wurden in Stammlésungen a 100 pM
H20 geldst und hieraus Aliquots in einer Verdinnung auf 10 uM hergestellt. Fir
jedes Primerpaar wurde die optimale Arbeitstemperatur von 60°C verifiziert. Im
Anschluss wurden die Primer in mehreren Vorversuchen etabliert. Zuerst wurden alle
Primer mittels PCR an der Standardprobe auf ihre Funktionsfahigkeit getestet. Dabei
wurde, um das Entstehen von Nebenprodukten ausschlieBen zu kdnnen, auch eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Anschlielend wurde mittels standardisierter
Verdunnungsreihen die Effizienz der real-time PCR Uberprift. Schlussendlich wurden
die Langen der Reaktionsprodukte mittels Gelelektrophorese evaluiert. Anhand
dieser Vorversuche konnte aus mehreren alternativen Oligonukleotiden fir jedes

Connexin das bestmdglich arbeitende Primerpaar bestimmt werden.

2.5.3 Schmelztemperatur

Zunachst wurde bei allen Primern der zu untersuchenden Gene die errechnete
Schmelztemperatur verifiziert. Hierzu wurde eine real-time PCR mit dem iQ SYBR

Green Kit durchgefuhrt:

12,5 pl iQ SYBR Green Supermix
0,4 ul Primer (fwd)

0,4 ul Primer (rev)

10,7 | H2Odest.

1ul cDNA (Standardprobe)

25 ul Gesamtvolumen
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Programm:

1x
40 x

1x
1x
75 X

98,0°C
94,0°C
60,0-64,0°C
72,0°C
94,0°C
60,0°C
55,0-92,0°C

0'30°
001"
015"
001"
015"
0'30°
010°

Temperaturgradien tber Probentriplet. Echtzeitanalyse

Jede Wiederholung mit Erhéhung der Temperatur

um 0,5°C, Echtzeitanalyse

Es wurde die temperaturabhdngige Spezifitdit jeder PCR-Reaktion anhand der

Schmelzkurve und anhand einer Gelelektrophorese auf einem 1,5% Agarosegel

analysiert. Hierbei konnte fur alle oben genannten Primerpaare ausgeschlossen

werden, dass ein Produkt entstand, welches nicht der erwarteten Basenpaarléange

entsprach (siehe Anhang C). Weiterhin lag in Ubereinstimmung mit der errechneten

Schmelztemperatur bei allen Primern bei 60° C die hochste Effizienz der PCR

Reaktion vor.

2.5.4

Real- Time- PCR

Fur die Quantifizierung der Biopsien wurde jede einzelne Reaktion flr die real-time

PCR wie folgt angesetzt:

20 pl Mastermix:
12,5 ul iQ SYBR Green Supermix

6,7 ul H2Odest.

0,4 ul Primer (fwd)

0,4 ul Primer (rev)

5yl Template (CDNA)
25 ul Gesamtvolumen
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Das folgende zeitoptimierte Programm war am Bio-Rad iQ5 real-time Detection-

System in Vorversuchen etabliert worden:

1x 98°C 0’30¢

40 x 94°C 001"
60°C 0’15“ Fluoreszenzmessung
72°C 001"

1x 94°C 015"

1x 60°C 0’30¢

75x 55°-92°C  0,5°C/0’10“ Fluoreszenzmessung

Fur die einzelnen real-time PCR Versuche wurden Probenplatten mit 96
Reaktionsgefallen verwendet, welche mit einer transparenten Versiegelungsfolie
verschlossen werden konnten. Auf jeweils zwei Platten wurde durch Einsatz der
zuvor etablierten Primerpaare die Expression der 8 untersuchten Connexingene in
Mukosa- und Karzinombiopsien von jeweils einem Patienten analysiert. Dabei wurde
fur jedes Connexin und GAPDH eine absteigende Verdinnungsreihe tber vier 10er-
Potenzen erstellt. Weiterhin wurden technische Triplikate der cDNA von jeweils einer
Tumorprobe und der dazugehdrigen Schleimhautkontrolle eines Patienten analysiert.
Die Negativkontrolle — ,no template control“ — jedes Versuches wurde durch Zugabe
von 5 pl sterilem Wasser anstatt Patienten-cDNA angesetzt. Sie ermdglichte den
Ausschluss einer artifiziellen DNA-Kontamination des PCR-Mastermixes. Weiterhin
wurden die Positionen der Gewebeproben des einzelnen zu untersuchenden
Patienten beibehalten, um Effekte der unterschiedlichen PCR-Effizienz oder

Fluoreszenzdetektion auf den Probenplatten auszuschliel3en.
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2.6 Statistische Analyse: Auswertung der real-time PCR

Zur Auswertung der Expressionsunterschiede der acht Connexine wurde in dieser
Arbeit die Methode zur relativen Quantifizierung angewandt. Die Expressionsdaten
wurden auf GAPDH als Referenzgen normalisiert, und die differentielle Expression
der einzelnen Connexinsubtypen uber die CT- Werte sowie die Effizienz der PCR
Reaktion mit folgender Formel berechnet (PFAFFL 2001).

ACTg 0, (Standard—Probe)

E
R__ oo

E ACTgappH (Standard—Probe)
GAPDH

Dabei ist E die entsprechende Effizienz der real-time PCR, berechnet anhand der
Steigung standardisierter Verdinnungsreihen. Der CT-Wert (treshold cycle) ist als
der Reaktionszyklus definiert, an welchem das Fluoreszenzsignal die
Hintergrundfluoreszenz merklich Gbersteigt. Er markiert somit den Beginn der
exponentiellen Phase der Reaktion. Der relative Expressionsquotient (R) eines
Zielgens wird auf der Basis von E und der Abweichung der CT-Werte der
unbekannten Probe gegen eine Kontrolle (Standard) berechnet, und in Verhaltnis zu
einem Referenzgen ausgedrickt.

