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1 Einleitung 

1.1 Allgemeine Aspekte des oralen Plattenepithelkarzinoms 

1.1.1 Epidemiologie 

Tumoren der Kopf-Hals-Region sind die sechsthäufigsten Neoplasien weltweit und mit einer 

hohen Morbidität und Mortalität vergesellschaftet (Gadewal und Zingde 2011; Sarode et al. 

2018). Histologisch handelt es sich bei ca. 90 % der Neoplasien in der Mundhöhle um Plat-

tenepithelkarzinome (oral squamous cell carcinoma, OSCC) (Dumache 2017). Trotz ver-

besserter Therapieoptionen ist die Mortalität der Patienten mit OSCC im Vergleich zu ande-

ren Tumorentitäten weiterhin hoch (Seki et al. 2011; Markopoulos 2012; Tang et al. 2015). 

Jährlich wird in Deutschland bei ca. 13.000 Patienten die Diagnose OSCC gestellt. Die Mor-

talität liegt bei ca. 5.000 Patienten pro Jahr (Baumann et al. 2016). Die 5-Jahres-Überlebens-

rate liegt für beide Geschlechter bei etwa 50 % (Baumann et al. 2016). Diese Überlebens-

Statistiken haben sich über die letzten Dekaden nicht wesentlich verändert (Asadzadeh 

Vostakolaei et al. 2011; Oberaigner und Siebert 2011; Baumann et al. 2016). Obwohl die 

Untersuchung der Mundhöhle einfach durchgeführt werden kann, werden mehr als zwei 

Drittel der Karzinome erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium diagnostiziert 

(Mignogna et al. 2004; Baumann et al. 2016). 

1.1.2 Risikofaktoren und Ätiologie 

Die bedeutendsten Risikofaktoren, die in bis zu 90 % der Fälle für die Entstehung eines 

OSCC verantwortlich gemacht werden können, sind chronischer Tabak- und Alkoholkon-

sum (Argiris und Eng 2003; Dissanayaka et al. 2012; Rivera 2015). Die Kombination beider 

karzinogenen Stoffe wirkt synergistisch (Blot et al. 1988; Tuyns et al. 1988; Vineis et al. 

2004; Koontongkaew 2013). Darüber hinaus wurden lokal demographische Faktoren wie 

das Kauen von Betelnuss (Tsai et al. 2004) und der Gebrauch von Schnupftabak (Proia et al. 

2006) als ätiologische Faktoren beschrieben. Zuletzt wurde das humane Papillomvirus 

(HPV), hauptsächlich HPV Typ 16 und 18 (Kang et al. 2015), als weiterer ätiologischer 

Faktor beschrieben (Dalianis 2014). Andere Studien zeigen keine Assoziation zwischen dem 

oralen Plattenepithelkarzinom und dem HPV-Status, (Laborde et al. 2010). Im Gegensatz 

zum oralen Plattenepithelkarzinom, ist das HPV vor allem mit der Inzidenz des Oropharynx-



Einleitung  2 

 

 

karzinoms assoziiert (Laborde et al. 2010). Diese HPV-Assoziation ist ein anerkannter prog-

nostischer Marker für einen besseren klinischen Verlauf bei fortgeschrittenem Stadium 

(Kang et al. 2015). 

Die häufigsten Lokalisationen eines oralen Plattenepithelkarzinoms sind Zunge, Lippen und 

Mundboden (Markopoulos 2012). 

1.2 Tumorprogression 

1.2.1 Staging und histopathologisches Grading 

Um die Ausdehnung der Erkrankung einschätzen und ein individuelles Therapie-Konzept 

planen zu können, ist ein Tumor-Staging notwendig. Zu den gängigen Staging-Methoden 

zählen neben der Tumoranamnese und einer klinischen Untersuchung vor allem eine radio-

logische Beurteilung der Tumorausdehnung, die in der Regel durch eine Computertomogra-

phie (CT) der Kopf-Hals-Thorax-Region mit Kontrastmittel und/oder einer Magnetreso-

nanztomographie (MRT) durchgeführt wird. Die häufigsten Lokalisationen, bei denen eine 

Fernmetastasierung nachgewiesen werden kann, sind die Lunge gefolgt von den mediasti-

nalen Lymphknoten, der Leber und dem Skelettsystem (Argiris et al. 2008). In etwa 50 % 

der Fälle wird das OSCC in einem klinisch fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, bei dem 

bei initialer klinischer Untersuchung schon Lymphknotenmetastasen diagnostiziert werden 

(Hamada et al. 2012; Morandi et al. 2015; Blatt et al. 2017). Neben der Tumorgröße ist das 

Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen ein wichtiger prognostischer Marker für den 

klinischen Verlauf der Patienten (Huang et al. 2012; Kono et al. 2013; Blatt et al. 2017; 

Sagheb et al. 2017). Das Tumor-Staging wird mit Hilfe der TNM-Klassifikation durchge-

führt (Markopoulos 2012). Das American Joint Committee on Cancer (AJCC) und die In-

ternational Union for Cancer Control (UICC) aktualisieren regelmäßig diese Klassifizierung, 

die aktuell in der achten Auflage zur Verfügung steht (Huang und O’Sullivan 2017). Das 

Hauptziel dieses Systems ist es, die Prognose der Patienten einzuschätzen, um das Therapie-

Konzept anpassen zu können (Huang und O’Sullivan 2017). Neben der Ausdehnung des 

Primärtumors (T) wird das Vorhandensein von lokalen Lymphknotenmetastasen (N) und das 

Auftreten möglicher Fernmetastasen (M) bewertet (Huang und O’Sullivan 2017). Für die 

drei Hauptdimensionen T, N und M wurden verschiedene klinische Stadien beschrieben (Tu-

morstadium I-IV).  

Darüber hinaus gibt es weitere histologische Kriterien, um den Differenzierungsgrad der 

Tumorzellen zu beurteilen (Broders‘ grade). Als G1 gegradete Tumorzellen sind gut diffe-

renziert, ähneln dem Ausgangsepithel und haben eine geringe Wachstumsgeschwindigkeit. 
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Die Zellen eines G2-Tumors sind mäßig differenziert. G3-Tumorzellen sind niedrig diffe-

renziert und G4-Tumorzellen sind undifferenziert. Diese Zellen zeichnen sich durch eine 

hohe Wachstumsgeschwindigkeit und Malignität aus (Melo et al. 2014). 

1.2.2 Therapeutische Ansätze 

Die Therapie des OSCC wird interdisziplinär geplant und durchgeführt (Grobe et al. 2016). 

Das Ziel der Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und anderer medizinischer und onkologischer 

Fachgesellschaften ist es, die Errichtung von interdisziplinären Tumorzentren mit spezifi-

schen qualitativen und quantitativen Voraussetzungen zu fördern, um die medizinische Ver-

sorgung von Tumorpatienten zu verbessern (Grobe et al. 2016). In diesem Zusammenhang 

spielt die Tumorboard-Konferenz eine wichtige Rolle im Standardisierungsprozess der Di-

agnose- und Therapieplanung (Grobe et al. 2016). Die Komplexität des Krankheitsbildes 

bedarf einer multimodalen Therapie (Licitra et al. 2016).  

Die chirurgische Tumorresektion ist die Standard-Therapie bei der Behandlung, die jedoch 

durch die anatomische Ausbreitung des Primärtumors beschränkt sein kann (Argiris et al. 

2008). Zusätzlich wird eine zervikale Lymphadenektomie (Neck Dissection) durchgeführt, 

um zum einen dem Tumor präventiv den Lymphabfluss zu nehmen und zum anderen thera-

peutisch Metastasen zu entfernen (Argiris et al. 2008). Um die postoperative Morbidität ei-

ner radical neck dissection zu begrenzen, wurde die selective neck dissection eingeführt 

(Pagedar und Gilbert 2009), bei der selektiv die einzelnen Levelinhalte präpariert werden. 

Eine Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SNB) wird aktuell diskutiert, um okkulte Metastasen 

zu detektieren (Schilling et al. 2015) und die Komplikationen einer neck dissection zu mini-

mieren (Thompson et al. 2013). Die transorale Laser-Mikrochirurgie (TLM) und die trans-

oral robotic surgery (TORS) werden auch für die Resektion von Weichteiltumoren im HNO-

Bereich verwendet (Karni et al. 2011; Patel et al. 2013; Fu et al. 2016). Sie ermöglichen eine 

komplette Resektion unter optimaler Visualisierung (Karni et al. 2011; Patel et al. 2013; Fu 

et al. 2016).  

Die größte Herausforderung während des Eingriffs stellt die plastische und funktionelle Re-

konstruktion des verloren gegangenen Gewebes dar (Kanazawa et al. 2011). Hierzu werden 

in der Regel freie mikrovaskulär reanastomosierte Transplantate eingesetzt. Als Beispiele 

für die Rekonstruktion eines reinen Weichteildefektes sind das radiale Forearm-Transplantat 

und der freie anterolaterale Oberschenkel-Lappen (ALT) zu nennen (Kanazawa et al. 2011). 

Knöcherne Defekte der Mandibula und Maxilla werden in der Regel mit einem Fibula-

Transplantat (Verhelst et al. 2019), einem freien Beckenkammtransplantat (Hurvitz et al. 

2006) oder einem Skapulatransplantat (Brown et al. 2010) rekonstruiert. 
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Neben der chirurgischen Exzision hat die Radiotherapie eine zentrale Rolle während der 

Therapie eingenommen. Diese kann entweder als alleinige oder als adjuvante Therapieop-

tion durchgeführt werden (Argiris et al. 2008). Bei kapselüberschreitender Lymphknoten-

metastase oder Fernmetastasierung wird sie mit einer zusätzlichen Chemotherapie kombi-

niert (Mazeron et al. 2009). Als Goldstandard bei der Therapie der Kopf-Hals-Karzinome 

werden immer noch die Platinderivate eingesetzt (Specenier und Vermorken 2009). Eine 

Cisplatin/Taxan-Kombination als Induktionschemotherapie ist eine Alternative bei fortge-

schrittenen Plattenepithelkarzinomen (Mazeron et al. 2009). Seit einigen Jahren ist Cetuxi-

mab als Antikörper gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFr) für die Thera-

pie zugelassen (Mazeron et al. 2009). Seit kurzem stehen die beiden Anti-PD-1-Antikörper 

Nivolumab und Pembrolizumab als Second-line-Therapeutika nach vorangegangener platin-

basierter Therapie zu Verfügung, die aktuell in mehreren klinischen Studien untersucht wer-

den (Ferris et al. 2016). 

1.3 Connexine und Gap-Junctional-Intercellular-Communication (GJIC) 

1.3.1 Struktur und Funktion von Connexinen 

Gap-Junctions (GJ) sind interzelluläre Kanäle in der Plasmamembran zweier benachbarter 

Zellen (Abbildung 1), die eine interzelluläre Kommunikation (Gap-Junctional-Intercellular-

Communication, GJIC) ermöglichen (Nielsen et al. 2012). Die morphologische Einheit eines 

GJ sind Connexone, symmetrische Hexamer-Strukturen, die als Halbkanäle die zytoplasma-

tischen Kompartimente zweier benachbarten Zellen miteinander verbinden (Löwenstein 

1981). Durch die GJ ist die Passage kleiner Moleküle, wie Ionen (Na+,Ca+2,K+,Cl-), Signal-

moleküle (cAMP, IP3) oder Metaboliten (ATP) (Löwenstein 1981), bis zu einem Moleku-

largewicht von 1,2 kDa möglich. Dies spielt eine zentrale Rolle während der Homöostase, 

Zellwachstumskontrolle und Entwicklung (Leithe et al. 2018). Grundbaustein eines Con-

nexons sind die Connexine. Connexone können entweder aus den gleichen Connexinen (ho-

motypisch) oder aus verschiedenen Connexinen (heterotypisch) aufgebaut sein (Laird 2006; 

Pfenniger et al. 2011). Bisher sind 21 Connexine im menschlichen Proteom beschrieben 

worden, von denen Connexin 43 (Cx43) das am weitesten verbreitete ist und am häufigsten 

untersucht wurde (Leithe et al. 2018; Solan und Lampe 2018). 

