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1. Kurzzusammenfassung

Zielsetzung: Eine Veranderung der Claudin-Expression wurde in verschiedenen Tumo-
ren nachgewiesen. In der vorliegenden Studie wird speziell die Claudin-Expression im
Plattenepithelkarzinom der Mundschleimhaut mit gesundem oralem Epithel des gleichen
Individuums verglichen. Aul3erdem wird eine mogliche Korrelation zwischen Claudin-Ex-
pression und klinisch relevanten Verlaufsparametern abgeklart.

Material und Methoden: Die vorliegende Studie umfasst Gewebeproben und klinisch
relevante Verlaufsdaten von 60 Patienten mit primarem und unbehandeltem Plat-
tenepithelkarzinom der Mundhohle. Tumorgewebe und Gewebe der gesunden Mund-
schleimhaut der Wange des gleichen Patienten wurden im Western Blot auf die Expres-
sion von Claudinen-1, -2, -3, -4, -5 und -7 untersucht. Das Vorhandensein von Claudin-3
im gesunden und Tumorepithel wurde zusatzlich mit einem Pulldown Assay und Massen-
spektroskopie Uberpruft. Bei ausgewahlten Patienten wurde zusatzlich die Lokalisation
dieser Claudine mittels Konfokalmikroskopie validiert.

Ergebnisse: Das gesunde und das Tumorepithel der Mundhohle exprimiert kein Claudin-
3 Protein. Im intraindividuellen Vergleich wird signifikant mehr Claudin-2 und weniger
Claudin-4, -5 und -7 im oralen Plattenepithelkarzinom exprimiert. In gesundem, oralem
Plattenepithel wurden diese Claudine hauptsachlich in der Zellmembran nachgewiesen,
wohingegen eine Dislokation von Claudin-1, -4 und -7 in das Zytoplasma und von Clau-
din-4 und -5 in den Zellkern bei oralen Plattenepithelkarzinomen beobachtet wurde. Ein
relevanter Zusammenhang zwischen verstarkter Claudin-2-Expression oder verminderter
Expression von Claudin-4 und einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben wird gezeigt. Au-
Rerdem besteht eine Korrelation zwischen reduzierter Expression von Claudin-7 und ei-
nem fortgeschrittenen Tumorstadium sowie der Anwesenheit von Lymphknotenmetasta-
sen.

Schlussfolgerung: Hiermit scheint die Expression der Claudine-2, -4 und -7 fur die Di-

agnose und Prognose des oralen Plattenepithelkarzinoms relevant zu sein.



Abstract

Aims: A change in claudin expression has been demonstrated in various tumors. The
present study specifically compares claudin expression in squamous cell carcinoma of
the oral mucosa with healthy oral epithelium from the same individual. In addition, the
possible correlation between claudin expression and clinically relevant progression pa-
rameters is clarified.

Material and Methods: The present study includes tissue samples and clinically relevant
follow-up data from 60 patients with primary and untreated squamous cell carcinoma of
the oral cavity. Tumor tissue and tissue of the healthy oral mucosa of the cheek of the
same patient were examined in Western blot analysis for the expression of claudin-1, -2,
-3, -4, -5 and -7. The presence of claudin-3 in the healthy and tumor epithelium is addi-
tionally checked using a pulldown assay and mass spectrometry. In selected patients, the
localization of these claudins was also validated using confocal microscopy.

Results: Both, healthy and tumor epithelium of the oral cavity do not express claudin-3
protein. In an intraindividual comparison, significantly more claudin-2 and less claudin-4,
-5 and -7 are expressed in oral squamous cell carcinoma. In healthy oral squamous epi-
thelium these claudins were mainly found in the cell membrane, whereas dislocalization
of claudin-1, -4 and -7 in the cytoplasm and of claudin-4 and -5 in the cell nucleus was
observed in oral squamous cell carcinoma. A relevant connection between overexpres-
sion of claudin-2 or reduced expression of claudin-4 and a shorter relapse-free survival
is shown. There is also a correlation between reduced expression of claudin-7 and an
advanced tumor stage and the presence of lymph node metastases.

Conclusion: The expression of claudin-2, -4 and -7 seems to be relevant for the diagno-

sis and prognosis of oral squamous cell carcinoma.



2. Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression verschiedener Tight Junction (TJ)-Prote-
ine im gesunden und im Plattenepithelkarzinom (PECA) der Mundhohle im intraindvidu-
ellen Vergleich untersucht. Zunachst wird ein Einblick in das Krankheitsbild des PECA
der Mundschleimhaut gegeben. Danach werden der grundlegende Aufbau eines Epithels
und die Zellkontakte vorgestellt, wobei ein Fokus auf die TJ gelegt wird. Insbesondere
werden die TJ Proteine aus der Claudinfamilie und deren Veranderung in der Mund-
schleimhaut beim PECA hervorgehoben. Daruber hinaus werden Veranderungen der
Claudin-Expression bei weiteren Erkrankungen des Organismus dargestellt.

2.1. Das orale Plattenepithelkarzinom
2.1.1. Epidemiologie

Das orale Plattenepithelkarzinom stellt weltweit ca. 2% aller malignen Tumore dar.
Annahernd 355.000 Neuerkrankungen des oralen Plattenepithelkarzinoms wurden fur
das Jahr 2018 weltweit datiert. 177.400 Menschen verstarben im gleichen Jahr an der
Erkrankung. Dabei gibt es regionale Unterschiede in der Inzidenz. Die hochste Neuer-
krankungsrate findet sich in Papua-Neuguinea mit 27,5 neuerkrankten Mannern und 15,0
neuerkrankten Frauen pro 100000 Einwohner pro Jahr. Westeuropa zeigt im Vergleich
eine vierfach geringere Inzidenzrate (1). Der Erkrankungsgipfel ist dabei in der 6. bis 7.
Lebensdekade. Manner sind 2- bis 3- mal haufiger betroffen (2).

Laut Schatzung des Robert-Koch-Instituts (2019) erkrankten im Jahr 2016 in Deutschland
etwa 9720 Manner und 4180 Frauen an boésartigen Tumoren der Mundhdhle und des
Rachens. Die Neuerkrankungs- und Sterberaten sind im Zeitraum von 1999-2017 bei den
Mannern leicht rucklaufig, wohingegen bei Frauen ein minimaler Anstieg zu verzeichnen
ist (3).



2.1.2. Histologie und Pradilektionsstellen

Die Tumoren in der Mundhohle sind zu 90% Plattenepithelkarzinome (4). In seltenen Fal-
len gehen Mundhdhlentumore von Muskel- oder Driasengewebe aus (5). In Abbildung 1
ist ein Beispiel des gut differenzierten Plattenepithelkarzinoms dargestellt. Die histologi-
sche Differenzierung lasst sich in hoch/gut, mittel/mafig oder niedrig/schlecht differen-
ziert unterteilen und beeinflusst die Prognose der Patienten (2). Aufgrund seiner anato-
mischen Ausbreitung ist das Mundschleimhautkarzinom nicht immer vom Oropharynx-
karzinom zu trennen. Anatomisch gesehen bilden die Ober- und Unterlippe, die Wangen-
schleimhaut, die Retromolargegend, der obere und untere Sulcus buccoalveolaris, der
obere und untere Alveolarfortsatz mit der Gingiva, der harte Gaumen, die vorderen zwei
Drittel der Zunge und der Mundboden die Mundhohle (6). Tumoren der Zunge, insbeson-
dere des Zungenrandes und des Mundbodens, sind mit 59% bzw. 31% haufiger, seltener

sind Alveolarkamm-, Gaumen- und Wangenschleimhaut betroffen (5).

Abbildung 1: Gut differenziertes, verrukoses Plattenepithelkarzinom der
Wange. Lichtmikroskopische Aufnahme des Plattenepithelkarzinoms der Wange von Pa-

tient 30, Hamatoxylin-Eosin-Farbung.



2.1.3. Risikofaktoren und Prakanzerosen der Mundschleimhaut

Die Entstehung des oralen Plattenepithelkarzinoms wird durch eine Reihe von exogenen,
aber auch endogenen Faktoren begunstigt. Das die Mundhohle auskleidende Plat-
tenepithel wird mechanisch durch Nahrungsaufnahme oder schlecht sitzende Prothesen,
aber auch physikalisch-chemisch durch Genussmittel wie hochprozentige alkoholische
Getranke und Zigarettenrauch stark in Anspruch genommen (4). Allein 92% der Mund-
hohlenkarzinome bei Mannern und 61% derer bei Frauen werden als direkte Folge des
Rauchens diskutiert (5). Die kumulative und synergistische Wirkung von Alkohol und Ta-
bak tragt zum Effekt der Feldkanzerisierung, das heif3t zur multifokalen Entwicklung von
Prakanzerosen und Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich, bei (7). Dadurch ist die Wahr-
scheinlichkeit an einem Zweitkarzinom im Respirationstrakt sowie oberen Verdauungs-
trakt zu erkranken, auf 4-6% pro Jahr erhoht (2). Nicht nur Pyrolyseprodukte des Tabaks
spielen hier eine Rolle, sondern auch der Gebrauch von Kautabak. Hinzu kommt die Be-
siedelung der Mundflora mit humanen High-Risk-Papillomaviren (HPV) 16 und 18, die als
eigenstandiger Risikofaktor zur Neoplasieentwicklung durch zellulare Mechanismen wie
Dauerproliferation und DNA-Fehlertoleranz beitragt (7). Es wird allerdings beschrieben,
dass die High-Risk-HPV Infektion der Mundhohle in der Entwicklung des PECA eine ge-
ringere Rolle spielt als in der des Oropharynxkarzinoms (8). Weltweit konsumieren 10-
20% der Bevolkerung Betelpfefferblatter, Arekanuss oder deren Kombination mit oder
ohne Tabak. Am weitesten ist der Konsum in Indien und den Regionen Sudostasiens
verbreitert. Diese Substanzen werden ebenfalls als kanzerogen angesehen (9). Einen
weiteren Risikofaktor bildet die Sonnenexposition mit UV-B-Strahlen im Lippenbereich.
AuRerdem gehen endogene Faktoren wie Unterernahrung, Vitamin A- und Eisenmangel
mit plattenepithelialer Differenzierungsstorung einher. Die genetische Pradisposition zur
Differenzierungsstorung des Plattenepithels in Form hereditarer Verhornungsstérungen
ist eine Raritat (4, 7). Durch die gesamten zuvor genannten Risikofaktoren konnen in der
Mundhohle eine Reihe von besonderen Schleimhautveranderungen beobachtet werden,
die entweder keine, fakultative oder obligate Prakanzerosen darstellen. Durch die tagli-
che Reizung der Mundschleimhaut mit scharfkantigen Zahnen oder Zahnprothesen kann
es zu Entzindungen und Irritationsfibromen kommen, die in der Regel jedoch kein Ent-
artungspotential besitzen (7). Zu den haufigsten fakultativen Prakanzerosen zahlen die
Leukoplakie und die Erythroplakie. Die Pravalenz der Leukoplakie weltweit betragt etwa
2%, dabei sind Manner haufiger betroffen. Eine maligne Transformation findet in etwa



1% der Leukoplakien statt, abhangig von deren Differenzierungsgrad (10). Die Eryth-
roplakie ist seltener als die Leukoplakie und ihr histologisches Bild zeigt oft eine hochgra-
dige Epitheldysplasie, sodass die Gefahr der malignen Entartung mit 25-50% im Ver-
gleich zur Leukoplakie deutlich héher liegt (2). Da es noch keinen molekularbiologischen
Marker gibt, der zuverlassig eine maligne Transformation vorhersagt, wird heutzutage
generell die Empfehlung zur Entfernung einer Leukoplakie oder Erythroplakie ausgespro-
chen (10). Das Carcinoma in situ ist eine hochgradige Dysplasieform und obligat prakan-
zer0s, das bedeutet ohne entsprechende Therapie kommt es innerhalb einer gewissen
Latenzzeit obligatorisch zur Infiltration der Basalmembran und somit zu einem lokalinva-

siven, metastasierungsfahigen Tumor.

2.1.4. Tumorgenese und die epithelial-mesenchymale Transition

Durch die oben genannten Risikofaktoren kommt es in einem Mehrstufenprozess zur Ak-
kumulation von genetischen Veranderungen. Anfangs erfolgt eine Reaktion der Epithe-
lien auf die schadlichen Einflusse in Form einer Hyperplasie, die durch fortdauernde Ein-
wirkung der Noxen zur Epitheldysplasie fuhrt, die in der Entstehung eines Carcinoma in
situ munden kann und ab hier irreversibel fortbesteht bis es durch die Basalmembran
einbricht und zum invasiven Karzinom wird (2). Die molekulargenetischen und moleku-
larbiologischen Entstehungsmechanismen von PECA in der Mundhohle sind sehr vielfal-
tig. In der vorliegenden Arbeit wird nur ein kleiner Bereich der Tumorgenese vertieft und
zwar der, der die Zell-Zell-Kontakte betrifft. Die Storung der Zelladhasion ist eines der
Hauptmerkmale der malignen Transformation von Epithelzellen. Damit ist der Aspekt der
sogenannten ,epithelial-mesenchymalen Transition“ der Tumorzellen gemeint, der fur die
Einleitung und das Fortschreiten der Tumorgenese von zentraler Bedeutung ist. Bei die-
sem Vorgang losen sich die veranderten Zellen aus ihren Zell-Zell-Verbindungen ohne
dabei in die Apoptose zu gehen und wandeln sich in Mesenchymzellen um. Schlie3lich
entsteht ein in das Stroma einwachsendes Plattenepithelkarzinom mit Potenzial zur Me-
tastasierung (7). Die TJ-Proteine der Claudinfamilie, die unter anderem fur den Aufbau
und die Aufrechterhaltung der Polaritat der Epithelzellen zustandig sind, sind in diesen

Vorgang involviert (11).