Da bei den Expressionswerten keine Normalverteilung zu erwarten war, wurden die
Expressionsdaten mithilfe des Wilcoxon-Rangsummentests statistisch ausgewertet.
Die resultierenden p-Werte wurden zur Beseitigung einer alpha-Fehler Kumulierung
mit der Holm-Methode angepasst. Bei p-Werten unter 0,05 wurden signifikante

Unterschiede angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1

Expression der Connexinsubtypen in oraler humaner Schleimhaut

In Biopsien humaner, oraler Mukosa und oraler Plattenepithelkarzinome war der

Nachweis folgender Connexinsubtypen mdglich:

e Connexin 26

e Connexin 30

e Connexin 30.3

e Connexin 31

e Connexin 31.1

e Connexin 40

e Connexin 43 und

e Connexin 45.

Connexin 32 und Connexin 50 konnten
Schleimhautproben mit verschiedenen Primerpaaren nicht
nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass diese

Subtypen in humaner oraler Mukosa nicht exprimiert werden.

in Tumor-

300 bp

und | =T 200 bp
—
—

100 bp

Invitrogen 1 kb Ladder

Ladder Cx26 Cx30.3 Cx30 Cx31.1
172 bp 188bp 235bp 192 bp

Cx 45
165 bp

Ladder

=
=B
-

Ladder Cx43 Cx40 Cx31 Ladder

246bp 186 bp 228 bp

Abb.3: Gelelektrophorese der in Tumor- und Schleimhautproben amplifizierten Connexin DNA
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3.2 Differentielle Connexinexpression im oralen Plattenepithelkarzinom

Beim Vergleich der Tumorproben mit ihren intraindividuellen Schleimhautkontrollen

zeigten die untersuchten Connexine ein differentielles Expressionsmuster:

p =0.001
45 —e—
p=0.0738
26 A } ® f
p =0.2025
30.3 A f L !
c p=0.2186
> 31.4 - k L !
<
8 3 : p= 0.‘2188 '
o . I 1
p=0.2188
40 - HOH
p=0.2188
43 e+
p=0.8147
31 A HOH
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20

Expressionsanderung (log)

Abb. 4: Mittelwerte (x 2x SEM) der logarithmischen aufgetragenen Tumor-Schleimhaut-Relationen

aller acht untersuchten Connexinsubtypen nach Holm-Anpassung der p-Werte: Positive Werte geben

eine Uberexpression in Tumorgewebe, negative eine Unterexpression an.

Connexin 45 und Connexin 30.3 waren in den Tumorproben 10,5- und 6,0-log-fach
Uberexprimiert. Nach der Holm-Anpassung zur Korrektur des alpha-Fehlers bei
multiplen Tests war nur das Connexin 45 signifikant Uberexprimiert (adj. p=0,001,
Tabelle 1; Abbildung 1). Connexin 30.3 uUberschritt das Signifikanzniveau von p=0,05.
Die Connexine 26, 30 und 31.1 waren in den Tumorproben tendenziell
unterexprimiert. Connexin 26 war -8,4 log-fach unterexprimiert. Die Connexine 30
und 31.1 zeigten eine 7,4 log-fache bzw. eine 5,0 log-fache Unterexpression im

Vergleich zu den Schleimhautkontrollen. Nach Holm-Anpassung Uberschritt
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Connexin 26 mit p=0,0738 das Signifikanzniveau von p=0,05. Die Unterexpression

der Connexine 30 und 31.1 war statistisch ebenfalls nicht signifikant.
Die Connexine 31, 40
Expressionsunterschiede zwischen Tumorproben und Schleimhautkontrollen. Dies

und 43 zeigten

keine

relevanten

differentiellen

galt sowohl vor, als auch nach der Holm-Anpassung fur multiples Testen.

Connexin 5 p (Holm- log Fold 95% KI fur log
angepasst) Change Fold Change
45 0,0000 0,0001 10,5 [7,3; 13,7]
26 0,0105 0,0738 -8,4 [-14,6; -2,3]
30.3 0,0338 0,2025 6,0 [0,5, 11,4]
30 0,0437 0,2186 -7,4 [-14,5; -0,2]
31.1 0,0547 0,2188 -5,0 [-10,1; 0,1]
43 0,0558 0,2188 0,7 [0,0; 1,5]
40 0,0712 0,2188 0,8 [-0,1;1,7]
31 0,8147 0,8147 -0,1 [-0,8;0,7]

Schleimhaut

Tab. 3: p-Werte und Fold Changes flr den Vergleich der Connexingenexpression in Tumor und
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3.3 Differentialexpression von Connexin 45 und 43 in Relation

2
= o
o
o 01
&
e
8) L
@ p<0.01
X -2 =
(&)
oo
0o
7]
o
— .4 -
3 ®
wi
6 -

1 T

Tumor Mukosa

Abb.5: Mittelwerte (+ 2x SEM) der
logarithmischen aufgetragenen Cx45/Cx43

Relationen in Tumor und Schleimhaut

Wegen ihres funktionellen Zusammenschlusses in Connexonen und heterotypischen
Gap-Junctions (siehe Abschnitt 1.4.2 ,Connexine“ und 4.4 ,Expressionsergebnisse®)
wurde das Verhéltnis der Genexpression des Connexin 45 zum Connexin 43 separat
untersucht. Die Relation war, verglichen mit den Schleimhautkontrollen, in den
Tumorproben stark erhoht (p<0,01, Abbildung 6).
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3.4 Korrelation der Genexpression mit klinischen Parametern

