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1 Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen
1.1.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

1.1.1.1 Epidemiologie

In den weltweiten Tumorstatistiken treten die Tumoren der Kopf- und Halsregion
an sechster Stelle auf. Jahrlich werden circa 650000 neue Falle registriert und cir-
ca 350000 Todesfalle dokumentiert (Jemal et al. 2011). Unter den auftretenden
Neoplasien handelt es sich histologisch fast ausschlieBlich um Plattenepithelkarzi-
nome, die hauptsachlich die Nasennebenhoéhlen, die Mundhéhle, den Pharynx und
Larynx befallen. In einigen Regionen der Erde wie Melanesien, der sudliche Teil
Zentralasiens und Zentral- und Ost-Europa wird diese Tumorart vermehrt diag-
nostiziert. Die niedrigsten Inzidenzraten werden in Afrika, Zentral-Amerika und
Ost-Asien beobachtet. Plattenepithelkarzinome des Larynx wurden vermehrt in
Sud- und Ost-Europa, Stidamerika und Westasien beobachtet (Jemal et al. 2011).
Das mittlere Alter der Patienten bei Erstdiagnose liegt bei circa 60 Jahren. Obwohl
aufgrund des steigenden Tabakkonsums die Erkrankung immer haufiger auch bei
Frauen diagnostiziert wird (Jemal et al. 2011), sind Manner bei allen Tumoren der
Kopf- Hals-Region, besonders aber bei Larynxkarzinomen, haufiger betroffen (Je-
mal et al. 2011, Ries et al. 2007). In den letzten Jahren konnte ein leichter Rick-
gang beobachtet werden (Ries et al. 2007). Zungen- und Tonsillenkarzinome wur-
den dagegen haufiger diagnostiziert und traten besonders bei jingeren Patienten
vermehrt auf (Annertz et al. 2002, Shiboski et al. 2005). Die 5-Jahres-Uberlebens-
rate, unter Berucksichtigung aller Tumorstadien, liegt bei circa 60%. Hypopharynx-
karzinome zeigen aufgrund einer hohen Inzidenz von regionéren- und Fernme-

tastasen eine deutlich schlechtere Prognose (Ries et al. 2007).
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1.1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Alkohol- und Tabakkonsum gehéren zu den wichtigsten Risikofaktoren, die zur
Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms fihren kénnen (Argiris und Eng 2003).
Eine Kombination beider Karzinogene soll synergistisch wirken (Blot et al. 1988,
Tuyns et al. 1988, Vineis et al. 2004). Als weitere Risikofaktoren wurde der Ge-
brauch von Kau- oder Schnupftabak und das Kauen von Betelnlissen beschrieben
(Proia et al. 2006, Warnakulasuriya 2002). Daneben scheinen auch verschiedene
anthropologische (Garavello et al. 2006), berufliche (Gillison 2007, Shangina et al.
2006) und genetische Faktoren (Suarez et al. 2006) bei der Tumorgenese beteiligt
zu sein. In der aktuellen Literatur wird das humane Papillomavirus (HPV), haupt-
sachlich Typ 16 und zu einem geringeren Anteil Typ 18, als neuer Kausalfaktor bei
der Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome genannt (D'Souza et al. 2007,
Marur et al. 2010). Circa 25% der Plattenepithelkarzinome soll HPV-genomische
DNA enthalten (Kreimer et al. 2005). Eine besonders starke HPV-Assoziation soll
bei Tonsillenkarzinomen vorliegen, wohingegen andere Bereiche des Oropharynx,

der Mundhoéhle und des Larynx weniger betroffen sind (Hobbs et al. 2006).

1.1.1.3 Staging

Das Therapiemanagement dieser Tumorerkrankung ist sehr komplex. Viele Spezi-
alisten unterschiedlicher medizinischer Fachdisziplinen sind bei der Therapiepla-
nung involviert. Bei der priméren Therapieauswahl spielen vor allem die Lokalisa-
tion des Priméartumors, das Tumorstadium, chirurgische Aspekte sowie Faktoren
der Lebensqualitat wie das Schluckvermdgen und eine unbehinderte Atmung eine
groBe Rolle (Argiris et al. 2008). Die verschiedenen Staging-Methoden beinhalten
die chirurgische Beurteilung und eine radiologische Untersuchung, die sich norma-
lerweise aus einer CT- und/oder MRT-Aufnahme der Tumorregion zusammensetzt.
RoutinemaBig wird zur initialen Abschatzung eine Réntgenthoraxaufnahme ange-
fertigt, um die Lunge auf Metastasen oder einen zweiten Primértumor zu untersu-
chen (Argiris et al. 2008). Fernmetastasen sind besonders im Initialstadium unub-
lich und treten nur bei circa 10% der Patienten auf (Ries et al. 2007). Die insge-

samt am haufigsten auftretenden Regionen flr Fernmetastasen sind die Lunge,
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gefolgt von den mediastinalen Lymphknoten, der Leber und dem Skelettsystem.
Um eine einheitliche statistische Erfassung zu gewéahrleisten, wurde von der UICC
(Union internationale contre le cancer) und der AJCC (American Joint Commitee
on Cancer) 1950 erstmals ein Klassifikationssystem fur alle malignen Tumoren
eingefuhrt (Patel und Shah 2005). Seitdem wurde die TNM-Klassifikation standig
weiterentwickelt und steht seit 2010 in der siebten Auflage bereit. Neben den drei
Hauptkriterien T, N und M, die die Ausdehnung des Priméartumors, der Lymphkno-
tenmetastasen und der Fernmetastasen wiedergeben, wurden funf klinische Sta-
dien beschrieben, die Patienten mit einem vergleichbaren Fortschritt der Tumorer-

krankung zusammenfassen.

1.1.1.4 Histopathologisches Grading

Neben den vorgestellten Staging-Methoden ist auch das histopathologische Gra-
ding des Tumorgewebes ein weiteres Beurteilungskriterium, um die Prognose des
Patienten einschatzen und dadurch das Therapiekonzept anzupassen zu kdnnen
(Wittekind et al. 2010). Histologisch wird dabei der Differenzierungsgrad, also das
AusmaB, in dem die Tumorzellen von den Zellen des Ursprungsgewebes abwei-
chen, bestimmt (G1-G4). Die Zellen eines G1-Tumors sind gut differenziert, haben
also eine groBe Ubereinstimmung mit den Zellen ihres Ursprungsgewebes und
zeigen in der Regel eine geringe Wachstumsgeschwindigkeit und einen glnstigen
Verlauf. Tumoren, die als G2 angegeben werden, sind hingegen maBig differen-
ziert. Die Zellen eines G3-Tumors sind schlecht bzw. niedrig differenziert und zei-
gen wie die undifferenzierten G4-Tumoren, die haufig nicht mehr oder nur unter
Zuhilfenahme immunhistochemischer Marker dem Ursprungsgewebe zugeordnet
werden koénnen, eine héhere Wachstumsgeschwindigkeit und Malignitat (Wittekind
et al. 2010).
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1.1.1.5 Therapie

Obwohl die chirurgische Exzision aufgrund der anatomischen Ausbreitung des
Tumors limitiert ist, wird sie immer noch als Standardtherapiemethode bei der Be-
handlung von Tumoren im Kop-Hals-Bereich durchgefihrt. Im Rahmen der chirur-
gischen Entfernung wird routinemaBig eine neck dissection durchgefuhrt (Argiris et
al. 2004). Die Bestrahlung nimmt bei der primaren oder adjuvanten Therapie eine
zentrale Position ein. Bei frih auftretenden Karzinomen der Zunge, der Glottis und
der Tonsillen zeigte die alleinige Bestrahlung gute Erfolgsraten (Argiris et al. 2008).
Neben der intensitdtsmodulierten Radiotherapie, bei der der zytotoxische Effekt in
den an den Tumor angrenzenden Gewebearealen minimiert werden kann (Eis-
bruch et al. 2004), wurden neuartige Verfahren wie die Tomotherapie, die Parti-
keltherapie, die Protonentherapie, die Neutronenbestrahlung, die Brachytherapie
und die stereotaktische Radiochirurgie entwickelt, die bis heute allerdings noch
nicht ausreichend in prospektiven klinischen Studien validiert wurden (Ding et al.
2005, Voynov et al. 2006). Die Chemotherapie hat sich von einem eher palliativen
Ansatz zu einer zentralen Komponente der kurativen Therapie entwickelt (Cohen
et al. 2004). Fur verschiedene Wirkstoffklassen wie die Platinverbindungen, Anti-
metabolite und Taxane wurde eine gute Wirksamkeit nachgewiesen (Colevas
2006). Als Standardwirkstoff wird heute Cisplatin eingesetzt. Carboplatin ist bei ei-
ner kombinierten Radio-Chemo-Therapie nicht so effektiv wie Cisplatin, wird vom
Organismus jedoch besser toleriert (De Andres et al. 1995, Forastiere et al. 1992).
Ein neuartiges Therapiekonzept stellen die EGFR-Inhibitoren dar. Cetuximab ist
der erste molekulare Wirkstoff dieser Art, der in der klinischen Therapie eingesetzt

wird (Karamouzis et al. 2007).
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1.1.2 Struktur und Funktion von Connexinen und der GJIC

1.1.2.1 GJIC und Connexine unter physiologischen Bedingungen

1.1.2.1.1 Alilgemeine Struktur und Funktion

homomer homomer heteromer
homotypisch heterotypisch heterotypisch
Zytoplasma ‘S
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Abb.1: Schematische Darstellung der Connexin-Anordnung in Gap Junctions. Sechs
Connexin-Subtypen oligomerisieren zu Connexonen (Halbkanédlen), die sich zu ho-
momeren/homotypischen, homomeren/heterotypischen oder heteromeren/heteroty-
pischen Gap-Junction-Kanédlen kombinieren

Als Connexine wird eine Gruppe von 21 Transmembranproteinen bezeichnet, die
Halbkanéle (Connexone) innerhalb der Plasmamembran einer Zelle bilden. Jedes
Connexon ist entweder aus einem homomeren oder aus einem heteromeren Con-
nexin-Hexamer aufgebaut und verbindet sich mit dem Connexon einer benachbar-
ten Zelle zu einem interzellularen Kanal (Gap Junction). Diese Gap Junctions er-
moglichen eine direkte interzellulare Kommunikation (GJIC) durch die Passage
kleiner Molekile (= 1000 Da) wie lonen (Ca2*), second messenger (CAMP, IP3,)
oder kleinen Metaboliten (ATP) und spielen dadurch eine zentrale Rolle in der Auf-
rechterhaltung der zellularen Homdostase, Zellwachstumskontrolle und Entwick-
lung x. Im reizleitenden Gewebe des Herzens und des Nervensystems agieren sie
als elektrische Synapse wodurch eine anndhernd synchrone interzellulare Reiz-

ubertragung mdglich ist (Gros und Jongsma 1996). In schlecht durchbluteten Ge-
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webearten, wie beispielsweise der Augenlinse, ist eine Aufnahme von Metaboliten

aus dem Blut Gber Gap Junctions mdglich (DeRosa et al. 2007).
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Abb.2: Schematische Darstellung eines einzelnen Connexin-Proteins innerhalb der
Zellmembran. Jedes Protein durchtritt die Membran mit vier Transmembrandomé-
nen und bildet eine intrazelluldre und zwei extrazelluldre Schleifen. Diese werden
tber Disulfidbriicken stabilisiert. Amino- und Carboxylende liegen intrazellulédr

Topografisch durchtritt jedes Connexin-Protein die Zellmembran mit vier Trans-
membrandoménen. Es verflgt Uber eine zytoplasmatische und jeweils zwei extra-
zellulare Schleifen. Die beiden extrazellularen Schleifen sind untereinander Uber
Disulfidbriicken stabilisiert (Kumar und Gilula 1996). Sowohl das hydrophile Ami-
no- als auch das hydrophobe Carboxylende liegen intrazellular. Die Connexin-
Subtypen unterscheiden sich in Sequenz und Lénge der endstandigen Carboxyl-
gruppe. Die Abfolge dreier Cysteinreste innerhalb der extrazellularen Schleifen ist
dagegen hoch konserviert (Willecke et al. 2002) und an der Zusammenlagerung
gegenulberliegender Connexone beteiligt (Yeager und Nicholson 1996).

In mehreren sehr heterogenen Krankheitsbildern wurden Mutationen verschiede-
ner Connexin-Subtypen beschrieben. Eine Mutation im GJA1-Gen (Cx43) wurde
mit der ODDD-Krankheit (Occludentodigitale Dysplasie) in Verbindung gebracht,
einer Erkrankung, bei der die Patienten unter Verwachsungen und Missbildungen
der Finger, lichtem Haar und unterentwickelten Zahnen leiden (Paznekas et al.
2003). Daruber hinaus scheinen Cx43-Mutationen bei der Entstehung des Kata-

rakts und verschiedenen Herzfehlbildungen eine Rolle zu spielen (Krutovskikh und
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Yamasaki 2000). Ein mutiertes Cx26-Gen wurde fur die nicht-syndromatische Ge-
hérlosigkeit verantwortlich gemacht (Liu et al. 2009). Cx45-Gen-Mutationen konn-
ten im Myokard nachgewiesen werden und sollen zu der Entstehung von Arrhyth-
mien fuhren (Gollob 2006, Wang et al. 2010).

1.1.2.1.2 Lebenszyklus der Connexine

Im Gegensatz zu vielen anderen Membranproteinen ist die Halbwertszeit der
meisten Connexine relativ kurz; sie wird zwischen einer und funf Stunden angege-
ben (Darrow et al. 1995, Fallon und Goodenough 1981). Cx26 und Cx43 gehdéren
mit circa 1,5 Stunden zu den eher unstabilen Subtypen (Beardslee et al. 1998,
Thomas et al. 2005), wohingegen Cx45 mit circa 90 Stunden eine stabilere Form
aufweist (Jiang und Goodenough 1998). Die Gene dieser Transmembranproteine
unterscheiden sich in ihrem Aufbau kaum. Sie bestehen aus einem randsténdigen
5%-untranslatierten Exon, das von einem zweiten Exon, welches die komplette ko-
dierende Information enthélt, durch ein Intron variabler Lange getrennt wird (Wille-
cke et al. 2002). Neben dieser Grundstruktur wurden verschiedene SpleiBvarian-
ten der 5‘-untranslatierten Region und eine zusatzliche Unterbrechung der kodie-
renden Region durch ein weiteres Intron beschrieben (Sohl und Willecke 2004).
Fir Cx43 sind bisher sechs unterschiedliche Transkripte bekannt (Pfeifer et al.
2004). Im Verlauf der Genregulation scheinen die Promotor-Regionen von ent-
scheidender Bedeutung zu sein. Wahrend fir Cx45 bisher kein exakter Promotor
identifiziert werden konnte (Jacob und Beyer 2001), wurden fir Cx26 eine- (Tu
und Kiang 1998) und fur Cx43 drei verschiedene Regionen (P1, P2, P3) charakte-
risiert (Pfeifer et al. 2004). P1 wird als die dominante Region beschrieben, die in
den meisten Transkripten identifiziert wurde. Auf P3 wurden Bindungsstellen fir
Sp1 und den STAT-Faktor identifiziert, wohingegen P2 Uber eine Bindungsstelle
fur CREB und c-Myc sowie HSP90 verfugt (Carystinos et al. 2003). Bisher ist un-
klar, woflr diese unterschiedlichen Promotor-Regionen zustandig sind. Wahr-
scheinlich scheint jedoch eine Beteiligung der P2- und P3-Region wahrend Zelldif-
ferenzierung und -entwicklung (Salameh 2006). Eine optimale Promotor-Aktivitat