2.1.5. Grundlagen der Symptomatik, Diagnostik und Therapie

Die Mehrzahl der Patienten bemerkt die Veranderung im Mundraum nicht gleich. Zum
einen sind Schleimhautdefekte anfangs oft schmerzlos und wachsen langsam. Erst spa-
ter konnen Symptome wie Blutung, Schmerz, Veranderung der Sprache durch Bewe-
gungseinschrankungen der Zunge, Schwierigkeiten beim Mund6ffnen und Kauen, oroku-
tane Fistelbildung, VergroRerung der Lymphknoten, Gewichtsverlust und Kachexie auf-
treten. Zum anderen konnen solche Lasionen als Druckstellen oder Bisswunden fehlin-
terpretiert werden. Bei den betroffenen Personen werden ebenfalls haufig Verdrangungs-
mechanismen aktiviert, sodass die erste arztliche Kontaktaufnahme verzogert erfolgt und
die Tumorgenese schon protrahiert sein kann (5).

Die diagnostischen Methoden umfassen das Anamnesegesprach inklusive Familienan-
amnese und Noxenexposition, die Inspektion der Mundhdhle und die Palpation der loka-
len Lymphknoten. Beim Nachweis verdachtiger Strukturen erfolgt eine Bildgebung mit
Hilfe von Ultraschall, CT oder MRT, die eine genaue Lokalisierung und GrélRenbestim-
mung der Neoplasie sowie eine Aussage zu Lymphknotenbeteiligung und Fernmetasta-
sierung in die Lunge ermdglichen. Im Anschluss erfolgt eine endoskopische Untersu-
chung des Aerodigestivtrakts gegebenenfalls mit Biopsieentnahme in verdachtigen Are-
alen, da ein multifokales Tumorwachstum oder ein Zweitkarzinom im Aerodigestivtrakt
ausgeschlossen werden sollte. Bei Rezidivverdacht und nicht ausreichender Aussage-
kraft von CT und MRT kann ein PET-CT durchgefuhrt werden (12). Zusatzlich zur Basis-
diagnostik wird der Zahnstatus mit Orthopantomographie erhoben, denn die Mundhdhle
muss vor einer Strahlentherapie saniert werden, sonst besteht die Gefahr der Osteoradi-
onekrosen (13). Die klinische Untersuchung und die Bildgebung werden durch die Biop-
sieentnahme aus dem vermeintlichen Tumorrandbereich und histologische Aufarbeitung
unterstutzt (12). Die diagnostischen Malinahmen dienen der Einteilung des vorliegenden
Tumors in die Stadien der TNM-Klassifikation (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2, nach der
7. Auflage klassifiziert) und der Einschatzung des Allgemeinzustands des Patienten, um
anschliefend in einem multidisziplindren Tumorboard eine leitliniengerechte Therapie
auszusprechen und einzuleiten.

Bei den TherapiemalRnahmen mussen sowohl die motorischen Funktionen wie Spre-
chen, Schlucken, Kauen, als auch das asthetische Ergebnis bertcksichtigt werden. Laut
umfangreichen Recherchen der S3-Leitlinienkommission erwies sich keine der bislang
etablierten Therapieoptionen als eindeutig Uberlegen. Die Radiotherapie in frihen



Stadien (l/Il), sowie die definitive Radiochemotherapie in fortgeschrittenen Stadien (111/IV)
liefern vergleichbare Ergebnisse wie die chirurgische Therapie (14). Als wichtigste The-
rapiemal3nahmen bei kurativ operablen Patienten gelten die komplette Exzision des Tu-
morgewebes und die Durchfuhrung einer Neckdissection auch bei klinisch unauffalligen
Lymphknoten, da die okkulte Metastasierungswahrscheinlichkeit der Halslymphknoten
bereits in fruhen T-Stadien mit etwa 20% hoch ist (15, 16). Die hamatogene Metastasie-
rung ist selten und betrifft die Lunge bei tendenziell fortgeschrittenen Tumoren. Im An-
schluss erfolgt die Rekonstruktion des resezierten Gewebes und gegebenenfalls eine
prothetische Versorgung. Aullerdem sollte bei fortgeschrittenem T-Stadium (T3/T4),
Lymphknotenbefall, Gefall- oder Perineuralinvasion oder auffalligen Resektionsrandern
(<5 mm Resektionsrand) eine frihe postoperative Radio- oder Radiochemotherapie
durchgefuhrt werden. Bei nicht operablen Fallen wird bei Patienten bis 70 Jahren die
Radiochemotherapie der ausschliel3lichen Radiotherapie vorgezogen (12). Optional kann
eine Radioimmunotherapie in Kombination mit Cetuximab (monoklonaler Antikorper ge-
gen den Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor) statt einer alleinigen Radiatio durch-
gefuhrt werden. Diese Therapieoption hat sich bei fortgeschrittenen Kopf- Hals-Tumoren
wie Oropharynx-, Hypopharynx- oder Larynxkarzinom als Uberlegen erwiesen, allerdings
sind weitere Studien mit Einbezug des Mundhohlenkarzinoms noch erforderlich (17). Bei
der palliativen Behandlung wird eine supportive Therapie durchgefuhrt. Es gibt keine Evi-
denz fir eine verlangerte Uberlebenszeit durch Chemo- oder Strahlentherapie, jedoch
kann in manchen Fallen eine Symptomlinderung erzielt werden. Wie bei anderen Tumor-
geschehen sollte eine psychosoziale Betreuung angeboten werden. Aul3erdem ist eine
professionelle Ernahrungsberatung von Vorteil, um die notwendige Kalorien- und Nahr-
stoffaufnahme sicherzustellen. Da es bei circa einem Funftel der Patienten zum Lokalre-
zidiv kommt, wird eine klinische und radiologische Nachsorge alle 3 Monate in den ersten
2 Jahren und anschlie3end halbjahrlich fur weitere 3 Jahren empfohlen (siehe ausfuhrli-
che Beschreibung in der letzten aktuellen AWMF S3 Leitlinie "Diagnostik und Therapie
des Mundhdhlenkarzinoms" 2012). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt im Stadium | bei
65— 79%, im Stadium Il bei 53-77%, im Stadium Il bei 26-29% und im Stadium IV bei
9-25% (5).



Tabelle 1: 7. Auflage TNM- Klassifikation maligner Neoplasien der Mundhohle nach
Union for International Cancer Control (UICC) 2009 (18).

Kategorie Ausdehnung

Tx Primartumor kann nicht eingeordnet werden

T0 Kein Nachweis eines Primartumors

Tis Carcinoma in situ

T Tumor 2,0 cm in grofiter Ausdehnung

T2 Tumor >2,0 cm, aber nicht >4,0 cm in gréter Ausdehnung

T3 Tumor >4,0 cm in gréf3ter Ausdehnung

T4 a | Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, in die auf3ere Muskula-
tur der Zunge
(M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus, M. stylo-
glossus), in die Kieferhohle oder in die Gesichtshaut

b | Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus

oder Schadelbasis oder umschliel3t die A. carotis interna

Kategorie ‘ Ausdehnung

Nx Regionale LK* kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine LK*-Metastasen

N1 Metastase in solitarem ipsilateralen LK*, <3,0 cm in gréter Ausdehnung

N2 a | Metastase in solitdrem ipsilateralen LK*, >3,0 cm, aber <6,0 cm in grof3ter Aus-
dehnung

b | Metastasen in multiplen ipsilateralen LK*, <6,0 cm in gréRter Ausdehnung

¢ |Metastasen in bilateralen bzw. kontralateralen LK*, <6,0 cm in gréRter Ausdeh-

nung
N3 Metastase(n) in LK*, >6,0 cm in grofiter Ausdehnung
*Lymphknoten

'Kategorie  |Ausdehnung

Mx Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen




Zusatzkate- | Ausdehnung
gorie
L 0 [Keine Invasion in Lymphgefalle
1 | Invasion in Lymphgefalle
Vv 0 | Keine Invasion in Venen
1 | Mikroskopische Invasion in Venen
2 | Makroskopische Invasion in Venen
Pn 0 | Keine perineurale Invasion
1 | Perineurale Invasion
R 0 | Kein Tumor im Organismus nachweisbar
1 | Mikroskopischer Residualtumor an den Schnittrandern
2 | Makroskopischer Tumor an den Schnittrandern oder Metastasen belassen
G 1 | Gut differenziertes Tumorgewebe
2 | MaRig differenziertes Tumorgewebe
3 | Schlecht differenziertes Tumorgewebe
4 | Undifferenziertes Tumorgewebe

Lx, VX, Pnx, Rx, Gx= Keine Bestimmung moglich

Tabelle 2: 7. Auflage Stadieneinteilung maligner Neoplasien der Mundhohle nach
UICC 2009 (18).

| Stadium T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
I T2 NO MO
I T3 NO MO

T1-3 N1 MO
IVA T4a NO-2 MO
T1-3 N2 MO
IVB T1-4a N3 MO
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T4b NO-3 MO

IvC T1-4 NO-3 M1

2.2. Das Epithel der Mundhohle

Das Mundschleimhautkarzinom hat einen epithelialen Ursprung. Das Epithel kleidet so-
wohl das Innere als auch das AuRere des Korpers aus und bildet durch die unten be-
schriebenen Zellkontakte einen geschlossenen Verband und dementsprechend eine Bar-
riere zwischen innerem und aullerem Kompartiment. Das Epithel kann man in De-
ckepithel und Drusenepithel einteilen. Je nach Organ hat das Epithel unterschiedliche
Funktionen. Die wichtigsten Funktionen aller Epithelien sind die Barriere- und Transport-
funktion. Trotz der unterschiedlichen Funktionen sind Epithelien ahnlich aufgebaut. Die
Epithelien zeigen nach aullen oder lumenwarts die apikale und nach innen die basale
Seite, die mit darunterliegendem Gewebe verankert ist. Das Plattenepithel der Mund-
hohle ist mehrschichtig und zum grofdten Teil unverhornt. Es wird durch Driusensekret
standig befeuchtet. Die orthokeratinisierten und parakeratinisierten Stellen bilden sich am
harten Gaumen und der Gingiva, weil diese Stellen mechanisch starker beansprucht wer-
den. Parakeratinisiert bedeutet, dass die Merkmale des unverhornten und verhornten
Epitheltyps vereinigt sind. In Abbildung 2a ist der Schichtenaufbau des mehrschichtigen,
unverhornten und in Abbildung 2b des mehrschichtigen, verhornten Epithels dargestellt.
Bei der parakeratinisierten, mehrschichtigen Schleimhaut fehlt im Gegensatz zur ortho-
keratinisierten Schleimhaut ein deutliches Stratum granulosum und somit gibt es in den
obersten Schichten noch Kernreste. Unter der Basalzellschicht liegendes subepitheliales
Bindegewebe wird im gesamten Verdauungstrakt, aber auch im Respirations- und Uro-
genitaltrakt, als Lamina propria bezeichnet. Das Mundschleimhautepithel samt Lamina
propria wird als Mukosa bezeichnen. Die Basalzellschicht dient dem regelmafligen Nach-
schub neuer Zellen. Von dort wandern die Zellen nach oben und durchlaufen dabei im
physiologischen Fall eine Differenzierung. In der obersten Zellschicht werden die Zellen
wiederum abgeschilfert. Die Lebensdauer der Wangenschleimhaut betragt circa 14 Tage.
Wenn die Differenzierung und somit Ausreifung der Zellen nicht mehr richtig ablauft,
kommt es zur Dysplasie der Zellen, was als Vorstufe zur malignen Entartung zum Plat-

tenepithelkarzinom eingestuft wird (19).
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Abbildung 2: Mehrschichtiges Plattenepithel.
a unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel (20).

b verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel (21).
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2.3. Zell-Kontakte

Die Epithelien sind untereinander und mit darunterliegenden Schichten durch Protein-
komplexe verbunden. Die drei wichtigsten Gruppen der Zellkontakte bilden Verschluss-
kontakte (Zonula Occludens) oder TJ, Adhasionskontakte (Adherens Junctions) und
Kommunikationskontakte (Gap Junctions). Dabei liegen die TJ als Verschlussschicht gur-
telformig um die Zelle im apikalen Bereich herum. Danach folgt die Adharenz- und Des-
mosomschicht mit der Funktion der Verankerung der Zellen entweder untereinander
(Desmosome, Adharens-Kontakte) oder an die darunterliegende Extrazellularmatrix wie
die Basallamina (Hemidesmosome und Fokalkontakte), um geordnete Zellverbande zu
bilden und zu erhalten. Diese Kontakte bilden einen Schlussleistenkomplex. Im An-
schluss folgt die Kommunikationsschicht, Gap Junctions, die einen Austausch von klei-
nen Molekulen und lonen zwischen den benachbarten Zellen und dadurch eine metabo-
lische und elektrische Einheit der Zellen ermaoglicht (19, 22).