Jedes Connexin besteht aus vier Transmembrandomänen, einer zytoplasmatischen und zwei 

extrazellulären Schleifen. Das Amino- und Carboxylende befinden sich intrazellulär (Kumar 

und Gilula 1996). Der Hauptunterschied zwischen den einzelnen Connexin-Subtypen liegt 

in der Sequenz und Länge des Carboxylendes (Leithe et al. 2018). Das Carboxylende scheint 
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eine wichtige Rolle, nicht nur bei der Entstehung der GJ, sondern auch bei GJ unabhängigen, 

spezifischen Funktionen der Connexinen zu spielen (Leithe et al. 2018). 

Cx43 scheint bei verschiedenen Regulationsmechanismen, wie beispielsweise der Zellzyk-

lus-Regulation, der Tumorprogression, der Wundheilung, der Muskel-Differenzierung so-

wie der Gen-Regulation und Entwicklung beteiligt zu sein (Kardami et al. 2007; Vinken et 

al. 2012; Jiang und Penuela 2016; Aasen et al. 2017). 

1.3.2 Lebenszyklus der Connexine 

Connexine haben eine Halbwertszeit von wenigen Stunden (Fallon und Goodenough 1981; 

Laing und Beyer 1995; McLachlan et al. 2006). Beispielsweise wurde für Cx43 von einer 

Halbwertszeit zwischen eineinhalb und fünf Stunden in In-vitro- und In-vivo-Untersuchun-

gen berichtet (Fallon und Goodenough 1981; Laird et al. 1991; Laird 2006). Wahrscheinlich 

sind Connexine auf einen kontinuierlichen Auf- und Abbau vorprogrammiert, um den GJ-

Abbau den physiologischen Bedürfnissen anzupassen (Laird 2006).  

Die Struktur des menschlichen Cx43 wird über das GJA1 Gen kodiert (Fishman et al. 1991). 

Es besteht aus zwei Exonen, welche von einem Intron unterschiedlicher Länge getrennt wer-

den (Sullivan R et al. 1993; Pfeifer et al. 2004). Die vollständige Sequenz des Cx43-Proteins 

wird über das zweite Exon kodiert (Fishman et al. 1991). Für Cx43 wurden sechs verschie-

dene Transkripte (Pfeifer et al. 2004) sowie drei unterschiedliche Promotor-Regionen (P1, 

P2, P3) (Pfeifer et al. 2004) beschrieben, von denen die P1-Region die dominante Region ist 

(Carystinos et al. 2003). 

Connexin  Connexon  Gap Junction  

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Connexin-Proteins in der Zellmembran. Sechs 

Connexine bilden einen Halbkanal (Connexon). Zwei Connexone benachbarter Zellen 

bilden den GJ-Kanal, der für die interzelluläre Kommunikation (GJIC) verantwortlich ist. 
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Nach Transkription im Nukleus und Translation im Endoplasmatische Retikulum (ER), wird 

Cx43 in die Membran des ERs eingeschleust und post-translational modifiziert (Vanslyke 

und Musil 2002; Hesketh et al. 2009). Dabei kommt es zu mehreren Phosphorylierungen 

(Falk 2000). Nach Verifizierung in einzelnen Kontrollpunkten und Zusammenbau zu ioni-

schen Kanälen, verlassen die Halbkanäle das ER und werden über Vesikel in das Endoplas-

matisch-Retikulum-Golgi-Interkompartiment (ERGIC) transportiert (Watson et al. 2005). 

Hier laufen, während des Überganges vom Cis-Golgi-Netzwerk (CGN) in das Trans-Golgi-

Netzwerk (TGN), weitere post-translationale Modifikationen ab (Glick und Nakano 2009). 

Die funktionellen Connexone verlassen anschließend das TGN (Glick und Nakano 2009). 

Für Cx43 scheint die Oligomerisierung zu Hexameren im TGN statt zu finden (Musil und 

Goodenough 1993). Die fertigen Connexone werden anschließend über Vesikel in die Plas-

mamembran transportiert (Johnson et al. 2002; Lauf et al. 2002; Thomas et al. 2005), in der 

sie sich über laterale Diffusion bewegen können und in Verbindung mit dem Connexon einer 

benachbarten Zelle, einen GJ-Kanal bilden können. Zwischen zwei benachbarten Zellen 

können sich Regionen mit einer hohen Anzahl an GJ, sogenannte GJ-Plaques bilden, die aus 

Tausenden GJ-Kanälen bestehen und einen Durchmesser von mehreren Mikrometer haben 

können (Lauf et al. 2002). Zusätzlich wurde ein alternativer Transportweg als Targeted De-

livery beschrieben (Epifantseva und Shaw 2018), in dem Connexone den Golgi-Apparat in 

Vesikeln verlassen und über Motorproteine an Mikrotubuli in die Membran transportiert 

werden (Shaw et al. 2007). Das beschriebene Targeted Delivery Modell könnte die kurze 

Halbwertszeit des Cx43 erklären (Shaw et al. 2007; Smyth et al. 2010; Epifantseva und Shaw 

2018).  

Es wurden unterschiedliche Proteine als intrazelluläre Reaktionspartner beschrieben. Für 

den Transport des Cx43 in die Plasmamembran wurde das EB1-Protein identifiziert, ein 

Bindungspartner am Mikrotubulus-Plus-Ende (Shaw et al. 2007), welches mit ß-catenin und 

N-cadherin interagiert (Shaw et al. 2007). ß-catenin ist ein Protein mit doppelter Funktion, 

das eine wichtige Rolle in der Zell-Adhäsion spielt (Bovolenta et al. 2008; Vyskocil et al. 

2019). Es ist nur in der Membran und in den interzellulären Kanälen von physiologischen 

oralen Epithelzellen erkennbar (Cai et al. 2008; Vyskocil et al. 2019), wohingegen eine ab-

normale zytoplasmatische Expression mit Tumorprogression und Metastasierung korreliert 

(Vyskocil et al. 2019). N-cadherin gehört zu den Calcium-abhängigen-Adhesionsmolekülen, 

die homotypische und heterotypische Zell-Zell-Adhäsion vermitteln (Mrozik et al. 2018). 

Die Funktion von N-cadherin wird durch post-translationale Modifikationen reguliert 
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(Mrozik et al. 2018). Eine abnormale N-cadherin Expression ist mit einer Epithelial-Mesen-

chymalen-Transition (EMT) assoziiert, was zu einem aggressiveren Tumor-Phänotyp führt 

(Mrozik et al. 2018). Diese Transition ermöglicht es dem Tumorzellklon sich von dem pri-

mären Tumor loszulösen und in das umliegende Gewebe zu wandern (Mrozik et al. 2018). 

Das Cx43-Carboxylende wird mehrfach post-translational modifiziert, wodurch der intra-

zelluläre Transport und die GJ-Funktionen reguliert werden (Leithe et al. 2018). Das Cx43-

Carboxylende besitzt verschiedene Domänen, die die Protein-Interaktionen bestimmen und 

Wechselwirkungen mit dem Cytoskelett ermöglichen (Leithe et al. 2018). Beispielsweise 

interagiert das Cx43-Carboxylende mit den 14-3-3 Proteinen (Park et al. 2006; Park et al. 

2007), wodurch wahrscheinlich die Verteilung der neu synthetisierten Cx43 reguliert wird. 

Für diese Proteine wurden sieben Isoformen beschrieben, die an dem Zellwachstum und der 

Zellentwicklung beteiligt sind und deren Fehlregulation die Tumorgenese unterstützen kann 

(Morrison 2009; Freeman und Morrison 2011). Für die Interaktion des Cx43 mit den 14-3-

3 Proteinen ist die Phosphorylierung an der Aminosäure Serin (Ser373) notwendig (Park et 

al. 2007). Die präzise Funktion der 14-3-3 Proteine während der Cx43-Regulierung ist noch 

nicht abschließend geklärt. Als wahrscheinlich gilt jedoch, dass sie an dem Transport des 

Cx43 ab dem ER oder dem TGN in die Plasmamembran beteiligt sind (Park et al. 2006; Park 

et al. 2007; Majoul et al. 2009; Batra et al. 2014; Leithe et al. 2018). 

Für den Cx43-Abbau sind Proteasomen und Lysosomen wichtig (Falk et al. 2014). Das Car-

boxylende spielt eine entscheidende Rolle während dieses Prozesses (Leithe et al. 2018). 

Der proteasomale Abbauweg ist mit dem ER assoziiert (Su et al. 2012). Dieser ER-assozi-

ierte Abbau gilt als eine Art Qualitätskontrolle, in dem abnormale Proteine aus dem ER ent-

fernt werden und in den Proteasomen abgebaut werden (Vembar und Brodsky 2008). Etwa 

40 % der Cx43 durchlaufen diesen Prozess (Vanslyke et al. 2000; Vanslyke und Musil 2002). 

Alte membranöse Cx43 werden kontinuierlich aus den GJ-Plaques über Endozytose entfernt 

(Lauf et al. 2002). Diese findet nach Ubiquitinierung statt (Epifantseva und Shaw 2018). 

Nach erfolgreicher Endozytose, wurden zwei Cx43-Abbauwege beschrieben (Leithe et al. 

2006; Lichtenstein et al. 2011; Fong et al. 2012). Zum einen über Autophagie oder über die 

Lysosomen (Leithe et al. 2006; Lichtenstein et al. 2011; Fong et al. 2012). Wahrscheinlich 

wird durch die post-translationalen Modifikationen, wie beispielsweise die Phosphorylie-

rung (Leithe und Rivedal 2004; Remo et al. 2011) und Ubiquitinierung (Basheer et al. 2015; 

Martins-Marques et al. 2015) sowie die 14-3-3 Bindung (Smyth et al. 2014) der Abbauweg 

bestimmt. 
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1.3.3 Connexin 43 und Gap-Junctional-Intercellular-Communication (GJIC) 

Neben dem schnellen interzellulären Molekül-Austausch spielt die Cx43 bedingte GJIC 

auch bei langsam ablaufenden physiologischen Prozessen, wie beispielsweise der neurona-

len Entwicklung (Belousov et al. 2017), der Zellproliferation und Differenzierung, der Ent-

wicklung der Augenlinse und Epidermis (Lilly et al. 2016; Berthoud und Ngezahayo 2017), 

der Entwicklung von Myoblasten und der Skelettmuskulatur (Merrifield und Laird 2016), 

eine entscheidende Rolle. Veränderungen der GJIC können mit unterschiedlichen Patholo-

gien assoziiert sein (Smyth und Shaw 2013). Hierunter wären beispielsweise verschiedene 

Herzerkrankungen, wie kardiale Arrhythmie und Myokardischämie (Luke und Saffitz 1991; 

Smith et al. 1991; Beardslee et al. 2000; Akar et al. 2007), Bindegewebserkrankungen 

(Paznekas et al. 2003) und Tumorerkrankungen (Solan et al. 2012) zu nennen. 

Da GJ und die GJIC in zahlreiche zelluläre und physiologische Prozesse involviert sind, sind 

Regulations-Mechanismen notwendig. Die Regulierung der GJIC erfolgt auf verschiedenen 

Ebenen, wie beispielsweise der Connexin-Genexpression, dem Lebenszyklus des Connexin-

Protein-Levels, oder dem GJ-Aufbau und der Permeabilität (Gleisner et al. 2017). Der 

Schaltmechanismus der GJ-Kanäle spielt eine wichtige Rolle. Dieser kann zum einen durch 

Faktoren wie Spannung, pH-Wert und Kalziumkonzentration (Sosinsky und Nicholson 

2005; Nielsen et al. 2012), aber auch durch post-translationale Modifikationen des Cx43-

Carboxylendes sowie die Phosphorylierung an der Aminosäure Serin und Interaktionen zwi-

schen Cx43 und andere Proteine reguliert werden (Leithe et al. 2018). 