wird durch die Transkriptionsfaktoren AP1 und Sp1 sowie die PKC-Aktivierung er-
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reicht (Geimonen et al. 1996). Dartber hinaus scheinen sowohl NKx2.5 und Tbx2
als auch der Wnt-Signalweg an der Regulierung der Cx43-Transkription beteiligt
zu sein (Teunissen und Bierhuizen 2004). Sowohl Translation als auch intrazellula-
re Transportwege der Connexine wurden vor allem an Cx43 intensiv untersucht.
Nach Translation an den Ribosomen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und
dem Einbau in dessen Membran sind mehrere Phosphorylierungen zur Reifung
notwendig (Falk 2000). Flur Cx43 ergeben sich dadurch drei Isoformen P1, P2 und
P3 (Crow et al. 1990, Lampe et al. 1998, Musil et al. 1990). Die meisten Subtypen
folgen dem herkémmlichen Transportweg fir Membranproteine tber den Golgi-
Apparat (George et al. 1999). Nachdem das Protein das ER verlassen hat, kommt
es in dem Trans-Golgi-Netzwerk zur Oligomerisierung in Hexamere (Puranam et
al. 1993). AnschlieBend werden die fertigen Connexone (Halbkanale) in kleinen
Gruppen Uber Vesikel in die Plasmamembran transportiert (Saez et al. 2003). In
der Plasmamembran angekommen, bewegen sie sich Uber laterale Diffusion, bis
sie auf das Connexon einer benachbarten Zelle treffen und mit diesem einen Gap-
Junction-Kanal ausbilden. Es bilden sich groBe Ablagerungen von Gap Junctions
zwischen den Zellen, die als Gap-Junction-Plaques bezeichnet werden (Lauf et al.
2002). Unabhéngig von diesem typischen Transportweg wurde fir Cx26 ein alter-
nativer Weg beschrieben, durch den der schnelle Aufbau homomerer Cx26-Kanéle
in der Membran mdéglich ist (George et al. 1999, Martin et al. 2001). Die Verbin-
dung der benachbarten Connexone wird Uber die beiden extrazelluldren Schleifen
realisiert. Dieser Vorgang scheint durch Kalzium-abhangige Zelladhasionsmoleku-
le wie E-Cadherin (Segretain und Falk 2004a), N-Cadherin (Meyer et al. 1992) und
a-Catenin (Fujimoto et al. 1997) erleichtert zu werden. Auch B-Catenin stimuliert
die Cx43-Expression (Xia et al. 2010) und wurde in Kardiomyozyten als Cx43-Bin-
dungspartner beschrieben (Ai et al. 2000). Daruber hinaus konnte eine Bindungs-
stelle fur ZO-1, eine membranstandige Guanylatkinase, im Carboxylende des
Cx43 identifiziert werden. Dieser Cx43/Z0-1-Komplex ist Uber a-Spectrin mit den
Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbunden. Wahrscheinlich ist ZO-1 am Aus-
tausch der Gap Junctions in der Plasmamembran beteiligt (Giepmans 2004, Mar-
tin und Evans 2004, Segretain et al. 2004b). Severs et al. beschrieben eine mode-

rate Cx43-ZO-1-Verbindung in Kardiomyozyten, die nach Behandlung mit
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Kollagenase, welche die interzellulare Verbindung unterbrach, zunahm und zu
zytoplasmatischen Gap-Junction-Vesikeln fuhrte (Severs et al. 1989). Diese als
w=annular gap junctions” bekannten Strukturen sind internalisierte, von einer Dop-
pelmembran umschlossene Gap Junctions, die fur den weiteren Abbau durch
Endozytose in das Zytoplasma einer der beiden Zellen aufgenommen werden. An
diesem Vorgang sollen verschiedene Zytoskelettfilamente beteiligt sein (Murray et
al. 1997). Giepmans et al. untersuchten die Verbindung des Cx43 mit den Mikro-
tubuli des Zytoskeletts und erkannten, dass diese durch Cx43 direkt mit den Gap
Junctions in Verbindung stehen (Giepmans et al. 2001b). Butkevich et al. erkann-
ten eine Verbindung des zytoplasmatischen, Aktin-bindenden Proteins Drebrin mit
Cx43 (Butkevich et al. 2004). Es ist bisher nicht eindeutig geklart, ob neben der
Aufnahme des gesamten Gap-Junction-Kanals in eine der beiden Zellen auch eine
vorherige Degradation in die einzelnen Connexone (Halbkanéle) mdglich ist (Fuiji-
moto et al. 1997). Es wird jedoch angenommen, dass intakte Gap Junctions unter
physiologischen Bedingungen nicht wieder in die einzelnen Connexone zerlegt
werden kénnen (Ghoshroy et al. 1995, Goodenough und Gilula 1974). Besonders
die unterschiedlichen intrazellularen Abbauwege der Connexine scheinen fur ihren
Stoffwechsel wichtig zu sein (Su et al. 2012). Bisher sind drei verschiedene Ab-
bauwege bekannt. Neben dem typischen endolysosomalen Abbauweg wurde auch
der Abbau innerhalb des Proteasomens und Uber die Autophagie beschrieben
(Beardslee et al. 1998, Su et al. 2012). Der proteasomale Abbauweg ist typisch fir
nukleére und zytoplasmatische Proteine, die Uber eine Polyubiquitinkette fur die-
sen Weg markiert sind (Su et al. 2012). Aus diesem Grund wurde bisher ange-
nommen, dass das Proteasomen als Qualitatskontrolle agiert und nur falsch gefal-
tete Connexine dort abgebaut werden. In der aktuellen Literatur wird jedoch auch
der teilweise Abbau des funktionstiichtigen membrandsen Cx43 Uber das Protea-
somen beschrieben (Su et al. 2012). Der typische Abbauweg der membrandsen
Connexine ist allerdings der lysosomale (VanSlyke und Musil 2002). Dies ist die
gemeinsame Endstrecke fur den endolysosomalen und den autophagischen Weg
und es ist bisher nicht eindeutig geklart, ob diese beiden Wege getrennte unter-
schiedliche Prozesse oder Teil des gleichen Mechanismus sind (Su et al. 2012).

Welcher Abbauweg in der Zelle Gberwiegt, ist bisher nicht bekannt. Wahrscheinlich
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liegt jedoch eine Zelltypspezifitdt und ein Unterschied zwischen kommunikations-
kompetenten- (Kardiomyozyten) und -inkompetenten Zellen (Tumorzellen) vor
(Salameh 2006). In diesem Zusammenhang scheinen auch Phosphorylierung und

Ubiquitinierung wichtig zu sein (Musil et al. 2000).

1.1.2.1.3 Regulierung der GJIC

Far eine physiologische Zellfunktion ist die Regulierung der GJIC wichtig und sie
ist auf zwei unterschiedliche Arten méglich. Anderungen der Kanaleigenschaften
fuhren zu einer schnellen Adaptierung, wohingegen eine langfristige Regulierung
Uber die Syntheserate der Connexine und tber den Auf- und Abbau der Gap Junc-
tions erreicht werden kann (Laird 1996, Lampe und Lau 2000). Dabei spielt be-
sonders die Phosphorylierung eine entscheidende Rolle, da sie sowohl die Kanal-
eigenschaft als auch die Halbwertszeit der Gap Junctions beeinflusst (Lampe und
Lau 2000). Die meisten Connexine werden posttranslational durch Phosphorylie-
rung an der Aminosaure Serin modifiziert (Lampe und Lau 2000). Dartber hinaus
bestimmen eine Reihe weiterer Faktoren die Kanaleigenschaften. Brink et al. be-
schrieben eine spannungssensitive Offnungswahrscheinlichkeit der Gap-Junction-
Kanéle (Brink 2000). Hohe transjunktionale Spannungen flihrten in der Untersu-
chung zu einem Verschluss der Gap Junctions (Brink 2000). Auch die intrazellula-
re Kalziumkonzentration (Rose und Loewenstein 1975) und der intra- und extra-
zellulare pH-Wert (Sonntag et al. 2009) sollen an der Regulierung der GJIC betei-
ligt sein. Homma et al. beschrieben eine Konformationsénderung der endstandi-
gen Carboxylgruppe des Cx43 bei Erhéhung des interzellularen pH-Werts. Dies
fuhrte zum Verschluss der Gap Junctions (Homma et al. 1998). Im Gegensatz da-
zu sollen aus Cx26 aufgebaute Gap Junctions sich nicht durch die Carboxyl-, son-
dern durch die Aminogruppe verschlieBen (Maeda et al. 2009). Eine weitere M6g-
lichkeit der Modulierung ist die heterogene Zusammensetzung der Connexonen
aus verschiedenen Connexin-Subtypen (Elfgang et al. 1995) und das von Unwin
beschriebene Iris-Blenden-Modell, bei dem es durch das Verschieben der Conne-

xine gegeneinander zu einem Verschluss des Kanals kommt (Unwin 1987).
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1.1.2.2 GJIC und Connexine wahrend der Tumorgenese

Eine mdgliche Assoziation zwischen den Connexinen bzw. der GJIC und der Tu-
morprogression wurde erstmals von Loewenstein und Penn in kultivierten Hepa-
tomzellen beschrieben (Loewenstein und Penn 1967). Aufgrund ihrer Erkenntnis
wurde die Hypothese aufgestellt, dass Gap Junctions wahrend der Tumorgenese
verloren gehen und es durch den Verlust der GJIC zu einer Entkopplung von der
externen Wachstumskontrolle kommt. Dabei muss jedoch zwischen den Connexi-
nen als Baustein der Gap Junctions und den Connexinen als eigensténdige, intra-
zelluléare Reaktionspartner unterschieden werden. Eine detaillierte Zusammenfas-
sung der Literatur Gber den Zusammenhang der Connexine bzw. der GJIC wéh-
rend der Tumorgenese wurde von Cronier verdffentlicht (Cronier et al. 2009). Sie
Ubernimmt unterschiedliche Funktionen in verschiedenen Phasen der Tumorpro-
gression. Wahrscheinlich kénnen Connexine durch eine Vielzahl verschiedener
Prozesse die Genexpression kontrollieren und wirken so auf das Zellwachstum
(Cronier et al. 2009).

Viele Studien bringen die Connexine bzw. die GJIC mit einer tumorsupprimieren-
den Wirkung in Verbindung. Das Fehlen der interzellularen Kommunikation soll zu
einer intrazelluldren Akkumulation von Wachstumsfaktoren (Loewenstein und
Penn 1967) und zu einer Unterdrickung der Kontaktinhibition fihren (Trosko et al.
2004), wodurch eine Zellproliferation ausgelést werden kann. King et al. beschrie-
ben eine positive Korrelation der Cx43-Expressionsstarke mit der Wachstumskon-
trolle in HelLa-Zellen des Zervixkarzinoms (King et al. 2000). Ahnliche Ergebnisse
wurden in MDA-MB-231-Zellen der Mamma fir Cx26 und Cx43 beschrieben
(McLachlan et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass Cx26 fur eine Kontakt-Wachs-
tumshemmung in HeLa und HepG2-Zellen verantwortlich ist (Mesnil et al. 1995,
Yano et al. 2001). In einem Knockout-Maus-Modell zu der physiologischen neuro-
nalen Funktion des Cx43 fuhrte eine fehlende Cx43-Expression zu Astrozyten mit
einer veranderten Expression von Genen, die mit Apoptose, Zellwachstum und
Transkriptionsfaktoren assoziiert sind (lacobas et al. 2004, lacobas et al. 2003)
und einem vermehrten Auftreten pulmonaler Neoplasien (Avanzo et al. 2004). Die

Cx43-Transfektion in zuvor defiziente Tumorzelllinien fiihrte zu einer Wachstums-
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hemmung und zu einer Rickbildung des malignen Phanotyps (Chen et al. 1995,
Eghbali et al. 1991, Eghbali et al. 1990), was mit einer verlangerten G1-Phase, ei-
ner verminderten Cyclin-A-, D1- und D2-Expression und der Akkumulation klassi-
scher Tumorsuppressoren wie P27 und dem Rb-Protein assoziiert war (Koffler et
al. 2000, Tabernero et al. 2006, Zhang et al. 2001). Aufgrund der Fahigkeit des
Connexins 45, in Kombination mit Cx43 veranderte heteromere Gap Junctions zu
bilden, wurde angenommen, dass eine Cx45-Uberexpression den Zell-Zell-Kon-
takt wahrend der Karzinogenese beeintrachtigen kann (Betsuyaku et al. 2006, Bu-
kauskas et al. 2002, Koval et al. 1995).

Neben der vorgestellten tumorinhibierenden Wirkung wurde jedoch auch eine
verstarkte Connexin-Expression und eine dadurch verbesserten Anlagerung der
Tumorzellen an das Stroma wahrend der Invasion und Migration beschrieben
(Cronier et al. 2009). Die Immigration der Tumorzellen in das Gewebe kann wahr-
scheinlich durch eine gesteigerte Kommunikation mit der endothelialen Barriere
gefdrdert werden, an der die Connexine beteiligt sind (Ogawa et al. 2012). Eine
erhéhte Connexin-Expression, insbesondere des Cx26, wurde in hyperplasti-
schem Gewebe nachgewiesen (Habermann et al. 2002, Lucke et al. 1999, Sawey
et al. 1996). Daneben wurde eine erhdhte Cx26-Expression in Melanomzellen und
in den Endothelzellen kleinerer GeféaBe beschrieben, die die Melanomzell-Nester
umgaben (Saito-Katsuragi et al. 2007). Ito et al. beschrieben eine erhdhte Cx26-
Expression in den Gewebeproben von 16 Patienten aus einer Kohorte von 50 Pa-
tienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Lunge. Alle malignen Zellen inner-
halb der zugehdérigen Lymphknotenmetastasen waren Cx26-positiv (lto et al.
2006). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir eine erhdhte Cx26- und Cx43-Expression
in lokalen Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum primaren Brustkrebs be-
schrieben. Selbst die Cx26- und Cx43-negativen Primartumoren entwickelten
Cx26- und Cx43-positive Lymphknotenmetastasen (Kanczuga-Koda et al. 2006).
Eine erhdhte Cx43-Expression flhrte dazu, dass Gliomzellen im Gehirn von Er-
wachsenen in der Lage waren mit Astrozyten zu interagieren und funktionale Gap
Junctions zu etablieren, wodurch eine erleichterte direkte parenchymatdse Invasi-
on moglich war (Lin et al. 2002). Eine Erhéhung der Cx43-Expression konnte in

den Kontaktflachen zwischen Tumorzellen und Endothelzellen intratumoraler Ge-
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faBe und mikrometastatischen Foci des metastasierenden Bronchialkarzinoms
beobachtet werden (Elzarrad et al. 2008). Die in der Literatur angegebenen Daten
uber die Connexin-Expression innerhalb des oralen Plattenepithelkarzinoms
(OSCC) ist widerspriichlich. Wahrend Villaret et al. eine Cx26-Uberexpression in
den Primartumoren und den assoziierten Lymphknotenmetastasen einer hetero-
genen Gruppe von 12 Patienten mit OSCC beschrieben (Villaret et al. 2000),
konnte in einem vergleichbaren Patientenkollektiv keine Cx26 nachgewiesen wer-
den (Ozawa et al. 2007).