2.3.1.Die Tight Junction

Die TJ als oberste Verschlussschicht fungieren als Barriere fur parazellularen Transport
von lonen, Wasser und Makromolekulen. Je nach Proteinausstattung konnen selektiv
bestimmte Molekile wie Wasser oder auch lonen diese interzellulare Verschlusszone
passieren, somit haben manche TJ eine "gate-Funktion" (23). Daraus resultieren Gewebe
wie die Sammelrohre der Niere mit sehr dichten TJ und die proximalen Tubuli der Niere
mit vergleichsweise lecken TJ (24). Aulierdem sind die TJ in die Kontrolle der epithelialen
und endothelialen Zellpolaritat involviert. Durch diese "Zaunfunktion" (fence-Funktion)
wird die Lateraldiffusion der Membranproteine wie der Kanale, Carrier, Pumpen und Re-
zeptoren in der Lipiddoppelschicht verhindert, sodass apikale und basolaterale Proteine
nicht vermischt werden. Dadurch ist ein gerichteter Transport durch die Epithelschicht
moglich (23). Die TJ bestehen aus verschiedenen Membranproteinen und TJ-assoziier-
ten Proteinen. Zu den Membranproteinen gehoéren Junktional Adhasionsmolekule
(JAMs), TJ-Associated Marvelproteine (TAMPs) wie Occludin, Tricellulin (Marvel D2),
Marvel D3 und die Familie der Claudine. Zu den TJ-assoziierten-Proteinen gehoren
Zonula occludens Proteine (ZO) (25). Das vereinfachte TJ-Modell ist in der Abbildung 3
dargestellt. Die TJ-assoziierten-Proteine sind in die Signalkaskaden involviert, sodass die
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TJs auch eine Rolle beim Zellwachstum, der Proliferation und der Differenzierung ein-
nehmen (26).

Parazellularraum

basolateral

Abbildung 3: Vereinfachtes TJ-Modell.

Die Membranproteine der TJ sind je nach Anzahl der Transmembrandomanen in Tetra-
spanmembranproteine wie Claudine und TAMPs (Occludin, Tricellulin, Marvel D3) und
Monospanmembranproteine wie JAM eingeteilt. Diese binden an die TJ-assoziierten int-
razellularen Gerustproteine wie ZO-1, 2, 3, die unter anderem mit dem Zytoskelettbe-

standteil Actin interagieren. Modifiziert nach Gunzel und Fromm 2012 (25).

14



2.3.2. Rolle der Claudine in der Tight Junction

Bei den Saugetieren stellt die Familie der Claudine mit inren 27 Mitgliedern die wichtigste
Gruppe der Transmembranproteine der TJ dar, sie bestimmen die Barrierefunktion der
TJ. Die GroRe der Claudine variiert je nach Anzahl der Aminosauren zwischen 21 und 34
kDa (27-29). Alle Claudine haben eine ahnliche Struktur, die aus vier Transmembrando-
manen besteht. Die intrazellularen Anteile sind COOH- und NHz-terminale Enden und
eine Schleife. Das Carboxy-Ende bindet in den meisten Claudinen Uber Adapterproteine
wie ZO-1, -2, -3 an die Actinfilamente des Zytoskeletts. AuRerdem finden hier verschie-
dene posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung statt, die die Funktion und
Lokalisation der Claudine beeinflussen kdnnen. Extrazellular befinden sich zwei Schlei-
fen, die eine parazellulare Barriere bilden, aber bei bestimmten Claudinen auch einen
Kanal fur lonen oder Wasser bilden konnen. Diese Schleifen interagieren mit denen der
benachbarten Zellen (siehe Abbildung 3) (25). Es ist schon lange bekannt, dass die Clau-
dine eine bedeutende Rolle in der Strukturbildung der TJ einnehmen. Im Jahr 1998 konn-
ten Furuse und seine Forschungsgruppe die Ausbildung der Strangnetze innerhalb an-
sonsten TJ-loser Fibroblasten allein durch das Vorhandensein der einzelnen Claudine
nachweisen (30). Diese Strangbildung wird durch unterschiedliche Wechselwirkungen
zwischen den Claudinen initiiert. Die Claudine interagieren mit den Claudinen innerhalb
einer Zelle und gehen sogenannte cis-Bindungen miteinander ein. Aul3erdem bestehen
zwischen den Claudinen der benachbarten Zellen trans-Bindungen. Dabei bestehen
Wechselwirkungen entweder zwischen gleichen Claudinen (homophil) oder unterschied-
lichen Claudinen (heterophil). Die Wechselwirkungen sind unterschiedlich stark und kon-
nen nur zwischen bestimmten Claudinen aufgebaut werden (31, 32). Auch die parazellu-
lare Barriere- und Kanalbildungsfunktion der TJ wird vorwiegend durch die Claudinzu-
sammensetzung bestimmt. Als barrierebildende Claudine fungieren beispielsweise Clau-
dine-1, -3- und -5, wohingegen die Claudine-2, -10b und-15 zur Porenausbildung fuhren
und eine Selektivitat fir Kationen aufweisen oder im Fall von Claudin-2 und Claudin-15
auch fur Wasser permeabel sind. Die Claudine-10a und -17 sind permeabel fur Anionen
(25). Es existieren jedoch auch Claudine, denen keine eindeutige Funktion zugewiesen
wird, denn ihre Funktion ist von der Lokalisation und Interaktion mit anderen Claudinen
abhangig. So fungieren zum Beispiel Claudin-4 und Claudin-7 in der Nierenzelllinie des
Hundes (Madin Darby Canine Kidney cell line, MDCK-II) eher als abdichtende Claudine,
wohingegen sie in der Nierenzelllinie der Schweine (pig kidney cell line, LLC-PK1) einen
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Chlorid-Kanal zu bilden scheinen (33). Die Zusammensetzung der Claudine eines
Epithels ist variabel und unterscheidet sich ebenfalls in den verschiedenen Organen und
hier sogar in den einzelnen Segmenten, wodurch die Barriereeigenschaften bestimmt
werden. So haben die proximalen Bereiche von Niere und Darm eine andere Claudinzu-

sammensetzung als die distalen Bereiche (24).

2.3.3. Bedeutung der Claudine bei Erkrankungen

Claudine konnen als Rezeptor fur Pathogene fungieren und ihnen Eintritt in die Wirtszel-
len verschaffen. Claudin-1 wurde als Rezeptor/Korezeptor fur den Eintritt von Hepatitis-
C-Virus und Dengue-Virus in die Wirtszelle identifiziert (34, 35). AuRerdem erkannten
Zheng und seine Forschungsgruppe, dass Claudin-7 an der HIV-Infektion beteiligt ist und
dadurch konnten weitere mogliche Angriffspunkte der Antiviraltherapie geschaffen wer-
den (36). Clostridium perfringens Stamme bilden Enterotoxine (CPE), die eine Lebens-
mittelvergiftung oder Gasbrand hervorrufen konnen. Claudin-3 und Claudin-4 wurden zu-
erst als Rezeptoren (CPE-Rezeptor 2 und 1) dieser Pathogene identifiziert und erst spa-
ter als Mitglieder der Claudinfamilie. Inzwischen wurden auch andere Claudine identifi-
ziert, die mit CPE interagieren (37). Mutationen der Claudine werden in einer Reihe von
Erkrankungen beobachtet. So werden einige hereditare Erkrankungen mit Mutationen in
Claudingenen assoziiert. Bei der neonatalen sklerosierenden Cholangitis und Ichthyose
konnte eine Deletion im Claudin-1 Exon nachgewiesen werden, infolgedessen fehlt ab-
dichtendes Claudin-1 in den intra- und extrahepatischen Gallenwegen und der Haut die-
ser Patienten (38). Eine Mutation im Claudin-14 Gen fuhrt zur Abwesenheit von Claudin-
14 in den Haarzellen des Innenohrs und deren Stutzzellen, gefolgt von einer veranderten
Zusammensetzung der Endolymphe und der Perilymphe des Innenohrs. Dies fuhrte im
Mausmodell zur Degradation von Horzellen und Taubheit (39). Eine Mutation in Claudin-
16 oder -19 fuhrt zu einer Nierenerkrankung mit gestorter Reabsorption von Magnesium
und Calcium. Das hieraus resultierende Krankheitsbild ist die Familiare Hypomagnesia-
mie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose, die Claudin-19 Mutation ist zusatzlich durch
Augenbeteiligung gekennzeichnet (40, 41). Auch erworbene Fehlregulationen der Clau-
din-Expression oder Claudinlokalisation durch Infektion, Entzindung oder autoimmuno-
logische Vorgange gehen mit einer Barrieredysfunktion einher. Am Beispiel der chroni-
schen entzundlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sieht man

den Einfluss der proinflammatorischen Faktoren wie Tumornekrosefaktor-a und
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Interleukin-13 auf das TJ-Netzwerk. Bei beiden Erkrankungen kommt es zur Hochregu-
lation des porenbildenden Claudin-2 und Herunterregulation von den abdichtenden Clau-
dinen-5 und -8 bei Morbus Crohn und Claudinen-4 und-7 bei Colitis ulcerosa, was in einer
Leckflussdiarrhd6 mundet (42, 43). Bei Asthma bronchiale und entsprechenden chroni-
schen Entzindungen der Atemwege wurde eine Hochregulation von Claudin-4 als mog-
licher prognostischer Marker festgestellt, dessen Hohe im Plasma der Patienten mit der
Wahrscheinlichkeit einer Exazerbation korreliert (44).

Zudem sind Dysregulationen der Claudine auch in Tumorerkrankungen anzutreffen. Es
wird davon ausgegangen, dass die Tumorentstehung mit einer Entdifferenzierung der
Zellen mit Verlust der Zellpolaritat und Zellintegritat mit begleitender TJ-Dysfunktion ein-
hergehen kann. Die Claudine-1, -3, -4 und -7 gehoren zu den am haufigsten dysregulier-
ten Claudinen in unterschiedlichen Tumoren (45). So werden beispielsweise beim kolo-
rektalen Karzinom die Claudine-1, -4 und -7 vermindert exprimiert (46). Hingegen werden
die gleichen Claudine im Falle eines Zervixkarzinoms im Vergleich zur normalen Zer-
vixschleimhaut verstarkt exprimiert (47). Es kommt in zahlreichen Neoplasien wie Eier-
stock-, Brust- und Prostatakrebs zu einer Uberexpression von Claudin-3 und -4 (48).
Die Daten sind uneinheitlich und es herrscht von Tumorentitat zur Tumorentitat und sogar
innerhalb eines bestimmten Tumors je nach Tumorstadium ein uneinheitliches Bild der
Claudin-Expression. Deshalb ist es wichtig, unterschiedliche Tumore bezuglich der Clau-
din-Expression zu untersuchen, denn es fungieren bereits einige Claudine als Tumormar-
ker, prognostische Parameter oder als potenzielle therapeutische Ansatze.

Claudin-3 und -4 in Ovarialkarzinomen koénnen als Tumormarker fungieren, denn das
normale Oberflachenepithel des Ovars exprimiert kaum Claudin-3 und kein Claudin-4
(49). Hinzu kommt, dass das Claudin-4 als Bestandteil eines Exosoms sogar im Blut der
Patienten mit Ovarialkarzinom mit 98%-iger Spezifitat und 51%-iger Sensitivitat nachge-
wiesen werden kann, was seine Eigenschaft als potenzieller Biomarker zusatzlich stutzt
(50). Wie bereits beschrieben, sind Claudin-3 und -4 in vielen Tumoren Uberexprimiert.
Ihre hohe Rezeptoraffinitat zum fluorenscensmarkierten-CPE, genauer gesagt zu seinem
Carboxy-terminalen Fragment (c-CPE), konnte fur die intraoperative Identifikation von
Mikrometastasen oder des Resttumors bei mikrometastasiertem Ovarialkarzinom genutzt
und somit die Prognose dieser Patientinnen verbessert werden (51).

Das Expressionsmuster von Claudinen beeinflusst das Tumorverhalten bei verschiede-
nen Arten von epithelialen Neoplasien und hat eine prognostische Bedeutung. Die ver-

minderte Expression von Claudin-1 ist mit einem reduzierten Uberleben und einer
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erhohten Rezidivrate beim Kolonkarzinom im Stadium Il und beim Mammakarzinom as-
soziiert (52, 53). Aulderdem ist die reduzierte Expression von Claudin-2 ein Hinweis auf
ein Mammakarzinom in einem fortgeschrittenen Stadium begleitet von einer Lymphkno-
tenmetastasierung (54). Eine geringe Claudin-4-Expression bei Pankreasgangadenokar-
zinom ist prognostisch ungunstig. In einer japanischen Studie wurden 100 Patienten mit
Pankreasgangadenokarzinom untersucht und festgestellt, dass die Patienten mit hoherer
Claudin-4-Expression im Schnitt 4 Jahre langer Uberleben als die Patienten mit der ver-
minderten Claudin-4-Expression (55). Einen Pradiktor fir Lymphknotenbefall beim Oso-
phaguskarzinom bildet die reduzierte Expression von Claudin-7 an der Tumorinvasions-
front (56).