20 -
18 +
16

14

12 - ' .
10 +

Anderung der Cx45 Expression (log)

o T T T
0 2 4

AJCC-Stadien

Abb.6: Mittelwerte (+ 2x SEM) der logarithmischen

aufgetragenen Cx45 Expression nach

AJCC Stadien und Expressionsanderung

Die differentielle Genexpression aller Connexine unterschied sich in frihen und
spaten Stadien der Tumorerkrankung nicht signifikant voneinander (fir Connexin 45
in Abbildung 6 exemplarisch dargestellt). Es war weiterhin keine Korrelation mit
Risikofaktoren wie Alkohol- oder Tabakkonsum oder epidemiologischen Parametern
wie Geschlecht feststellbar. Auch das histopathologische Grading stellte keine
signifikante EinflussgroRe fur die differentielle Genexpression der untersuchten

Connexine dar.
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4 Diskussion

4.1 Real-Time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine etablierte, sensitive Methode der DNA-
Quantifizierung. Durch reverse Transkription von RNA in cDNA kann diese Methode
auch zur Genexpressionsanalyse auf mRNA-Ebene genutzt werden. Die real-time
PCR basiert auf der Aufzeichnung von zur Menge der DNA proportionalen
Fluoreszenzaktivitat bestimmter Fluorophore wahrend der Reaktion in Echtzeit. Zur
Quantifizierung werden dabei keine absoluten Mengen eines PCR Produkts
gemessen, sondern vielmehr die Kinetik der Reaktion genutzt.

Als Mal3 fir die Quantifizierung der Startmenge wird der sogenannte CT-Wert
(threshold cycle) herangezogen. Dieser entspricht dem PCR Zyklus einer Reaktion,
ab dem sich die Fluoreszenzaktivitat deutlich von der Hintergrundfluoreszenz abhebt.
Im Falle einer 100% Effizienz der PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA-
Produktmenge und analog dazu das Fluoreszenzsignal. Das heil3t die Reaktion folgt
nun einem exponentiellen Verlauf. Ein um einen Zyklus geringerer CT-Wert
entspricht idealisiert der doppelten Menge an Ausgangs-DNA.

Bei der relativen Quantifizierung werden nicht die absoluten DNA-Startkopienzahlen
oder -Konzentrationen bestimmt, sondern die Expression des zu untersuchenden
Gens wird auf ein zweites, ubiquitar und homogen exprimiertes Referenzgen
(GAPDH) und eine Probe mit standardisierter Genexpression bezogen. Somit ist es
moglich, aus PCR-Effizienz und Cr-Wert fir jedes untersuchte Gen einer Probe
dessen differentielle Expression in Bezug auf das Housekeeping-Gen (GAPDH) als
Referenz zu berechnen. Die Vorteile dieser Normalisierung liegen in der
Reduzierung der Varianz der Expressionsergebnisse, da Gewebe- und Matrixeffekte,
unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der reversen
Transkription innerhalb einer experimentellen Probe gleichermalRen das Zielgen und
das Referenzgen betreffen. (PFAFFL 2001). Eine Endpunkt-PCR mit
semiquantitativer Anfarbung von Gelelektrophoresebanden ist der oben

beschriebenen Methode unterlegen, da hier nicht nur die eingesetzte DNA-Menge,
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sondern auch die Effizienz der PCR-Reaktion das Messergebnis beeinflussen kann
(SCHMITTGEN et al. 2000).

Um die Anderung der DNA-Konzentration im Reaktionsverlauf zu bestimmen, bieten
sich mehrere Moglichkeiten an. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green bindet
unspezifisch an Doppelstrang-DNA, und emittiert daraufhin Licht bekannter
Wellenlange proportional zur entstandenen DNA-Menge. Allerdings ist die artifizielle
Beeinflussung des detektierten Signals durch die Bindung des Farbstoffes an
unspezifische PCR-Produkte mdglich (SCHNEEBERGER et al. 1995). Aus diesem
Grund ist es notwendig, nach abgeschlossener Genexpressionsanalyse jeder
untersuchten Probe eine Schmelzkurvenanalyse durchzufihren, um die Entstehung
unspezifischer PCR Produkte mit von der Zielsequenz abweichenden
Basenpaarverhéltnissen ausschlieRen zu kénnen (RIRIE et al. 1997).

Beim TagMan-Assay kann wegen der hohen Spezifitdt des Fluoreszenzsignals auf
eine Schmelzkurvenanalyse verzichtet werden, woraus sich ein zeitlich effizienterer
und 6konomischerer Arbeitsablauf ergeben wirde. Bei dieser Methode wird zu den
beiden Primern noch eine hoch-sequenzspezifische Sonde hinzugefugt, welche erst
bei Amplifikation durch die Tag-Polymerase ein Fluoreszenzsignal freisetzt. Auch bei
suboptimalem Primerdesign entsteht hierbei ein spezifisches Signal. Allerdings ist
der TagMan-Assay der SYBR Green Methode im Hinblick auf die Sensitivitat
unterlegen (SCHMITTGEN et al. 2000).