Ein niedriger intrazellulärer pH-Wert führt zu einem durch einen Partikel-Rezeptor (par-

ticle-receptor) Mechanismus vermittelten Verschluss der GJ-Kanäle. Bei diesem Mechanis-

mus dient das Carboxylende als Schalt-Partikel und die zweite Hälfte der intrazellulären 

Schleife als Rezeptor, wodurch sich das Carboxylende mit der intrazellulären Schleife ver-

bindet und den Kanal verschließt (Ek-Vitorín et al. 1996; Morley et al. 1996; Morley et al. 

1997; Duffy et al. 2002; Seki 2004; Leithe et al. 2018). Ein ähnliches Modell wurde für den 

spannungsbedingten Schaltmechanismus beschrieben (Moreno et al. 2002). Andererseits 

wird die Öffnung der GJ-Kanäle über die Interaktion des Carboxylendes mit der intrazellu-

lären Schleife vermittelt (Ponsaerts et al. 2010; D’hondt et al. 2013; Leithe et al. 2018). 

Die GJIC kann auch über die Phosphorylierung des Cx43-Carboxylendes an der Aminosäure 

Serin reguliert werden. Zwei Studien haben eine mögliche Assoziation zwischen dem Phos-

phorylierungs-Status und der Fähigkeit der Zellen, GJ zu bilden (Musil et al. 1990; Musil 

und Goodenough 1991) beschrieben. Darüber hinaus sind verschiedene Kinasen in der Lage 
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die Cx43-Phosphorylierung zu regulieren (Solan und Lampe 2010; Leithe et al. 2018): Ca-

sein-Kinase-1 (CK1) ist an dem GJ-Aufbau über direkte Phosphorylierung des Cx43 betei-

ligt (Cooper und Lampe 2002). Es ist bekannt, dass Casein-Kinase-1 Isoformen die Tumor-

progression beeinflussen können (Schittek und Sinnberg 2014). Diese scheinen jedoch eine 

unterschiedliche Wirkung bei den unterschiedlichen Tumorarten zu haben (Schittek und 

Sinnberg 2014). 

Das Carboxylende interagiert zusätzlich mit dem Protein ZO1, eine membranständige Gua-

nylatkinase. Die Interaktion Cx43/ZO1 reduziert die Größe der GJ und der Abbau dieser 

Interaktion führt zu einer Vergrößerung der GJ (Hunter et al. 2005; Rhett et al. 2011; Solan 

und Lampe 2018). Die Größe der GJ-Kanäle ist ein entscheidender Faktor für ihre Öffnungs-

wahrscheinlichkeit (Bukauskas et al. 2000). 

Die Funktion des Cx43 geht weit über seine Funktion als Membranprotein und die Regulie-

rung der GJIC hinaus. In einer aktuellen Studie wurde beschrieben, dass Cx43 auch bei der 

Regulierung der Kommunikation zweier nicht-benachbarter Zellen beteiligt sein kann. In 

diesem Zusammenhang spielen Tunneling Nanotubes (TNT) und extrazelluläre Vesikel eine 

entscheidende Rolle (Wang et al. 2010; Oliveira-Costa et al. 2015; Ribeiro-Rodrigues et al. 

2017). TNT ermöglichen die interzelluläre Kommunikation zwischen Zellen, deren Memb-

ranen über röhrenförmige Strukturen miteinander verbunden sind. Extrazelluläre Vesikel er-

möglichen die Übertragung von Information zwischen getrennten Zellen, sodass eine Kom-

munikation über längere Entfernungen möglich ist (Ribeiro-Rodrigues et al. 2017). 

1.3.4 Connexin 43 und GJIC während der Tumorgenese und -progression 

Mutationen in Connexin-Genen und der damit verbundene Funktionsverlust der GJ können 

unterschiedliche Pathologien (Gleisner et al. 2017) und Tumorarten (Aasen et al. 2017) aus-

lösen. Die Tumorgenese war eine der ersten Pathologien, die mit einer Schädigung der GJ 

assoziiert wurde (Jiang und Penuela 2016). Heutzutage weiß man, dass Connexine eine am-

bivalente Rolle in der Tumorgenese und -progression spielen (Sin et al. 2012). Aufgrund 

ihrer antiproliferativen Wirkung können sie einerseits bei Überexpression als Tumorsupp-

ressoren wirken (Tittarelli et al. 2015). Andererseits scheinen sie in einigen Tumorarten über 

junctionale und non-junctionale Signalwege spezifische Stadien der Tumorprogression zu 

vermitteln (Aasen et al. 2017). Diese unterschiedliche Wirkung scheint von der Tumorart, 

dem Tumorstadium und dem Connexin-Isotyp abhängig zu sein (Naus und Laird 2010). Um 

die Rolle der Connexine richtig interpretieren zu können ist es wichtig die drei Phasen der 

Tumorprogression zu berücksichtigen. In den Phasen Tumorgenese, Tumorinvasion und 
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Metastasierung sind unterschiedliche Tumor-Phänotypen anzutreffen. Das Verhaltensmus-

ter der GJ scheint sich zwischen den Phasen zu verändern. Die Tumorzellinvasion kann als 

eine Konsequenz der GJ-Unterbrechung gewertet werden, wodurch die Ablösung der Zellen 

ermöglicht wird. Für die Dissemination ist wiederum die Interaktion der Tumorzelle mit der 

endothelialen Barriere notwendig (Cronier et al. 2009).  

Die genauen Funktionen des Cx43 während Tumorgenese und –progression sind noch nicht 

abschließend geklärt. Avanzo und Kollegen (2004) zeigten in ihrer Studie an Mäusen einen 

tumorsupprimierenden Effekt des Cx43 (Avanzo et al. 2004). In den Tieren mit niedriger 

Cx43-Expression konnte ein stärkeres Tumorwachstum nachgewiesen werden als in der 

Kontrollgruppe (Avanzo et al. 2004). Es konnte ein unterdrücktes Tumorwachstum bei 

Cx43-Überexpression in einer Mammakarzinom-Zelllinie nachgewiesen werden 

(McLachlan et al. 2007). Eine Cx43-Expression in Tumorzellen verhinderte den Tumorpro-

gress (Cronier et al. 2009). Es wurde über eine erniedrigte Cx43-Expression bei Patienten 

mit Mammakarzinom (Laird et al. 1999) und zervikalen Dysplasien (King et al. 2000) be-

richtet. Li et al. (2008) beschrieben, dass eine erhöhte GJ-Entkopplung und Cx43-Expression 

zur Migration und Adhäsion der Zellen des Mammakarzinoms beisteuern (Li et al. 2008). 

Die Zell-Zell-Kommunikation könnte die Diapedese unterstützen (Pollmann et al. 2005). 

Elzarrad et al. (2008) zeigten, dass Cx43 die Metastasierung fördert, in dem die Adhäsion 

der Tumorzellen an den pulmonalen Endothelzellen steigt (Elzarrad et al. 2008). Dies weist 

darauf hin, dass Cx43 ein potenzieller Marker für Mikrometastasen sein kann (Elzarrad et 

al. 2008). 

Zusammenfassend, hat Cx43 eine facettenreiche Funktion je nach Tumorstadium, mit einer 

niedrigeren Expression in Primärtumoren und einer höheren Expression in metastasierenden 

Tumoren (Jiang und Penuela 2016).  
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1.4 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, verschiedene Mundhöhlenkarzinom-Zelllinien 

hinsichtlich ihrer Cx43-Expression zu charakterisieren. Die Untersuchungen sollen zum ei-

nen in der Monolayer-Zellkultur und zum anderen in multizellulären Tumorsphäroiden 

durchgeführt werden. 

Folgende Hypothesen sollten getestet werden: 

1. Es besteht ein unterschiedliches Connexin-43-Expressionsmuster zwischen den ver-

wendeten Zelllinien (BHY, HN, CAL 27). 

2. Es besteht ein unterschiedliches Cx43-Expressionsmuster zwischen der Monolayer-

Zellkultur und der 3D Zellkultur (Tumorsphäroiden). 

3. Das Cx43-Protein ist bei den Zelllinien vor allem intrazellulär lokalisiert.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Labormaterialien 

2.1.1 Technische Geräte 

Tabelle 1: Übersicht über die genutzten technischen Geräte. 

Gerätebezeichnung Hersteller 

CO2 – Inkubator Sanyo Electric Co., Osaka, Japan  

Sterilbank HERA Safe  Heraeus Instruments, Düsseldorf, Deutschland 

Zytozentrifuge Shandon Cytospin 3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-

chussets, USA 

Gefrierschrank (-80 °C) GFL, Burgwedel, Deutschland 

Comfort-Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr, Bulle, Schweiz 

Kühl- und Gefrierkombination (+4 

°C und -20 °C) 

Liebherr 

Feinwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland  

Vortex Genie 2 Bander & Hohbein AG, Zürich, Schweiz 

Paraffin Automat Thermo Fisher Scientific 

Mikroskop Axioskop 2 plus light Zeiss, Göttingen, Deutschland 

Magnetrührer (mit Heizschüttler) 

MAG RET 

IKA-Kombi, Jahnke + Kunkel, Stauffen, Deutsch-

land  

Brutschrank (+40 °C) Heraeus Insttruments 

ND-1000 Spektrophotometer NanoDrop Technologies, Wilmington, USA 

2100 Bioanalyzer Agilent Technologies Sles & Services GmbH & 

Co. KG., Waldbronn, Deutschland 

MyIQ Real-Time-PCR Detection 

System 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutsch-

land 

Tischzentrifuge 5810 R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 

Mikrozentrifugen 5815 R und 5815 

D 

Eppendorf 

Gelelektrophoresesystem 13cm x 

8cm 

Bio-Rad Laboratories GmbH 
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Gerätebezeichnung Hersteller 

pH-Meter PB-11 Sartorius 

Rotationsschüttler GFL 3005 GFL 

Schüttelinkubator IKA-Vibrax VXR, Jahnke + Kunkel, Stauffen, 

Deutschland 

Scanner Fluorescent Image Analiz-

ing System FLA-5100 

Fujifilm, Düsseldorf, Deutschland 

2.1.2 Software 

Tabelle 2: Auflistung der benötigten Software. 

Softwarebezeichnung Hersteller 

AxioVision 4.8 Zeiss 

ImageJ Java, NIH (National Institute of Health), USA 

Primer Blast NCBI National Center for Biotechnology Information, USA 

Microsoft Excel Microsoft Deutschland GmbH 

Microsoft Word Microsoft 

IBM SPSS Statistics 23 IBM 
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2.1.3 Lösungen, Reagenzien und anderes Zubehör 

Tabelle 3: Auflistung aller benötigten Reagenzien, anderes Zubehör. 

Technik Lösungen/Reagenzien/Zubehör 

Zellkultur Zellkulturflaschen Tissue Culture Flask 25cm2, 75cm2 (Sarstedt, Nüm-

brecht, Deutschland) 

Nährmedium DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) mit folgenden Zusätzen: 10 % h.i. 

FKS (PAA); 1 % Penicillin/Streptomycin 

Trypsin EDTA 0,5 % (In Vitrogen Corporation, GIBCO, Waltham, 

Massachusetts, USA) 

PBS – Puffer: Natriumdihydrogenphosphat x H2O (Merck, Darmstadt, 

Deutschland), Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H2O (Merck), mit A.dest 

dH2O. 

Zählkammer nach Neubauer (neoLab, Heidelberg, Deutschland) 

Ki-67 Fär-

bung 

Monoclonal Mouse Anti Human Ki-67, MIB-1 (Dako A/S, Copenhagen, 

Dänemark) 

DAKO TechMate 500 plus (Dako A/S) 

Tumor-

sphäroide 

Standardagarose, Roti®garose (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Formalin, 4 % gepuffert 

Immunfluo-

reszenz 

4 % Paraformaldehyd 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich) 

Fettarme Trockene Milch #9999 (Cell Signaling Technology, Europe 

B.V.) 