Die Claudine werden bereits in den therapeutischen Ansatzen der epithelialen Tumore
integriert. Es besteht die Moglichkeit die CPE oder c-CPE basierte Therapie einzusetzen.
Hier gibt es bis heute allerdings nur praklinische Modelle. Ein Beispiel hierfur ware das
Prostatakarzinom mit erhdhter Expression von Claudin-3 und -4 in einem Prostata-Zellli-
nienmodell. Es wird kein zytotoxischer Effekt in normalen Epithelien mit Claudin-4 in der
TJ gesehen, wohingegen dies in der Prostatatumorzelllinie mit erhéhter Claudin-3 und
Claudin-4-Expression auf3erhalb der TJ der Fall ist. Um den zytotoxischen Effekt in vivo
nachzuweisen, wurde eine Tumorzelllinie als Xenotransplantat in athymische Mause in-
jiziert und jeweils mit peritumoralen Injektionen mit CPE oder mit Salzlésung fur 10 Tage
behandelt. Sowohl das Tumorwachstum als auch das Tumorvolumen wurde in der CPE-
Gruppe deutlich reduziert, was fur die Wirksamkeit dieser Therapie spricht. Nichtsdestot-
rotz mussen die systemischen Nebenwirkungen weiter evaluiert werden, bevor es den
Weg in die klinische Anwendung findet (57). Um die systemischen Nebenwirkungen zu
minimieren wurden bereits Modifikationen der CPE-basierten Therapie durchgeflihrt (58).
Auf der anderen Seite steht die Claudin-Antikorper basierte Tumortherapie. In einem
praklinischen Rattenmodell wurde ein monoklonaler Antikdrper entwickelt, der an die ext-
razellulare Domane des Claudin-4 bindet. Der Antikorper wurde anschlie3end im Maus-
modell bei Urothelkarzinom mit verstarkter Expression von Claudin-4 alleine und in Kom-
bination mit Cisplatin appliziert. Bei kombinierter Gabe resultierte eine hohere Permeabi-
litat fur Cisplatin und somit eine hohere intrazellulare Akkumulation von Cisplatin im Tu-
morgewebe. Es scheint, dass durch die zusatzliche Gabe eines Claudin-Antikorpers die
Wirksamkeit von Krebsmedikamenten erhoht werden kann (59). Bei Magenadenokarzi-
nom und dessen Metastasen, sowie bei Osophagus-, Pankreas-, Lungen- und Ovarial-
karzinom wurde eine Expression von Claudin-18 Isoform 2 (Claudin-18.2) detektiert (60).
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Daraufhin wurde ein chimarer, monoklonaler IgG1 Antikorper (AK) Claudiximab/Zolbetu-
ximab (IMAB362) gegen Claudin-18.2 entwickelt. Bei Patienten mit fortgeschrittenem Ma-
genkarzinom mit fehlender Expression von epidermalem Wachstumsfaktorrezeptor-2
(HER-2), aber einer Expression von Claudin-18.2 in mehr als 40% der Tumorzellen
konnte bereits in einer randomisierten Phasen-2 Studie Zolbetuximab erprobt werden.
Hier wurde die Erstlinienchemotherapie EOX (Epirubiscin, Oxaliplatin, Capecitabine) mit
EOX in Kombination mit Zolbetuximab verglichen. Sowohl eine Verlangerung des pro-
gressionsfreien Uberlebens um im Schnitt 2 Monate, als auch des Gesamtiiberlebens um
im Schnitt 5 Monate, ohne signifikante Erh6hung von schwerwiegenden unerwinschten
Ereignissen, wurde mit dem neuen AK erzielt (61). Basierend auf Therapieerfolgen wur-
den Dbereits mehrere klinische Phase-3 Studien gestartet (NCT03653507),
(NCT03504397).

Die oben genannten Erkenntnisse lassen auf eine facettenreiche Bedeutung der Clau-
dine in unterschiedlichen Bereichen der Medizin schlielien. Weil das Claudin-Expressi-
onsmuster und deren Einfluss in den unterschiedlichen epithelialen Tumoren variabel ist,
widmen wir uns in dieser Studie dem oralen Plattenepithelkarzinom, da in Bezug auf

diese Tumorentitat bislang noch wenige Studien zu dem Thema vorliegen.

2.3.4. Dysregulation der Claudin-Expression beim oralen Plattenepithelkarzinom

Die publizierten Studien zum primaren Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ohne Vor-
behandlung zeigen uneinheitliche Ergebnisse bezuglich des Expressionsmusters der
Claudine. Innerhalb der Mundhohle wurden die Claudine-1, -2, -3, -4, -5, -7 und -8 in den
meisten Studien immunhistochemisch und nur in einigen Studien auf der Genexpressi-
onsebene untersucht. Die Claudine-1, -2, -3, -4, -5 und -7 wurden von Lourenco in der
gesunden oralen Mukosa nachgewiesen (62). Davon ist Claudin-1 das am haufigsten
untersuchte TJ-Protein des benignen und malignen Mundschleimhautepithels. Interes-
santerweise wird das Expressionsmuster innerhalb der gesunden oralen Mukosa unein-
heitlich beschrieben. So ist zum Beispiel unklar, ob in der gesunden oralen Mukosa eine
Expression von Claudin-1 vorkommt oder nicht (62-67). Eine Veranderung in der Expres-
sion und Lokalisation von Claudin-1 findet eventuell schon ab der Transformation des
normalen oralen Epithels Uber Dysplasie zu Carcinoma in situ statt (67-69). In vielen Stu-
dien geht die erhohte Expression von Claudin-1 bei oralem PECA mit einem fortgeschrit-

tenen Tumorstadium, einer schlechten Differenzierung, einer
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Lymphknotenmetastasierung sowie einer angiolymphatischen und perineuralen Invasion
einher (66, 70, 71). Im Widerspruch zu den zuvor genannten Ergebnissen wurde berich-
tet, dass die Claudin-1-Expression mit der Entdifferenzierung der Tumorzellen abnimmt
(62, 64, 65).

Die Claudin-2- und Claudin-3-Expression innerhalb der Mundhoéhle wurde bis jetzt nur in
einer einzigen Studie untersucht. Ein Einfluss auf die Prognose wurde bislang nicht be-
richtet (62).

Die erhohte Expression von Claudin-4 scheint einen protektiven Charakter zu haben,
denn Claudin-4-Uberexpression in der Zellmembran des Tumors ist mit einer guten Dif-
ferenzierung, Rezidivfreiheit, geringerer Anzahl an Perineuralinvasion und langerem
Uberleben assoziiert (62, 72).

Claudin-5 wurde in weniger als 30% der Tumorzellen und dort hauptsachlich in der Zell-
membran, aber auch geringfugig im Zytoplasma gefunden und es konnte noch kein Zu-
sammenhang mit der Prognose der Patienten festgestellt werden (62, 73, 74).

Die Expression von Claudin-7 in den vorhergehenden Studien stol3t ebenfalls, wie die
Expression von Claudin-1, auf widerspruchliche Ergebnisse. In der Genexpressionsana-
lyse konnte eine Herunterregulation von Claudin-7 bei Patienten mit Kopf-Hals-Plat-
tenepithelkarzinom im Vergleich zu Patienten mit gesundem Epithel festgestellt werden
(75). Die Patienten ohne Expression von Claudin-7 in dem oralen PECA sind haufig im
fortgeschrittenem UICC-Stadium, haben mehr Rezidive und eine geringere Uberlebens-
rate, sowie Lymphknotenmetastasen, Vaskular- und Perineuralinvasion (73, 76, 77).
Speziell im Tumorzentrum ist die Claudin-7-Expression mit einem langeren rezidivfreien
Uberleben assoziiert (78). Im Gegensatz dazu wurde eine starkere Claudin-7-Farbung in
apikalen oder invasiven Regionen des Zungenkarzinoms im Vergleich zu dem tumor-
freien, angrenzenden Epithel festgestellt (74). Eine starkere Intensitat der Claudin-7-Ex-
pression in der Tumorfront ist mit einem reduzierten Uberleben und schlechtem Differen-
zierungsgrad assoziiert (74, 78). Zudem wird bei starkerer Claudin-7-Expression eine ho-
here Wahrscheinlichkeit der vaskularen Tumorinfiltration angegeben (62).

Die Uberexpression von Claudin-8 wurde in einer Genexpressionsanalyse als Merkmal
fur reduziertes Gesamtuberleben in oralem PECA identifiziert (79).

Daraus lasst sich schlieen, dass die Veranderungen der Claudin-Expression im oralen
PECA einen Einfluss auf die Prognose der Patienten nehmen kénnen. Allerdings wurden
in allen bisher durchgefuhrten Studien kein intraindividueller Vergleich zwischen Claudin-
Expression im oralen PECA und gesundem Epithel der Mundhohle desselben
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Individuums vorgenommen. Als Kontrollgewebe wurde entweder eine geringe Anzahl
"gesunder oraler Mukosa" ohne weitere Angaben (62, 66, 72, 76, 77), das tumorbenach-
barte Gewebe (64, 66, 67, 69, 74) oder ein Gewebe nicht oralen Ursprungs (71, 73) ge-
nommen.

Claudin-basierte therapeutische Ansatze des oralen PECA, wie in Abschnitt 2.3.2 aufge-

fuhrt, finden allerdings bislang noch keine Anwendung in der onkologischen Therapie.

2.4. Zielsetzung

Eine veranderte Claudin-Expression konnte bei verschiedenen Karzinomarten gefunden
werden, auch bei oralen Plattenepithelkarzinom. Allerdings sind die Ergebnisse unein-
heitlich und allen Studien fehlt bis heute der Vergleich an klinisch gesunder Mundschleim-
haut desselben Individuums.

Ziel dieser Arbeit ist es, das orale PECA auf die Expression der TJ-Proteine Claudin-1
bis -5 und Claudin-7 zu untersuchen und mit der Expression in gesundem Mundschleim-
hautgewebe desselben Patienten zu vergleichen. Dieser intaindividuelle Vergleich soll
mogliche Unterschiede zwischen der Claudin-Expression im Tumorgewebe versus im
gesunden oralen Epithel feststellen, denn es gibt Hinweise, dass diese Veranderung der
Claudin-Expression prognosebestimmend sein konnen. In unserer Studie werden PECA-
Resektate unterschiedlicher Lokalisation innerhalb der Mundschleimhaut und gesundes
Wangengewebe untersucht. In diesen Biopsien wird die Expression der Claudine mit Hilfe
eines Western Blots analysiert. Zusatzlich wird die genaue Lokalisation der Claudine in
der Konfokalmikroskopie validiert.

Der primare Endpunkt unserer Studie befasst sich mit dem intraindividuellen Vergleich
der Claudin-Expression in oralen Plattenepithelkarzinomen und klinisch gesunder Mund-
schleimhaut desselben Individuums.

Die sekundaren Endpunkte sind zum einen die Evaluation der Claudin-Expression als
Biomarker fur das Tumorgrading und zum anderen als Prognosefaktor fur das rezidivfreie

Uberleben.
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3. Methoden

3.1. Materialien
3.1.1. Gerate

Brutschrank Heraeus

Feinwaage

Fusion Fx7-Chemilumineszenz- und
Fluoreszenz-Image

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C) Green Line
Heizblock, Thermostat 5320
Kuhlschrank (+4°C), Maxicoldlab 2021
Magnetruhrer

Mikroskope:

-Konfokales Leser-Scanning-Mikroskop
510 META

-Lichtmikroskop
Mikrotiterplatten-Lesegerat, TECAN
Spectra Classic

Mikrowelle

Netzgerate Power Pac 200/300
Pipettierhilfe, Pipetboy acu
Ultraschallprozessor UP50H
Vortex-Homogenisator-Gerate,
Vibrofix VF 1 electronic

Wiegeschuttler Wippe WT12, Rocking
Plattform

Zentrifugen:

-Centrifuge 5415C

-Laboratory Medical Centrifuge LMC 3000
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Hanau
Sartorius AG

Vilber Lourmat Deutschland GmbH
Bosch

Skadi Europe Bv

Eppendorf AG

LKB Bomma

IKA-Werke GmbH & CO. KG

Carl Zeiss AG
Olympus Corporation

Lencore Inc.

Samsung

Bio-Rad Laboratories GmbH
INTEGRA Biosciences GmbH

Hielscher Ultrasonics GmbH

Janke& Kunkel GmbH & Co. KG IKA--
Labortechnik

Biometra GmbH

Eppendorf AG

Biosan Medical Biological Research &

Technologies



-Perfect Spin 24R Refrigerated

microcentrifuge

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Becherglaser (25-150ml)
Deckglaschen

Eppendorf-Gefalde
Einmalhandschuhe
Einmal-Spitzen mit Kanulen

(1 ml, 26 GA 3/8 IN 0,45x 10 mm)
Falcon®-Rohrchen (15,50 ml)

Falcon® serologische Pipetten (5/10/25 ml)

Filterpapier, Whatman® 3MM papers
Hamilton Spritze

Homogenisator mit PTFE-Pistill
Magnetruhrfisch

Micro Amp Optical Adhesive Film
Mikrotiterplatten:

Micro Amp Fast Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode (0,1ml) Base

Micro Amp Splash Free 96-Well
MobiSpin Mini Spin Columns

with 10 ym pore size filter
Pipettenspitzen (0,5- 1000 pl)
Polycinylidendifluorid (PVDF)-Membran
Skalpelle
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PEQLAB

Firma Kavalier Approx. vol. SIMAX
Gerhard Menzel GmbH (Thermo Fisher
Scientific, Inc.)

Eppendorf AG

VWR International bvba

Becton, Dickinson and Compan;

B. Braun Melsungen AG

Corning Life Sciences

Corning Life Sciences

Whatman™ (GE Healthcare)

Carl Roth GmbH + Co KG

Thermo Fisher scientific Inc.

Merck KGaA

Applied Biosystems

Applied Biosystems

MobiTec-Molecular Biotechnology
Sarstedt AG & Co

PerkinElmer, Inc.

FEATHER Safety Razor Co.