Aus diesem Grund wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein SYBR-Green-PCR-
Ansatz verwendet, und bei allen untersuchten Proben wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. In den Fallen, bei denen der Verdacht einer
unspezifischen PCR-Reaktion bestand, wurden die entstandenen Produkte einer
Auftrennung durch Gelelektrophorese zugefuhrt. Die in der zu erwartenden
Nukleotidlange differierenden Proben wurden einer spateren Auswertung entzogen.
Insofern ist davon auszugehen, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte

real-time PCR fur den Nachweis der jeweiligen PCR-Produkte spezifisch war.
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4.2 Grenzen

Mittels real-time PCR kann die Genexpression auf mRNA-Ebene untersucht werden.
Unterschiedliche Genexpressionen in verschiedenen Proben bedeuten unter diesen
Umstanden Unterschiede in der Transkription. Diese kdnnen physiologisch reguliert
oder durch genomische Mutationen bedingt sein. Auch die Translation der hier
untersuchten mRNA in der Proteinbiosynthese kann Regulationsmechanismen
unterworfen sein, die mithilfe der hier verwendeten Methoden nicht erfasst werden
kénnen. Deshalb haben Schlussfolgerungen von mRNA-Expressionsmustern auf
biologische Funktionen nur dann eine Gultigkeit, wenn keinen signifikanten
posttranskriptionellen Veréanderungen vorausgesetzt werden. Jedoch wurden im
Rahmen der Karzinogenese  Connexinexpressionsregulationsmechanismen
beobachtet, welche sich erst auf Proteinebene vollziehen (BUDUNOVA et al. 1995,
XIA et al. 2009). Dies bedeutet fur die differentielle Genexpressionsanalyse, dass
eine Aquivalenz der mRNA-Transkription in Tumor- und Schleimhautproben nicht
unbedingt posttranslationell Giltigkeit besitzen muss. Umgekehrt kann jedoch bei
Unterschieden auf mRNA-Ebene auch eine differentielle Expression auf
Proteinebene angenommen werden. Die mMRNA-Genexpressionsanalyse lasst
auBerdem keine Schliisse auf die Lokalisation der untersuchten Gap-Junction-
Strukturproteine zu. So konnen Connexine Regulationen im Verlauf der
Karzinogenese bewirken, obwohl sich aufgrund unphysiologischer,
zytoplasmatischer Lokalisation der Proteine keine funktionierende GJIC etablieren
kann (HUANG RP et al. 1998). Fur die Connexine Cx45 sowie Cx26 sollte in
weiterfuhrenden Untersuchungen geklart werden, wie diese im Rahmen der
Karzinogenese des Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle reguliert werden.
Interessant ware dabei zu erfahren, inwiefern sich die differentielle Transskription auf
Proteinebene fortsetzt. Auch die intrazellulare Lokalisation der hier untersuchten
Connexine mittels Immunhistochemie bleibt noch zu untersuchen.

Bei der Diskussion einer Connexinbeteiligung an der Genese des oralen
Plattenepithelkarzinoms ergeben sich aus zweierlei Griinden Schwierigkeiten:

Zum Ersten beruhen, mit wenigen Ausnahmen, die bisherigen Erkenntnisse fast
ausschlieBlich auf in vitro durchgefiihrten Untersuchungen. Im Hinblick auf den

tumorsuppressiven Effekt durch Restauration einer supprimierten
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Connexinexpression  konnten  Diskrepanzen  zwischen  zweidimensionalen
Zellkulturen und in-vivo-Untersuchungen belegt werden (McLACHLAN et al. 2006).

Zum Zweiten liegen fur die epithelialen Gewebe der Mundhothle und des oberen
Schlundbereichs keine exakten Kenntnisse uber physiologischerweise dort
exprimierte Connexinsubtypen vor. So berichteten lediglich OZAWA et al. (2007) von
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen der Subtypen 26 und 30 in gesunder
humaner Mukosa und Kopf-Hals-Tumoren. Die Untersuchung basiert jedoch auf
einem heterogenen Patientenprobenkollektiv, wobei nur 6 Patientenproben aus
Mundhohlenkarzinomen  stammen, von denen ein Teil radio- und

chemotherapeutisch vorbehandelt worden war.

4.3 Biologischer Ansatz und Statistik

Zur Untersuchung der acht ausgewahlten Connexinsubtypen im Verlauf der
Karzinogenese der Mundschleimhaut wurde ein intraindividueller Versuchsansatz mit
gepaarten Schleimhaut- und Tumorproben von insgesamt 15 Patienten gewahlt. Die
Verwendung einer intraindividuellen Kontrolle hat den Vorteil, dass aufgrund einer
geringeren Varianz kleinere Stichproben zum Nachweis von Unterschieden
ausreichend sind. Da es sich hierbei um verbundene Stichproben mit einer nicht zu
erwartenden Normalverteilung handelt, wurde in dieser Arbeit die statistische
Analyse der Messwerte mittels Wilxocon Rangsummentest durchgefuhrt. Dieser Test
pruft, ob sich zwei abhangige Stichproben (Schleimhaut- und Tumorprobe) in ihrer
zentralen Tendenz (Connexinexpression) unterscheiden. Da diese statistische
Methode die Range der Messdaten analysiert, ist der Wilcoxon-Test im Vergleich zu
parametrischen Tests (T-Tests) unempfindlicher gegenliber extremen Messwerten.
Als weiterer Vorteil gilt, dass eine Normalverteilung nicht vorausgesetzt werden
muss. Als nachteilig muss erwahnt werden, dass die Informationen der Daten nicht
vollstandig ausgenutzt werden (WEIR 2008). Um die Wahrscheinlichkeit falsch
positiver Testergebnisse weiterhin zu minimieren und die Haufigkeit signifikanter
Einflussfaktoren nicht zu Uberschatzen, wurde fir alle Messwerte eine a-Fehler-
Korrektur nach Holm durchgefiihrt. Diese Prozedur verringert die Wahrscheinlichkeit

falsch positiver, erhoht aber zugleich das Risiko falsch negativer Ergebnisse.
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4.4 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Folgender Fragestellung sollte im Rahmen dieser Arbeit nachgegangen werden:
Werden Im Rahmen der oralen Plattenepithelkarzinogenese bei intraindividuellem
Vergleich von Tumorproben und Schleimhautkontrollen auf mMRNA-Ebene Connexine
differentiell exprimiert, und inwiefern korreliert dies mit klinischen Parametern?