Die genaue Funktion der Connexine bzw. der GJIC wahrend der Tumorgenese
und -progression ist bisher nur unzureichend verstanden. Wahrscheinlich kann ein
bestimmtes Connexin-Expressionsprofil zu einem aggressiveren Verhalten des
Primartumors fihren und dadurch Einfluss auf die Prognose der Patienten neh-
men. Aus diesem Grund kdnnte das Expressionsprofil dieser Connexine als Bio-
marker fur die Einschétzung der Prognose des Patienten und dadurch fir die Pla-
nung einer gezielten therapeutischen Intervention verwendet werden. Eine Zu-
sammenfassung der in der Literatur beschriebenen pro- und antitumorigenen Wir-
kung der in der vorliegenden Studie untersuchten Connexine 26, 43 und 45 in den

unterschiedlichen Gewebetypen ist in Tab. 1 dargestellt.
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Gewebetyp Cx26 Cx43 Cx45
- + - + - +
Zervixkarzinom (Mesnil et al. (King et al.
(in vitro) 1999) 2000)

Mammakarzinom (McLachlan (McLachlan
(in vitro) et al. 2006) et al. 2006)

. (Kanczuga- (Kanczuga-

Mamr_nak_arzmom Koda et al. Koda et al.

(in vivo) 2006) 2006)

_ (Kanczuga- (Kanczuga-

LK MetaSta_S en Koda et al. Koda et al.
(Mammakarzinom) 2006) 2006)
Leberzellkarzinom (Yano et al.

(in vitro) 2001)
Bronchialkarzinom
(K Kout-M / (Avanzo et (Udaka et al.
nocMou | aus al. 2004) 2007)
aus
Bronchialkarzinom (Zhang et al.
(in vitro) 2004)
GefaBwand (Elzarrad et
(Bronchialkarzinom) al. 2008)
SCC der Lunge (lto et al.
(in vivo) 2006)
LK-Metastasen (Ito et al.
(SCC der Lunge) 2006)
Malignes Melanom (Saito-Katsu-
L ragi et al.
(in vivo) 2007)

Endothel GefaBwand (Saito-Katsu-

ietal.
(Nahe Melanom) rag(l)g;f
Gliom (Lin et al.
(in vivo) 2002)
OSCC (Ozawa et al. | (Villaret et al.
(in vivo) 2007) 2000)
LK-Metastasen (Ozawa et al. | (Villaret et al.
(OSCC) 2007) 2000)

Tab.1: In der Literatur beschriebene pro-(+) und antitumorigene Wirkung (-) der
Connexine 26, 43 und 45 in den unterschiedlichen Gewebetypen
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1.2 Zielsetzung

Bis heute wurde keine Studie vorgestellt, in der das Expressions- und Lokalisati-
onsprofil der Connexine 26, 43 und 45 in einem Patientenkollektiv mit oralem Plat-
tenepithelkarzinom auf Proteinebene untersucht wurde. Aus diesem Grund be-
stand das Ziel der vorliegenden Untersuchung darin, die individuellen Express-
ions- und Lokalisationsprofile der Connexine 26, 43 und 45 zu evaluieren und mit
der Prognose der Patienten zu korrelieren. Zu diesem Zweck wurden Gewebebi-
opsien primérer oraler Plattenepithelkarzinome, assoziierter Lymphknotenme-
tastasen und gesunder Mundschleimhaut derselben Patienten semiquantitativ im-

munhistochemisch untersucht und mit der Prognose der Patienten korreliert.

Folgende Hypothesen sollten getestet werden:

® Die Ausbildung oraler Plattenepithelkarzinome des Menschen geht mit einer An-

derung der Cx26-, Cx43- und Cx45-Proteinexpression einher.

® Es liegt eine unterschiedliche morphologische Verteilung der Connexine inner-

halb der verschiedenen Gewebetypen vor.

® Es besteht eine Korrelation zwischen differentieller Expression und klinischen

Parametern, insbesondere der Uberlebenszeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

In der vorliegenden immunhistochemischen Evaluation der Connexin-Expression
wurden die Gewebeproben von 35 Probanden untersucht, bei denen im Zeitraum
von 1998 bis 2007 ein nicht vorbehandeltes orales Plattenepithelkarzinom in der
Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Gattin-
gen operativ entfernt wurde. Es gab keine Ausschlusskriterien bezlglich Ge-
schlecht oder Alter der Probanden. Die postoperative Beobachtungszeit jedes Pa-
tienten betrug mindestens drei Jahre. Einschlusskriterium flr die Untersuchung
war ein histologisch gesichertes Plattenepithelkarzinom der Mundhohle. Aus-
schlusskriterien waren eine neoadjuvante Radio- oder Chemotherapie sowie der
Nachweis eines Zweitkarzinoms. Insgesamt bestand das Patientenkollektiv aus 23
mannlichen und 12 weiblichen Probanden. Das durchschnittliche Alter lag bei 56,5
Jahren. Die Untersuchung der humanen Gewebeproben wurde durch die Ethik-
kommission der Georg-August-Universitat Géttingen am 05.10.2009 gepriift und

beflrwortet (Antragsnummer: 7/6/09).

2.2 Reagenzien und Farbungen

Citrat-Puffer (pH-Wert 6,0)

Lésung A: Citronensaure-Monohydrat 4,2 g / 200 ml VE-Wasser
(Art.-Nr. 1.00244. 1000 / 1 kg, Merck, Darmstadt)

Lésung B: Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,4 g / 1 L VE-Wasser
(Art.-Nr. 1.06448.0500, 500 g, Merck, Darmstadt)

Mischung: Verhaltnis A (18 ml) + B (82 ml) ad 1 L VE-Wasser.



2 Material und Methoden 17

TBS-Puffer (pH-Wert 7,35)

Mischung fiir 1 L Konzentrat: TRIS 60,6 g (Art.-Nr. 4855.2, 1 kg, Roth,
Karlsruhe), Natriumchlorid 87,6 g
(Art.-Nr. 1.06404.1000, 1 kg,Merck, Darmstadt),
800 ml VE-Wasser, 3,5 mol HCI 120 ml
(Art.-Nr. 1.13134.9010, 10 L, Merck, Darmstadt)

BSA (2%)

Albumin fraction 4 g (Art.-Nr. 1.12018.0025, 25 g, Merck, Darmstadt) auf 200 ml
TRIS-Puffer (Art.-Nr. 4855.2, 1 kg, Roth, Karlsruhe).

EDTA-Puffer (pH-Wert 9,0)

Dako Target Retrieval Solution (Art.-Nr. S2367, 500 ml, Dako, Hamburg)

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hamalaun nach Mayer: 1 g Hamatoxylin, C1sH1406 (Merck, Darmstadt)

50 g Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat, KAI(SOa)2 x
12 H20 (Merck, Darmstadt) 0,2 g Natriumiodat, NalOa4
(Merck, Darmstadt) 50 g Chloralhydrat, C2HsCl3O2
(Merck, Darmstadt) ad 1 L VE-Wasser

Eosin: 0,5 g Eosin G, C2o0HeBrsNa20s (Merck, Darmstadt)
ad 100 ml VE-Wasser, vor Gebrauch einige Tropfen
Essigsaure, CHsCOOH, 100% (Merck, Darmstadt)

2.3 Schnittpraparatherstellung

Das zu untersuchende Gewebe wurde kurz nach der operativen Enthnahme in 4%

neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert und mit einem halbautomatischen Einbett-
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Systems (Leica, Wetzlar) in Paraffin eingebettet. Mithilfe eines Schlittenmikrotoms
(Microm Ag, Zurich) wurden 2 ym dicke Paraffinschnitte angefertigt und in einem
Wasserbad auf SuperFrost® Plus Objekttrager (Menzel-Gléser, Braunschweig)
aufgezogen. Die fertigen Paraffinschnitte wurden Gber Nacht bei 37°C getrocknet
und bis zur Durchfiihrung der Farbungen staubgeschitzt bei Raumtemperatur ge-

lagert.

2.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur morphologischen Beurteilung der Gewebeproben wurde eine Hamatoxylin-Eo-
sin-Farbung durchgefihrt. Die Zellkerne wurden mit Meyers-Hamalaun, das
Zytoplasma mit Eosin gefarbt. Nach anschlieBender Dehydratation mit Hilfe einer
Alkoholreihe aufsteigender Konzentration wurden die Objekttrager Uber Xylol ein-

gedeckt.

2.5 Immunhistochemie

Die Paraffinschnitte wurden zunéchst fir 15 Minuten in Xylol entparaffiniert, an-
schlieBend in einer Alkoholreihe absteigender Konzentration schrittweise rehy-
driert und unter flieBendem VE-Wasser gespult. Die Objekttrager fir den Cx45-An-
tikbrper wurden anschlieBend fur 30 Minuten in 10 mM Citratpuffer in einem
Dampfgarer erhitzt. Die Objekttrager fur die Cx26- und Cx43-Antikérper wurden flr
20 Minuten in EDTA-Puffer erhitzt. Nach zehnminutiger AbklUhlung in Eiswasser
auf Raumtemperatur wurden die Praparate fur 15 Minuten in TBS-Puffer gespdlt.
Nach einer fanfminttigen Inkubation mit 10% BSA wurden die Objekttrager fur 30
Minuten in dem mit TBS-Puffer verdiinnten Primarantikérper inkubiert und in TBS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Cx43- und Cx45-Praparate mit alkali-
scher Phosphatase (Dako, Hamburg) und die Cx26-Praparate mit Peroxidase
(Dako, Hamburg) beschichtet und fur 20 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS-Puffer wurden die
Praparate fur 20 Minuten in Diaminobenzidine inkubiert und anschlieBend wieder

mit TBS-Puffer gespult, kurz mit VE-Wasser behandelt und mit Hamalaun gegen-
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gefarbt. Nach Dehydrierung mithilfe einer Alkoholreihe aufsteigender Konzentrati-

on wurden die Objekttrager tUber Xylol eingedeckt.

Antikérper Verdinnung Inkubationsdauer Firma
Connexin 26 1:200 30 min Abcam®, Cambridge
Connexin 43 1:50 30 min Cell Signaling, Danvers
Connexin 45 1:100 30 min Millipore, Temecula

Tab. 2: Farbeprotokoll fiir die verwendeten Connexin-Antikérper

2.6 Immunoreaktiver Score

Die Evaluation der Connexin-Expression erfolgte unter dem Lichtmikroskop
(Olympus, Tokyo) mithilfe eines semiquantitativen immunoreaktiven Scores (IRS).
Dieser berechnete sich als Summe der Einzelprodukt aus den Parametern Farbe-
intensitat und prozentualer Anteil positiver Zellen. Insgesamt waren Werte zwi-
schen 0 und 300 mdéglich. Fur jeden Gewebeschnitt wurde der IRS separat fur die

verschiedenen Zelllokalisationen (Zellkern, Zytoplasma, Zellmembran) bestimmit.

Farbeintensitit Sl Prozentsatz positiver Zellen S| x Prozentsatz
kein Signal 0 100 % 0 x Prozentsatz
schwaches Signal | 1 = auf einzelnen Farbeintensitaten 1 x Prozentsatz
maBiges Signal | 2 verteilt 2 x Prozentsatz
starkes Signal 3 3 x Prozentsatz

IRS = Summer der Einzelprodukte (0-300)
Tab. 3: Berechnung des Immunoreaktiven Scores
Beispielrechnung: 10% der Zellen starkes Signal (3), 20% der Zellen

méBiges Signal (2), 70 % der Zellen kein Signal (0);
IRS =(10x3) +(20x2) + (70x0) =70
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2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse wurde von dem Institut fur Mediz-
inische Statistik der Universitat Géttingen durchgefuhrt. Zu Beginn wurde der Ein-
fluss der allgemeinen klinischen Patientenparametern auf das Gesamtiberleben
mittels Cox Proportional Hazard Regressionen untersucht. Die Stérke des Ein-
flusses wurde dabei durch das Hazard Ratio (mit zusatzlichem 95%-
Konfidenzintervall) beschrieben. Desweiteren wurden die signifikant mit dem Uber-
leben assoziierten Connexin-Expressionsprofile mit ebenfalls signifikanten Baseli-
necharakteristika verglichen. Hierzu wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Der Einfluss des Gewebetyps (Epithel, Tumor, Lymphknotenmetastase) und der
Zelllokalisation (Zellkern, Zytoplasma, Zellmembran) sowie deren Wechselwirkung
auf die Expression der einzelnen Proteine wurde mittels nichtparametrischer Vari-
anzanalyse fur Daten mit Messwiederholungen (Brunner et al. 2002) untersucht.
Im Falle signifikanter Wechselwirkungen wurden alle Gewebetypen bzw. alle Zell-
lokalisationen zusétzlich paarweise miteinander verglichen, ebenfalls mit nicht-
parametrischer Varianzanalyse. Alle Tests wurden zu einem Signifikanzniveau von
a = 5% ausgefihrt. Alle Analysen wurden mit der Statistik-Software R (Version

2.15, www.r-project.org) vorgenommen.


http://www.r-project.org
http://www.r-project.org
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Auswertung
3.1.1 Patienten

Das Untersuchungsmaterial fir die immunhistochemische Evaluation stammte von
35 Patienten, von denen 23 (66%) méannlich und 12 (34%) weiblich waren. Das
mittlere Alter bei Erstdiagnose lag bei 56,5 +/- 11,1 Jahren (+/- SD; Median: 58,0;
Min: 31,0; Max: 79,0). Die mittlere Nachbeobachtungszeit lag bei 45,4 +/- 35,4
Monaten (+/- SD; Median: 49,5; Min: 0,7; Max: 176,1). Weitere klinische Patien-
tencharakteristika sind in Tab. 7 (siehe Anhang, Seite 65/66) abgebildet.

3.1.2 Einfliisse allgemeiner Patientenparameter auf das Uberleben

Bei der statistischen Auswertung wurden die allgemeinen klinischen Patientenpa-
rameter mit dem Gesamtuberleben mittels Cox-Proportional-Hazard-Regressionen
korreliert. Unter den untersuchten Parametern (Tab. 7) konnte eine signifikante
Verschlechterung des postoperativen Gesamtliberlebens mit einem hdéheren T-
Stadium (p<0,01), einem fortgeschrittenen UICC-Stadium (p=0,03) und der ana-
tomischen Lage der primaren Tumorlokalisation (p=0,02) nachgewiesen werden
(siehe Anhang, Seite 67). Aufgrund der geringen Fallzahlen konnten sowohl das
Tumorstadium T3 (n=2) als auch die unterschiedlichen Differenzierungsgrade
(Uberwiegend G2) nicht in der Korrelationsanalyse berticksichtigt werden. Die Ein-
flisse der allgemeinen Patientenparameter auf das Gesamtuberleben sind in Tab.
8 (siehe Anhang, siehe Seite 67) abgebildet.
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In Abb. 3 ist die Abhangigkeit der

- Uberlebenswahrscheinlichkeit
3 8 von dem T-Stadium dargestellt.
S Die Patienten mit dem Tumor-
g S stadium T4 (blaue Kurve) zeig-
gv T ten eine signifikant klrzere
g postoperative Uberlebenswahr-
§ o scheinlichkeit als die Patienten

- I; mit dem Tumorstadium T2

S | | — ™| (p<0,01) (rote Kurve) und eine

0 %0 Mon;toeo 190 annahernd signifikant kurzere

Abb. 3: Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan- Uberlebenswahrscheinlichkeit
Meier fiir Patienten mit unterschiedlichem Tumorstadi-
um; T1 (schwarze Kurve); T2 (rote Kurve); T4 (blaue

Kurve) dium T1 (p=0,08) (schwarze

Kurve). Zwischen Tumorstadium T1 und T2 konnte kein signifikanter Unterschied

als die Patienten mit Tumorsta-

festgestellt werden (p=0,28). Die Daten der paarweisen Vergleiche sind in Tab. 8
dargestellt (siehe Anhang, Seite 67).
In Abb. 4 ist die Abhéngigkeit der

Uberlebenswahrscheinlichkeit

S
=

von dem UICC-Stadium abge-

bildet. Die Patienten mit einem
UICC-Stadium 4 (blaue Kurve)

0.6
1

Uberlebenswahrscheinlichkeit

= o zeigten eine signifikant kirzere
S postoperative Uberlebenswaht-
24 ——  Stadium 1 scheinlichkeit als die Patienten
™ | mit einem UICC-Stadium 2

S ] - S:adi”m" (p=0,03) (rote Kurve). Die Unter-
e 2 Mon;tgo £ schiede zwischen Stadium 1 und

Abb. 4: Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan- 2 (p=0,50), Stadium 3 und 1
Meier fiir Patienten mit unterschiedlichem UICC-Stadi- .

um; Stadium 1 (schwarze Kurve); Stadium 2 (rote Kur- (p=0,79) und Stadium 4 und 1
ve); Stadium 3 (griine Kurve); Stadium 4 (blaue Kurve) (p=0,12) waren nicht signifikant.
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Abb. 5: Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-
Meier fir Patienten mit unterschiedlicher primérer Tu-
morlokalisation; links (schwarze Kurve); rechts (rote

Kurve); median (griine Kurve)

150

In Abb. 5 ist die Abhangigkeit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit
von der primaren Tumorlokalisa-
tion (links, rechts, median) ab-
gebildet. Die Patienten mit ei-
nem median gelegenen Primar-
tumor (grine Kurve) zeigten ei-
ne signifikant kirzere postopera-
tive Uberlebenswahrscheinlich-
keit, als die Patienten mit der
primaren Tumorlokalisation auf
der rechten- (p<0,01) (rote Kur-
ve) oder linken Seite (p=0,03)

(schwarze Kurve).