3.1.3. Chemikalien

Acrylamid-Bis Fertiglosung 30% (37, 5:1),

Rotiphorese Gel 30

Albumin Standard Ampules
Ammoniumpersulfat (APS)

BCA Protein Assay A+B

Bovine Serum Albumin Faktor V (BSA)
Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R Concentrate
Complete mini EDTA-free, EASYpack
DAKO Cytomation protein block X0909
4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(PBS)

Essigsaure (Eisessig) 100%

Ethanol, 100 %, absolut
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glutathione Sepharose ™ 4B
Glutathiontransferase-
Clostridiumperfringensenterotoxin
Fusionsprotein (GST-CPE)

Glycerol

Glycin

4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsaure (HEPES)
Lumilight Western Blotting Substrate
Methanol

Milchpulver

Mount Fluor

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Carl Roth GmbH + Co. KG
Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.)
Biomol GmbH

Amershamplc (GE Healthcare)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Agilent Technologies

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Inc.)
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

GE Healthcare

Charité, Klinische Physiologie CBF
SERVA Electrophoresis GmbH
SERVA Electrophoresis GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH + Co. KG
Biocyc GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific



Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP 40)

ProTags Mount Fluor
Sodiumdodecylsulfat
(SDS, Natriumdodecylsulfat)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trinatriumcitrat

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

1 M Tris Buffer, pH 7,5/ 8,8
Triton x-100

Trypsin

TWEEN®20

Xylol

3.1.4. Antikorper

Tabelle 3: Primarantikorper.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biocyc GmbH & Co. KG

SERVA Electrophoresis GmbH
VWR International GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Bio-Rad Laboratories, Inc.
SERVA Electrophoresis GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
AppliChem GmbH

Carl Roth GmbH + Co.KG

Herkunft gerichtet gegen | Verdiinnung Hersteller
IF wB**
Kaninchen Claudin-1/-2/-3/ | 1:100 | 1:1000 | Invitrogen™ (Thermo Fisher Scien-
-71-5 tific, Inc.)
Maus Claudin-4 1:100 |1:5000
Maus Claudin-5 1:100 |1:1000
Maus R-Actin - 1:10000 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Maus Zonula 1:100 |- Life Technologies/ Thermo Fisher
Kaninchen occludens-1 Scientific, Inc

*IF — Immunofluoreszenz, **WB — Western Blot
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Tabelle 4: Sekundarantikorper.

Herkunft Gerichtet Target Klasse-|Verdiinnung Hersteller
gegen Antikérperform | IF WB"
Target Spezie
Kaninchen IgG-F(ab'), Frag- 1:10000 | Jackson
ment (HRP) Immuno
Research, Inc.
Ziege Maus 1:10000
Maus IgG (H+L) 1:500 - Life Technolo-
(AlexaFluor®488) gies/
Thermo Fisher
Kaninchen IgG (H+L) 1:500 - Scientific, Inc.
(AlexaFluor®594)
*IF — Immunofluoreszenz, **WB — Western Blot
3.1.5. Losungen und Puffer
Blockierungslosung (Western Blot) 1% PVP40
0,5% Tween20
ad H20
Elektrophorese-Puffer 10% 10XPuffer West
0,1% SDS
ad H20
Gesamtlysepuffer 150 mM NaCl
10 mM Tris-Puffer pH 7,5
0,5% Triton-X-100
0,1% SDS
ad H20
1 Tablette Proteaseinhibitor pro 10 ml
Laemmli-Probenpuffer (5x) 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
500 mM DTT
50% Glycerol
10% SDS
0,001% Bromphenolblau
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RIPA-Lysepuffer

Sammelgel

TBST

20xTEC-Puffer (Immunfluoreszenzfarbung)

Transferpuffer

Trenngel 12,5 %

10xWest-Puffer

27

ad H20

25 mM NaF

25 mM HEPES

2 mM EDTA

1% SDS

ad H20

1 Tablette Proteaseinhibitor pro 10 mli
5,1% Acrylamid-Bis

Fertiglosung 30%
0,125 M Tris-HCI, pH 6,8

0,1% SDS

0,1% APS

0,1% TEMED

500 mM NaCl

20 mM Tris

0,1% Tween, pH 7,3
ad H20

549 Tris

1049 EDTA

6,49 Trinatriumcitrat
in 1L dest. H2O, pH 7,8
10% 10xWest-Puffer
10% Methanol

ad H20

12,5% Acrylamid

0,35 M Tris-Puffer, pH 8,8
0,1% SDS

0,1% APS

0,1% TEMED

ad H20

1,9M Glycin

0,25M Tris, pH 8,1-8,4
ad H20



3.1.6. Software

Tabelle 5: Software.

Programm Anwendungsbereich Hersteller

AIDA Image Analyzer Ver- | Densitometrische Auswertung | Raytest Isotopenmessge-

sion 3.21 der Western Blots raete GmbH

Excel - Microsoft Office Datenauswertung Microsoft Corporation

Image Processing and | Bildbearbeitung Rasband, W.S., ImageJ,

Analysis in Java U. S. National Institutes of
Health

ZEN Bildbearbeitung far konfokales | Carl Zeiss Microimaging,

Mikroskop LLC.

IBM SPSS Statistics 25.0 | Datenanalyse International Business Ma-

chines Corporation

3.2. Ubersicht iiber das Untersuchungsgut
3.2.1. Patientenkollektiv

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Patientenkollektiv besteht aus 60 Patienten mit neu
diagnostiziertem und histologisch gesichertem primarem Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle, die im Zeitraum von April 2014 bis Dezember 2016 in der Kiefer- und Ge-
sichtschirurgie der Charité am Campus Benjamin Franklin behandelt wurden. Vor dem
Studieneinschluss wurden die Patienten aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einver-
standnis fur die Studienteilnahme. Der Ethikantrag (EA4/152/15) fur diese Studie wurde
bewilligt.

3.2.2. Proben

Das zu untersuchende Gewebe wurde im Rahmen der operativen Entfernung des pri-
maren Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle enthommen. Neoadjuvante Therapie fand
nicht statt. Kleine Gewebestlicke des jeweiligen Tumors und des gesunden Gewebes
von der gegenuberliegenden Wangenschleimhaut wurden wahrend der Operation in Fal-
con Roéhrchen mit physiologischer NaCl-Losung auf Eis gelegt und unmittelbar nach der
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Operation in das Labor transportiert. Danach wurde das Gewebe weiter zerteilt und in
Eppendorf-Gefalde verteilt. Anschlielend wurden die Proben im flissigen Stickstoff ein-
gefroren und bei -80°C gelagert. Das restliche entnommene Gewebe wurde routinemafig
zur Paraffineinbettung und pathologischen Begutachtung in die Pathologie geschickt.

3.3. Proteinanalytik
3.3.1. Zelllyse

Die Gesamproteinextraktion erfolgte mit einem hoch denaturierenden RIPA (engl. Radi-
oimmunoprecipitation assay)-Lysepuffer (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer). Die entspre-
chenden kleinen Gewebeproben wurden in einen Potter gegeben und es wurde jeweils
1 ml RIPA-Lysepuffer zugesetzt. Das Gewebe wurde mit Hilfe von Pistill homogenisiert.
Die entstandene Suspension wurde in Eppendorf-Gefalte Uberfuhrt und far 30 Minuten
zum Inkubieren auf Eis gestellt. Danach erfolgte zum einen eine jeweils 13 Mal 1 Sekunde
dauernde Sonifizierung mit einem Ultraschallstab (Ultraschallprozessor UP50H) und zum
anderen wurde es 3 Mal durch die Kanule 0,45 x 10 mm 26 G 3/8 gezogen. Die entstan-
dene Losung wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Hinzu kommt die Zelllyse von einigen Mundschleimhautproben und einer Kolonprobe im
Gesamtlysepuffer (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer), die als Positivkontrolle fur nachzu-
weisende Claudine fungiert. Hier wurde das Gewebe genauso wie oben beschrieben ho-
mogenisiert, inkubiert, sonifiziert und anschliellend bei Zentrifugalbeschleunigung von
15000 x g und 4°C fur 15 Minuten zentrifugiert (Perfect Spin 24R Refrigerated microcent-
rifuge). Der Uberstand wurde jeweils in ein Eppendorf-GefaR Uberfihrt und kurzfristig bei
-20°C oder langfristig bei -80°C eingefroren.

3.3.2. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Pierce

Die quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Gesamtproteinextraktion be-
ruht auf der BCA (engl. Bicinchoninic acid)-Methode nach Angaben des Herstellers
(Pierce®, Thermo Scientific). Die Proteine bilden mit zweiwertigen Kupferionen in alkali-
scher Losung einen Komplex, sogenannte Biuret-Reaktion. Dabei werden die zweiwerti-
gen Kupferionen zu einwertigen Kupferionen reduziert. BCA reagiert mit einwertigem
Kupferion zu einer Komplexverbindung mit violetter Farbe. Dabei kann die
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Proteinkonzentration im Rahmen einer photometrischen Messung unter einer Wellen-
lange von 562 nm durch die Absorption ermittelt werden.

Die Proteinbestimmung wurde als Doppelbestimmung durchgefuhrt. In einer 96-Well-
Mikrotiterplatte wurde eine BSA-Eichreihe bekannter Konzentration (0; 0,2; 0,8; 1,2 mg
BSA/ ml), RIPA-Puffer und die zu vermessenden Proben pipettiert, jeweils 10 ul per Well.
Anschlielliend wurde die Eichreihe und die zu bestimmenden Proben mit jeweils 190 pl
BCA Gebrauchslosung versehen und tUber 30 Minuten in einem Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Nach der Abkuhlung bis zur Raumtemperatur wurde die Proteinkonzentration

in einem Photometer (Tecan Spectra Classik) bestimmit.

Nach der Proteinbestimmung wurden die Proben fur den Western Blot vorbereitet. Die
Proben wurden auf die gleiche Proteinkonzentration gebracht und Laemmli-Lysepuffer
(siehe 3.1.5. Losungen und Puffer) im Verhaltnis 1:5 zugesetzt, sodass eine fertige Probe
20 g Protein pro 20 ul beinhaltete. Die Proben wurden bis zur elektrophoretischen Auf-

trennung bei -20°C gelagert.

3.3.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen wurde eine denaturierende
SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyarylamide gel electrophoresis) nach La-
emmli durchgefuhrt. Darunter werden die Proteine durch SDS (engl. Sodiumdodecylsul-
fat) denaturiert, wodurch die Protein-Protein-Wechselwirkung aufgehoben wird. Aul3er-
dem tragt das DTT (Dithiothreitol) des Laemmli-Puffers ebenfalls zur Unterbindung der
Protein-Protein-Wechselwirkung bei. Es entstehen negativ geladene SDS-Protein-Kom-
plexe mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhaltnis. Bei einer Spannung von 100V wan-
dern die SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode, wobei
die kleinen Proteine schneller als die gro3en wandern.

Hier wurden Claudine untersucht, deren Molekulargewicht zwischen 21 und 34 kDa liegt.
Fir solche kleinen Proteine eignet sich ein 12,5% Acrylamid-Trenngel (siehe 3.1.5. L6-
sungen und Puffer). Dabei gilt, je groRer die Acrylamidkonzentration des Gels, desto klei-
ner ist die Porengrof3e und desto langsamer laufen die Proteine. Die Vernetzung des
Acrylamids wird durch den Polymerisationsinitiator APS (Ammoniumpersulfat) und Kata-
lysator TEMED (Tetramethylethylendiamin) gewahrleistet. Dabei werden im Sammelgel

bei einem nahezu neutralen pH-Wert die Proteine in einer Ebene fokussiert, bevor sie im
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Trenngel (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer) bei einem basischen pH-Wert nach GroRe
separiert werden. Nach einer halbstindigen Polymerisation des Trenngels wurde ein
Sammelgel Uberschichtet und mit einem Kamm versehen, damit sich gleich Geltaschen
ausbilden konnen. Nach der vollstandigen Polymerisation wurden die fertigen Gele in die
Gelelektrophorose-Kammer (Mini-PROTEAN Tetra cell) Uberfihrt und dazu der Elektro-
phorese-Puffer eingeflllt (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer). Die oben beschriebenen
zusammengesetzten Proben wurden 5 Minuten bei 95°C denaturiert, um die Proteine in
der primaren Struktur zu erhalten und danach zentrifugiert. Nach dem Entfernen der
Kamme und grundlichem Ausspulen der Geltaschen mit Elektrophorese-Puffer wurde mit
einer Hamilton Spritze ein Marker (Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder) zum Ver-
gleich des bekannten Molekulargewichts und jeweils 20 pyl Probe pro Geltasche aufge-
tragen. Die Dauer der Gelelektrophorese betrug 1,5 bis 2 Stunden und wurde durch die
Farbung der Proben mit Bromphenolblau Uberwacht. Anschliefend wurde das Gel aus

der Gelkammer ausgebaut und beim folgenden Western Blot weiterverarbeitet.

3.3.4. Western Blot

Nachdem die Proteine ihrer Grolde nach in der SDS-PAEG sortiert wurden, wurden im
Western Blot die Proteine mit Hilfe eines senkrechten elektrischen Feldes auf eine Poly
Screen PVDF Membran ubertragen. Der Transfer erfolgte im Nassblotverfahren. Vorab
wurde die Poly Screen PVDF Membran in absolutem Alkohol Uber 5 Minuten aktiviert,
um dann gemeinsam mit dem Gel, den Schwammen und dem Whatman 3 mm Filter
weitere 5 Minuten in Transfer-Puffer (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer) equilibriert zu
werden. Anschliefiend wurde ein Gel-Membran-Sandwich hergestellt:

klares Pannel + Anode
Schwamm

Whatman-Filter

PVDF Membran

Gel

Whatman-Filter

Schwamm

Schwarzes Panel - Kathode
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Das Sandwich wurde in die Elektrodenkammer (Mini-Transplot-Modul) eingesetzt und im
kaltem Transfer-Puffer bei 100 V und konstantem Strom 0,2-0,4 A fir 1 Stunde an ein
Netzgerat (Power Pac 200/300) angeschlossen. Die Proteine binden nicht kovalent an
die Blotmembran. Danach wurde die Membran entweder bei -20°C eingefroren oder wei-
terverarbeitet.