Primärantikörper: Connexin 43 Rabbit Antibody #3512 (Cell Signaling 

Technology) 

Sekundärantikörper: Anti-rabbit-IgG, NL577 Conjugated Donkey IgG 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

DAPI for nucleic acid staining D9542 (Sigma-Aldrich) 

Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium (Sigma-Aldrich) 

Western-

Blot 

BCA Protein Assay Kit (Pierce™, Thermo Fisher Scientific) 

Rotiphorese Gel 30 (Roth) 

Tris Buffered Saline (TBS) #12498 (Cell Signaling Technology) 

Bolt™ LDS Sample Puffer (4X) (Thermo Fischer Scientific) 

Bolt™ Sample Reducing Agent (10X) (Thermo Fischer Scientific) 

30 % Acrylamid/Bis Acrylamid (29:1) (Sigma-Aldrich) 
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Technik Lösungen/Reagenzien/Zubehör 

Ammonium Persulfate (APS) 10 % (Sigma-Aldrich)  

TEMED (Thermo Fischer Scientific) 

4x Laemmli Sample Buffer #1610747 (Bio Rad) 

SDS Sample Puffer #7722 (Cell Signaling Technology) 

Tris-Glycine SDS Running Puffer #4050 (Cell Signaling Technology) 

Tris-Glycine Transfer Puffer #12539 (Cell Signaling Technology) 

Tris Buffered Saline mit Tween® 20 (TBST) #9997 (Cell Signaling 

Technology) 

Fettarme Trockene Milch #9999 (Cell Signaling Technology) 

Blocking Puffer (1X TBST mit 5 % w/v fettarmer trockener Milch) 

Primary Antibody Dilution Puffer (TBST mit 5 % FKS) 

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack #7727 (Cell Signaling Tech-

nology) 

Prestained Protein Marker, Broad Range (11 – 190 kDa) #13953 (Cell 

Signaling Technology) 

Blotting Membran und Papier #12369 (Cell Signaling Technology) 

Primärer Antikörper: Connexin 43 Rabbit Antibody #3512 (Cell Signal-

ing Technology) 

Sekundärer Antikörper: Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody #7074 

(Cell Signaling Technology) 

Chemilumineszenz Substrat West Pico, (Thermo Fischer Scientific) 

Stripping Puffer (Tris-HCl pH 6,8; 20 % SDS, ß-mercaptoethanol) 

RNA–Ex-

traktion 

RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 

RLT – Lysispuffer (Qiagen GmbH) 

ß – Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) 

DNAse, RNAse-frei 50-375U/μl 18047-019 (Invitrogen) 

Real-Time-

PCR 

 iScript cDNA Synthesis Kit 170-8890 (Bio-Rad Laboratories) 

iQ SYBR Green Supermix 170-8882 (Bio-Rad Laboratories) 
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2.1.4 Weiteres Zubehör 

Tabelle 4: Auflistung von weiterem Zubehör. 

Produkt Hersteller 

96-Well-Platten NUNC, Thermo Fisher Scientific 

Pipetten  Eppendorf  

Petri Schalen NUNC, Thermo Fisher Scientific 

Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß Eppendorf 

Zellschaber Sarstedt 

Falcon Röhrchen Sarstedt 

2.1.5 Zelllinien des oralen Plattenepithelkarzinoms 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Zelllinien. 

Name Zelltyp Quelle 

BHY Orales Plattenepithelkarzinom ACC 404 DSMZ, Braunschweig, 

Deutschland 

HN Orales Plattenepithelkarzinom ACC 417 DSMZ 

CAL-27 Orales Plattenepithelkarzinom ACC 446 DSMZ 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zelllinien und Zellkultur 

Die Untersuchungen wurden an den drei Mundhöhlenkarzinom Zelllinien BHY, HN und 

CAL-27 (Tabelle 5) durchgeführt (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-

turen GmbH, Braunschweig, DSMZ). Alle Zelllinien waren HPV-, HBV-, HCV- und EBV-

negativ. Zusätzlich wurden die immortalisierte Maus Myoblasten Zelllinie C2C12 als Posi-

tiv- sowie die humane kolorektale Adenokarzinom Zelllinie CaCo2 als Negativkontrolle ver-

wendet.  

BHY-Zelllinie (DSMZ Nr. ACC 404): Plattenepithelkarzinom Zelllinie, isoliert von einem 

Karzinom des Unterkiefer-Alveolarfortsatzes eines 52-jährigen Japaners, aggressiv bis in 

den Unterkieferknochen und die angrenzende Mundbodenmuskulatur einwachsend. Diese 

Zelllinie wurde aufgrund der in der Literatur beschriebenen Fähigkeit, in angrenzendes Kno-

chen einzudringen, ausgewählt (Uchida et al. 2001; Erdem et al. 2007).  
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HN-Zelllinie (DSMZ Nr. ACC 417): Plattenepithelkarzinom Zelllinie, isoliert aus einer zer-

vikalen Lymphknotenmetastase die sieben Jahre nach Therapie eines Karzinoms des wei-

chen Gaumens eines 60-jährigen Japaners aufgetreten ist. Es ist bekannt, dass HN zwar in 

den Lymphknoten, die Lungen und das Hirn metastasiert ist, jedoch die Fähigkeit verloren 

hat, in den lokalen Kieferknochen einzudringen (Erdem et al. 2007). 

CAL-27-Zelllinie (DSMZ Nr. ACC 446): Mundhöhlenkarzinom Zelllinie, isoliert von einem 

Zungenkarzinom eines 56-jährigen Mannes. CAL-27 ist eine der meist verwendeten Zellli-

nien in der Tumorforschung (Jiang et al. 2009).  

Alle Zelllinien wurden in 90 % Dulbecco´s MEM (DMEM) (4,5 g/L Glukose) + 10 % h.i. 

FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin (Tabelle 3) kultiviert und bei 37 °C mit 10 % CO2 inku-

biert.  

Die Zellen wurden alle zwölf Stunden in einer Neubauer Kammer gezählt, um die Tumor-

verdopplungsrate zu bestimmen. Jedes Vorgehen und Experiment wurden im dreifachen An-

satz durchgeführt. Um die Proliferation der verschiedenen Zelllinien zu bestimmen, wurde 

zusätzlich Mithilfe des neuropathologischen Instituts der Universitätsmedizin Göttingen 

(Prof. Dr. Christine Stadelmann-Nessler) eine immunhistochemische Beurteilung der Zellen 

durchgeführt, die auf das Proliferations-Antigen Ki-67 positiv waren. Zu diesem Zweck 

wurde für jede einzelne Zelllinie eine Zellsuspension mit DMEM vorbereitet und in ein 

50 ml Falcon Röhrchen (Tabelle 4) überführt. Der DMEM Überstand wurde abpipettiert und 

20 ml 4 % Formalin wurden hinzugefügt. Die Fixierung wurde für fünf Stunden aufrecht-

erhalten. Das Sediment wurde in einen 0,5 ml E-cup übertragen und mit einer 3 % Agarose-

Lösung benetzt. Der resultierende Agarose-Block wurde anschließend für die Paraffin-Ein-

bettung mit dem Paraffin Automat Excelsior ES (Thermo Fisher Scientific) verwendet (Ta-

belle 1). Die Ki-67 Färbung wurde nicht manuell, sondern im DAKO TechMate 500 plus 

(Dako) mit dem primären Maus-monoklonalen anti-Ki-67 Antikörper (Dako) durchgeführt.  

Für die Auswertung der Ki-67 Färbung wurden drei unterschiedliche Felder ausgewählt und 

insgesamt 1000 Zellen aufgezählt (Dowsett et al. 2011). Nur die nukleäre Ki-67 Färbungen 

wurden als positiv betrachtet (Dowsett et al. 2011). Der Ki-67 Index wurde als Prozentsatz 

der Ki-67 positiv gefärbten Zellen errechnet (Dowsett et al. 2011). 

2.2.2 Herstellung der multizellulären Tumorsphäroide 

Für die Herstellung der multizellulären Tumorsphäroide wurde die liquid overlay technique 

verwendet (Sievers et al. 2017). 50 µl einer Agarose-Lösung (0,15 g Agarose vermischt mit 

10 ml DMEM + 10 % h.i. FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin) wurde in jedes Well einer 
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96er Well Plate pipettiert und für 30 Minuten abgekühlt. Die Zellsuspension wurde mit 

Trypsin/EDTA vorbereitet. Die Zellen wurden in einer Neubauer Kammer ausgezählt. Ins-

gesamt wurden 480.000 Zellen in 19,2 ml DMEM für die Tumorsphäroid-Herstellung be-

nutzt. 200 µl der Zellsuspension wurden pro Well verwendet (5.000 Zellen per Well). Die 

Bildung von multizellulären Tumorsphäroiden wurde täglich in jeder Well Plate mit dem 

Mikroskop (Zeiss) kontrolliert. Um das Wachstumsverhalten zu charakterisieren (siehe Er-

gebnisteil) wurden die Tumorsphäroide täglich für insgesamt zwölf Tage mit der AxioVision 

Software Version 4.8 (Zeiss) fotografiert und der Durchmesser gemessen (AxioVision Soft-

ware Version 4.8, Zeiss). Die Tumorsphäroide wurden geerntet, wenn sie optisch eine ge-

wisse Kompaktheit und metrisch einen stabilen Durchmesser erreicht hatten (Siehe Ergeb-

nisse). Die BHY-Tumorsphäroide wurden nach drei Tagen geerntet; Die HN-Tumor-

sphäroide wurden nach fünf Tagen und die CAL-27-Tumorsphäroide nach vier Tagen ge-

erntet. Die Tumorsphäroide und ihr Überstand wurden mit einer Pasteur Pipette entnommen 

und in ein 50 ml Falcon Röhrchen überführt. Die so gewonnenen Tumorsphäroide wurden 

für die weiteren Analysen verwendet (Immunfluoreszenz, Western-Blot und Real-Time-

PCR).  

Für die Paraffin-Einbettung, wurde der DMEM Überstand abpipettiert und 20 ml 4 % For-

malin hinzugefügt. Die Fixierung wurde für fünf Stunden aufrechterhalten. Das Sediment 

wurde in einen 0,5 ml E-cup übertragen und mit einer 3 % Agarose-Lösung benetzt. Der 

resultierende Agarose-Block wurde anschließend für die Paraffin-Einbettung mit dem Pa-

raffin Automat Excelsior ES (Thermo Fisher Scientific) verwendet.  

2.2.3 Charakterisierung der Connexin-43-Expression 

2.2.3.1 Immunfluoreszenz 

Zunächst wurde eine Immunfluoreszenz der Cx43-Expression an der Monolayer-Zellkultur 

durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen mit 4 % Formaldehyd in PBS für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden sie mit PBS gewaschen und mit 0,1 % Triton 

X-100 für 30 Minuten permeabilisiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und 

dann mit PBS + 5 % (w/v) trockener Milch + 0,1 % Tween für eine Stunde inkubiert. Danach 

wurden sie mit dem primären Antikörper (Connexin 43 Rabbit Antibody #3512, Cell Sig-

naling Technology) über Nacht inkubiert, mit PBS gewaschen und mit dem NL577 konju-

gierten sekundären Antikörper (Anti-rabbit-IgG, NL577 Conjugated Donkey IgG, R&D 

Systems) für eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen 

und die Nuklei mit DAPI (1:1000 in PBS) gegengefärbt und mit dem Mounting Medium 
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(Fluoromount™Sigma) im Objektträger fixiert. Die Proben wurden anschließend mit dem 

Lichtmikroskop (Axioskop Apo Tome, Zeiss) ausgewertet. Abbildungen wurden mit der 

AxioVision Software Version 4.8 (Zeiss) erstellt.  

Für die multizellulären Tumorsphäroide (3D Zellkultur), wurden die Tumorsphäroide wie 

unter Punkt 2.2.2 beschrieben vorbehandelt. Der DMEM Überstand wurde vorsichtig ent-

fernt. 1 ml PBS wurde hinzugefügt, vermischt, für 15 Sekunden zentrifugiert und der Über-

stand abfiltriert. Für die Fixierung wurde 1 ml 4 % PFA hinzugefügt, vermischt und für 20 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden anschließend zweimal mit PBS 

gewaschen. Ein Gemisch aus 3 % BSA (0,3 g), 0,1 % Triton X-100 und 10 ml PBS wurde 

hinzugefügt und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 2μl des primären Antikör-

pers (Tabelle 3) wurden hinzugefügt und über Nacht bei 4 °C im Schwenkschüttler inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Zellen drei Mal mit 500 μl 0,1 %Triton X-100/PBS gewaschen. 