3 Ergebnisse

24

3.2 Immunhistochemische Expressionsmuster

3.2.1 Deskriptive Analyse der Connexin-43-Expression

. Auf Abb. 6 ist ein histologischer

Fia ¥ Schnitt eines oralen, mehrschichti-

gen, teils verhornten Plattenepith-
els mit seiner typischen Schich-
tung zu erkennen. Bei diesem Pra-
parat wurde eine immunhistoche-

mische Farbung mit dem Antikorper

4 gegen Cx43 durchgefihrt, der sich

. PLVrA e .4

Abb. 6: Exemplarische Darstellung der Cx43-Im-
munhistochemie der Mundschleimhaut; Subepitheli-
ales Stroma (1); BlutgefdB mit Erythrozyten (2);
Basalmembran mit aufliegenden Keratinozyten (*);
Orale Schleimhaut (3); OriginalvergréBerung x20

in der Abbildung rot darstellt. Im

s rechten unteren Bildausschnitt ist

das subepitheliale Stroma (1) mit

' einem angeschnittenen Blutgefal3

und darin enthaltenen Erythrozyten
abgebildet (2). Die orale Schleim-

haut grenzt sich von dem subepit-

helialen Stroma deutlich durch die gut erhaltene Basalmembran (*) ab. Auf dieser

liegen die sich teilenden Keratinozyten, die von dort aus nach luminal wandern

und dabei intrazelluldr Keratin bilden. Die in diesem Praparat stark rot angeféarbten

Connexin-Komplexe liegen granuldr und klusterartig zusammengelagert Uber die

Zellmembranen der Keratinozyten verteilt (3). Die intrazellulare Cx43-Expression

ist im Gegensatz zu der membrandsen Expression schwécher ausgepragt. Deut-

lich ist zu erkennen, dass Cx43 vorwiegend im Stratum spinosum exprimiert wur-

de. In den oberflachlichen Epithelschichten nimmt die Cx43-Expression ab und ist

in den obersten Lagen und der schmalen Parakeratoseschicht histologisch nicht

mehr nachweisbar.
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Abb. 7 Exemplar/sche Darstellung der Cx43-Im-
munhistochemie des oralen Plattenepithelkarzi-
noms; Tumorzellverband (1); Reduziertes Stroma
mit eingewanderten Lymphozyten (2); Perinukleédre
Cx43-Anreicherung (*); OriginalvergréBerung x40

Abb 8: VergroBerte Darstellung der per/nuk/earen
Cx43-Areicherung aus Abb. 7 (*)

Auf Abb. 7 ist der Ausschnitt eines
primaren oralen Plattenepithelkar-
zinoms dargestellt. Deutlich sind
die atypischen Tumorzellen zu er-
kennen, die in soliden Formationen
das umliegende Stroma infiltrieren
(1). Eine plattenepitheliale Schich-
tung ist weitgehend aufgehoben.
Der Tumorzellverband zeigt eine
charakteristische Zell- und Kernpo-
lymorphie. Vereinzelt sind Mitosefi-
guren und Apoptosen zu erkennen.
Zwischen den Tumorzellen sind ei-
nige lockere Bindegewebssepten
abgebildet, in die Lymphozyten und
Plasmazellen eingewandert sind
(2). Deutlich ist zu erkennen, dass

in den Tumorzellen Cx43 exprimiert

wurde. Im Vergleich zu dem norma-

len Plattenepithel (Abb. 6) hat sich

2 die Verteilung der Protein-Komplexe
verandert. Wéahrend Cx43 in der

normalen Mundschleimhaut (Abb.

" 6) vorwiegend in der Zellmembran

nachgewiesen werden konnten und

_ die Abbildung daher durch ein netz-

artiges Erscheinungsbild dominiert
wurde, hat sich Cx43 in dem

Tumorzellverband vermehrt intrazel-

lular angereichert. Im unteren Bildausschnitt ist eine perinukledre Cx43-Anreiche-

rung zu erkennen (Abb. 8). Das netzartige Erscheinungsbild, das Abb. 6 dominier-

te, ist in diesem Ausschnitt komplett aufgehoben.
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Abb. 8: Exemplarische Darstellung der Cx43-Im-
munhistochemie einer Lymphknotenmetastase;
Tumorzellverband (1); Stroma mit Lymphozyten (2);
OriginalvergréBerung x40

Abb. 9: Exemplarische Darstellung der Cx43-Im-
munhistochemie einer Lymphknotenmetastase;
Tumorzellverband (1); Desmoplastische Stromare-
aktion (2); Myofibroblast (->); OriginalvergréBerung
x40

Auf Abb. 8 ist der Ausschnitt einer
assoziierten Lymphknotenmetasta-
se eines oralen Plattenepithelkarzi-
nom dargestellt. Wie schon auf der
Abbildung des Priméartumors (Abb.
7) erkennt man den infiltrativ wach-
senden Tumorzellverband, mit der
typischen Zell- und Kernpolymor-
phie (1). Im unteren Abschnitt ist
die Ansammlung von Lymphozyten
und Plasmazellen (2) zu erkennen.
Die Tumorzellen sind teils stark,
teils weniger stark Cx43-positiv. Die
Proteine liegen vorwiegend granu-

lar und intrazellular verteilt.

Auch auf Abb. 9 ist der Ausschnitt
einer Lymphknotenmetastase ab-
gebildet. Neben den atypischen
Tumorzellen (1) ist im zentralen
Bildausschnitt eine desmoplasti-
sche Stromareaktion (2) mit einge-
lagerten Myofibroblasten (->) dar-
gestellt. Auch in dieser reaktiven
Bindegewebsvermehrung kdnnen
die Cx43-Komplexe mithilfe des An-

tikbrpers angefarbt werde.
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3.2.2 Lokalisationsanalyse der Connexin-43-Expression

Auf Abb. 10 ist die morphologi-

Cx43
Lymphknoten Epithel Tumor sche Verteilung der Cx43-Ex-
=— T an pression zu erkennen. Im nor-
T — : £<001 L
84 1 " 40000 i malen Epithel konnte Cx43 so-
. Q. e, _ :
: e wohl im Zytoplasma als auch in-
9 o ; | ! : ! —— .
(cn‘BQ‘ E E N nerhalb der Zellmebran, nicht
! 1
| 1 I 1 . . H
| : N | jedoch im Zellkern, nachgewie-
o | . ! .
© Q ﬁg sen werden. Im paarweisen Ver-
T 8 gleich lag die membranése
o A — A — e [ —
Expressionsstéarke Uber der zyto-
®  Membran m Zellkern m  Zytoplasma

plasmatischen Expressionsstar-

Abb. 10: Boxplot der morphologische Verteilung der
Cx43-Expression; Abszisse: Unterschiedliche Gewebe-
typen und Zelllokalisationen; Ordinate: Immunoreaktiver doch nicht signifikant (p=0,80).
Score mit Median (schwarzer und griiner Querbalken)

und beiden Quartilen (schwarzes und griines Feld) Das beschriebene Verteilungs-

ke. Dieser Unterschied war je-

muster &nderte sich innerhalb
des Tumorgewebes. Hier kam es im Vergleich zu dem normalen Epithel zu einem
signifikanten Anstieg der zytoplasmatischen (p<0,01) und einem tendenziellen Ab-
fall der membrandsen Cx43-Expression (p=0,24). Auch in den Praparaten der pri-
maren Tumorgewebe konnte keine Expression innerhalb des Zellkerns nachge-
wiesen werden. Insgesamt wurde in den Primartumoren mehr Cx43 exprimiert als
in der oralen Schleimhaut. In den Lymphknotenmetastasen kam es zu einem sig-
nifikanten Anstieg der zytoplasmatischen- (p<0,01) und einem Abfall der
membrandsen Cx43-Expression im Vergleich zu dem normalen Epithel (p<0,01).
Die Expressionsstéarke beider Zelllokalisationen lag unter der der Primartumore
(p<0,01). Kernsignale konnten nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich der ein-
zelnen Lokalisationen untereinander, lag die Cx43-Expressionsstérke innerhalb
des Zytoplasmas signifikant Gber der der Zellmembran (p<0,01). Insgesamt wurde
in den Lymphknotenmetastasen mehr Cx43 exprimiert als in der oralen Schleim-
haut. Die Daten aller paarweisen Vergleiche sind in Tab. 12 und 13 dargestellt
(siehe Anhang, Seite 69-71).
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3.2.3 Deskriptive Analyse der Connexin-45-Expression

Abb. 11 zeigt den Ausschnitt eines
weitgehend normalen oralen Plat-
tenepithels. Bei diesem Praparat
wurde eine immunhistochemische
Farbung gegen Cx45 durchgeflhrt.
Wie bereits beschrieben erkennt
man auch auf diesem Gewebe-
schnitt im rechten unteren Bildaus-

schnitt das subepitheliale Stroma

~« (1), welches sich durch die Basal-

» ' membran (*) von der oralen Schl-

y Pl 2 Sl i ;
Abb. 11: Exemplarische Darstellung der Cx45-Im-
munhistochemie der Mundschleimhaut; Subepitheli-
ales Stroma (1); Basalmembran mit aufliegenden
Keratinozyten (*); Stratum papillare (2); Orale
Schleimhaut (3); OriginalvergréBerung x20

~ eimhaut abgrenzt. Zentral sind zwei

Papillen des Stratum papillare quer
angeschnitten worden (2). Deutlich
ist zu erkennen, dass fast alle Zel-

len des Epithels Cx45 stark expri-

miert haben (3). Im Gegensatz zu den Praparaten mit Cx43-Immunhistochemie,

scheint es histologisch so, als wiirde die Cx45-Expressionsstarke von basal nach

luminal zunehmen. In der fir die Mundschleimhaut unphysiologischen Parakerato-

seschicht kann jedoch kein Cx45 beobachtet werden (4). Im Gegensatz zu den

Praparaten mit Cx43-Immunhistochemie, bei denen die Proteine vor allem in der

Zellmembran nachgewiesen wurden, scheint Cx45 im oralen Plattenepithel fast

ausschlieBlich intrazellular vorzuliegen.
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Auf Abb. 12 ist der Ausschnitt eines
priméren Plattenepithelkarzinoms
mit Cx45-Immmunhistochemie dar-
gestellt. Die Tumorzellen (1) infilt-
rieren als solide zapfenartige Struk-
turen das umliegende Bindegewe-
be (2) und zeigen eine deutliche
Zell- und Kernpolymorphie. In das
umliegende Stroma sind vereinzel-
te Lymphozyten und Plasmazellen
eingewandert (2). Auch in diesem

Praparat kann eine starke Cx45-

munhistochemie eines oralen Plattenepithelkarzi- Positivitat in dem Tumorzellver-
noms; Tumorzellverband (1); Reduziertes Stroma . ..
mit eingewanderten Lymphozyten (2); Perinukledre band beobachtet werden. Die groB-

Cx45-Aneicherung (*); OriginalvergréBerung x40 te Cx45-Anreicherung befindet sich
auch hier intrazellular und dort vor
allem perinuklear (*). Das zellulare Expressionsmuster des Cx45 hat sich im Ver-

gleich zur physiologischen Mundschleimhaut nicht verandert.
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Abb. 13 zeigt den Ausschnitt einer
Lymphknotenmetastase mit Cx45-
Immunhistochemie. Neben den
teilweise stark Cx45-positiven aty-
pischen Tumorzellen (1) kann man
auf dieser Abbildung gut das umlie-
gende Stroma mit den eingewan-
derten Lymphozyten und Plasma-
zellen erkennen (2). Auch in die-

sem Gewebeschnitt liegt Cx45

J : " :mj;‘; : i %1 vorwiegend intrazellular vor.
Abb. 13: Exemplarische Darstellung der Cx45-Im-
munhistochemie einer Lymphknotenmetastase;
Tumorzellverband (1); Stroma mit darin liegenden
Lymphozyten (2); OriginalvergréBerung x40

Auf Abb. 14 erkennt man den Aus-
schnitt aus einer assoziierten
Lymphknotenmetastase. Neben
den atypischen Tumorzellen (1) mit
der charakteristischen Zell- und
Kernpolymorphie ist im oberen lin-
ken Bildausschnitt eine Keratinper-
le zu erkennen (2). Angrenzend an
den Tumorzellverband hat sich eine

reaktive desmoplastische Stroma-

reaktion (3) mit eingelagerten Myo-

Abb. 14: Exemplarische Darstellung der Cx45-Im- fibroblasten (->) ausgebildet. Ne-
munhistochemie einer Lymphknotenmetastase;
Tumorzellverband (1); Keratinperle (2); Desmoplas- ben den Tumorzellen kann auch

tische Stromareaktion (3); Myofibroblast (->); Origi- .
nalvergréBerung x40 innerhalb der abgebildeten Myo-

fibroblasten eine starke Cx45-Posi-

tivitat beobachtet werden.
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3.2.4 Lokalisationsanalyse der Connexin-45-Expression

e Auf Abb. 15 ist das morphologi-

8 1 S = o Tumorf sche Verteilungsmuster der

2 - T Cx45-Expression innerhalb der

3 | 1 untersuchten Gewebetypen und

o ; H ﬁ B den unterschiedlichen Zelllokali-

@ ; — : sationen dargestellt. Im norma-

= —=—§ = len oralen Plattenepithel wurde
3 | 1 .