Nach dem heutigen Verstdndnis der Tumorbiologie ware zu erwarten, dass
Tumorsuppressorgene im Rahmen der Karzinogenese herunterreguliert oder auf
translationeller oder funktioneller Ebene gehemmt werden. So wurde im
Zusammenhang einer beginnenden Tumorerkrankung haufig eine verminderte
Connexinexpression in Verbindung mit anormaler GJIC beobachtet (MESNIL et al.
2005). Diese pauschale Erwartung vernachlassigt jedoch die komplexen Funktionen
der Connexine als transmembrandre Kanalproteine oder intrazellulare
Interaktionspartner in  den  unterschiedlichen  Entwicklungsstadien  der
Tumorerkrankung (vgl. Abschnitt 1.3.1. ,Modelle zur Karzinogenese®). Versuche an
unterschiedlichen Zelllinien belegen, dass die Wiedereinfihrung der Expression
bestimmter Connexine die Abkehr von tumortsen Phéanotypen bewirken. Diese
Tatsache war haufig unabhéngig von der Etablierung einer intakten GJIC (IONTA et
al. 2009, HUANG RP et al. 1998, KALRA et al. 2006, MOMIYAMA et al. 2003).
Aul3erdem ist die Krebserkrankung nicht nur als dereguliertes Wachstum, sondern
auch durch die lokale Gewebeinvasion des Tumors, sowie die Aussaat
metastatischer Zellen charakterisiert. Betrachtet man in diesem Zusammenhang im
initialen Stadium der Wachstumsderegulation Connexine als Tumorsuppressoren, so
scheinen sie in spateren Erkrankungsstadien eher als Onkogene zu agieren
(CRONIER et al. 2009), die den Brickenschlag vom lokal invasiven Tumor zum
metastasierenden Krebs bewerkstelligen (ITO et al. 2000). Unter diesen
Vorbetrachtungen sind die Expressionsdaten der untersuchten Connexine zu

interpretieren.

4.4.1 Keine differentielle Expression

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben wurden die Connexine 30, 31,
40 und 43 im Tumorgewebe weder Uber- noch unterexprimiert. Der Vergleich
zwischen Tumor- und Schleimhautproben zeigte bei allen 4 Connexinen nur

minimale quantitative Unterschiede, auferdem wurde das Signifikanzniveau weit
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Uberschritten. Von Connexin 30 sind sowohl Unterexpression in Kopf-Hals-Tumoren
als auch proliferationshemmende Effekte am Tiermodell in vitro beobachtet worden
(OZAWA et al. 2007, PRINCEN et al. 2001). Allerdings muss die Aussagekraft von
in-vitro-Studien kritisch hinterfragt werden, da sich derartige Untersuchungen von
Connexinen als Tumorsuppressoren nicht ohne weiteres unter komplexen in-vivo-
Bedingungen bestatigen lassen (McLACHLAN et al. 2006). Von Connexin 40 ist
bekannt, dass es im Rahmen der Plazentogenese die Trophoblastenmigration und
-invasion in vitro negativ reguliert (WRIGHT et al. 2006). Derartige Einfllisse konnten
in vivo fur das orale Plattenepithelkarzinom mit der hier verwendeten Methode nicht
bestatigt werden. Von Connexin 31 wird in der Literatur im Rahmen der
Karzinogenese nicht berichtet, so dass in diesem Zusammenhang von keiner
differentiellen Expression dieses Subtyps ausgegangen werden kann. Auch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen diese Annahme.

Das Connexin 43 gehdrt zu den am besten untersuchten Vertretern dieser
Proteinfamilie. Im Bezug auf Karzinogenese, Proliferation und Apoptose liegen
zahlreiche Daten vor. Was die Rolle dieses Connexins wahrend der Karzinogenese
angeht, so herrschen unterschiedliche Auffassungen. Zum einen gibt es Berichte,
Uber die onkogene Potenz des Connexin 43 (VILLARES et al. 2009, ZHANG D et al.
2007). Es existiert allerdings eine grofde Mehrheit an Untersuchungen, welche
tumorsupprimierende Eigenschaften wie Proliferationshemmung durch negative
Regulation von Onkoproteinen (Skp-2) und positive Regulation von
Tumorsuppressorproteinen (p27) durch Connexin 43 beschreiben (ZHANG YW et al.
2001, ZHANG YW et al. 2003b). Ahnliche Beobachtungen wurden bei in-vivo-
Untersuchungen an Keratinozyten im Tiermodell gemacht. Fir Connexin 43 konnte
beispielsweise durch direkte Interaktion mit dem Tumporsuppressor Caveolin-1 eine
verringerte Invasivitdt nachgewiesen werden (LANGLOIS et al. 2010). Es gibt
zahlreiche Studien, die im Verlauf der Karzinogenese eine Reduktion dieses
Connexins belegen (XING et al. 2007). Auffallend dabei ist allerdings, dass trotz
reduzierter Proteinkonzentration eine normale Transkription auf mRNA-Ebene zu
beobachten ist (XIA et al. 2009). Andere Untersuchungen an ahnlichen Modellen
bestétigen dieses Phdanomen (BUDUNOVA et al. 1995). Der dort im Verlauf der
Karzinogenese auftretende Mangel an Connexin 43 lasst sich nicht mit dessen
konstant hohem mRNA-Spiegel vereinen, weshalb bei karzinogenen Prozessen von

einer posttranslationellen Regulation dieses Connexins ausgegangen werden kann.
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Abschliel3end bleibt festzuhalten, dass in den in-vivo-Untersuchungen dieser Arbeit
keine relevanten Expressionséanderungen des Connexin 43 auf m-RNA Ebene
auftraten, was aber, wie oben beschrieben, auf Protein Ebene nicht ausgeschlossen

werden kann.