Anschließend wurde der sekundäre Antikörper (Tabelle 3) hinzugefügt (300 μl NL577 in 

PBS 1:2000), vermischt und für eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Die 

Zellen wurden drei Mal mit 500 μl 0,1 %Triton X-100/PBS gewaschen. 500 μl DAPI in 

dH2O (1:1000) wurde hinzugefügt, vermischt und für fünf Minuten bei Raumtemperatur im 

Dunklen inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde 

mit 100 μl Mounting Medium gemischt, auf dem Objektträger fixiert und für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur getrocknet. Die Proben wurden wie oben beschrieben mit dem Lichtmik-

roskop ausgewertet. 

2.2.3.2 Western-Blot 

Die Zellen der Monolayer-Zellkultur wurden wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben vorbehan-

delt. Die Zellernte erfolgte durch einen Zellschaber (Sarstedt). Die Zellen der multizellulären 

Tumorsphäroide wurden wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben vorbehandelt. Die Zellen wurden 

anschließend auf 10 cm Schalen ausgesät und über Nacht bei 37 °C in dem Brutschrank 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden sie mit eiskaltem PBS gewaschen. 500 μl 1x RIPA Puf-

fer (Tabelle 6 und Tabelle 7), Protease Inhibitoren und NP-40 wurden hinzugegeben. Die 

Zellen wurden mit einem Zellschaber geerntet (Tabelle 4), in Eppendorf-Mikroreaktionsge-

fäße überführt und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Um die Lyse zu vervollständigen, wur-

den die Zellen auf höchster Stufe für zehn Sekunden sonifiziert und für 15 Minuten bei 4 °C 

auf ca. 13000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Mikroreaktions-

gefäß überführt. 
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Tabelle 6: 5x RIPA-Puffer. 

Konzentration Insgesamt 50 ml Stock Lösung 

50 mM Tris 25 ml 1M Tris pH 7,4 

150 mM NaCl 15 ml 5M NaCl 

1 nM EDTA 1 ml 500 mM EDTA pH 8,0 

dH2O 9 ml (dH2O) 

 

Tabelle 7: Pipettierschema 1x RIPA-Puffer. 

Lösung/Reagenzien Menge 

H2O 760 ml 

5x RIPA 200μl 

100x Protease-Inhib. 20μl 

10 % NP-40 20μl 

 

Die Messung der Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay durchgeführt. Dazu wur-

den die Standards vorbereitet und die Proteinproben im Verhältnis 1:10 verdünnt. Die Pro-

ben wurden mit dem BCA-Reagenz für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 

die Extinktion bei 562 nm in einem Fotometer bestimmt (NanoDrop Technologies).  

Für die weiteren Analysen wurde eine Proteinkonzentration von 30 µg/µl benötigt. Zur Vor-

bereitung der Proben wurde Milli-Q® Wasser (Millipore Merck) in mehreren Eppendorf 

Mikroreaktionsgefäße überführt. Pro Eppendorf Mikroreaktionsgefäß wurden die Protein 

Probe (20 µl), LDS Sample Puffer (7,5 μl) und Sample Reducing Agent (3 μl) vermischt und 

für fünf Minuten bei 95 °C aufgekocht. 

Für die Western-Blot-Technik wurden eigene Gele angesetzt. Diese bestanden aus einem 

12 %igem Trenngel und einem 4 %igem Sammelgel (Tabelle 8 und  

Tabelle 9).  
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Tabelle 8: Pipettierschema für das SDS-Gel (zwei Trenngele, 12 %). 

Trenngel  12,0 % 

Lösung/Reagenzien Menge 

H2O 3,5 ml 

30 % AA/BisAA (29:1) 4 ml 

4xLT w/SDS 2,5 ml 

APS (10 %) 100 ml 

TEMED 10 ml 

 

Tabelle 9: Pipettierschema für das SDS-Gel (vier Sammelgele, 4 %). 

Sammelgel  4,0 % 

Lösung/Reagenzien Menge 

H2O 6,5 ml 

30 % AA/BisAA (29:1) 1,0 ml 

4xUT w/SDS 2,5 ml 

APS (10 %) 100 ml 

TEMED 10 ml 

 

Die Glasplatten wurden mit 70 % Ethanol gereinigt, zusammengesetzt und in der Gießstation 

befestigt. 4,8 ml des Trenngels wurden in den Zwischenraum der Glasplatten pipettiert, mit 

Isopropanol überschichtet und für 30 Minuten polymerisiert. Das Isopropanol wurde abge-

gossen und dreimal mit Wasser gewaschen. Das Wasser wurde mit Hilfe eines Whatmanpa-

pers vollständig entfernt. Die Sammelgele wurden bis zur Oberkante der Glasplatte auf die 

Trenngele pipettiert. Um zehn Geltaschen mit einer Breite von 10 mm zu erzeugen wurde 

ein Trennkamm eingesetzt und die Gele für 30 Minuten polymerisiert. Anschließend wurden 

die Gele in die Halterung eingeklemmt und in die Kammer gestellt. Die Kammer wurde nun 

mit dem Laufpuffer aufgefüllt. Der Trennkamm wurde senkrecht aus dem Gel herausgezo-

gen. Die Taschen wurden mit Puffer ausgespült und mit den Proben von Proteinlysaten/Mar-
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ker (30 μl) beladen. Nun wurden die beladenen Gele bei 100 V laufen gelassen, bis der Mar-

ker im Trenngel sichtbar war. Anschließend wurden die beladenen Gele bei 150 V laufen 

gelassen, bis die Lauffront vom Marker aus dem Gel herausgelaufen ist. 

Der Blotpuffer (Tabelle 10) wurde im Kühlschrank bei 4 °C vorgekühlt. Whatmanpaper und 

Schwämme wurden in Blotpuffer equilibriert. Die PVDF-Membran wurde in Methanol ak-

tiviert und in Blotpuffer gelegt. Die Gele wurden anschließend aus der Apparatur genommen 

und das Sammelgel abgetrennt. 

Tabelle 10: Pipettierschema für den Blotpuffer. 

Lösung/Reagenzien Menge 

10 x Blotpuffer 100 ml 

Methanol 100 ml 

H2O 800 ml 

 

Für die Vorbereitung für das Blotten wurde ein Gelkassettenhalter nach dem Sandwich-Prin-

zip bestückt. Die Rote Seite der Halterung wurde über den Kassettenhalter geklappt und 

festgeklemmt. Die Blotkammer wurde mit Blotpuffer befüllt und der bestückte Kassetten-

halter in die Blotkammer gesteckt. Diese wurde erstmals für 15 Minuten bei 150 mA und 

anschließend für eine Stunde bei 300 mA geblottet. Danach wurde der Kassettenhalter aus-

einandergebaut und die Membran auf einem Schwenkschüttler für eine Stunde in 5 % Milch-

pulver in TBST blockiert. 

Der primäre Antikörper (5 μl) (Tabelle 3) wurde in 5 % BSA in TBST angesetzt. Die Blo-

ckierlösung wurde abgegossen und die Membran über Nacht mit dem primären Antikörper 

bei 4 °C auf einem Schwenkschüttler inkubiert. Der sekundäre Antikörper (Tabelle 3) wurde 

in ein Falconröhrchen überführt. Die Membran wurde dreimal für fünf Minuten mit TBST 

gewaschen und mit dem sekundären Antikörper (2,5 μl in 5 ml) für eine Stunde bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Membran wurde drei Mal für fünf Minuten mit TBST gewaschen. 

Die Lumineszenz-Reagenzien wurden im 1:1-Verhältnis angesetzt und gleichmäßig auf die 

Membran aufpipettiert. Anschließend wurde die Membran mit dem Fuji-FLA-5100-Fluo-

reszenz-Laserscanner (Fujifilm) bei 635 nm gescannt. 
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2.2.3.3 Real-Time-PCR 

Sowohl von der Monolayer-Zellkultur, als auch von den Tumorsphäroiden wurde RNA iso-

liert. Die Zellen der Monolayer-Zellkultur wurden wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben vorbe-

handelt. Die Zellernte erfolgte durch einen Zellschaber. Die Zellen der Tumorsphäroide wur-

den wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben vorbehandelt. Zur Zelllyse wurde der RLT-Puffer 

(350 µl) des Qiagen RNeasy Mini Kits® (Qiagen GmbH) auf das Zellpellet gegeben und 

vermischt, bis das Pellet gelöst wurde. 70 % Ethanol wurde im Verhältnis 1:1 zugegeben 

und vermischt. Das Gemisch wurde auf die RNeasy Spin-Säule überführt und für 15 Sekun-

den bei 8000 g zentrifugiert. Dadurch wurde die RNA in der Säule gebunden und der Über-

stand verworfen. 700 μl RW1-Puffer wurden auf die Säule gegeben, für 15 Sekunden bei 

8000 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. 500 µl RPE-Puffer wurden auf die Säule 

gegeben, für 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. 500 

µl RPE-Puffer wurden auf die Säule gegeben und für zwei Minuten bei 8000 g zentrifugiert. 

Die Säule wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß überführt. 30 μl RNase 

freies Wasser wurden auf die Säule gegeben und für eine Minute bei 8000 g zentrifugiert, 

um die RNA zu eluieren. Der RNA-Gehalt wurde mit dem NanoDrop Spektralphotometer 

(NanoDrop Technologies) bestimmt. 

Für das Umschreiben der mRNA in cDNA wurde das iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad 

Laboratories) benutzt. Pro Reaktion wurden jeweils 1 μg RNA-Probe mit 4 μl 5x iScript 

Reaction Mix, 1μl iScript reverse Transkriptase und H2Onukleasefrei gemischt, um 20 μl 

Gesamtvolumen zu erhalten. Die daraus resultierenden cDNA-Proben wurden für die Real-

Time-PCR benutzt. 

Die verwendeten Primer (Tabelle 11) wurden aus den Gensequenzen der National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) Genbank entnommen (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Für jedes Primerpaar wurde die optimale Arbeitstemperatur von 60 °C verifiziert und mittels 

PCR die Funktionsfähigkeit getestet. 
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Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Primer. 

Primer Sequenz 

Connexin 43 for 5´-AGC AGT CTG CCT TTC GTT GT-3´ 

Connexin 43 rev 5´-TCT GCT TCA AGT GCA TGT CC-3´ 

GAPDH for 5´-GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT-3´ 

GAPDH rev 5´-GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG-3´ 

 

Der für die Real-Time-PCR benötigte Master-Mix wurde nach folgendem Pipettierschema 

(Tabelle 12) angesetzt: 

Tabelle 12: Ansatz entsprechend einer Probe. 

Lösung/Reagenzien Menge 

Wasser 7 μl 

iQ SYBR Green Supermix 10 μl 

Forward Primer (10 μM) 1 μl 

Reverse Primer (10 μM) 1 μl 

cDNA (10ng/μl) 1 μl 

 

Für jede Real-Time-PCR wurden versiegelte Probenplatten mit 96 Reaktionsgefäßen ver-

wendet. Als Positiv-Kontrollen wurden C2C12 Proben verwendet. Als Negativ-Kontrollen 

wurden CaCo2 Proben und steriles Wasser verwendet.  
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Folgendes Programm (Tabelle 13) wurde am Bio-Rad iQ5 Real-Time Detection-System 

(Bio-Rad Laboratories GmbH) etabliert: 

Tabelle 13: Bio-Rad Real-Time-PCR-Programm. 