- . - Cx45 fast ausschlieBlich zyto-

o mm—  |m—— = plasmatisch exprimiert. Nur in

@ |®™ Membran ® Zelkem  ® Zytoplasma Ausnahmeféllen konnten dezen-

Abb. 15: Boxplot der morphologische Verteilung der 1€ Membranose Signale, nicht
typen und Zelllokalisationen; Ordinate: immunoreaktiver
Score mit Median (schwarzer und griiner Querbalken) werden. Dieses Verteilungsmus-
und beiden Quartilen (griines Feld) . ) .
ter anderte sich auch innerhalb
der priméren Tumorzellen nicht. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
der zytoplasmatischen Expressionsstarke der Primartumoren und des normalen
Epithels festgestellt werden (p=0,26). Nur in Ausnahmefallen konnte eine dezente
Cx45-Expression innerhalb der Zellmembran und des Zellkerns nachgewiesen
werden. In den Lymphknotenmetastasen kam es im Vergleich zu dem gesunden
Epithel (p<0,01) und den Primartumoren (p<0,01) zu einem signifikanten Anstieg
der zytoplasmatischen Cx45-Expression. In wenigen Praparaten konnten dezente
membrandse-, nicht jedoch Kernsignale nachgewiesen werden. Im paarweisen
Vergleich der Zelllokalisationen untereinander lag die zytoplasmatische
Expressionsstarke signifikant Gber der membrandsen Expressionsstarke (p<0,01).
Die Daten der paarweisen Vergleiche sind in Tab. 12 und 13 dargestellt (siehe An-

hang, Seite 69-71).
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3.2.5 Deskriptive Analyse der Connexin-26-Expression

Auf Abb. 16 ist der Ausschnitt eines
weitgehend normalen oralen
= Plattenepithels mit der typischen
Schichtung dargestellt. Bei diesem
Préparat wurde eine immunhisto-
chemische Farbung gegen Cx26
durchgefluihrt. In diesem Praparat
erkennt man im unteren Bildaus-
schnitt deutlich das subepitheliale

Stroma (1), welches sich durch die

Basalmembran (*), mit den darauf

RV Mo LR TR liegenden  Keratinozyten, von der
Abb. 16: Exemplarische Darstellung der Cx26-Im- .
munhistochemie der Mundschleimhaut; Subepitheli- Schleimhaut (3) abgrenzt. Zentral
ales Stroma (1); Basalmembran mit aufliegenden _. .
Keratinozyten (*); Stratum papillare (2); Orale sind mehrere Papillen des Stratum

den (2). Im Gegensatz zu den Vergleichspréparaten mit Cx43- und Cx45-Immun-
histochemie kann histologisch kein Cx26 innerhalb des Epithels nachgewiesen

werden.
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Abb. 17 zeigt den Ausschnitt eines
oralen Plattenepithelkarzinoms mit
Cx26-Immunhistochemie. Die aty-
pischen Tumorzellen (1) liegen infil-
trativ als solider Verband zwischen
dem umliegenden Bindegewebe
(2), indem vereinzelt Leukozyten zu
erkennen sind. Im Gegensatz zu
dem physiologischen Epithel (Abb.

16), ist deutlich eine dezente zyto-

plasmatische Cx26-Anreicherung

Abb. 17: Exemplarische Darstellung der Cx26-Im- zu erkennen, die sich hier braun
munhistochemie eines oralen Plattenepithelkarzi- darstellt. Eine membrandse Cx26-
noms; Tumorzellverband (1), reduziertes Stroma (2);

mehrkernige Riesenzellen (*); OriginalvergréBerung Expression ist nicht nachweisbar.

x40 Im oberen linken Bildausschnitt
sind deutlich zwei mehrkernige his-
tiozytare Riesenzellen zu erkennen,
die im Vergleich zu den Tumorzel-
len eine starke zytoplasmatische

Cx26-Expression zeigen (*).

Auf Abb. 18 ist der Ausschnitt einer
Lymphknotenmetastase mit Cx26-
Immunhistochemie abgebildet. Im
Vergleich zu dem Primé&rtumor
(Abb. 17) zeigen die Tumorzellen
(1) in diesem Praparat eine deutlich
. mlas s de Cx6-lm- starkere zytoplasmatische Cx26-
munhistochemie einer Lymphknotenmetastase; Anreicherung. Im linken unteren

Tumorzellverband (1); Stroma mit darin liegenden _
Lymphozyten (2); OriginalvergréBerung x40 Bildausschnitt erkennt man das

umliegende Stroma mit eingelager-

ten Lymphozyten (1).
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3.2.6 Lokalisationsanalyse der Connexin-26-Expression

Lymphknoten ;’;:: Tumor ~ Auf Abb. 19 ist die morphologi-

o i sche Verteilung des Cx26 inner-

3 - .- halb der unterschiedlichen Ge-
u ﬁm*:] | webetypen (Epithel, Tumor,
§ ol . o ﬁ* Lymphknotenmetastase) und der
s | : am M; verschiedenen Zelllokalisationen

E E (Zellkern, Zytoplasma, Zellmem-

o | mm— E —_——— bran) abgebildet. Deutlich ist zu
I [ ————— erkennen, dass Cx26 im norma-

len Plattenepithel weder im Zell-

Abb. 19: Boxplot der morphologischen Verteilung der
Cx26-Expression; Abszisse: unterschiedliche Gewebe-
typen und Zelllokalisationen; Ordinate: immunoreaktiver der Membran exprimiert wurde.
Score mit Median (schwarzer und griiner Querbalken)

und beiden Quartilen (griines Feld) Im Vergleich zum normalen

kern noch im Zytoplasma oder

Epithel kam es in dem primaren
Tumorgewebe dagegen zu einem signifikanten Anstieg der zytoplasmatischen
Cx26-Expression (p<0,01). Auch in diesen Praparaten konnten keine Kernsignale
und nur in Ausnahmeféllen dezente membranése Signale nachgewiesen werden.
In den Tumorzellen der Lymphknotenmetastasen war die Cx26-Expression insge-
samt am stérksten. Es konnte eine signifikante Zunahme der zytoplasmatischen
Expressionsstarke im Vergleich zu dem physiologischen Epithel (p<0,01) und der
Primértumore (p<0,01) nachgewiesen werden. In einigen Praparaten konnten
Membransignale beobachtet werden. Kernsignale wurden dagegen nicht nachge-
wiesen. Im Vergleich der unterschiedlichen Zelllokalisationen untereinander lag die
zytoplasmatische Cx26-Expressionsstarke in diesen Praparaten signifikant Gber
der membrandsen Cx26-Expressionsstarke (p<0,01). Die Daten der paarweisen
Vergleiche sind in Tab. 12 und 13 dargestellt (siehe Anhang, Seite 69-71).
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3.2.7 Zusammenfassung der Connexin-Expressionsmuster

Bei der Expressionsanalyse der untersuchten Connexin-Subtypen konnten drei
unterschiedliche Lokalisationsmuster nachgewiesen werden: Wahrend in den Pra-
paraten der physiologischen Mundschleimhaut immunhistochemisch kein Cx26
nachgewiesen werden konnte, unterschied sich die teils starke Cx43- und Cx45-
Expression vor allem durch ihren Verteilungsmuster innerhalb des tumorfreien
Epithels. Die starksten Cx43-Signale wurden innerhalb der Zellmembran des Stra-
tum spinosum nachgewiesen. Von dort aus nahm die Stérke bis in die oberflachli-
che Zelllage deutlich ab. Auch zytoplasmatisch wurde Cx43 nachgewiesen. Die
zytoplasmatische Expressionsstarke war im Vergleich zu der membrandsen
Expressionsstarke jedoch deutlich schwécher. Im Gegesatz zu der Cx43-Expres-
sion schien die Cx45-Expression innerhalb des Plattenepithels von basal nach lu-
minal hin zuzunehmen. Nur in der oberflachlichen Zelllage konnte auch bei diesen
Praparaten kein Cx45 nachgewiesen werden. Cx45 wurde fast ausschlieBlich int-
razellular exprimiert. Ein schwaches membrandses Signal war nur in seltenen Fal-
len nachweisbar. Bei den Praparaten der priméren Karzinome wurde eine schwa-
che intrazelluldre und granulére Cx26-Anreicherung nachgewiesen. Membrandse
Signale waren dagegen nur selten nachweisbar. Im Vergleich zu der physiologi-
schen Mundschleimhaut anderte sich das Verteilungsmuster der Cx43-Expression
in dem Tumorgewebe. Wahrend Cx43 in dem physiologischen Epithel stérker in
der Zellmembran als im Zytoplasma exprimiert wurde, konnte es im Tumorgewebe
am stéarksten intrazellular und dort vor allem perinukledr nachgewiesen werden.
Uber alle Zelllokalisationen kam es in den Primartumoren jedoch zu einer Zunah-
me der Cx43-Expression. Im Gegensatz dazu &nderte sich das Cx45-Verteilungs-
muster zwischen gesundem Epithel und den Tumorzellen nicht. Auch in dem
Tumorgewebe konnte eine starke intrazellulare Cx45-Anreicherung nachgewiesen
werden. Die starksten Signale lagen auch hier perinukleér. Die Connexin-Expres-
sion innerhalb der assoziierten Lymphknotenmetastasen &hnelt der Expression
innerhalb der Primartumore. Die Starke der Cx26-Anreicherung war in diesen Pra-
paraten jedoch deutlich hoher als bei den Praparaten der primaren Karzinome.

Neben der deutlich erhdéhten intrazellularen Cx26-Expression konnten auch ver-
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starkt membrandse Signale nachgewiesen werden. Eine nukledre Expression
wurden dagegen nicht beobachtet. Auch das histologische Verteilungsmuster der
Connexine 43 und 45 anderte sich nicht zwischen den priméaren Karzinomen und
den assoziierten Lymphknotenmetastasen. Die Cx43-Expressionsstarke in den
Metastasen lag tUber der des normalen Epithels, jedoch unter der der Primartumo-
re. Die Cx45-Expressionsstarke innerhalb der Metastasen war signifikant héher
als in den Primartumoren. Bei der immunhistochemischen Evaluation der Gewe-
beschnitte konnte in einigen Praparaten der primaren Karzinome und der assozi-
ierten Lymphknotenmetastasen desmoplastische Stromareaktionen in unmittelba-
rer Nachbarschaft der Tumorzellverbdnde beobachtet werden. Die darin enthalte-
nen Myofibroblasten zeigten neben der membrandsen auch eine deutlich
zytoplasmatische Cx43- und Cx45-Positivitat. Cx26 konnte hingegen nicht nach-

gewiesen werden.

3.3 Connexine und Uberlebenswahrscheinlichkeit

Bei der statistischen Auswertung wurden die immunhistochemischen Daten mit
dem Gesamtlberleben mittels Cox-Proportional-Hazard-Regressionen korreliert.
Die Starke der membranésen Cx43-Expression in den Tumorzellen war mit einem
verkirzten Gesamtliberleben assoziiert (p=0,0088). Eine annahernd signifikante
gleichartige Assoziation konnte flr Keratinozyten des normalen Mundschleimhau-
tepithels (p=0,0596) nachgewiesen werden. Die Expression der Connexine 26 und
45 zeigte dagegen keinen signifikanten Zusammenhang mit der Uberlebenszeit.
Die Daten der Korrelationsanalyse sind in Tab. 9 dargestellt (sieche Anhang, Seite
68). Um den Einfluss allgemeiner Patientenparameter auf die Cx43-Expression zu
untersuchen, wurden die immunhistochemischen Daten mit den klinischen Para-
metern korreliert, die ebenfalls mit einem verkirzten Gesamtliberleben assoziiert
waren (T-Stadium, UICC-Stadium, mediane Primartumorlokalisation). Die Cx43-
Expression in der Tumorzellmembran war unabhéngig von dem T-Stadium
(p=0,06), dem UICC-Stadium (p=0,07) und der Primartumorlokalisation (p=0,79).
Die Héhe der membrandsen Cx43-Expressionsstarke innerhalb des normalen

Epithels korrelierte positiv signifikant mit einem hohen T-Stadium (p<0,01) und ei-
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nem hohen UICC-Stadium (p<0,01), nicht aber mit der Tumorlokalisation (p=0,89).

Die Daten dieser Korrelationsanalyse sind in Tab. 10 abgebildet (siehe Anhang,

Seite 69). Die membrandse Cx43-Expression in den Tumorzellen war in der vor-

liegenden Untersuchung ein von allgemeinen klinischen Patientenparametern un-

abhéngiger Marker fir die Prognose der Patienten.
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Abb. 20: Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-
Meier flir die Cx43-Expression in der Tumorzellmem-
bran (p=0,0088); Median der IRS-Werte=20; Werte
oberhalb des Medians (rote Kurve); Werte unterhalb
des Medians (schwarze Kurve)

Auf Abb. 20 ist der Zusammen-
hang der Uberlebenswahrschein-
lichkeit mit der membrandsen
Cx43-Expression dargestellt. Pa-
tienten mit einer hohen Cx43-
Expression in der Tumorzell-
membran (rote Kurve) zeigten
eine niedrigere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit als die Patienten,
bei denen weniger Cx43 in der
Zellmembran exprimiert wurde

(schwarze Kurve).
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Uberlebenswahrscheinlichkeit
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Abb. 21: Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-
Meier fiir die Cx43-Expression in der Zellmembran der
Keratinozyten des normalen Epithels (p=0,0596); Medi-
an der IRS-Werte=40; Werte oberhalb des Medians
(rote Kurve); Werte unterhalb des Medians (schwarz
Kurve)

Auf Abb. 21 ist der Zusammen-
hang der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit mit der membra-
ndsen Cx43-Expression inner-
halb der Zellen des normalen
Epithels abgebildet. Auch in die-
sem Fall zeigten die Patienten
mit einer hohen membrandsen
Cx43-Expression (rote Kurve)
ein kurzeres postoperatives Ge-
samtuberleben als die Patienten
mit einer niedrigen membrano-
sen Cx43-Expression (schwarze

Kurve).
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4 Diskussion

1979 wurde von Loewenstein erstmals die These aufgestellt, dass Connexine
durch den Aufbau interzellularer Gap-Junction-Kanéle und der dadurch méglichen
GJIC, an der zellularen Wachstumskontrolle beteiligt sind und ein Verlust der GJIC
die Tumorgenese unterstitzen kann (Loewenstein 1979). Nachdem viele Untersu-
chungen durchgefihrt wurden, ist jedoch klar, dass Connexine nicht mehr als nur
reine Bausteine dieser interzellularen Kanale zu verstehen sind, sondern auch
komplexere Aufgaben innerhalb der Zelle wahrnehmen. Diese intrazellularen
Funktionen sind bis heute jedoch nicht eindeutig verstanden.

Um die genauen zelluldren Funktionen der einzelnen Connexin-Subtypen wahrend
der Tumorgenese und -progression besser verstehen zu kénnen, ist eine differen-
zierte immunhistochemische Untersuchung der Expressions- und Lokalisations-
profile innerhalb der beteiligten Gewebetypen sinnvoll. Die Auswertung einer der-
artigen Untersuchung wird mit Hilfe eines immunoreaktiven Scores (IRS) realisiert
(Han et al. 2011). Die Aussagekraft der einzelnen Score-Systeme unterscheidet
sich dabei stark voneinander. Einfache Score-Systeme teilen die untersuchten
Tumorzellen lediglich in immunpositiv und -negativ ein, wodurch jedoch keine Aus-
sage Uber die Expressionsstarke gemacht werden kann. Aus diesem Grund wur-
den komplexere Score-Systeme entwickelt, die den Prozentsatz einzelner Féarbe-
intensitaten (in der Regel 0, 1, 2 und 3) der untersuchten Zellen angeben. Die
wichtigste Information, die zelluldre Lokalisation, bleibt jedoch auch in diesen Sys-
temen unbericksichtigt. Diese Information ist jedoch entscheidend, um die zellula-
re Funktion des Proteins besser verstehen zu kénnen. Ein Nachteil aller in der vor-
liegenden Untersuchten zitierten immunhistochemischen Untersuchungen besteht
darin, dass die Autoren bei der Auswertung keine differenzierte morphologische
Evaluation der zellularen Connexin-Lokalisation durchgefiihrt haben. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden morphologischen Evaluation neben der prozen-
tualen Verteilung der jeweiligen Farbeintensitat die Connexin-Expression in jeder
einzelnen Zelllokalisation (Membran, Zytoplasma, Zellkern) separat untersucht,
wodurch sich Anhaltspunkte auf die zellulare Funktion ergeben, die in weiterfuh-

renden Untersuchungen analysiert werden kénnen.
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4.1 Connexin 26

Im Rahmen der vorliegenden histologischen Evaluation wurde die Expression des
Cx26 innerhalb der unterschiedlichen, an der Tumorprogression beteiligten Gewe-
be (Mundschleimhaut, Karzinom, Lymphknotenmetastase) und Zelllokalisationen
(Membran, Zytoplasma, Zellkern) untersucht. DarUber hinaus wurden die Hypo-
thesen getestet, dass es wéhrend der Tumorgenese zu einer Anderung der Cx26-
Expression kommt, ein unterschiedliches morphologisches Verteilungsmuster in-
nerhalb der verschiedenen Gewebe vorliegt und die Cx26-Expressionsstarke mit
der Prognose der Patienten korreliert.