3.3.5. Imnmundetektion von Proteinen

Nun wurden die Proteine Uber die Bindung eines Primarantikorpers gegen das Protein
und eines Sekundarantikorpers gegen den Primarantikdrper nachgewiesen (siehe 3.1.4.
Primar- und Sekundarantikorper). Um die gleiche Proteinbeladung der einzelnen Proben
zu Uberprufen, wurde beim Nachweis der verschiedenen Claudine eine [3-Actin Kontrolle
durchgefuhrt.

Die Membran wurde kurz in einer TBST-Waschldsung (siehe 3.1.5. Losungen und Puffer)
gespult, um die Bestandteile der vorherigen Behandlungen wie z.B. SDS zu entfernen.
Danach erfolgte eine Blockierung mit Blockierungslosung PVP40 (3.1.5. Losungen und
Puffer) Uber eine Stunde, damit in den nachsten Schritten keine unspezifischen Bindun-
gen der Antikorper entstehen. Der Primarantikorper wurde in TBST mit 5% BSA im Ver-
haltnis 1:1000 verdinnt, 10 ml des Primarantikorpers wurde auf die Membran gegeben
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde die Membran 3 Mal je
10 Minuten gewaschen und mit dem Sekundarantikorper, der in der TBST-Waschl6sung
mit 1% Blocking Reagent (Milchpulver) in einem Verhaltnis von 1:10000 verdinnt wurde,
uber eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem erneuten 3-maligen Waschen
wurde die Membran in der Lumilightldsung (1:1 Mischung von Losung 1 und 2) uber 5
Minuten in der Dunkelheit inkubiert. Dabei ist der Sekundarantikdrper an eine Peroxidase
gekoppelt, die mit Luminol der Lumilightldsung eine detektierbare Chemilumineszenz
auslost. Das Signal wurde im Fusion x 7 Chemilumiszenz- und Fluoreszenz-Imaging de-
tektiert. Die Intensitat der Chemilumiszenz erméglichte die quantitative Analyse der vor-
handenen Menge des zu untersuchenden Proteins, die im Anschluss mit AIDA (Advan-
ced Image Data Analyzer) densitometrisch ausgewertet wurde. Bei der quantitativen Ana-

lyse wurde die Expressionsstarke des Kontrollproteins 3-Actin einbezogen.
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3.3.6 Pulldown Assay

Das Pulldown-Verfahren bietet die Moglichkeit Protein-Protein Interaktionen darzustellen.
Dabei basiert diese Methode auf einer Affinitat des so genannten "Koderproteins" mit
dem "Beuteprotein”. In unserer Studie fungiert Glutathionstransferase-Clostridium perf-
ringens Enterotoxin (GST-CPE) als Kodermolekul, das Claudin-3 sowie einige andere
Claudine spezifisch am C-terminalen Ende binden kann.

In die Mini-Columns wurden die Filter eingesetzt und mit jeweils 81pl Glutathion (GSH)
Sepharose beats versehen. Die Haftung der beats wurde durch Zentrifugation bei 500 x
g bei 4°C fur 5 Minuten gefordert. Anschlielend mussten die GSH Sepharose beats mit
Ethanol bei erneuter Zentrifugation mit PBS ausgewaschen werden. Das in jeweils 200
ul Gesamtlysepuffer zugegebene GST-CPE (je 1,5 pg) gelangte in die Mini-Columns und
rotierte fur eine Stunde bei 4°C, um GSH Sepharose beats GST-CPE Komplexe zu bil-
den. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben im Gesamtlysepuffer lysiert (siehe Abschnitt
3.3.1.). Danach wurden die Mini-Columns 5 Minuten bei 500 x g und 4°C zentrifugiert und
so die Fraktion 1 "flow-through 1" (FT1) gewonnen. Somit bildet diese Fraktion den un-
gebundenen Anteil an GST-CPE Fusionsprotein. Es folgten 3 Waschschritte mit Gesamt-
lysepuffer bei 500 x g, 4°C fur je 2 Minuten, die beim nachsten Waschschritt identisch
ausgefuhrt wurden.

Weitere 2 Stunden Inkubation erfolgten, nachdem den Mini-Columns die Probelysate (je-
weils 270 pg Mundschleimhautlysate und 61 pg Colonlysate) zugesetzt wurden. Es folgte
eine 5-minutige Zentrifugation der Mini-Columns, die die Gewinnung der Fraktion 2 (FT2)
mit ungebundenen Proteinen forderte. Nach dem erneuten Waschen konnten die Prote-
ine mit Hilfe von 1xLaemmli von dem Filter mit GSH Sepharose beats getrennt werden
(Eluat/E), sodass am Ende die gewlnschten Proteine im Western Blot detektiert und

quantitativ ausgewertet werden konnten.
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3.4. Immunfluoreszenzfarbung des fixierten Gewebes

3.4.1. Entparaffinierung und Immunfluoreszenzfarbung

Immunfluoreszenzfarbung fungiert in dieser Arbeit als qualitative Methode zur Darstel-
lung der TJ-Proteine Claudine in verschiedenen Zellkompartimenten. Die Mundschleim-
hautschnitte, sowohl von der Tumorregion als auch von der Kontrollregion, mussten zu-
erst entparaffiniert und dehydriert werden, um die Formalin-bedingte Proteinvernetzun-
gen zu demaskieren und die Proteine wieder zuganglich zu machen. Dabei wurden die
Schnitte nacheinander 2 Mal jeweils 20 Minuten in Xylol inkubiert und anschlieend kurz
in der absteigenden Ethanolreihe (absolut, 90%, 80%, 70%) und Aqua dest. hydratisiert.
Anschliel3end erfolgte eine Mikrowellenbehandlung in einem Citrat-haltigen TEC Puffer
(siehe 3.1.5. Losungen und Puffer) 2 Mal je 10 Minuten bei 360 W. Danach wurde eine
Abkuhlung der Schnitte im restlichen TEC Puffer fur eine halbe Stunde bei Raumtempe-
ratur durchgefihrt. Hierdurch erfolgte eine weitere "Wiederherstellung" oder "Renaturie-
rung" durch Fixierung einer veranderteren Proteinstruktur. Nachdem die Schnitte 2 Mal
je 3 Minuten mit TBST gewaschen wurden, erfolgte eine 10-minutige Inkubation in
0,001% Trypsin, um die Zellen fur die Antikorper zuganglich zu machen. Nachdem die
Schnitte erneut mit Aqua dest. und 2 Mal je 3 Minuten mit TBST gespult wurden, blo-
ckierte man diese fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit DAKO (DAKO Cytomation pro-
tein block X0909), damit die unspezifische Antikorperbindung unterdruckt wird. Wahrend-
dessen wurden die Primarantikorper in PBS angesetzt (siehe 3.1.4. Primarantikorper),
dabei wurden die einzelnen Schnitte mit dem jeweiligen Claudin-Antikérper und ZO-1-
Antikorper bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte 3 Mal je
3 Minuten in TBST gewaschen und fur zwei Stunden mit dem fluoreszenzmarkierten Se-
kundarantikorper (jeweils gegen Maus oder Kaninchen, siehe 3.1.4. Sekundarantikorper)
und dem Zellkernfarbstoff DAPI (1:2000) im Dunkeln inkubiert, wobei es immer eine Ne-
gativkontrolle ohne die primaren Antikorper gab. Danach erfolgte ein Abwaschen der un-
gebundenen Antikorper mit PBS und Aqua dest. jeweils 2 Mal je 5 Minuten. Die Schnitte
wurden mit dem Mount Fluor eingedeckt und im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

3.4.2. Prinzip des konfokalen Laser-Scanning Mikroskops

Die fertigen fluoreszenzmarkierten Mundschleimhautschnitte wurden mit dem konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop 510 META und der ZEN Software analysiert. Die
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Fluoreszenzfarbstoffe auf dem sekundaren Antikérper wurden mit dem monochromen
Laserstrahl der Wellenlange 408 nm (DAPI), 488 nm (Goat-Anti-Mouse) und 594 nm
(Goat-Anti-Rabbit) angeregt und die daraufhin emittierten Lichtsignale der Wellenlange
420-480 nm blau, 505-550 nm grun und 582-647nm rot aufgenommen. Um die Claudine
speziell in der TJ darzustellen, wurde das TJ-Protein ZO-1 ebenfalls angefarbt, damit
man die Kolokalisation mit dem entsprechenden Claudin in der TJ darstellen kann. Die
Kolokalisation ergibt ein gelbes Signal (grun+rot). Dabei ist das Besondere bei der kon-
fokalen Laser-Scanning Mikroskopie, dass dabei nicht das ganze Objekt auf einmal be-
leuchtet und abgebildet wird, sondern ein fokussiertes Punkt-fur-Punkt-abtasten oder ab-
scannen und abbilden einzelner Punkte des Objekts erfolgt. Dabei wird die reflektierte
oder emittierte Intensitat des Lichts von jedem abgetasteten Punkt gemessen. Zudem
gibt es eine zweite Linse, die das reflektierte Licht bandelt, bevor es auf den Detektor
trifft. In der Brennebene solcher Linsen befindet sich die Airy-Blende, die nur Licht durch-
lasst, was davor im Fokus des Objektives stand. Mit Hilfe dieser kleinen Blendendffnung,
dem sogenannten Pinhole, wird gewahrleistet, dass nicht genau in der Objektfokusebene
liegende Strukturen, die zu einem unscharfen Bild fuhren wirden, ausgeblendet werden
und nur die Lichtintensitat der vorher fokussierten Punkte gemessen wird. Diese Lichtin-
tensitat wird durch Photomultiplayer verstarkt und gemessen und es kann im Nachhinein
durch die vorherigen Einstellungen diesen Intensitaten Farbe zugeordnet werden. So ent-
steht ein scharfes Fluoreszenzbild.

3.5. Coomassie-Blau-Farbung

Als Vorbereitung fur die Massenspektroskopie von Claudin-3 im Leibniz-Institut fur Mole-
kulare Pharmakologie wurde zuerst eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach La-
emmli durchgefuhrt. Ein Blot enthalt die Proben (Kontrollen von Patient 15 und 16 jeweils
40 ug, Positivkontrolle Kolonadenokarzinomzelllinie HT29/B6 jeweils 5 pg) in doppelter
Ausfuhrung. Danach wird das Gel in identische Halften getrennt, sodass eine Gelhalfte
fur die Coomassie-Blau-Farbung eingesetzt wurde und mit der anderen Gelhalfte ein
Western Blot (siehe Abschnitte 3.3.3. bis 3.3.4.) mit anschlieRender Immundetektion von
Claudin-3 (siehe Abschnitt 3.3.5.) durchgefuhrt wurde, um die Hohe der aus dem Gel
auszuschneidenden Banden zu detektieren.

Bei der Coomassie-Blau-Farbung wurde das Gel in 20 ml Farbeldsung (siehe Tabelle 6.)
15 Minuten langsam bei Raumtemperatur auf dem Wiegeschuttler inkubiert. Danach
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wurde die Farbeldsung entfernt und das Gel zwei Mal mit Wasser gespult. Anschlieend
erfolgte die Entfarbung des Gels in der Entfarbeldosung (siehe Tabelle 6.) auf dem Wie-
geschuttler bei Raumtemperatur Gber Nacht.

Tabelle 6: Coomassie-Blau-Farbe- und Entfarbelosungen.

Farbelosung (11) Entfarbeldsung (1)
19 Coomassie Blau R-L50 100 ml Methanol
450 ml Methanol 100 ml Eisessig

450 ml H.O 800 ml H20

100 ml Eisessig

Die entsprechenden Banden (Kontrollen von Patient 15 und 16 bei ~ 55 kDa; Positivkon-
trolle Kolonadenokarzinomzelllinie HT29/B6 bei ~23 kDa wie im Kontroll Western Blot)
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und im Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakolo-

gie mittels Massenspektroskopie analysiert.