4.4.2 Differentiell Uberexprimierte Connexine

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass Connexin 45, im Vergleich
mit den Schleimhautkontrollen, im oralen Plattenepithelkarzinom signifikant
Uberexprimiert war. Der Literatur gibt es zu diesem Connexin nur wenige humane in-
vivo-Untersuchungen zu entnehmen. Dennoch soll im Folgendem versucht werden,
die Uberexpression anhand verschiedener Hypothesen zu erklaren.

Vergleichsweise gut untersucht wurde das Connexin 45 in Bezug auf seine Co-
Expression mit dem Connexin 43. In Ubereinstimmung mit den Daten dieser Arbeit,
berichteten UDAKA et al. (2007) von einer starken Uberexpression des Connexin 45
im Vergleich zum Connexin 43 in vivo im Mausmodell. Die beiden Connexine sind in
der Lage, gemeinsam heteromere Gap-Junctions zu formen (MARTINEZ et al.
2002). Die resultierenden Kanale besitzen ein geringeren Durchmesser und
infolgedessen eine verringerte Diffusionskapazitat im Vergleich zu den homomeren
Connexin-43-Analoga (KOVAL et al. 1995, GRIKSCHEIT et al. 2008). Diese
Beeinflussung der Passageeigenschaften wurde auch in vitro an verschiedenen
Osteoblastenzelllinien bestatigt. Dort konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass
die Erhéhung des Cx45/Cx43-Expressionsverhaltnisses lber eine verringerte GJIC
einen veranderten zellularen Phanotyp hervorbrachte. Im Detail bewirkte Connexin
45 dabei die Reduzierung der GJIC. Dies hatte nachweislich die Negativregulation
der zur osteozytaren Differenzierung essentiellen Gene Osteocalcin und BSP (bone
sialo-protein) zur Folge, vermutlich Uber die verédnderte Diffusion interzellularer
Signalmolekile (LECANDA et al. 1998). Im Gegenzug bewirkte die Erh6hung der
Connexin-43-Expression genau gegenteilige Effekte, sodass die beiden Proteine als
Antagonisten verstanden werden kénnen.

Ahnliche Beobachtungen wurden in vivo am insuffizienten Herzen gemacht. Dort
kam es zu einer positiven Regulation von Connexin 45, bei paralleler
Unterexpression von Connexin 43, mit anschlieRender Ausbildung heteromerer Gap-
Junction-Kanale (YAMADA et al. 2003). BETSUYAKU et al. (2006) bestatigten diese
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Beobachtungen und zeigten, dass Patienten infolge dieser relativen Connexin-45-
Uberexpression eine alternierende heteromere GJIC mit verringerter PorengroRe
(KOVAL et al. 1995) und veranderten spannungsgesteuerten
Diffusionseigenschaften hervorbringen (BUKAUSKAS et al. 2002) was in erhohter
Anfalligkeit fur ventrikulare Arrhythmien resultiert.

Auch in der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich eine erhdhte Expression von
Connexin 45 in Relation zu Connexin 43.

Ob auch im oralen Plattenepithelkarzinom dadurch die Zell-Zell-Kommunikation
beeinflusst wird und ebenfalls in Differenzierungs- (LECANDA et al. 1998) oder
Wachstumsvorgdnge (TROSKO et al. 2004) eingreift, bleibt Gegenstand
weiterfihrender Untersuchungen.

Eine weitere Hypothese bezieht sich auf die Beteiligung des Connexin 45 an der
Karzinogenese, welche in der Literatur bisher nur spérlich beschrieben ist. So wurde
beispielsweise die differentielle Expression des Connexin 45 in humanen
Lungenfibroblasten und in verschiedenen Lungenkarzinomzelllinien nachgewiesen
(ZHANG ZQ et al. 2004). Bei der Maus wird Connexin 45 in gesundem
Lungengewebe und in fortgeschrittenen Lungentumoren vorgefunden, nicht aber in
initialen kleineren Tumoren der Lunge (UDAKA et al. 2007). Diese Beobachtungen
decken sich mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit. Bei den untersuchten
Tumorproben ist in ihrer Uberwiegenden Mehrheit auch von einem fortgeschrittenen,
bereits lokal invasiven Erkrankungsstadium auszugehen (siehe Anhang A). Weiterhin
wird berichtet, dass in Connexin-43-exprimierenden-Zellen eine Co-Lokalisation mit
Connexin 45 ein deutlich verringertes Zellkupplungsverhalten zur Folge hat (KOVAL
et al. 1995, YAMADA et al. 2003). Ein Zusammenhang zwischen Loslésung der
Tumorzellen vom Primartumor im Rahmen der Migration und einem verringerten
Zellkupplungsverhalten infolge erhdhter Connexin-45-Expression ware eine
Erklarung fur den signifikanten Anstieg des Membranproteins in diesen
fortgeschrittenen Tumorproben (siehe Anhang A).

Dariiber hinaus kann eine weitere Hypothese sein, dass die Uberexpression des
Connexin 45 als Reaktion einer vorausgegangenen Unterexpression eines anderen
Connexins erfolgt. Dieses wurde beispielsweise im Gewebe von Zahnpulpen
beobachtet. Dort bewirkte die Unterexpression von Connexin 43 durch antisense-
Oligonukleotide eine Heraufregulierung des Connexin 45 (CHUNG et al. 2007). Da,

wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, im oralen Schleimhautepithel Connexin 43 jedoch
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nicht differentiell exprimiert ist, kdme fir eine gegenlaufige Regulation des Connexin
45 nur ein in diesem Gewebe unterexprimierter Subtyp in Betracht. Die Frage, ob
Connexin 45 bei Initiation, Promotion oder Progression von oralen
Plattenepithelkarzinomen eine Schlisselrolle spielt, oder ob es lediglich als Reaktion
auf die Unterexpression eines anderen Connexins verstarkt exprimiert wird, bleibt
Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Die Expression des Connexin 30.3 war im Tumorgewebe ebenfalls erhoht,
wenngleich die Uberexpression aufgrund des erhohten Signifikanzniveaus nur als
Tendenz betrachtet werden sollte. In der Literatur ist dieses Connexin auf3erst dirftig
untersucht. Im Zusammenhang mit Karzinogenese, Zellzyklus oder Apoptose liegen
keine Studien vor.