Connexin 26 wurde auf Proteinebene nicht in tumorfreier Mundschleimhaut expri-
miert. Im Verlauf der Tumorgenese kam es jedoch zu einer schwachen intrazellu-
laren Cx26-Anreicherung in den Tumorzellen. Die Signalstarke lag dennoch héufig
an der unteren Nachweisgrenze. Morphologisch ist es, aufgrund der zytoplasmati-
schen Lokalisation, unwahrscheinlich, dass Cx26 in den Tumorzellen an dem Auf-
bau funktionstlchtiger Gap Junctions beteiligt ist. Eine membrandse Expression
wurde nur vereinzelt nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse wurden von Qin et al.
beschrieben. Die Arbeitsgruppe entwickelte eine GJIC-defiziente Brustkrebszellli-
nie (MDA-MB-435), die ein chiméres Cx26 exprimierte. Die Autoren fusionierten
einen grun fluoreszierenden Farbstoff an die Aminogruppe dieses Cx26 (GFP-
Cx26) und beobachtete daraufhin den Zusammenbau zu funktionslosen Gap
Junctions. Wildtyp Cx26 und Cx26, bei denen der Farbstoff an der Carboxylgruppe
fusionierte, fuhrte dagegen zu funktionstichtigen Kanéalen, wodurch die GJIC in
den Tumorzellen erhalten werden konnte (Qin et al. 2003). Im Vergleich zu den
Connexinen 43 und 45 wurde Cx26 Uberwiegend in den Kkeratinisierten Arealen
des Tumorgewebes beobachtet. Eine im Vergleich zu dem normalen Epithel und
zu dem Tumorgewebe der Primartumoren signifikant (p<0,01) erhéhte Cx26-Ex-
pression konnte hingegen in den Lymphknotenmetastasen gemessen werden.
Dort stieg neben der zytoplasmatischen auch die membranése Cx26-Expression
an. Eine nukledre Cx26-Expression konnte in keinem der untersuchten Gewebe-
typen nachgewiesen werden. Eine direkte Korrelation der Cx26-Expressionsstarke

mit dem Gesamtiberleben der Patienten lag nicht vor.



4 Diskussion 41

Ahnliche Ergebnisse wurden von Kanczuga-Koda et al. beschrieben. Die Arbeits-
gruppe fuhrte eine immunhistochemische Untersuchung der Cx26-Expression in-
nerhalb der Tumorzellen des Mammakarzinoms und der dazugehoérigen
Lymphknotenmetastasen durch. Dabei beobachtete die Arbeitsgruppe in den Pri-
martumoren eine fast ausschlieBlich zytoplasmatische Cx26-Expression und be-
schrieb eine starke Erhdéhung sowohl der zytoplasmatischen als auch der mem-
branésen-Expression in den zugehérigen Lymphknotenmetastasen (Kanczuga-
Koda et al. 2006). Auch Saito-Katsuragi et al. untersuchten immunhistochemisch
die Beteiligung des Kanalproteins wahrend der Metastasierung humaner maligner
Melanome und beobachteten eine deutliche zytoplasmatische Cx26-Anreicherung
in den untersuchten Tumorzellen und eine teilweise membrandse Expression in
den tumornahen LymphgefédBendothelien. In Kontrollpréparaten aus physiologi-
scher Dermis und aus Naevuszellnaevi konnte dagegen keine Cx26-Expression
nachgewiesen werden (Saito-Katsuragi et al. 2007).

Moglicherweise sind die maligne entarteten Tumorzellen in der Lage, eine Cx26-
Expression in den Endothelzellen naheliegender GeféaBe zu induzieren, wodurch
sich homomere Gap Junctions zwischen beiden Zelltypen ausbilden kénnen (Sai-
to-Katsuragi et al. 2007). Eine derartige interzellulare Verbindung kénnte wéhrend
der Diapedese die Anlagerung der Tumorzellen an die GefaBwand und die Extra-
vasation begunstigen. Erklarbar ware diese Hypothese auch durch den in der vor-
liegenden Studie nachgewiesenen membrandsen Cx26-Anstieg in den
Tumorzellen der Lymphknotenmetastasen, nicht jedoch in den Tumorzellen der
Prim&rtumore. Darlber hinaus scheint es so, als wirde Cx26 auch bei der tumor-
assoziierten Angiogenese Uber die Regulierung Angiogenese-regulierender Gene
durch GJIC-abhangige und -unabhangige Mechanismen eine Rolle spielen (Qin et
al. 2003). Ein Screening 96 tumorassoziierter Gene zeigte, dass durch Cx26 so-
wohl Transkription als auch Translation von Thrombospondin-1 (TSP-1), einem an-
tiangiogenen Protein, in den Tumorzellen erhdéht wurde (Qin et al. 2003). Durch
Array-Analysen konnten 10 weitere Gene identifiziert werden, die durch Cx26 re-
guliert wurden. Zu diesen zéhlte der Bindegewebswachstumsfaktor CTGF, eben-
falls ein Angiogenese-regulierendes Molekul. Sowohl mRNA- als auch Proteinlevel
des CTGF waren bei Cx26 erniedrigt (Qin et al. 2003).
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Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie und die aktuel-
le Literatur darauf hin, dass eine Beteiligung des Connexin 26 wahrend der
Tumorgenese und -progression wahrscheinlich ist. Es scheint vor allem wéahrend
der Metastasierung durch die Regulation der tumorassoziierten Angiogenese und
der Ausbildung homomerer Gap Junctions zwischen Tumor- und LymphgeféaBen-
dothelzelle eine Rolle zu spielen. Im Rahmen der durchgeflhrten Korrelationsana-
lyse konnte keine direkte Korrelation zwischen Cx26-Expressionsstéarke und der
Prognose der Patienten nachgewiesen werden. Trotzdem kdénnte Cx26 zu einer
verstarkten lymphogenen Metastasierung und dadurch zu einem Unterschied zwi-
schen der Prognose der Lymphknoten-positiven- und Lymphknoten-negativen Pa-

tienten fuhren.

4.2 Connexin 43

Unter allen bisher bekannten Connexinen kommt Cx43 am héaufigsten vor und
wurde in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen wie Kardiomyozyten, Keratinozy-
ten, Astrozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Leydig-Zellen und Sertoli-
Zellen beschrieben (Laird 2006). Kardial bildet es neben den homomeren, in Ver-
bindung mit Cx45, auch heteromere Gap Junctions (Verheule et al. 1997). Viele
Studien beschreiben eine Beteiligung des Cx43-Proteins bei der Genese und Pro-
gression in Tumoren der Lunge, der Astrozyten, der Zervix und der Brust (Avanzo
et al. 2004, lacobas et al. 2004, lacobas et al. 2003, King et al. 2000, McLachlan
et al. 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden immunhistochemischen Evaluation zeigen, dass
Cx43 in der normalen Mundschleimhaut exprimiert wird. Morphologisch wurde das
Protein Gberwiegend membrands im Stratum spinosum und zu einem geringeren
MaBe im Stratum basale und Stratum granulosum beobachtet. Moglicherweise
nimmt die Cx43-Expression mit zunehmendem Keratinisierungsgrad vom Stratum
spinosum, der Schicht mit der héchsten Dichte an interzelluldren Verbindungen,
zur obersten Zellschicht hin ab. Im Verlauf der Verhornung der Keratinozyten
kommt es zu einer Reduzierung der Zellmembran (Tada und Hashimoto 1997), die

wahrscheinlich zu einer Internalisierung und zum Abbau der aus Cx43 aufgebau-
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ten Connexone (Halbkanéle) fuhrt. An diesem Vorgang sollen verschiedene Zytos-
kelettfilamente beteiligt sein (Murray et al. 1997).

Im Verlauf der Tumorprogression kam es in den Primartumoren im Vergleich zu
dem physiologischen Epithel Uber alle Zelllokalisationen zu einem Anstieg der
Cx43-Expression. Morphologisch war jedoch ein Wechsel zwischen beiden Gewe-
betypen zu beobachten. In den Tumorzellen stieg die zytoplasmatische Expressi-
onsstarke signifikant an (p<0,01), wahrend die membrantse Cx43-Expression
tendenziell abnahm (p=0,24).

Ahnliche Ergebnisse wurden von Tada und Hashimoto beschrieben (Tada und
Hashimoto 1997). Die Autoren beschrieben die ultrastrukturelle Lokalisation des
Cap Junction-Proteins Cx43 durch Immunfluoreszenz und Immunelektronenmikro-
skopie in normaler menschlicher Haut, in Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen.
Auch in dieser Lokalisationsanalyse wurde die starkste Cx43-Expression innerhalb
der Zellmembran der Keratinozyten im Stratum spinosum beobachtet. In den Pro-
ben beider Karzinomtypen war die Cx43-Expression geringer und punktueller aus-
gepragt als in der physiologischen Haut. In diesen Praparaten lagen die Protein-
Komplexe vorwiegend intrazellular vor (Tada und Hashimoto 1997). Han et al.
fihrten eine immunhistochemische Untersuchung der Cx43-Expression wahrend
der kolorektalen Adenom-Karzinom-Sequenz durch. Dabei beschrieben die Auto-
ren eine verstarkte intrazellulare Cx43-Anreicherung in den neoplastischen Léasio-
nen. In dieser Untersuchung korrelierten die immunhistochemischen Daten mit
dem Tumorstadium. Dartberhinaus wurde Cx43 auch im Tumorstroma in der Na-
he der Invasionsfront nachgewiesen (Han et al. 2011). Auch Dubina et al. unter-
suchten die Beteiligung des Cx43 in fortgeschrittenen Stadien des Kolonkarzinoms
und identifizierten mehrere Mutationen, die zu einer Leserasterverschiebung fuhr-
ten und in der Carboxylgruppe des Proteins lokalisiert waren. Die Expression die-
ser mutierten Proteine konnte nur in den invasiven Anteilen der Tumoren und dort
zytoplasmatisch und membrands nachgewiesen werden (Dubina et al. 2002).
Wahrend der Karzinogenese kommt es zu einem Verlust der aus Cx43 aufgebau-
ten Gap Junctions und dadurch zu einem Verlust der GJIC. Bisher ist jedoch nicht
abschlieBend gekléart, ob dieser Verlust durch einen erhéhten Abbau der interzellu-

laren Kanale oder fehlerhafte Transkriptionen und posttranskriptionale Modifikatio-
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nen innerhalb der Connexine zustande kommt (Dubina et al. 2002). Eine aberran-
te zytoplasmatische Connexin-Lokalisation und die damit verbundene Stérung der
GJIC konnten jedoch wichtige Ereignisse wéhrend der Tumorgenese, Invasion
und Metastasierung sein (el-Sabban und Pauli 1994, Nicolson et al. 1988). Daru-
ber hinaus scheint es so, als wéren diese intrazellular lokalisierten Connexine in
der Lage, mit diversen Bindungspartnern zu interagieren, wodurch sie eine Ande-
rung in der Expression verschiedener Gene, wie z.B. Cyclin A, -D1, -D2 und Cy-
clin-abhangigen Kinasen (CDKs), bewirken kénnen (Chen et al. 1995, Lecanda et
al. 1998). Als Adhéasionsproteine ist die Beeinflussung intrazellularer Signalwege
denkbar (Lin et al. 2002). Giepmans et al. beschriecben den madglichen
Zusammenhang des Cx43 und der als Protoonkogen bekannten aktivierten Tyro-
sinkinase Src (c-Src) (Giepmans et al. 2001a). Diese soll das Carboxylende des
Proteins phosphorylieren, wodurch es zu einer stabilen Interaktion beider Bin-
dungspartner und zu einem Verlust der GJIC kommt (Giepmans et al. 2001a).
Entgegen der Ergebnisse von Kanczuga-Koda et al., die die Cx43-Expression in-
nerhalb des Mammakarzinoms und assoziierter Lymphknotenmetastasen unter-
suchten und eine Uberwiegend zytoplasmatisch erhéhte Cx43-Expression in den
Metastasen im Vergleich zu den Primartumoren beschrieben (Kanczuga-Koda et
al. 2006), lag die Cx43-Expressionsstarke in der vorliegenden Untersuchung in-
nerhalb der Lymphnkoten signifikant unter der der Primartumoren (p<0,01).

In der vorliegenden Korrelationsanalyse konnte ein signifikanter und von den Ubri-
gen klinischen Parametern unabhéngiger Zusammenhang zwischen der Cx43-Ex-
pressionsstarke innerhalb der Tumorzellmembran und der Gesamtliberlebenszeit
der Patienten ermittelt werden (p=0,0088). Entgegen der in der Literatur beschrie-
benen Annahme, dass der Verlust der membrandsen Expression eine Entkopp-
lung der Tumorzellen von der Wachstumskontrolle mit sich fahrt (Loewenstein
1979), lag die Uberlebenszeit der Patienten mit einer niedrigen membrandsen
Cx43-Expression signifikant Gber der mit einer hohen membranésen Cx43-Ex-
pression.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung und die
aktuelle Literatur darauf hin, dass Connexin 43 an der Tumorgenese und Tumor-

progression beteiligt ist. Eine hohe membrandse Cx43-Expressionsstarke in den
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Tumorzellen konnte als unabhéngiger Marker flr eine schlechte Prognose der Pa-
tienten mit oralem Plattenepithelkarzinom identifiziert werden. Dartber hinaus war
auch eine hohe membrandse Expression innerhalb der tumorfreien Schleimhaut
mit einer schlechten Prognose assoziiert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass Cx43 in einem sehr frihen Stadium der Tumorprogression in bereits vorge-
schadigter Mundschleimhaut exprimiert wird. Bisher ist jedoch noch unklar, warum
eine hohe zytoplasmatische Cx43-Expressionsstarke im Gegensatz zu einer nied-

rigeren membrandsen Expression ohne prognostische Relevanz zu sein scheint.

4.3 Connexin 45

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine starke Cx45-Anreicherung in der
normalen Mundschleimhaut nachgewiesen. Im Gegensatz zu Cx43 nahm die
Cx45-Expression im normalen Plattenepithel von basal nach luminal hin zu und
lag fast ausschlieBlich intrazellular vor. In der oberflachlichen Zellschicht konnte
auch bei diesen Préparaten keine Cx45-Expression erkannt werden. Aufgrund der
fast ausschlieBlich zytoplasmatischen Cx45-Expression ist die Ausbildung von
Cx45-enthaltenden Gap Junctions in der Mundschleimhaut unwahrscheinlich. Das
beschriebene Verteilungsmuster anderte sich auch in dem Tumorgewebe nicht.
Auch hier wurden die meisten Cx45-Signale intrazellular und dort vor allem peri-
nuklear beobachtet. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Cx45-
Expressionsstarke innerhalb der Mundschleimhaut und der Primartumoren nach-
gewiesen werden (p=0,26). Die starkste Cx45-Anreicherung wurde in den
Lymphknotenmetastasen beobachtet. Dort nahm sowohl die zytoplasmatische als
auch die membrandse Cx45-Expression im Vergleich zu dem physiologischen E-
pithel und den Primartumoren signifikant zu (p<0,01).