Phase Temperatur und Zeit 

1x Polymerase Aktivierung und DNA Denaturierung 95 °C, 3 min 

40x Amplifikation 

Denaturierung 

Annealing und Platte Messung 

 

95 °C, 15 s 

60 °C, 30 s 

 

Dadurch wurden die Effizienz der Real-Time-PCR-Reaktion für Cx43 (Zielgen) und der Ct-

Wert kalkuliert. Der threshold cycle (Ct) ist der PCR Zyklus, an dem die Fluoreszenzaktivi-

tät signifikant über die Hintergrundfluoreszenz ansteigt und die exponentielle Phase der 

DNA-Amplifikation beginnt. Die Real-Time-PCR des Referenzgens GAPDH (Glycerinal-

dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) wurde als interne Kontrolle durchgeführt. Die Cx43-Ge-

nexpression wurde nach der Formel von Pfaffl (Pfaffl 2001) auf GAPDH normalisiert und 

relativ quantifiziert: 

𝑅 =  
𝐸𝐺𝑂𝐼

∆𝐶𝑇𝐺𝑂𝐼 (𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑−𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)

𝐸𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻

∆𝐶𝑇𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻 (𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑−𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)
 

Dabei ist EGOI die Real-Time-PCR-Effizienz des Zielgens; EGAPDH ist die Real-Time-

PCR-Effizienz des Referenzgens. ∆CT oder threshold cycle markiert den Beginn der expo-

nentiellen Phase der Reaktion. R ist der relative Expressionsquotient des Zielgens und wird 

auf der Basis von E und der Abweichung der Ct-Werte der unbekannten Probe gegen die 

Kontrolle (Standard) berechnet. Somit wird es im Verhältnis zum Referenzgen GAPDH aus-

gedrückt. 

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SPSS (IBM Statistics 23, Tabelle 2) 

durchgeführt und mittels one way ANOVA und Zweistichproben-t-Test mit ungleichen Va-

rianzen analysiert. Die p-Werte wurden mit der Bonferroni Methode adjustiert, um eine al-

pha-Fehler Kumulierung zu neutralisieren. Bei p-Werten unter 0,05 wurden signifikante Un-

terschiede angenommen.  



Ergebnisse  26 

 

 

3 Ergebnisse 

3.1 Tumorverdopplungsraten und Ki-67-Färbung in der Monolayer-Zellkultur 

Die Zelllinie BHY zeigte in der Monolayer-Zellkultur eine Verdopplungszeit von 72 Stun-

den; HN eine Zeit von 50 Stunden und CAL-27 eine Verdopplungszeit von 36 Stunden. 

Die Zelllinie BHY zeigte 29 % Ki-67 positive Zellen; HN war zu 36 % Ki-67 positiv; CAL-

27 wies einen Anteil von 52 % Ki-67 positiven Zellen auf (Tabelle 14). 

Tabelle 14: Merkmale der verwendeten Zelllinien. 

Zelllinie Verdopplungszeit Ki-67 Wachstumsgeschwindigkeit 

BHY 72 Stunden 29 % Langsam wachsende OSCC-Zelllinie 

HN 50 Stunden 36 % Mäßig dynamisch wachsende OSCC-

Zelllinie 

CAL-27 36 Stunden 52 % Schnell wachsende OSCC-Zelllinie 
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3.2 Wachstum der multizellulären Tumorsphäroide 

3.2.1 BHY 

Nach drei Tagen zeigten sich bei der BHY-Zelllinie kompakten Tumorsphäroide mit einem 

stabilen Durchmesser (Abbildung 2). Der Durchmesser lag im Durchschnitt bei 0,248 mm 

(SD=0,031mm) an Tag drei. 

 

  

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung eines drei Tage al-

ten BHY-Tumorsphäroids mit einem Durchmesser von 

0,231 mm. 
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3.2.2 HN 

Die HN-Tumorsphäroide hatten den größten Durchmesser nach fünf Tagen erreicht (Abbil-

dung 3). Im Durchschnitt lag er bei 0,192 mm (SD=0,044mm). 

  

Abbildung 3: Exemplarische Darstellung fünf Tage alter 

HN-Tumorsphäroide, mit einem maximalen Durchmesser 

von 0,237 mm. 
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3.2.3 CAL-27 

Bei der CAL-27-Zelllinie hatten die Tumorsphäroide den größten Durchmesser nach vier 

Tagen erreicht (Abbildung 4). Die Kompaktheit lag unter der der BHY- und HN-Tumor-

sphäroide. Im Durchschnitt lag der Durchmesser bei 0,397 mm (SD=0,038) an Tag vier.  

  

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung eines vier Tage al-

ten CAL-27-Tumorsphäroids mit einem Durchmesser von 

0,424 mm. 
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3.3 Immunfluoreszenz 

3.3.1 Connexin-43-Expression in der Monolayer-Zellkultur 

In den Zellen der BHY-Zelllinie konnte in der Monolayer-Zellkultur keine Cx43-Expression 

nachgewiesen werden (Abbildung 5). HN-Zellen zeigten eine niedrige Cx43-Expression 

(Abbildung 6). Die höchste Cx43-Expression konnte in der CAL-27-Zelllinie nachgewiesen 

werden (Abbildung 7). Sowohl bei der HN- als auch bei der CAL-27-Zelllinie war die Cx43-

Expression perinukleär lokalisiert. 

 

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Cx43-Im-

munfluoreszenz der BHY-Zellen in der Monolayer-Zell-

kultur. DAPI gegengefärbte Nuklei (1). Originalvergröße-

rung x200. 

1 



Ergebnisse  31 

 

 

  

1 

2 

Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Cx43-Im-

munfluoreszenz der CAL-27-Zellen in der Monolayer-

Zellkultur. DAPI gegengefärbte Nuklei (1); Cx43 perinuk-

leär in Rot (2). Originalvergrößerung x200. 

1 

2 

Abbildung 6: Exemplarische Darstellung der Cx43-Immun-

fluoreszenz der HN-Zellen in der Monolayer-Zellkultur. 

DAPI gegengefärbte Nuklei (1); Perinukleäre Cx43-Ex-

pression in Rot bei einigen Zellen (2). Originalvergröße-

rung x200. 
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3.3.2 Connexin-43-Expression in den multizellulären Tumorsphäroiden 

Im Gegensatz zur Monolayer-Zellkultur, in der keine Cx43-Expression in der BHY-Zelllinie 

nachgewiesen wurde, konnte in den BHY-Tumorsphäroiden eine geringe Expression er-

kannt werden (Abbildung 8). Sowohl in den HN- (Abbildung 9) als auch in den CAL-27-

(Abbildung 10) Tumorsphäroiden war eine geringe Cx43-Expression nachweisbar. 

  

Abbildung 8: BHY-multizelluläres-Tumorsphäroid mit un-

klarer Färbung in Rot (Antikörper gegen Cx43). In Blau sind 

die DAPI gegengefärbten Nuklei zu erkennen. Originalver-

größerung x200. 
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Abbildung 9: HN-multizelluläres-Tumorsphäroid mit un-

klarer Färbung in Rot (Antikörper gegen Cx43). In Blau 

sind die DAPI gegengefärbten Nuklei zu erkennen. Origi-

nalvergrößerung x200. 

Abbildung 10: CAL-27-multizelluläres-Tumorsphäroid mit 

einer unklaren Färbung in Rot (Antikörper gegen Cx43). In 

Blau sind die DAPI gegengefärbten Nuklei zu erkennen. 

Originalvergrößerung x200. 
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3.4 Western-Blot 

Das Cx43-Protein konnte mittels Western-Blot in allen drei Zelllinien, sowohl in der Mo-

nolayer-Zellkultur, als auch in den multizellulären Tumorsphäroiden, nicht nachgewiesen 

werden (Abbildung 11). 

 

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung der Western-Blot-Analyse. 

Cx43 war bei den drei Zelllinien sowohl in der Monolayer-Zellkultur, als 

auch in den multizellulären Tumorsphäroiden nicht nachweisbar. In der 

Positivkontrolle (C2C12) war eine zarte Bande zu erkennen. 

 

  

GAPDH 

BHY BHY(S) HN HN(S) CAL27 CAL27(S) C2C12 CaCo2 

Cx43 

BHY BHY(S) HN HN(S) CAL27 CAL27(S) C2C12 CaCo2 
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3.5 Real-Time-PCR 

3.5.1 Connexin-43-Expression in der Monolayer-Zellkultur 

BHY zeigte in der Monolayer-Zellkultur einen 0,00461-fach höheren Cx43-mRNA-Gehalt 

als die Kontrollprobe GAPDH (SD=0,00117). HN zeigte in der Monolayer-Zellkultur einen 

0,01156-fach höheren Cx43-mRNA-Gehalt als die Kontrollprobe GAPDH (SD=0,00389). 

CAL-27 zeigte in der Monolayer-Zellkultur einen 0,05037-fach höheren Cx43-mRNA-Ge-

halt als die Kontrollprobe GAPDH (SD=0,00849). Die Medianwerte sind in der Abbildung 

12 dargestellt. 

  

Abbildung 12: Boxplot mit den Medianwerten der Pfaffl-Ratio der Zelllinien BHY, 

HN und CAL-27 in der Monolayer-Zellkultur. Cx43-mRNA-Gehalt im Vergleich 

zu dem jeweiligen Housekeeping-Gen GAPDH. 
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Mit der One-way-ANOVA-Analyse konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den drei 

Zelllinien nachgewiesen werden (p<0,0001, Tabelle 15). 

Tabelle 15: Statistische Analyse für den Vergleich der Zelllinien in der Monolayer-Zellkul-

tur. 

 df Sum Sq Mean Sq F Value Pr (>F) 

Gruppen_ Mono_ Test_ Zelllinie 2 0,010946 0,005473 185,5 2,53e-15 

Residuals 24 0,000708 0,000030   

 

Da ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden konnte, wurden die Werte zusätzlich 

nach der Bonferroni-Methode adjustiert. Hierfür wurden bei p-Werten unter 0,025 signifi-

kante Unterschiede angenommen. In der Monolayer-Zellkultur ergab sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen der BHY- und HN-Zelllinie (p=0,036, Tabelle 16); zwischen BHY 

und CAL-27 und CAL-27 und HN waren signifikante Unterschiede nachweisbar (p<0,0001 

und p<0,0001, Tabelle 16). 

Tabelle 16: p-Werte für den statistischen Vergleich der Zelllinien in der Monolayer-Zellkul-

tur. 

 BHY HN 

HN p=0,036 - 

CAL-27 p<0,0001 p<0,0001 

  



Ergebnisse  37 

 

 

3.5.2 Connexin-43-Expression in den multizellulären Tumorsphäroiden 

BHY zeigte in den multizellulären Tumorsphäroiden einen 0,16771-fach höheren Cx43-

mRNA-Gehalt als die Kontrollprobe GAPDH (SD=0,05952). HN zeigte in den multizellu-

lären Tumorsphäroiden einen 0,97321-fach höheren Cx43-mRNA-Gehalt als die Kontroll-

probe GAPDH (SD=0,06612). CAL-27 zeigte in den Tumorsphäroiden einen 1,31304-fach 

höheren Cx43-mRNA-Gehalt als die Kontrollprobe GAPDH (SD=0,20643). Die Median-

werte sind in der Abbildung 13 abgebildet. 

 

  

Abbildung 13: Boxplot mit den Medianwerten der Pfaffl-Ratio der Zelllinien BHY, 

HN und CAL-27 in den multizellulären Sphäroiden. Cx43-mRNA-Gehalt im Ver-

gleich zu dem jeweiligen Housekeeping-Gen GAPDH. 
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Die One-way-ANOVA-Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den drei 

verwendeten Zelllinien (p<0,0001, Tabelle 17). 

Tabelle 17: Statistische Analyse für den Vergleich der Zelllinien in den multizellulären Tu-

morsphäroiden. 

 df Sum Sq Mean Sq F Value Pr (>F) 

Gruppen_ 3D_ Test_ Zelllinie 2 6,228 3,1141 184,9 2.63e-15 

Residuals 24 0,404 0,0168   

 

Da ein signifikanter Unterschied beobachtet werden konnte, wurden die Werte nach der 

Bonferroni-Methode adjustiert. Hierfür wurden für p-Werte unter 0,025 signifikante Unter-

schiede angenommen. Zwischen den drei Zelllinien konnten signifikante Unterschiede fest-

gestellt werden, deren p-Werte in Tabelle 18 dargestellt sind. 