3.6. Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics 25.0 analysiert.
Der Unterschied zwischen der Claudin-Expression im Tumor und in der Kontrolle wurde
mit Hilfe des Wilcoxon-Tests auf Signifikanz gepruft und mit der Bonferroni-Methode kor-
rigiert. Der Einfluss der Lokalisation innerhalb der Mundhohle auf die Claudin-Expression
wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test Uberpruft. Die Korrelationen der Claudin-1, -2, -
4, -5, -7- Expression mit den klinikopathologischen Eigenschaften des Tumors wurden
entweder mit dem Spearman-Rho-Test oder mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert.
Die rezidivireie Uberlebenszeit bezogen auf die Claudin-Expression wurde mittels der
Kaplan-Meier-Methode abgeschatzt und mit Hilfe vom Log-Rank-Test auf Signifikanz
Uberpruft. Die rezidivfreie Uberlebenszeit definiert sich durch das Intervall zwischen der
Resektion des Primarius und der letzten Nachkontrolle, in der der Patient in Remission
war (zensiert) bzw. dem Datum des erstmaligen Auftretens des Rezidivs (unzensiert).
AuRerdem wurde im Anschluss eine Cox-Multiregressionsanalyse durchgefuhrt, um den
gleichzeitigen Einfluss von mehreren Variablen auf das rezidivireie Uberleben zu (iber-
prufen. Ein p-Wert von unter 0,05 (2-seitig) bei den Tests wurde als signifikant angese-
hen.
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4. Ergebnisse

4 1. Patientencharakteristika

Insgesamt nahmen 60 Patienten mit primarem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle an
dieser Studie teil. Jedem Patienten wurde eine Nummer von 1 bis 60 zugeordnet. Dabei
wurden Tumore aus unterschiedlichen Mundhohlenarealen untersucht (siehe Abbildung
9 Abschnitt 4.4.). Die Patientengruppe beinhaltet sowohl Manner als auch Frauen und
jedes Tumorstadium nach UICC 2009 war mindestens einmal vertreten (Stadium: 0
(n=1), I (n=8), Il (n=12), lll (n=11), IVa/b/c (n=26), keine Zuordnung (n=2)). In der Erfas-
sung der Patientendaten wurde soweit bekannt der Nikotin- und Alkoholkonsum mitbe-
rucksichtigt. Das Tumorstadium wurde den Berichten der Pathologie sowie den bildge-
benden Staging-Untersuchungen entnommen. Die meisten Tumore (n=38) sind malig
differenziert (G2-Stadium) und es wurden in wenigen Fallen Lymph- (n=6) oder Gefal3in-
filtration (n=2) angegeben. Nur in vier Fallen wurde eine Aussage uber eine Perineuralin-
vasion gemacht, bei allen anderen Patienten gab es keine Angaben dazu. Ein Patient
wies in der primaren Diagnostik histopathologisch eine Metastasierung auf. In drei ande-
ren Fallen wurde eine unklare Raumforderung der Lunge in der Bildgebung auf Wunsch
der Patienten nicht weiter abgeklart. Bei einem Patienten wurden die potenziellen Meta-
stasen aufgrund des palliativen Settings nicht ausgeschlossen. Bei einem weiteren Pati-
enten war der Metastasierungsstatus ebenfalls unklar. Nach der Tumorresektion wurde
dieser Patient nicht verlaufsbeobachtet. Die mittlere Beobachtungszeit, die dem Patien-
tendatenerfassungssystem des Krankenhauses entnommen werden konnte, betrug 21,0
Monate mit einem Minimum von 0,1 Monaten und einem Maximum von 59,8 Monaten.
Die genaue Zusammensetzung der Patientencharakteristika kann der Tabelle 7 entnom-

men werden.
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Tabelle 7: Patientencharakteristika.

Manifestationsalter 35-90 (@ 65,7)
Geschlecht

mannlich 38 (63,3%)
weiblich 22 (36,7%)
Nikotinkonsum

ja 34 (56,7%)
nein 7 (11,7%)
keine Angaben 19 (31,7%)
Alkoholkonsum

ja 26 (43,3%)
nein 2 (3,3%)
keine Angaben 32 (53,3%)
T-Stadium

Tis 1(1,7%)
T1 16 (26,7%)
T2 21 (35%)
T3 6 (10%)
T4 15 (25%)
Tx 1(1,7%)
Lymphknotenmetastasen

NO 27 (45%)
N1 10 (16,7%)
N2 (a-c) 17 (28,3%)
NXx 6 (10%)
Tumorgrading

G1 4 (7%)

G2 38 (63%)
G3 10 (17%)
Gx 8 (13%)
LymphgefaBinvasion

Ja 6 (10%)
Nein 41 (68,3%)
Lx 13 (21,7%)
GefaBinfiltration

Ja 2 (3,3%)
Nein 45 (75%)
VX 13 (21,7%)
Rezidiv

Ja 14 (23,3%)
Nein 35 (58,3%)
Lost of follow-up 7 (11,7%)
Verstorben 1(1,7%)

Progredienz bei Palliativsetting 3 (5%)
Tx, Nx, Mx, Gx, Lx und Vx keine Angaben; "Lost of follow-up": seit der definitiven Therapie

keine Verlaufskontrollen im ambulanten oder stationaren Bereich der Charité
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4.2. Expression der Claudine

Der primare Endpunkt der vorliegenden Arbeit zielt auf den Vergleich der Claudin-Ex-
pression im Tumor versus gesundem Mundschleimhautepithel des gleichen Individuums
ab. Hierfur wurden aus dem entnommenen Gewebe (Tumor- und Kontrollgewebe) Pro-
teinlysate hergestellt und der Western Blot Analyse als Methode zur Proteinbestimmung
und -quantifizierung gewahlt. Dabei ist zu beachten, dass pro Western Blot Proben von
Tumor und gesundem Kontrollgewebe fur maximal sieben Patienten aufgetragen und
verglichen werden konnten. Dadurch wurden bei allen Analysen jedes Mal gleiche Be-
dingungen fur einen intraindividuellen Vergleich geschaffen. Damit konnen wir mit Hilfe
des Wilcoxon-Tests nachweisen, dass die Expression von Claudin-4, Claudin-5 und
Claudin-7 im oralen Plattenepithelkarzinom vermindert ist (p<0,001). Im Gegensatz dazu
ist Claudin-2 verstarkt exprimiert (p<0,001). Die Expressionshohe von Claudin-1 weist
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Tumor und der Kontrolle auf (p=0,596).
Die Unterschiede sind in Abbildung 4 veranschaulicht. AuRerdem ist die komplette Wes-
tern Blot Analyse fur 60 Kontrollen und jeweiligen Tumoren im Anhang dargestellt.
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Abbildung 4: Analyse der Claudin-Expression anhand von Western Blots.

a Western Blot Analyse der Claudine hier beispielhaft gezeigt in den Kontrollen (c) 50-54
und den jeweiligen Tumoren (t) anhand der unterhalb liegender Ladungskontrolle R-Actin
(42 kDa) normiert. Anhand der Starke der Banden wird der intraindividuelle Vergleich
zwischen dem Tumor und der Kontrolle durchgefuhrt.

b-f In Boxplots sind paarweise densitometrische Analysen der Expression von Claudin-
1, Claudin-2, Claudin-4, Claudin-5 und Claudin-7 in dem gesunden Kontrollgewebe der
60 Patienten (n=60) gegenuber dem Tumorgewebe (n=60) mit der Ladungskontrolle -
Actin normiert und dargestellt. Signifikant unterschiedlich zur Kontrolle p <0,001***, n.s.

nicht signifikant. o milde Ausreil3er; * extreme Ausreil3er.
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4.3.Lokalisation der Claudine in der Mundschleimhaut im gesunden und Tumorgewebe

Um die Verteilung der Claudine innerhalb der Epithelschichten zu begutachten wurden
an einzelnen ausgewahlten Paraffinschnitten Immunfluoreszenzfarbungen (IF) durchge-
fuhrt. Hier wurde nach dem gleichen Prinzip jeweils der Tumor und die dazugehdrige
Kontrolle (Wangenepithel) qualitativ evaluiert. Fur die Claudine-1, -2, -4, -5 und -7 wurden
jeweils zwei Tumorfarbungen und zwei zugehdrige Kontrollfarbungen ausgewertet. Vor
der IF wurden die Hamatoxylin-Eosin gefarbten Paraffinschnitte des Kontroll- und Tum-
orgewebes lichtmikroskopisch angeschaut. Als Beispiel zeigt die Abbildung 5 ein licht-

mikroskopisches Bild eines unveranderten Zungenepithels und eines Plattenepithelkar-

zinoms der Zunge.

Abbildung 5: Paraffinschnitt der Zunge von Patient 31, Hamatoxylin-Eosin-Far-
bung.

a Ein normales unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel der Zungenunterseite

b Ein gut differenziertes, verhornendes Plattenepithelkarzinom der Zunge mit Hornperlen
(Pfeile).

Die IF wurde mit Antikdrpern gegen einzelne Claudine und das Adapterprotein ZO-1 als
TJ-Marker durchgefuhrt.
Das TJ-Protein Claudin-1 wurde Uber alle Epithelschichten in der Zellmembran des un-

veranderten Wangenepithels gesehen. Die Kolokalisation mit dem Adapterprotein ZO-1
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ist vorwiegend in der apikalen Region anzutreffen. Die untersuchten Tumorareale hatten
Claudin-1 in der Zellmembran und zusatzlich eine Anreicherung von Claudin-1 im Zyto-
plasma. Im Tumor konnte keine Kolokalisation von Claudin-1 und ZO-1 festgestellt wer-
den. Das ZO-1 scheint hier im Zytoplasma zu sein. Die Abbildung 6a veranschaulicht die
Claudin-Expression in dem Kontrollepithel versus Mundbodenkarzinom und ist konkor-
dant mit dem Ergebnis des Western Blots.

Das normale Wangenepithel zeigt Claudin-2 in der Zellmembran der Verhornungen und
in der Zellmembran der apikalen Bereiche (obere 1/3-2/3) der Epithelschichten, wo auch
stellenweise Kolokalisation mit ZO-1 vorhanden ist. Der Tumor zeigt ein starkeres Clau-
din-2 Signal in der Zellmembran der Verhornungen, ein ZO-1 Signal wurde nicht detek-
tiert (siehe Abbildung 6b).

Das Wangenepithel besitzt in der Zellmembran von Stratum basale bis zum Stratum su-
perficiale Claudin-4. Die Immunfluoreszenzfarbung ahnelt der Claudin-1 Farbung des ge-
sunden Epithels. Das ZO-1 Protein ist mit Claudin-4 in der Zellmembran des Stratum
intermedium bis Stratum superficiale an einigen Stellen kolokalisiert. Im Tumorepithel
kann man die Claudin-4 Farbung in der Zellmembran, im Zytoplasma und vereinzelt im
Zellkern beobachten. Das ZO-1 Signal ist im Zytoplasma detektierbar. Die Beispielfar-
bung in der Abbildung 6¢ prasentiert eine verstarkte Expression des Claudin-4 in einem
gut differenzierten Zungentumor, die mit dem zugehorigen Western Blot-Ergebnis tber-
einstimmt.

Die Immunfluoreszenzfarbung fur Claudin-5 und Claudin-7 zeigt im Kontrollgewebe ein
ahnliches Signalmuster. Beide Proteine sind zum Teil gemeinsam mit ZO-1 in der Zell-
membran von Stratum intermedium bis Stratum superfiziale zu finden. Zusatzlich kann
Claudin-5 im Zellkern Uber alle Epithelschichten und im Zytoplasma der Basalzellen ge-
funden werden. Claudin-7 hingegen ist moglicherweise auch vereinzelt in der Zellmemb-
ran der Basalzell- und Parabasalschicht vorhanden. Im Mundschleimhauttumor ist Clau-
din-5 in der Zellmembran, dem Zellkern und vereinzelt im Zytoplasma lokalisiert. Hier ist
keine Kolokalisation von Claudin-5 und ZO-1 zu erkennen (siehe Abbildung 6d). Claudin-
7 ist in der Zellmembran der Tumorzellen exprimiert und in den Hornperlen des Tumo-
repithels mit ZO-1 in der Zellmembran kolokalisiert. Die Anwesenheit von Claudin-7 im

Zytoplasma der Tumorzellen ist vereinzelt vorhanden (siehe Abbildung 6e).
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Abbildung 6: Lokalisation der TJ Proteine Claudin-1, -2, -4, -5 und -7 in der Mund-
schleimhaut.

Jeweils einschichtige Immunfluoreszenzaufnahme von einem Tumor und der entspre-
chenden Kontrolle. Darstellung in a, b, d, e von Claudin-1, -2, -5, -7 (rot) und ZO-1 (grun)
und in ¢ Claudin-4 (grun) und ZO-1 (rot), der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt (blau),

Merge-Bild als zusammenfassende Darstellung zur Kolokalisation von Claudin und ZO-1
(gelb).

4 4. Claudin-Expression in den untersuchten Mundhoéhlenarealen

Die meisten der hier untersuchten Tumore waren in der Zunge lokalisiert (n=16), gefolgt
von annahernd gleicher Anzahl an Mundboden- (n=15) und Alveolarkammtumoren
(n=14). Nur wenige Tumore stammten aus der Wangenschleimhaut (n=3) und dem Gau-
men (n=2). Die bosartigen Neoplasien, die nicht nur an einer Stelle des oralen Epithels
vorhanden waren, wurden als multifokal (n=10) bezeichnet. Abbildung 7 bildet die Vertei-

lung berucksichtigter oraler Plattenepithelkarzinome ab.
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Tumorlokalisation

mZunge 27%
Mundboden 25%
m Alveolarkamm Ober- oder Unterkiefer 23%
m Multifokal 17%
m Wangenschleimhaut 5%
Gaumen 3%

Abbildung 7: Tumorlokalisation.
Der prozentuale Anteil der in dieser Studie untersuchten Plattenepithelkarzinome inner-
halb der Mundhdhle.

Insgesamt lasst sich kein signifikanter Unterschied im Kruskal-Wallis-Test (siehe Tabelle
8) bezuglich der Claudin-Expression beim oralen PECA in unterschiedlichen Bereichen
der Mundhohle feststellen. Deshalb wurden die Ergebnisse der Claudin-Expression in
allen 60 unterschiedlichen Proben unabhangig von der Lokalisation innerhalb der Mund-
hohle betrachtet. Die Differenz der Expression von Claudin-1, -2, -4, -5 und-7 zwischen

Kontroll- und Tumorgewebe ist in Abbildung 8 veranschaulicht.