Uber die Beteiligung des Cx45 wéahrend der Tumorgenese und Tumorprogression
sind bisher nur wenige Studien durchgefihrt worden. Zhang et al. untersuchten
die Verbindung von Cx45 und Cx43 in homo- und heteromeren Gap Junctions in
der Zellmembran sechs verschiedener Lungenkarzinomzelllinien und Fibroblasten
der Lunge. Um die interzellulédre Transportkapazitat zu analysieren, injizierten die

Autoren Luzifer-Gelb und Calcein-Ester in die Zellen und bestimmten den Transfer
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in die benachbarte Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop. Dabei beobachtete die
Arbeitsgruppe einen deutlich erniedrigten interzellularen Transfer in den Karzino-
men im Vergleich zu den physiologischen Fibroblasten (Zhang et al. 2004). Udaka
et al. untersuchten die Expression der Connexine 43 und 45 mit Hilfe der quantita-
tiven RT-PCR in gesundem Lungengewebe und fortgeschrittenen Lungenkarzino-
men der Maus; sie beschrieben eine Uberexpression des Cx45 im Vergleich zu
Cx43. In frihen Tumorlasionen konnte dagegen kein Cx45 nachgewiesen werden
(Udaka et al. 2007).

Als wahrscheinlich erschien bisher eine erstmals im Ventrikelmyokard beobachtete
Co-Lokalisation der Connexine 43 und 45 (Martinez et al. 2002). Diese fiihrt zu
einem reduzierten Kanaldurchmesser der gebildeten heteromeren Gap Junctions
(Grikscheit et al. 2008), wodurch es zu einer verminderten interzellularen Diffusi-
onskapazitdt kommen kann (Koval et al. 1995). Dies scheint besonders wahrend
der Progression der Herzinsuffizienz eine Rolle zu spielen. Wahrscheinlich kommt
es bei gleichzeitiger Verminderung der Cx43-Expression zu einer Erhéhung der
Cx45-Expression und dadurch zu einer Aufhebung des funktionellen Synzytiums,
wodurch eine verzdgerte Erregungsleitung und Arrhythmien auftreten koénnen
(Yamada et al. 2003). DarlUber hinaus beschrieben Lecanda et al. durch intrazellu-
lare Injektion von Luzifer-Gelb und Calcein-Ester einen reduzierten interzellularen
Transfer bei Erhéhung der Cx45-Expression in verschiedenen Osteoblastenzellli-
nien, die daraufhin einen veranderten Phanotyp zeigten. Eine vermehrte Cx43-Ex-
pression fuhrte in diesen Zellen zu einem erhdhten interzellularen Transfer (Le-
canda et al. 1998). Moglicherweise sind Tumorzellen in der Lage, diesen Effekt zu
nutzen und sich so der externen Wachstumskontrolle zu entziehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass entgegen der Cx43-
Expression, die im physiologischen Epithel Gberwiegend und im Tumorgewebe
teilweise in der Zellmembran nachgewiesen werden konnte, Cx45 in beiden Ge-
webetypen fast ausschlieBlich intrazellular exprimiert wurde. Eine membrandse
Co-Lokalisation beider Connexine in heteromeren Gap Junctions ist aus diesem
Grund in den untersuchten Gewebetypen unwahrscheinlich. Bei der durchgefihr-
ten Korrelationsanalyse konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der

Cx45-Expressionsstarke und der Prognose der Patienten ermittelt werden. Die Er-
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gebnisse werfen die Frage auf, welche intrazellularen Funktionen Cx45 Gbernimmt
und warum es zu einem signifikanten Anstieg der Cx45-Expression innerhalb der

Lymphknotenmetastasen kommt.

4.4 Myofibroblasten

Myofibroblasten sind neben den Entzindungs- und Immunzellen, Makrophagen
und tumorassoziierten Fibroblasten ein wichtiger Bestandteil des Tumorstromas
(Albini und Sporn 2007, Barth und Westhoff 2007) und zeichnen sich durch die
Expression des a-smooth muscle actins (aSMA) aus (Darby et al. 1990). Erstmals
wurden sie bei der Regeneration von Hautwunden beschrieben, bei der sie mit Hil-
fe dieser kontraktilen Filamente die Wundrander annéhern (Majno et al. 1971). Da-
riber hinaus kénnen sie direkte Zell-Zell-Kontakte ausbilden oder Substanzen wie
Matrix-Metalloproteinasen, Chemokine, Lipide oder Wachstumsfaktoren sezernie-
ren und ihre spezifischen Rezeptoren exprimieren, wodurch sie das Stroma modu-
lieren kénnen (Hinz 2007, Powell et al. 2005).

Die Im Rahmen der vorliegenden Studie untersuchten Tumorgewebe zeigten in
ihrer unmittelbaren Nahe vermehrt desmoplastische Stromareaktionen mit darin
enthaltenen Myofibroblasten. Innerhalb dieser Zellen konnte neben der
membrandsen auch eine zytoplasmatische Cx43- und Cx45-Expression beobach-
tet werden. Cx26 wurde dagegen nicht nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse wur-
den von Jamieson et al. beschrieben. In der Studie untersuchten die Autoren im-
munhistochemisch die Cx26- und Cx43-Expression im normalen menschlichen
Brustgewebe und im invasiven Mammakarzinom. Cx43 wurde in den Myo-
fibroblasten des Tumorstromas aller Karzinome exprimiert. Cx26 konnte dagegen
nicht nachgewiesen werden (Jamieson et al. 1998). Miragoli et al. untersuchten
die Ausbildung heteromerer Gap Junctions in kardialen Myofibroblasten und deren
Kopplung an Kardiomyozyten und erkannten eine verstarkte Cx43- und Cx45-Ex-
pression in den untersuchten Zellen (Miragoli et al. 2006).

In der vorliegenden Untersuchung konnten erstmals eine Cx43- und Cx45-Expres-
sion in Myofibroblasten des Tumorstromas innerhalb des oralen Plattenepithelkar-

zinoms beschrieben werden. Diese Zellen sollen an der Invasion der Tumorzellen
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in das umliegende Bindegewebe entscheidend beteiligt sein (De Wever et al.
2008). Mdglicherweise sind Myofibroblasten in der Lage, homo- und heteromere
Gap Junctions zu etablieren (Miragoli et al. 2006), mit deren Hilfe sie untereinan-
der- und mit dem umliegenden Gewebe in Verbindung treten und kommunizieren

kdédnnen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, die Expressions- und Lokalisati-
onsmuster der Connexine 26, 43 und 45 immunhistochemisch zu evaluieren und
mit der Prognose der Patienten zu korrelieren. Hierzu wurde ein differenzierter
quantitativer immunoreaktiver Score mit subzelluldren Lokalisationen (Zellmem-
bran, Zytoplasma, Zellkern) verwendet. In morphologisch gesunder Mundschleim-
haut war kein Cx26 nachweisbar. In den Primartumoren kam es zu einer Zunahme
der zytoplasmatischen- (p<0,01) und vereinzelt der membrandsen Cx26-Expressi-
onsstarke (p<0,01). Die héchsten Werte wurden in den Lymphknotenmetastasen
gemessen. Dort kam es zu einem signifikanten Anstieg der zytoplasmatischen
(p<0,01) und membrandsen (p<0,01) Cx26-Expression im Vergleich zu den Pri-
martumoren. Ein Zusammenhang mit der Uberlebenszeit bestand nicht. Eine Be-
teiligung des Cx26 an der Metastasierung durch die Regulation der
tumorassoziierten Angiogenese und der Ausbildung homomerer Gap Junctions
zwischen Tumor- und GefaBendothelzelle ist dennoch wahrscheinlich (Qin et al.
2003, Saito-Katsuragi et al. 2007).

Cx43 wurde in der gesunden Mundschleimhaut Uberwiegend membrands und
teilweise zytoplasmatisch exprimiert. Die gréBte Expressionsstarke wurde im Stra-
tum spinosum beobachtet und nahm zu den oberflachlichen Epithelschichten hin
ab. In den Prim&rtumoren kam es, Uber alle Zelllokalisationen, zu einem Anstieg
der Cx43-Expression. Dabei war jedoch eine Anderung der morphologischen Ver-
teilung zu beobachten. Im Vergleich zu der gesunden Schleimhaut stieg die
zytoplasmatische Expression signifkant an (p<0,01), wéhrend die membrandse
Cx43-Expression tendenziell abnahm (p=0,24). Innerhalb der Lymphkotenme-
tastasen lagen sowohl die zytoplasmatische als auch die membrantse Cx43-Ex-
pression signifikant unter denen der Primartumoren (p<0,01). Im Vergleich mit der
oralen Schleimhaut konnte in den Lymphknoten ein Anstieg der zytoplasmati-
schen- (p<0,01) und ein Abfall der membrandsen Cx43-Expressionsstarke
(p<0,01) beobachtet werden. Der im Verlauf der Tumorprogression in den Primér-
tumoren und Lymphknotenmetastasen beobachtete Anstieg der zytoplasmatischen

Expressionsstarke hatte keinen Einfluss auf die Prognose der Patienten. Die in
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den Primartumoren im Vergleich zu dem normalen Epithel tendenziell herabregu-
lierte membrandse Expressionsstarke zeigte dagegen eine signifikante negative
Korrelation mit der Uberlebenszeit der Patienten (p=0,0088). Eine anndhernd sig-
nifikante gleichartige Assoziation konnte fir die membrandse Cx43-Expression in
den Keratinozyten der normalen Mundschleimhaut nachgewiesen werden
(p=0,0596). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cx43 in einem sehr friihen
Stadium der Tumorprogression in bereits vorgeschadigter Mundschleimhaut ex-
primiert wird.

Cx45 wurde im tumorfreien Epithel und in den Primértumoren fast ausschlieBlich
intrazellular exprimiert. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gewebety-
pen bestand nicht (p=0,26). In den Lymphknotenmetastasen nahm die intrazellul&-
re Cx45-Expression signifikant zu (p<0,01). Ein Zusammenhang mit der Uberle-
benszeit der Patienten konnte nicht nachgewiesen werden. In der vorliegenden
Studie wurde Cx45 in allen Gewebetypen fast ausschlieBlich intrazellular expri-
miert, eine in der Literatur beschriebene Co-Lokalisation von Cx43 und Cx45 (Mar-
tinez et al. 2002) ist in diesen Gewebetypen daher unwahrscheinlich.

Bisher ist die Funktion der Connexine und GJIC wahrend der Tumorgenese und
-progression nur unzureichend verstanden. Mit der vorliegenden Untersuchung
wurde erstmals eine detaillierte Expressions- und Lokalisationsanalyse innerhalb
der bei der Ausbildung eines oralen Plattenepithelkarzinoms beteiligten Gewebe-
typen durchgefihrt. Zum ersten Mal konnte eine signifikante negative Korrelation
zwischen der membrandsen Cx43-Expression im Tumorgewebe und der Prognose
der Patienten nachgewiesen werden. Um die genaue Funktion der beschriebenen
Connexin-Subtypen besser verstehen zu koénnen, sind jedoch weitere Untersu-

chungen notwendig.
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6 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie werfen Fragen auf, die in weiterfiihrenden
Untersuchungen abgeklart werden sollten. Bisher ist nicht eindeutig gekléart, war-
um es im Verlauf der Tumorgenese zu einer intrazellularen Connexin-Anreiche-
rung kommt oder welche Funktionen diese Proteine genau innerhalb der Zelle
ubernehmen. Zwei verschiedene Anséatze waren denkbar. Zum einen haben schon
Dubina et al. auf mogliche Mutationen hingewiesen (Dubina et al. 2002), welche
Uber fehlerhaft translatierte Connexine zu einer intrazellularen Akkumulation fuh-
ren kbnnten. Eine intrazellulare Anreicherung kénnte Signalwege innerhalb der
Zelle stark beeinflussen. Aus diesem Grund wére eine Mutationsanalyse der un-
tersuchten Connexin-Subtypen sinnvoll. Auf der anderen Seite ist die intrazellulare
Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern moglich, die den Transport in die
Plasmamembran verhindern kénnte. Eine Suche nach Connexin-Bindungspart-
nern ware sinnvoll. Eine weitere abklarungsbedurftige Fragestellung liegt in der
Rolle der Connexine wéahrend der Metastasierung. Besonders Cx26 steht in dem
Verdacht, die Metastasierung zu férdern, wodurch sich die Prognose der Patienten
entscheidend verschlechtern kann. Die Verbindung der Tumorzellen mit Endothel-
zellen von Lymph- und BlutgefaBen, wie sie von Saito-Katsuragi et al. beschrieben
wurde (Saito-Katsuragi et al. 2007), sollte Gegenstand einer weiterfiihrenden Un-

tersuchung sein.
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8 Anhang

8.1 Immunreaktiver Score

P Tod Uberl T_KernT_Mem T_Zyto E_KernE_MemE_Zto L_KernL_MemL_Zto

1 0 5,86 0 3 3 0 0 0

2 0 232 0 0 0 0 0 0

3 0 498 0 0 1 0 0 0

4 0 4,64 0 0 10 0 0 0

5 1 1,01 0 0 5 0 0 0 0 45 45
6 0 6,12 0 0 10 0 0 0

7 0 479 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 422 0 0 0 0 0 0 0 40 10
9 0 420 0 0 0 0 0 0

10 0 5,72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 1 0,10 0 0 0 0 0 0 0 0 5
12 1 1,44 0 0 1 0 0 0

13 1 1,62 0 0 0 0 0 0

14 0 573 0 0 0 0 0 0

15 1 0,97 0 0 0 0 0 0 0 1 1

16 1 0,06 0 0 10 0 0 0 0 1 5
17 1 0,70 0 0 5 0 0 0 0 1 5
18 1 1,75 0 0 1 0 0 0 0 0 1

19 1 0,64 0 1 1 0 0 0 0 0 1

20 1 1,93 0 2 2 0 0 0 0 0 0
21 0 7,02 0 1 40 0 0 0 0 5 10
22 0 14,68 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 8,94 0 1 1 0 0 0 0 0 80
24 1 1,56 0 1 1 0 0 0 0 1 10
25 1 2,13 0 20 20 0 0 0 0 0 5
26 1 3,56 0 5 5 0 0 0

27 1 494 0 0 0 0 0 0

28 1 1,19 0 0 5 0 0 0

29 0 4,12 0 0 0 0 0 0

30 0 4,43 0 0 0 0 0 0

31 1 5,15 0 0 0 0 0 0

32 1 2,38 0 0 0 0 0 0

33 1 1,51 0 0 5 0 0 0

34 0 5,58 0 0 0 0 0 0

35 0 6,56 0 0 20 0 0 0

Tab. 4: Inmunreaktiver Score der Cx26-Expression
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P Tod Uberl T_KernT_Mem T_Zyto E_KernE_MemE_Zto L_KernL_MemL_Zto

1 0 5,86 0 30 120 0 110 20

2 0 232 0 20 180 0 10 40

3 0 498 0 0 120 0 20 40

4 0 4,64 0 10 180 0 10 50

5 1 1,01 0 90 180 0 100 50 0 5 10
6 0 6,12 0 10 10 0 30 10

7 0 479 0 100 90 0 80 70 0 160 80
8 0 422 0 50 160 0 100 50 0 65 20
9 0 420 0 50 110 0 50 50

10 0 5,72 0 20 160 0 40 30 0 0 70
11 1 0,10 0 0 160 0 60 50 0 10 25
12 1 1,44 0 40 180 0 120 50