4.4.3 Differentiell unterexprimierte Connexine

Bei den in dieser Arbeit in vivo untersuchten oralen Plattenepithelkarzinomproben
war das Connexin 26 im Vergleich zur gesunden Schleimhaut stark unterexprimiert.
Der Wilcoxon-Test erwies sich als statistisch signifikant. Nach Holm-Korrektur wurde
das Signifikanzniveau von 0,05 allerdings knapp uUberschritten, sodass die
Unterexpression von Connexin 26 nur als tendenziell einzustufen ist. Das Connexin
26 kommt vermehrt in Keratinozyten, Hepatozyten sowie im Sinnesepithel der
Chochlea vor. Mutationen dieses Gens bewirken in der Regel angeborenen
Horverlust und oder hyperkeratotische Entwicklungsstérungen der Haut (GERIDO et
al. 2007).

In der Literatur werden diesem Connexin potentielle tumorsupprimierende
Eigenschaften in Karzinomen der Brust zugewiesen (LEE et al. 1991).
Wachstumshemmende Effekte (HIRSCHI et al. 1996), die Revision des malignen
Phanotyps (MOMIYAMA et al. 2003) sowie die negative Regulation der
Neoangiogenese (QIN et al. 2003) wurden fur verschiedene Brustkrebszelllinien
beschrieben.

Weitere in-vitro-Untersuchungen an HelLa— und HepG2-Zellen zeigten die
Beteiligung des Connexin 26 an der kontaktinduzierten Wachstumsinhibition in
diesen Zelllinien (MESNIL et al. 2005, YANO et al. 2001). Ein mdglicher, molekularer
Mechanismus fuhrt Gber die tumorsuppressiven Effekte der all-trans-Retinsaure
(ATRA), welche nach Beobachtungen von MASGRAU-PEYA et al. (1997) Connexin
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26 in vivo induziert. Diese Eigenschaften wirden mit der tendenziellen
Unterexpression dieses Connexins, so wie sie in dieser Arbeit beobachtet wurde,
korrelieren. Es bedarf jedoch weitergehender Untersuchungen, um dessen Rolle im
Verlauf der oralen Plattenepithelkarzinogenese zu evaluieren.

Ebenfalls unterexprimiert war das Connexin 31.1. Zu diesem Connexinsubtyp ist
bislang ebenfalls nur sehr wenig bekannt. Dennoch wird in der Literatur im
Zusammenhang mit der Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich (BROGHAMMER et al.
2004, AL MOUSTAFA et al. 2002) wie auch im Tiermodell (BUDUNOVA et al. 1995)
in vivo von einer Unterexpression des Connexin 31.1 berichtet. Die nach Wilcoxon-
Test bestehende signifikante Unterexpression war nach der Holm-Anpassung nicht
mehr nachweisbar. Auch war die tendenzielle Unterexpression des Connexin 31.1
(32-fach) nicht dermalRen ausgepragt wie beim Connexin 26 (344-fach).

4.4.4 Korrelation mit Tumorstadium und klinischen Parametern

Es konnte keine Korrelation der Uberexpression von Connexin 45 mit folgenden
untersuchten, klinischen Parametern nachgewiesen werden: Geschlecht,
Alkoholabusus, Nikotinabusus, histopathologischem Grading,
Primartumorausdehnung, Lymphknotenstatus und AJCC-Stadium. Dies kann
bedeuten, dass die Uberexpression des Connexin 45 tatsachlich in keinem
Zusammenhang mit klinischen Einflussfaktoren steht. Es ist aber auch mdéglich, dass
eventuell bestehende Korrelationen mit den Untersuchungen in dieser Arbeit nicht
erfasst werden konnten. Dafir sprechen folgende Aspekte:

Bei intraindividuellen Vergleichen, wie etwa der differentiellen Connexinexpression
an einem Patienten handelt es sich um verbundene Stichproben mit geringer
Varianz. Es ist moglich, dass ein Zusammenhang zwischen Uberexpression und
klinischen Parametern besteht, welcher aufgrund der erhéhten Varianz wie sie bei
interindividuellen Vergleichen mit unverbundenen Stichproben vorliegt, mit einer
Stichprobenanzahl von n = 15 nicht detektiert werden kann.

Ein weiterer Aspekt, welcher den fehlenden Nachweis einer Korrelation mit klinischen
Daten erklart, ist die mangelnde Kongruenz der verschiedenen Tumormodelle (vgl.
Abschnitt 1.3.1.). Klinisch unterschiedlich weit fortgeschrittene Priméartumoren sind

nach dem klassischen 3-Stufen-Modell zur Karzinogenese wahrscheinlich alle im
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Progressionsstadium anzusiedeln, und bilden somit tumorbiologisch ein recht
homogenes Kollektiv.