Tabelle 18: p-Werte für den statistischen Vergleich der Zelllinien in den multizellulären Tu-

morsphäroiden. 

 BHY HN 

HN p<0,0001 - 

CAL-27 p<0,0001 p<0,001 
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4 Diskussion 

Tumoren der Kopf-Hals-Region sind eine heterogene Gruppe an Neoplasien, die sich in ih-

rem Mutationsprofil unterscheiden (Vossen et al. 2018). Obwohl das OSCC einer klinischen 

Untersuchung leicht zugänglich ist und eine frühe Diagnose und Therapie möglich ist, hat 

sich die Mortalität in den letzten Jahren nur geringfügig verbessert (Chinn und Myers 2015; 

Pan et al. 2017). Die Erforschung neuer therapeutischer Ansätze ist Gegenstand aktueller 

Untersuchungen (Krisanaprakornkit und Iamaroon 2012). Die Metastasierung des OSCC hat 

einen signifikanten prognostischen Einfluss und repräsentiert das größte Hindernis der Tu-

mortherapie (Singh et al. 2018). Um invasiv in das umliegende Gewebe einwachsen und 

abwandern zu können, müssen die Tumorzellen ihren epithelialen Phänotyp hin zu einem 

mesenchymalen Phänotyp ändern, was als Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) be-

zeichnet wird (Forte et al. 2017; Singh et al. 2018). Bei diesem Vorgang müssen sich die 

Zellen aus dem Zellverband lösen, was nur durch das Auflösen interzellulärer Verbindun-

gen, wie beispielsweise adherens junctions, Desmosomen, tight junctions, Hemidesmoso-

men und auch GJ möglich ist (Banyard und Bielenberg 2015). 

Unabhängig von ihrer Rolle als Bausteine der GJ-Kanäle, können Connexine das Tumor-

zellwachstum beeinflussen (Zhang et al. 2003; Jiang und Penuela 2016). In Connexonen 

haben Connexine andere Funktionen als in komplett zusammengebauten GJ (Schalper et al. 

2014). Connexine können GJ zwischen den Tumorzellen und/oder zwischen verschiedenen 

Zelltypen innerhalb der Mikroumgebung des Tumors aufbauen, wodurch die Tumorprogres-

sion unterschiedlich beeinflusst werden kann (Gleisner et al. 2017). Die aktuelle Literatur 

deutet darauf hin, dass die Connexin-Expression in Tumorzellen die Tumorprogression so-

wohl fördern, als auch unterbrechen kann, je nachdem welche Zelltypen in der Mikroumge-

bung des Tumors involviert sind (Gleisner et al. 2017). GJIC zwischen Tumor- und Immun-

zellen können eine Reaktion gegen den Tumor fördern, während Interaktionen mit Stroma-

zellen das Tumorzellwachstum entweder hemmen oder verstärken können (Gleisner et al. 

2017). 

In fortgeschrittenen Tumorstadien können Connexine die Tumorprogression fördern 

(Gleisner et al. 2017). Heterotypisch aufgebaute GJ zwischen Tumorzellen und Endothel-

zellen können Invasion und Metastasierung unterstützen (Gleisner et al. 2017). Beispiels-

weise wurde von Villares et al. (2009) gezeigt, dass Cx43 im malignen Melanom die Zell-

Diapedese und Bindung zwischen Tumorzelle und Endothelzelle vermitteln kann (Villares 
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et al. 2009). Die Cx43 bedingte GJIC fördert Migration, Invasion und hämatogene Metasta-

sierung zwischen Tumorzellen des Mammakarzinoms und Endothelzellen (Gleisner et al. 

2017). GJIC zwischen Tumorzellen und Immunzellen ermöglichen eine Reihe von interzel-

lulären Interaktionen, die das Tumorzellwachstum einschränken können (Gleisner et al. 

2017). Interaktionen zwischen Tumorzellen und anderen Stromazellen, wie beispielsweise 

Endothelzellen, mesenchymalen Stammzellen oder Osteoblasten können die Tumorprogres-

sion inhibieren (Gleisner et al. 2017). 

Die Literatur zeigt heterogene Ergebnisse über die Assoziation zwischen Cx43-Expression 

und verschiedenen Tumorarten (Liang et al. 2010; Benko et al. 2011; Sirnes et al. 2012; 

Teleki et al. 2014; Aasen et al. 2017). In einigen Untersuchungen korreliert eine erhöhte 

Cx43-Expression mit einer signifikant besseren Prognose (Aasen et al. 2017), beispielsweise 

im Prostata- (Benko et al. 2011), Pankreas- (Liang et al. 2010), Mamma- (Teleki et al. 2014) 

und Kolorektalen-Karzinom (Sirnes et al. 2012). Im Gegensatz dazu, wurde in mehreren 

Studien gezeigt, dass eine erhöhte Cx43-Expression mit einer schlechteren Prognose oder 

einer verkürzten Überlebenszeit korreliert. Beispielsweise wurde dies für Cx43 im Ösopha-

guskarzinom (Tanaka et al. 2016) und in urothelialen Blasenkarzinomen (Poyet et al. 2015) 

gezeigt. Spezifisch bei Karzinomen der Kopf-Hals Region ergab die Untersuchung der Ex-

pression und Funktion des Cx43 teilweise widersprüchliche Ergebnisse (Sun et al. 2004; 

Frank et al. 2006; Wang et al. 2013; Brockmeyer et al. 2014; Brockmeyer et al. 2015; Dános 

et al. 2016). Die Heterogenität der unterschiedlichen Ergebnissen könnte auch dadurch er-

klärt werden, dass Connexine nicht nur im Tumor, sondern auch in der Tumormikroumge-

bung (TME) exprimiert werden (Aasen et al. 2017). 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene humane orale Plattenepithelkarzinom-

Zelllinien hinsichtlich ihrer Cx43-Expression zu charakterisieren, um im Anschluss daran 

weiterführende funktionelle Untersuchungen durchführen zu können. Die Cx43-Expression 

wurde sowohl in der Monolayer-Zellkultur, als auch in multizellulären Tumorsphäroiden auf 

Gen- und Proteinebene analysiert. Ein dreidimensionales Zellkulturmodell, in Form von 

multizellulären Tumorsphäroiden, gilt als wichtiges Werkzeug der Tumorforschung 

(Friedrich et al. 2009; Metzger et al. 2011; Adcock 2015), mit der die komplexen Vorgänge 

innerhalb eines Tumors besser abgebildet werden können (Santini und Rainaldi 1999; Ivascu 

und Kubbies 2006; Metzger et al. 2011). 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich die Cx43-Expression zwischen den verwen-

deten Zelllinien unterscheidet, obwohl es bei allen drei Zelllinien um Tumorzellen des oralen 
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Plattenepithelkarzinoms handelt. Diese Daten unterstützen die eingangs vorgestellte Mei-

nung, dass Tumoren der Kopf-Hals-Region eine heterogene Gruppe an Neoplasien ist 

(Vossen et al. 2018). Zusätzlich zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Prolifera-

tionsrate und Cx43-Expression. Die Zelllinie CAL-27, mit der höchsten Proliferationsrate, 

zeigte in der Monolayer-Zellkultur die höchste Cx43-Expression, sowohl auf mRNA-Level, 

als auch auf der Proteinebene.  

Die langsam wachsende Zelllinie BHY zeigte insgesamt die niedrigste Cx43-Expression auf 

mRNA-Level; auf Proteinebene konnte in der Monolayer-Zellkultur kein Cx43 nachgewie-

sen werden. Die mäßig dynamisch wachsende Zelllinie HN, Tumorzellen einer lokalen 

Lymphknotenmetastase, zeigte sowohl auf der Gen- als auch auf der Proteinebene in der 

Monolayer-Zellkultur eine niedrige Cx43-Expression. Die schnell wachsende Zelllinie 

CAL-27 zeigte unter allen verwendeten Zelllinien die insgesamt höchste Cx43-Expression 

sowohl auf der Gen-, als auch auf der Proteinebene. Im Vergleich zu der Monolayer-Zell-

kultur kam es in den multizellulären Tumorsphäroiden in allen drei verwendeten Zelllinien 

auf der mRNA-Ebene zu einem signifikanten Anstieg der Cx43-Expression. Das Cx43-Pro-

tein konnte in dieser Studie in den Zelllinien HN und CAL-27 hauptsächlich intrazellulär 

nachgewiesen werden, was auf eine zusätzliche intrazelluläre Funktion neben dem Aufbau 

der GJIC hindeutet.  

Die Ergebnisse mehrerer Studien können mit unserer Arbeit verglichen werden. Frank et al. 

(2006) untersuchten die Cx43-Expression in vier Plattenepithelkarzinom Zelllinien der 

Kopf-Hals-Region mit Hilfe der Immunfluoreszenz (Frank et al. 2006). Mit einem moleku-

laren Fluoreszenzfarbstoff bestimmten sie die GJIC Aktivität der Zellen. Die Cx43-Expres-

sion korrelierte mit der GJIC (Frank et al. 2006). Die Zelllinien TU167, MSK922 und 

MDA1483 zeigten keine Cx43-Expression (Frank et al. 2006), wie die in unserer Arbeit 

verwendete langsam wachsende Zelllinie BHY. Vermutlich hat die langsam wachsende Zell-

linie BHY keine GJIC Aktivität. Die Zelllinien TU159 und MDA686LN der Studie von 

Frank et al. (2006) zeigten sowohl eine positive GJIC Aktivität, als auch eine membranöse 

Cx43-Expression (Frank et al. 2006). Bei der mäßig dynamisch wachsende Zelllinie HN und 

der schnell wachsenden Zelllinie CAL-27 unserer Untersuchung war eine Cx43-Expression 

zwar in der Monolayer-Zellkultur erkennbar, diese jedoch nur zytoplasmatisch lokalisiert. 

Eine Bestimmung der GJIC Aktivität wäre in der aktuellen Studie sinnvoll gewesen, um den 

verschiedenen Zelllinien spezifischer zu charakterisieren. Die Proliferationsrate wurde von 

Frank et al. (2006) nicht erforscht. Bei physiologischen oralen Epithelzellen konnten Frank 

et al. (2006) eine Cx43-Expression nachweisen (Frank et al. 2006). Die Autoren postulierten, 
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dass Tumorzellen der Kopf-Hals-Region mit vorhandener GJIC-Aktivität, eine höhere An-

sprechrate gegenüber Apoptose-induzierenden Therapien, in Form einer Strahlen- und/oder 

Chemotherapie, haben könnten (Frank et al. 2006). Schneider et al. (2002) haben die Cx43-

Expression in 60 Tumorgewebeproben von Patienten mit Larynxkarzinom mit Hilfe der Im-

munfluoreszenz untersucht und mit normaler Mukosa und dysplastischem Gewebe vergli-

chen (Schneider et al. 2002). Dabei konnten sie ein inhomogenes Cx43-Expressionsmuster 

im Tumorgewebe nachweisen (Schneider et al. 2002). Dieses Ergebnis ist mit den Ergebnis-

sen der Tumorsphäroide der aktuellen Studie vergleichbar. Die Immunfluoreszenz zeigte bei 

den multizellulären Tumorsphäroiden eine unklare Cx43-Expression. In der Studie von 

Schneider et al. (2002) zeigten Proben aus dysplastischem Gewebe eine ähnliche Connexin-

Expression im Vergleich zu denen aus physiologischer Larynx Mukosa (Schneider et al. 

2002). Bei diesen Proben war Cx43 überwiegend in den Basal-, Parabasal- und in den unte-

ren Zwischenschichten nachweisbar. Die Autoren vermuten, dass es bei dysplastischen Ge-

weben zu einer höheren Cx43-Expression kommt (Schneider et al. 2002). Sun et al. (2004) 

haben die Gewebeproben von Patienten mit Larynxkarzinom immunhistochemisch analy-

siert und mit der Expression in physiologischem Epithel der Tumorumgebung verglichen 

(Sun et al. 2004). Dabei konnte kein signifikant prognostischer Einfluss nachgewiesen wer-

den. Zellen des Larynxkarzinoms zeigten eine Inaktivierung des Cx43-Gens (GJA1) und 

eine reduzierte Expression des Cx43-Proteins (Sun et al. 2004). Die mäßig dynamisch wach-

sende Zelllinie HN der aktuellen Studie, zeigte auch eine niedrige Cx43-Protein-Expression 

in der Immunfluoreszenz, was mit der Studie von Sun et al. (2004) vergleichbar ist. 