13 1 1,62 0 50 140 0 90 120

14 0 573 0 10 140 0 40 90

15 1 0,97 0 50 130 0 50 40 0 10 50
16 1 0,06 0 180 190 0 60 10 0 25 170
17 1 0,70 0 60 80 0 65 60 0 80 80
18 1 1,75 0 35 75 0 40 30 0 25 95
19 1 0,64 0 30 105 0 120 60 0 10 115
20 1 1,93 0 15 90 0 70 90 0 10 120
21 0 7,02 0 40 140 0 20 40 0 55 100
22 0 14,68 0 5 10 0 0 10 0 45 30
23 0 8,94 0 20 115 0 30 30 0 10 5
24 1 1,56 0 45 130 0 0 20 0 10 95
25 1 2,13 0 80 80 0 70 90 0 70 80
26 1 3,56 0 60 80 0 0 10
27 1 494 0 10 30 0 20 10
28 1 1,19 0 10 10 0 0 0
29 0 4,12 0 0 5 0 40 10
30 0 443 0 2 5 0 0 5
31 1 5,15 0 2 50 0 30 100
32 1 2,38 0 5 30 0 5 5
33 1 1,51 0 5 10 0 30 10
34 0 5,58 0 35 30 0 15 20
35 0 6,56 0 5 5 0 0 0

Tab. 5: Inmunreaktiver Score der Cx43-Expression
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P Tod Uberl T_KernT_Mem T_Zyto E_KernE_MemE_Zto L_KernL_MemL_Zto

1 0 5,86 0 0 190 0 0 180
2 0 232 0 40 250 0 0 140
3 0 498 0 0 170 0 0 120
4 0 4,64 0 0 240 0 0 256
5 1 1,01 0 0 210 0 0 160 0 0 160
6 0 6,12 0 0 280 0 0 140
7 0 479 0 0 290 0 0 170 0 30 220
8 0 422 10 0 290 0 0 170 0 0 130
9 0 420 0 0 150 0 0 110
10 0 5,72 10 0 140 0 0 150 0 0 80
11 1 0,10 10 0 260 0 0 45 0 0 190
12 1 1,44 0 0 90 0 0 180
13 1 1,62 0 0 160 0 0 140
14 0 573 0 0 190 0 0 120
15 1 0,97 0 10 180 0 0 180 0 0 230
16 1 0,06 0 0 210 0 0 105 0 0 230
17 1 0,70 0 0 115 0 0 260 0 0 140
18 1 1,75 0 0 210 0 0 200 0 0 147
19 1 0,64 0 0 195 0 0 125 0 0 240
20 1 1,93 0 0 160 0 0 240 0 0 220
21 0 7,02 0 0 155 0 0 185 0 0 185
22 0 14,68 0 0 175 0 0 200 0 0 180
23 0 8,94 0 0 200 0 0 200 0 0 170
24 1 1,56 0 0 160 0 3 200 0 0 125
25 1 2,13 0 0 160 0 0 180 0 5 210
26 1 3,56 0 0 230 0 0 160
27 1 494 0 0 160 0 0 185
28 1 1,19 0 0 105 0 0 125
29 0 4,12 0 0 40 0 0 175
30 0 443 0 0 195 0 0 185
31 1 5,15 0 0 110 0 0 185
32 1 2,38 0 0 125 0 0 190
33 1 1,51 0 0 165 0 0 100
34 0 5,58 0 0 120 0 0 115
35 0 6,56 0 0 240 0 0 185

Tab. 6: Inmunreaktiver Score der Cx45-Expression
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8.2 Statistische Daten

Parameter

Geschlecht: ménnlich
Geschlecht: weiblich

Alter bei Erstdiagnose (Jahre)

Nachbeobachtungszeit (Monate)

Nikotinabusus: nein
Nikotinabusus: ja

Alkoholabusus: nein
Alkoholabusus: ja
Keine Angabe

limitierender Allgemeinzustand: nein
limitierender Allgemeinzustand: ja

Tis
T1
T2
T3
T4

NO
N1
N2

Stage 0
Stage 1
Stage 2
Stage 3
Stage 4

RO
R1
R2

G1
G2
G3

Lokalrezidiv: keins
Lokalrezidiv > 0

Radiatio: nein
Radiatio: ja

Verteilung

23 (66%)
12 (34%)

56,5 +/- 11,1
58,0 (31,0; 79,0)

45,4 +/- 35,4
49,5 (0,7; 176,1)

7 (20%)
28 (80%)

14 (42%)
19 (58%)
2

20 (57%)
15 (43%)

1 (3%)
5 (14%)
9 (26%)
2 (6%)
18 (51%)

19 (54%)
8 (23%)
8 (23%)

1 (3%)

5 (14%)
6 (17%)
4 (11%)
19 (54%)

35 (100%)
0 (0%)
0 (0%)

4 (11%)
29 (83%)
2 (6%)

24 (69%)
11 (31%)

20 (57%)
15 (43%)



8 Anhang

65

Dauer bis Radiatio (Monate)

Chemotherapie: nein
Chemotherapie: ja

Dauer bis Chemotherapie (Monate)

Seite der Tumorlokalisation: links
Seite der Tumorlokalisation: rechts
Seite der Tumorlokalisation: median
Keine Angabe

Lokalisation (ICD-10): 1
Lokalisation (ICD-10): 2,1
Lokalisation (ICD-10): 4
Lokalisation (ICD-10): 4,1
Lokalisation (ICD-10): 4,8
Lokalisation (ICD-10): 5,1
Lokalisation (ICD-10): 5,8
Lokalisation (ICD-10): 10,8
Lokalisation (ICD-10): 31
Lokalisation (ICD-10): 41,1

Neck Dissection links: keine
Neck Dissection links: submandubular
Neck Dissection links: konservierend
Neck Dissection links: funktionell
Neck Dissection links: radikal
Keine Angabe

Neck Dissection rechts: keine
Neck Dissection rechts: submandubular
Neck Dissection rechts: konservierend
Neck Dissection rechts: funktionell
Neck Dissection rechts: radikal
Keine Angabe

Rekonstruktion: lokal
Rekonstruktion: Radialis-Lappen
Rekonstruktion: Fibula-Lappen
Rekonstruktion: Pectoralis-Lappen
Rekonstruktion: Lat. dorsi-Lappen
Rekonstruktion: sonstige
Keine Angabe

13,0 +/- 27,2
2,0 (0,0; 99,0)

26 (74%)
9 (26%)

4,3 +/- 4,9
2,5 (0,0; 15,0)

10 (29%)

15 (44%)

9 (26%)
1

1 (3%)
9 (26%)
8 (24%)
6 (18%)

3 (9%)
2

8 (24%)

13 (38%)
7 (21%)
3 (9%)
3 (9%)

Tab. 7: Verteilung der Patientencharakteristika. Angegeben sind entweder der Mittelwert +/- Stan-
dardabweichung, der Median (Minimum; Maximum) oder absolute (relative) Haufigkeiten
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Parameter Hazard 95%-Konfidenz- P (paarweiser
Ratio intervall Vergleich)
Geschlecht: weiblich 1,2 [0,4; 3,1] 0,75
Alter bei Erstdiagnose (Jahre) 1,00 [0,95; 1,05] 0,90
Nikotinabusus: ja 2,3 [0,5;10,2] 0,26
Alkoholabusus: ja 0,7 [0,3;1,9] 0,51
limit. Allgemeinzustand: ja 0,9 [0,4; 2,4] 0,86
T
- T2 versus T1 0,3 [0,0; 3,0] 0,28 <0,01
- T4 versus T1 3,9 [0,9;17,5] 0,08
N
- N1 versus NO 1,4 [0,4; 4,7] 0,58 0,12
- N2 versus NO 3,3 [1,1;9,6] 0,03
Stage
- Stage 2 versus 1 0,4 [0,0; 4,8] 0,50 003
- Stage 3 versus 1 0,7 [0,1; 8,0] 0,79 ’
- Stage 4 versus 1 3,3 [0,7;14,7] 0,12
Radiatio: ja 2,0 [0,8; 5,0] 0,15
Dauer bis Radiatio (Monate) 0,96 [0,88; 1,04] 0,34
Chemotherapie: ja 2,3 [0,8;6,1] 0,11
Dauer bis Chemothera. (Monate) 1,03 [0,85; 1,23] 0,79
Seite der Tumorlokalisation
- rechts versus links 1,1 [0,3; 4,6] 0,84 002
- median versus links 4,6 [1,2;17,7] 0,03 ’
- median versus rechts 4,5 [1,5;14,1] <0,01
Neck Dissection links
- submandibulér versus keine 0.9 [0,3; 3,4] 0,93
Neck Dissection rechts
| pmardbl essiene 22 siton
2,9 [0,5; 15,6] 0,23
Rekonstruktion
- Radialis-Lappen versus lokal 3.4 [0,9; 13,0] 0,07

Tab. 8: Einfliisse allgemeiner Patientenparameter auf das Gesamttiberleben
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Paramter HR HR.lower HR.upper P
Cx26_Tumor_Kern 1,00 1,00 1,00 NA
Cx26_Epithel_Kern 1,00 1,00 1,00 NA

Cx26_Lymphknoten_Kern 1,00 1,00 1,00 NA
Cx43_Tumor_Kern 1,00 1,00 1,00 NA
Cx43_Epithel_Kern 1,00 1,00 1,00 NA

Cx43_Lymphknoten_Kern 1,00 1,00 1,00 NA
Cx45_Tumor_Kern 0,96 0,79 1,18 0.6986
Cx45_Epithel_Kern 1,00 1,00 1,00 NA

Cx45_Lymphknoten_Kern 1,00 1,00 1,00 NA

Cx26_Tumor_Membran 1,04 0,94 1,15 0.4648
Cx26_Epithel_Membran 1,00 1,00 1,00 NA
Cx26_Lymphknoten_Membran 0,99 0,94 1,04 0.7483
Cx43_Tumor_Membran 1,02 1,00 1,03 0,0088
Cx43_Epithel_Membran 1,01 1,00 1,02 0,0596
Cx43_Lymphknoten_Membran 0,99 0,97 1,01 0.1984
Cx45_Tumor_Membran 0,98 0,88 1,09 0.6877
Cx45_Epithel_Membran 1,48 0,74 2,95 0.2637
Cx45_Lymphknoten_Membran 0,91 0,71 1,16 0.4298
Cx26_Tumor_Zytosol 0,98 0,92 1,04 0.5562
Cx26_Epithel_Zytosol 1,00 1,00 1,00 NA
Cx26_Lymphknoten_Zytosol 0,99 0,95 1,03 0.5186
Cx43_Tumor_Zytosol 1,00 1,00 1,01 0.4277
Cx43_Epithel_Zytosol 1,01 0,99 1,02 0.3379
Cx43_Lymphknoten_Zytosol 1,02 1,00 1,038 0.1195
Cx45_Tumor_Zytosol 1,00 0,99 1,00 0.2803
Cx45_Epithel_Zytosol 1,00 0,98 1,01 0.6068
Cx45_Lymphknoten_Zytosol 1,01 0,99 1,03 0.2083

Tab. 9: Einfliisse der Connexin-Expression auf das Gesamtiiberleben. HR.lower und HR.upper
markieren die Grenzen eines 95%-Konfidenzintervalls
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Parameter Cx43_T_Mem P Cx43_E_Mem P
Tis 20,0 (20,0; 20,0) 10,0 (10,0; 10,0)
T1 10,0 (0,0; 60,0) 15,0 (0,0; 40,0)
T2 10,0 (0,0; 40,0) 0,06 | 30,0(0,0;110,0) @ <0,01
T3 6,0 (2,0; 10,0) 0,0 (0,0; 0,0)
T4 47,5 (0,0; 180,0) 62,5 (0,0; 120,0)
Stage 0 20,0 (20,0; 20,0) 10,0 (10,0; 10,0)
Stage 1 10,0 (0,0; 60,0) 15,0 (0,0; 40,0)
Stage 2 10,0 (0,0; 30,0) 0,07 @ 30,0 (10,0; 110,0) | <0,01
Stage 3 7,5 (2,0; 40,0) 0,0 (0,0; 20,0)
Stage 4 45,0 (0,0; 180,0) 60,0 (0,0; 120,0)
Seite der Tumorlokalisation: links 25,0 (0,0; 180,0) 40,0 (0,0; 120,0)
Seite der Tumorlokalisation: rechts 15,0 (2,0; 100,0) 0,79 30,0 (0,0; 110,0) = 0,89

Seite der Tumorlokalisation: median 35,0 (0,0; 90,0) 40,0 (0,0; 120,0)
Tab. 10: Korrelation zwischen der Cx43-Expression in der Tumorzellmembran (Cx43_T_Mem) und
der Zellmembran im normalen Epithel (Cx43_N_Mem) zu Parametern, die ebenfalls mit dem Ge-

samttiberleben korreliert sind

Connexin Effekt P

Gewebe <0,01

Cx26 Zelllokalisation <0,01
Interaktion (Gewebe x Zelllokalisation) <0,01

Gewebe <0,01

Cx43 Zelllokalisation <0,01
Interaktion (Gewebe x Zelllokalisation) <0,01

Gewebe <0,01

Cx45 Zelllokalisation <0,01
Interaktion (Gewebe x Zelllokalisation) <0,01

Tab. 11: Einfluss des Gewebetyps, der Zelllokalisation und deren Wechselwirkung auf die Conne-
Xin-Expression

Connexin Zelllokalisation Gewebevergleich P
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Cx26 Zellmembran Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor <0,01
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zellkern Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor k.A.
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zytoplasma Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor <0,01
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Lymphknoten versus Epithel <0,01
Cx43 Zellmembran Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor 0,24
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zellkern Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor k.A.
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zytoplasma Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor <0,01
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Cx45 Zellmembran Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor 0,53
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zellkern Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor 0,07
Lymphknoten versus Epithel <0,01
Zytoplasma Lymphknoten versus Tumor <0,01
Epithel versus Tumor 0,26

Tab. 12: Paarvergleich der Connexin-Expression zwischen den einzelnen Gewebetypen, getrennt
nach Zelllokalisation

Connexin Gewebetyp Vergleich_Zelllokalisation P
Zellmembran versus Zellkern 0,13
Cx26 Lymphknoten Zellmembran versus Zytoplasma <0,01
Zellkern versus Zytoplasma <0,01
Zellmembran versus Zellkern k.A.
Epithel Zellmembran versus Zytoplasma k.A.
Zellkern versus Zytoplasma k.A.
Zellmembran versus Zellkern <0,01
Tumor Zellmembran versus Zytoplasma <0,01
Zellkern versus Zytoplasma <0,01
Zellmembran versus Zellkern 0,47
Cx43 Lymphknoten Zellmembran versus Zytoplasma <0,01
Zellkern versus Zytoplasma <0,01
Zellmembran versus Zellkern <0,01
Epithel Zellmembran versus Zytoplasma 0,80
Zellkern versus Zytoplasma <0,01
Zellmembran versus Zellkern <0,01
Tumor Zellmembran versus Zytoplasma <0,01
Zellkern versus Zytoplasma <0,01
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Zellmembran versus Zellkern 0,04

Cx45 Lymphknoten Zellmembran versus Zytoplasma <0,01
Zellkern versus Zytoplasma <0,01

Zellmembran versus Zellkern 0,31

Epithel Zellmembran versus Zytoplasma <0,01

Zellkern versus Zytoplasma <0,01

Zellmembran versus Zellkern 0,67

Tumor Zellmembran versus Zytoplasma <0,01

Zellkern versus Zytoplasma <0,01

Tab. 13: Paarvergleich der Connexin-Expression zwischen den einzelnen Zelllokalisationen, ge-
trennt nach Gewebetyp
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