Die differentielle Connexinexpressionsanalyse, idealerweise basierend auf der
Stadieneinteilung nach CRONIER et al. (2009), wurde jedoch die Schwierigkeit
bergen, dass Primé&rtumoren sowie die entsprechenden lokalen
Lymphknotenresektate beurteilt werden sollten. Allerdings ist eine RNA-Isolierung
durch die histopathologische Fixierung der Lymphknotenpraparate in besonderem
MalRe erschwert. Deshalb kann man sich in dieser Arbeit nur auf die klinische
Klassifikation nach AJCC-Tumorstadien beziehen. Eine eventuelle Korrelation
zwischen differentieller Connexinexpression in oralen Plattenepithelkarzinomen und
einer Tumorstadieneinteilung nach histomorphologischen Gesichtspunkten sollte

Gegenstand zukunftiger Nachforschungen sein.
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5 Zusammenfassung

Mit  der  Fragestellung, inwiefern  Connexine in  humanen  oralen
Plattenepithelkarzinomen exprimiert werden und sich diese Expression in Bezug auf
gesunde Schleimhaut im intraindividuellen Vergleich unterscheidet, wurde eine
guantitative real-time PCR-Analyse durchgefuhrt. Die differentielle
Genexpressionsanalyse an n=15 Patienten umfasste die folgenden
Connexinsubtypen: Connexin 26, Connexin 30, Connexin 30.3, Connexin 31,
Connexin 31.1, Connexin 32, Connexin 40, Connexin 43, Connexin 45 und Connexin
50. Connexin 32 und Connexin 50 wurden in oraler Mukosa und in oralen
Plattenepithelkarzinomen nicht exprimiert.

Es konnten 8 Connexinsubtypen identifiziert werden, von denen nun zum Telil
erstmals gezeigt werden konnte, dass sie physiologischerweise in oraler Schleimhaut
exprimiert werden: Connexin 26, Connexin 30, Connexin 30.3, Connexin 31,
Connexin 31.1, Connexin 40, Connexin 43 und Connexin 45. Davon zeigte Connexin
45 in Tumorgewebe eine signifikante Uberexpression, Connexin 26 war tendenziell
unterexprimiert. Eine Korrelation mit klinischen Parametern, wie beispielsweise
Tumorstadium, bestand nicht.

Bisher existiert eine Vielzahl von Untersuchungen zu Connexinen im Rahmen der
Karzinogenese, die fur diese nur ein sehr heterogenes Rollenverstandnis zulassen.
Dieses Verstandnis wird durch eine Vielzahl verwendeter Modelle, sowie die
Komplexitat der Krebserkrankung, aber auch durch viele bis heute unverstandene
Funktionen der Connexine erschwert. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, um
die Beteiligung von Gap-Junctions und Connexinen an der humanen Karzinogenese

zu beleuchten.
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7 Anhang

7.1 Patientenkollektiv
. Geburts- AJCC- : Tabak- | Alkohol-
Patient | Geschlecht datum T N Stadium Grading konsum | konsum
1 Mannlich | 01.04.45| 4A | 2C 4 2 Ja Ja
2 Méannlich | 25.12.45 2 0 2 2 Ja Ja
3 Méannlich | 07.08.53 2 0 2 1 Ja Ja
4 Weiblich | 02.04.44 4 0 4 2 Ja Nein
5 Weiblich | 17.09.27 4 0 4 2 Nein Nein
6 Mannlich | 16.12.66 4 1 4 2 Ja Ja
7 Mannlich | 29.07.57 4 2B 4 3 Ja Ja
8 Mannlich | 16.06.56 4 1 4 2 Ja Ja
9 Mannlich | 20.02.62 4 2B 4 2 Ja Ja
10 Méannlich | 18.10.75 2 0 2 2 Ja Nein
11 weiblich | 23.07.48 4 0 4 3 Ja Ja
12 Weiblich | 22.08.44 | Cis 0 0 1 Ja Ja
13 Weiblich | 18.03.51 2 0 2 2 Ja Nein
14 Mannlich | 04.01.40 4 1 4 2 Ja Ja
15 mannlich | 03.12.29 | 2 0 2 2 ja nein

Patientencharakteristik: Fernmetastasen sowie neoadjuvante Radio-bzw.
Chemotherapie waren Ausschlusskriterien
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7.2 Qualitatskontrolle der analysierten RNA
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7.3 Primercharakteristik
_ ) Umspannte
Gen Primerausrichtung und —sequenz
Produktlange
Fwd | 8 - ACTCCACCAGCATTGGAAAG -3
Cx26 172 Basenpaare
Rev | 5 - TGGGAGATGGGGAAGTAGTG - 3’
Fwd | 5 - AGGGATCTTGCCCTCATTCT -3
Cx30 235 Basenpaare
Rev | 5 - GCAGACGAAGTCCTCTTGCT - 3’
Fwd | 5 -TCTGGCTGTCTGTGGTGTTC - 3’
Cx30.3 188 Basenpaare
Rev | 5 - CGTGACCAGGATGAGCTGTA - 3’
Fwd | 5 - ACACAACAGCAGCACAGAGG - 3’
Cx31 228 Basenpaare
Rev | 5 - TTCCACTGAGCCAAGTGATG - 3
Fwd | 5 - CCTGAGTGGGGTCAACAAGT - 3
Cx31.1 192 Basenpaare
Rev | 5 - TGGGACACAGGGAAGAACTC - &
Fwd | 5 - TAGGCAAGGTCTGGCTCACT -3’
Cx40 186 Basenpaare
Rev | 8 - TGATCTGCAGCACCCAGTAG - 3’
Fwd | 5 - AGCAGTCTGCCTTTCGTTGT -3’
Cx43 246 Basenpaare
Rev | 5 - TCTGCTTCAAGTGCATGTCC - 3
Fwd | 5 - GCACTGCCAGTAGCAAATCA -3
Cx45 165 Basenpaare
Rev | 5 - CCAACAGCATCCCTGAAGAT -3
Fwd | 5 - GAGTCAACGGATTTGGTCGT - 3
GAPDH 185 Basenpaare
Rev | 5 - GACAAGCTTCCCGTTCTCAG - 3

Primercharakteristik: Liste der zur Genexpressionsanalyse verwendeten Primer
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