In einer Studie von Brockmeyer et al. (2014) wurden die Gewebeproben von 35 Patienten 

mit primärem oralem Plattenepithelkarzinom (OSCC) hinsichtlich ihrer Connexin-26-, 

Cx43- und Connexin-45-Expression immunhistochemisch evaluiert und mit der Prognose 

der Patienten korreliert (Brockmeyer et al. 2014). Zusätzlich wurde die Untersuchung auf 

tumorfreie orale Mukosa und, wenn vorhanden, Lymphknotenmetastasen ausgeweitet 

(Brockmeyer et al. 2014). Bei der oralen Mukosa konnte eine Cx43-Expression überwiegend 

in der Zellmembran der Epithelzellen des Stratum Spinosum nachgewiesen werden. Beim 

primären OSCC kam es im Vergleich zur oralen Mukosa zu einem Abbau der membranösen 

und einer Zunahme der zytoplasmatischen Cx43-Expression (Brockmeyer et al. 2014). In 

der aktuellen Untersuchung konnte in den Monolayer-Zellkulturen der Zelllinien HN und 

CAL-27 auch eine zytoplasmatische Cx43-Expression nachgewiesen werden. Dános et al. 

(2016) untersuchten die Cx43-Expression in den Gewebeproben von Patienten mit Plat-

tenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region (HNSCC) immunhistochemisch und verglichen 
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diese mit physiologischer oraler Mukosa (Dános et al. 2016). Bei den Epithelzellen der 

Mundschleimhaut und einigen HNSCC Proben konnten Cx43-Plaques in der Zellmembran 

nachgewiesen werden. Auch in dieser Untersuchung zeigten die Proben des HNSCC häufi-

ger zytoplasmatische Signale (Dános et al. 2016). Brockmeyer et al. (2014) postulierten, 

dass zytoplasmatisches Cx43 als „Lager“ dienen könnte und nur das membranös lokalisierte 

Cx43 bei der Bildung der GJ bzw. der GJIC mit prognostischen Relevanz beteiligt ist 

(Brockmeyer et al. 2014). Dános et al. (2016) fassten zusammen, dass eine höhere Cx43-

Expression mit einer besseren Prognose und eine niedrige Cx43-Expression mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert ist (Dános et al. 2016). In der Untersuchung von Brock-

meyer et al. (2014) war dagegen eine höhere membranöse Cx43-Expression signifikant mit 

einer verkürzten Überlebenszeit der Patienten assoziiert (Brockmeyer et al. 2014). 

In einer Pilot-Studie von Brockmeyer et al. (2015), in der die Expression der Connexine 26, 

43 und 45 auf mRNA-Level mit Hilfe der Real-Time-PCR in den Gewebeproben von Pati-

enten mit OSCC nachgewiesen und mit oraler Mukosa verglichen wurde, zeigte sich bei dem 

primären OSCC eine geringgradig erhöhte Cx43-Genexpression im Vergleich zur oralen 

Mukosa (Brockmeyer et al. 2015). Die Daten der Real-Time-PCR-Analyse der aktuellen 

Untersuchung zeigen eine signifikant erhöhte Cx43-Expression in den multizellulären Tu-

morsphäroiden der Zelllinien HN und CAL-27, im Vergleich zur Monolayer-Zellkultur.  

Wang et al. (2013) haben die zwei OSCC-Zelllinien SCC9 und Tca8113 mit Hilfe einer 

Real-Time-PCR, eines Western-Blots und einer Immunfluoreszenz Analyse untersucht und 

mit physiologischen oralen Epithelzellen verglichen. Unter dem Gesichtspunkt, dass bei 

OSCC-Zellen eine fehlerhafte GJIC vorliegt, haben die Autoren die antitumorale Wirkung 

von All-Trans-Retinsäure (ATRA) untersucht. Sie postulierten, dass eine höhere Cx43-Ex-

pression mit einer antitumoralen Wirkung in Verbindung steht. ATRA konnte eine Cx43-

Expression induzieren und die GJIC fördern. Die Autoren zeigten, dass bei physiologischen 

oralen Epithelzellen eine gute GJIC vorliegt und dass die GJIC und das Cx43-Level in den 

OSCC-Zellen reduziert ist (Wang et al. 2013). Die Ergebnisse von Wang et al. (2013) in den 

unbehandelten Zellen sind vergleichbar mit den Ergebnissen unserer Studie. Die Real-Time-

PCR-Daten der Zelllinien SCC9 und Tca8113 zeigen eine niedrige Cx43-Expression, wie 

bei den Zelllinien HN und CAL-27 in Monolayer-Zellkultur unserer Untersuchung. Mit 

Hilfe einer Western-Blot-Analyse zeigten Wang et al. (2013) in beiden Zelllinien ein nied-

rigeres Cx43-Protein-Level, im Vergleich zu den physiologischen Epithelzellen (Wang et al. 
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2013). In der Immunfluoreszenz zeigte die unbehandelte Zelllinie SCC9 ein ähnliches Ver-

teilungsmuster wie die Zelllinie HN in der Monolayer-Zellkultur unserer Untersuchung 

(Wang et al. 2013).  

Der Cx43-Metabolismus sowie die Kanalfunktionen der GJ werden vor allem über post-

translationale Modifikationen am C-terminalen Ende des Proteins reguliert (Laird et al. 

2015). In diesem Zusammenhang spielt besonders die Phosphorylierung eine entscheidende 

Rolle (Solan und Lampe 2014; Epifantseva und Shaw 2018), die auch jeden Schritt des 

Cx43-Lebenszyklus reguliert (Solan und Lampe 2014). Zusätzlich zu seiner Funktion in den 

GJ-Kanälen gibt es Hinweise dafür, dass die Cx43-mRNA eine alternative Translation 

durchläuft, wodurch mehrere verkürzte Isoformen entstehen (Fu et al. 2017). Unter diesen 

ist besonders die GJA1-20k-Isoform untersucht worden (Fu et al. 2017). Sie befindet sich in 

verschiedenen Zellkompartimenten und im Nukleus (Esseltine und Laird 2016) und es wurde 

gezeigt, dass sie als Transkriptionsfaktor bei der Regulation von N-Cadherin eine entschei-

dende Rolle spielt (Kotini et al. 2018). Das N-cadherin Protein ist erforderlich für die Zell-

migration (Kotini et al. 2018). Die Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) spielt eine 

wichtige Rolle während Tumorinvasion und -metastasierung (Krisanaprakornkit und 

Iamaroon 2012). Während der EMT kommt es zu einem E-cadherin/N-cadherin switch, mit 

Abnahme der E-cadherin- und Zunahme der N-cadherin-Expression (Krisanaprakornkit und 

Iamaroon 2012). Zu Beginn der Invasion und Initiierung der Metastasierung müssen inter-

zelluläre Verbindungen abgebaut werden, wodurch sich die Tumorzellen aus dem Zellver-

band lösen können (Krisanaprakornkit und Iamaroon 2012).  

In der aktuellen Studie konnte kein Cx43-Protein mit Hilfe der Western-Blot-Technik nach-

gewiesen werden. Der Grund dafür ist unklar. Möglicherweise hatte der verwendete Anti-

körper an eine verkürzte Isoform gebunden, wodurch keine Expression bei 43 kD nachweis-

bar wäre. 

Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Studie zeigen, dass eine unterschiedliche 

Cx43-Expression zwischen den drei OSCC-Zelllinien vorliegt, die aus verschiedenen Loka-

lisationen stammen und unterschiedliche Proliferationsraten haben. Das deutet darauf hin, 

dass es bei manchen Zellklonen bereits zu einem Verlust des Cx43 gekommen ist und bei 

anderen nicht. Darüber hinaus scheinen die Regulation der GJIC sowie weitere intrazelluläre 

Funktionen des Cx43 stark abhängig zu sein von der Tumorart und dem Tumorstadium. Die 

genauen Mechanismen sind bisher nicht eindeutig verstanden. Im Verlauf der Tumorpro-

gression und Metastasierung kommt es wahrscheinlich zu einem Verlust der membranösen 
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Connexin-Expression sowie zu einem Abbau der GJIC. Erste Hinweise deuten darauf hin, 

dass diese Modifikation der Connexin-Expression im Rahmen einer Epithelial-Mesen-

chymalen-Transition stattfindet. Weitere funktionelle Untersuchungen sind jedoch erforder-

lich, um die genauen Zusammenhänge besser zu verstehen. Ein besseres Verständnis würde 

möglicherweise wichtig sein, um in Zukunft neuartige Therapiestrategien zu entwickeln. 
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5 Zusammenfassung 

Ziel der vorliegenden Studie war es, die drei oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien BHY, 

HN und CAL-27 hinsichtlich ihrer Cx43-Expression zu charakterisieren. Dabei sollte zu-

nächst der Frage nachgegangen werden, ob eine unterschiedliche Cx43-Expression zwischen 

den Zelllinien vorliegt und ob ein Unterschied zwischen der Monolayer-Zellkultur und den 

Tumorsphäroiden vorhanden ist. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Analysen durch-

geführt. Um die Expression auf der Proteinebene zu untersuchen, wurden eine Immunfluo-

reszenz- und Western-Blot-Analyse durchgeführt. Das Cx43-mRNA-Level wurde mit Hilfe 

der Real-Time-PCR untersucht. 

Sowohl auf Protein- als auch auf der Genebene ergab sich ein unterschiedliches Cx43-Ex-

pressionslevel sowohl in der Monolayer-Zellkultur als auch in den Tumorsphäroiden. BHY, 

die am langsamsten wachsende Zelllinie, zeigte in der Monolayer-Zellkultur keine Cx43-

Protein-Expression und eine sehr niedrige Cx43-Genexpression. HN, die mäßig dynamisch 

wachsende und CAL-27, die am schnellsten wachsende der drei Zelllinien, zeigten im Mo-

nolayer eine Cx43-Protein-Expression, die lediglich mit der Immunfluoreszenz nachgewie-

sen werden konnte. Warum keine Cx43-Expression mit Hilfe der Western-Blot-Analyse 

nachgewiesen werden konnte, bleibt bisher unklar. Auf Genebene ergab sich eine signifikant 

differentielle Cx43-Genexpression in der Monolayer-Zellkultur zwischen den verwendeten 

Zelllinien. In den multizellulären Tumorsphäroiden konnte das Cx43-Protein in den drei 

Zelllinien nicht nachgewiesen werden. Auch hier ist unklar warum. Es konnte eine signifi-

kant differentielle Cx43-Genexpression zwischen den drei Zelllinien und innerhalb der Zell-

linien zwischen der Monolayer-Zellkultur und den Tumorsphäroiden gezeigt werden.  

Die Cx43-Expression und die damit verbundene GJIC scheinen sich je nach Tumorstadium, 

Tumorart, Isoform und Mikroumgebung zu verändern. Die Funktion des Cx43 geht höchst 

wahrscheinlich weit über seine Funktion als Membranprotein hinaus (Ribeiro-Rodrigues et 

al. 2017). Cx43 interagiert über sein C-terminales Ende mit verschiedenen Interaktionspart-

nern, die seine Bildung, seinen Transport innerhalb der Zelle in die korrekte Subdomäne der 

Plasmamebran und den Aufbau und Abbau in der Plasmamembran regulieren (Epifantseva 

und Shaw 2018). Die Regulierung der Cx43-Expression und der GJIC könnte im Rahmen 

einer Epithelial-Mesenchmyalen-Transition stattfinden. Weitere funktionelle Untersuchun-

gen sind erforderlich, um die genaueren Hintergründe besser zu verstehen und um in Zukunft 

möglicherweise neuartige Therapiestrategien zu entwickeln.  
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