Tabelle 8: Kruskal-Wallis-Test.
Gruppenvariable: Tumorlokalisation, Testvariable: Differenz der Claudin-Expression im

Tumor und der Kontrolle.

Claudin-1 ‘Claudin-z ‘Claudin-4 Claudin-5 ‘CIaudin-?

Kruskal- Wallis H 5,231 7,662 3,409 6,917 3,244
Asymptotlsche 0,388 0,176 0,637 0,227 0,662
Signifikanz
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Abbildung 8: Claudin-Expressionshohe unterschiedlicher Mundhdhlenareale.

Claudin-Expression im Western Blot unterteilt nach verschiedenen Tumorlokalisationen
innerhalb der Mundhdhle. Dabei ist die Claudin-Expression des Tumors entweder hoher
(positiver Bereich) oder niedriger (negativer Bereich) in Bezug auf die Kontrolle (=0). Die
Mittelwerte der Differenz der densitometrischen Intensitat zwischen Tumoren und Kon-

trollen mit 3-Actin Normierung sind mit Standardfehler angegeben.

4.5. Zusammenhang zwischen der Claudin-Expression und den klinikopathologischen

Faktoren

Als sekundares Ziel der vorliegenden Studie wurde eine Assoziation zwischen der Diffe-
renz der Claudin-Expressionshohe zwischen normaler Mundschleimhaut und der Mund-
schleimhautkarzinome im Zusammenhang mit den klinikopathologischen Faktoren eva-
luiert. Die Abweichungen der Claudin-Expression zwischen Tumor- und Kontroligewebe
wurden mit dem Tumorstadium und weiteren bekannten Faktoren wie Geschlecht oder
mit den nachweislich Neoplasie-beeinflussenden Faktoren wie Nikotinkonsum vergli-
chen. Die Korrelation zwischen Claudin-Expression und klinikopathologischen Parame-

tern ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Dependenzanalyse: Claudin-Expressionsunterschied des Tumors und die

klinikopathologischen Faktoren. Die Daten ohne Angaben von Nikotin- und Alkoholkon-

sum, UICC-Stadium, Tx, Nx, Gx, Lx wurden nicht miterfasst, p-Wert Berechnung mit dem

Sperman-Rho- oder Mann-Whitney-U-Test mit signifikantem Ergebnis bei **p<0,01;

r=Rangkorrelationskoeffizient; R=mittlerer Rang.

Klinikopatho- Claudin-1 |Claudin-2 |Claudin-4 Claudin-5 Claudin-7
logische
Faktoren
Alter 60 r(-0,092) [r(0,072) r(0,159) r(-0,061) r(-0,028)
p-Wert 0,484 0,583 0,225 0,641 0,831
Geschlecht

maénnlich 38 R(33,08) [R(29,12) R(28,61) |[R(31,45) R(28,63)

weiblich 22 R(26,05) [R(32,86) R(33,77) |R(28,86) R(33,73)
p-Wert 0,133 0,425 0,269 0,581 0,276
Nikotinkonsum

Ja 34 R(22,15) [R(21,56) R(21,15) |R(20,74) R(21,38)

Nein 7 R(15,43) [R(18,29) R(20,29) |R(22,29) R(19,14)
p-Wert 0,177 0,510 0,862 0,755 0,652
Alkoholkonsum

Ja 26 R(14,85) [R(14,15) R(13,88) |R(14,31) R(14,04)

Nein 2 R(10) R(19) R(22,50) |R(17) R(20,50)
p-Wert 0,422 0,422 0,153 0,656 0,284
UICC-Stadium 52 r(0,160) r(0,090) r(0,005) r(0,085) r(-0,367)
p-Wert 0,428 0,965 0,560 0,208 0,008**
Tumorausdehnung 59 r(-0,089) [r(0,042) r(-0,227) | r(-0,209) r(-0,213)
p-Wert 0,503 0,752 0,083 0,112 0,106
Lymphknoten- 54 r(0,150) r(-0,018) r(-0,014) |r(0,010) r(-0,387)
metastasen 0,279 0,898 0,920 0,940 0,004**
p-Wert
Grading 52 r(0,040) r(-0,073) r(0,006) r(0,047) r(-0,046)
p-Wert 0,780 0,609 0,965 0,740 0,747
LymphgefaBinvasion

Ja 6 R(34,17) [R(21,50) R(29,17) |R(30,67) R(25)

Nein 41 R(22,51) [R(24,37) R(23,24) |R(23,02) R(23,85)
p-Wert 0,052 0,633 0,323 0,202 0,848
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Diese Studie konnte keinen Zusammenhang zwischen der Claudin-1-, Claudin-2-, Clau-
din-4- und Claudin-5-Expression des oralen PECA und den untersuchten klinikopatholo-
gischen Parametern nachweisen. Lediglich tendieren die Mundschleimhautepithelkarzi-
nome mit Lymphgefalinfiltration dazu eine hohere Claudin-1-Expression zu haben (p-
Wert=0,052), allerdings ist die Anzahl der Patienten in dieser Gruppe gering, sodass wei-
tere Untersuchungen zur Abklarung des Zusammenhangs erfolgen mussen. Auf3erdem
besteht rein deskriptiv ein Zusammenhang zwischen der Claudin-4-Expression und der
Tumorausdehnung (siehe Abbildung 9a). Je grolRer der Tumor ist, desto weniger Claudin-
4 lasst sich nachweisen (p-Wert=0,083).

Wir stellten fest, dass eine verringerte Expression von Claudin-7 im oralen PECA signifi-
kant mit einer Lymphknotenmetastasierung korreliert (p=0,004). Diese Erkenntnis setzt
sich bei der UICC-Stadieneinteilung fort, sodass Claudin-7 in den fortgeschrittenen Sta-
dien signifikant weniger gebildet wird (p=0,008). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 9b
und 9c zur Verdeutlichung dargestellt.
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen der Veranderung der Claudin-4- und Clau-

din-7-Expression im Tumor und den klinikopathologischen Faktoren.

a Assoziation zwischen Claudin-4 und Tumorausdehnung

b Assoziation zwischen Claudin-7 und Lymphknotenmetastasen

¢ Assoziation zwischen Claudin-7-Expression und UICC-Stadium

Dabei bildet die rote Linie, die die y-Achse bei 0 schneidet, die Kontrolle. Alle Werte sind

3-Actin normiert.
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4.6 Zusammenhang der Claudin-Expression mit dem rezidivfreien Uberleben

Insgesamt wurden 49 Patienten kurativ behandelt und nachbeobachtet (siehe Tabelle 7,
Abschnitt 4.1.). 28,6% (n=14) der Patienten bekamen ein Rezidiv (unzensiert) und 71,4%
(n=35) der Patienten bekamen keine erneute Erkrankung im beobachteten Zeitraum
(zensiert). Die Nachbeobachtungszeit der kurativ behandelten Patienten lag im Mittel bei
25,0 Monaten, mit einem Minimum von 1,9 und einem Maximum von 59,8 Monaten (siehe
Abbildung 10).
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Abbildung 10: Rezidivfreies Uberleben der kurativ behandelten und nachbeobach-

teten Patienten.

Um den Einfluss der Claudin-Expression auf die rezidivfreie Uberlebenszeit zu tGberpri-
fen, wurde der Unterschied zwischen der Claudin-Expression im Tumor versus Kontrolle
entweder in 2 Gruppen (Gruppe 1 mit Werten kleiner oder gleich dem Median und Gruppe
2 groRer als Median der Claudin-Expressionsdifferenz zwischen Tumor und Kontrolle)
oder in 3 Gruppen (Terzile) eingeteilt (zur Ubersicht der Cutoff-Werte fiir die Einteilung in

die jeweilige Gruppe siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Gruppeneinteilung fiir Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse.

Diff CLDN*-1 Diff_CLDN*-2 Diff CLDN*-4 | Diff_CLDN*-5 Diff CLDN*-7

Median -0,0036 0,5166 -1,2990 -1,8187 -2,9739
Terzile:

33,3 -0,5033 0,0791 -1,7837 -3,8407 -5,4102
66,7 0,3062 1,5743 -0,4159 -0,8055 -0,7588

*Diff_CLDN ist die Claudindifferenz zwischen dem Tumor und der Kontrolle.

Bei der Einteilung der untersuchten Claudine nach Expressionshohe in drei gleich grof3e
Gruppen, kristallisierte sich eine Tendenz beziiglich der rezidivfrein Uberlebenszeit her-
aus.

Es stellte sich heraus, dass die Patienten, bei denen die Claudin-2-Expression im Tumor
und der intraindividuellen Kontrolle &ahnlich war (Gruppe 1), eine langere rezidivfreie Zeit
hatten bzw. dass diejenigen, die Claudin-2 verstarkt exprimierten (Gruppe 3), zu haufige-
ren Rezidiven und einer kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit neigten (p=0,019). So be-
kamen die Patienten der Gruppe 1 mit annahernd normaler Claudin-2-Expression im
Durchschnitt ein Rezidiv erst nach 33,8 Monaten verglichen mit der Gruppe 2, die ein
Rezidiv nach 19,7 Monaten (p=0,244) bekamen und der Gruppe 3 mit dem Rezidiv nach
12 Monaten (p=0,019) (siehe Abbildung 11a).

AuRerdem hatten die Patienten mit einer annahernd gleichen Claudin-4-Expression im
Tumor und in der intraindividuellen Kontrolle (Gruppe 3, Rezidiv im Durchschnitt nach
29,0 Monaten) eine langere rezidivireie Uberlebenszeit als die Gruppe 2 (Rezidiv im
Durchschnitt nach 24,5 Monaten, p=0,154) und die Gruppe 1 mit der starksten Claudin-
4-Expressionsminderung (Rezidiv im Durchschnitt nach 15,0 Monaten, p=0,036) (siehe
Abbildung 11b).

Daruber hinaus beobachtete man die gleiche Tendenz fur Claudin-5- wie bei Claudin-4-
Expression in oralen PECA-Zellen versus intraindividuelle gesunde Kontrolle, dies erwies
sich allerdings als nicht signifikant (p=0,142). Die Expression von Claudin-1 und -7 im
Vergleich zwischen PECA der Mundhdhle und der gesunden Schleimhaut ergab keinen

signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten.
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Abbildung 11: Rezidivfreies Uberleben der kurativ behandelten und nachbeobach-
teten Patienten in Abhangigkeit von der Claudin-Expression.

a Claudin-2-Expression in drei gleich grol3e Gruppen eingeteilt, dabei besitzt das Tumor-
gewebe der Gruppe 1 ahnlich viel Claudin-2 wie das Kontrollgewebe, die Gruppen 2 und
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3 exprimieren im Tumorgewebe verstarkt Claudin-2 im Vergleich zur Kontrolle, paarweise
Vergleich zwischen Gruppe 1 und 3 (p=0,019)

b Hier sind die Patienten anhand der Unterschiede in der Claudin-4-Expression zwischen
Tumorgewebe und gesundem Kontrollgewebe in drei gleich gro3e Gruppen eingeteilt
worden mit dem geringsten Unterschied in Gruppe 3 und dem grof3ten Unterschied in

Gruppe 1, paarweise Vergleich zwischen Gruppe 1 und 3 (p=0,036).

Im Weiteren wurde zuerst der univariate Einfluss der Kovariablen (Claudin-1, -2, -4, -5
und -7, Alter, Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen und Tumorgrading) analy-
siert, wo sich nur Claudin-2-Expression (Hazard Ratio 1,157; 95%-Konfidenzintervall
1,032-1,296; p= 0,012) als bedeutsame Claudin-Kovariable nachgewiesen wurde.

Danach wurde der gleichzeitige Einfluss von mehreren Kovariablen (Claudin-2, Alter, Tu-
morausdehnung, Lymphknotenmetastasen und Tumorgrading) auf das rezidivfreie Uber-
leben mit Hilfe von Cox-Multiregressionsanalysen uberpruft. Claudin-2-Expression (Ha-
zard Ratio 1,213; 95%-Konfidenzintervall 1,027-1,434; p=0,023), die Tumorausdehnung
(Hazard Ratio 0,398; 95%-Konfidenzintervall 0,179-0,887; p=0,024) und die Lymphkno-
tenmetastasen (Hazard Ratio 3,154; 95%-Konfidenzintervall 1,212-8,212; p=0,019) im
PECA der Mundhohle fungieren als unabhangige signifikante Prognosefaktoren fur das

rezidivfreie Uberleben.

4.7. Claudin-3 im gesunden oralen Epithel und Mundschleimhautkarzinom

Sowohl im gesunden Wangenepithel als auch im Tumor konnte im Western Blot kein
Claudin-3-Signal bei 23 kDa detektiert werden. In Abbildung 12 sind die Ergebnisse von
Claudin-3 mit der Positivkontrolle der Kolonadenokarzinomzelllinie HT29/B6 dargestellt.
Allerdings wurde in den Lysaten aller Patienten eine 55 kDa schwere Bande nachgewie-
sen. Dementsprechend stand offen, ob diese stets anwesende Bande Claudin-3 als Di-
mer oder ein Komplex mit einem weiteren Protein darstellt oder kein Claudin-3 vorhanden
ist und die 55 kDa schwere Bande eine unspezifische Bande ist. Um dies abzuklaren
wurde ein GST-CPE-Pulldown Assay durchgefuhrt. Hier konnte ebenfalls kein Claudin-3
in der gesunden Mundschleimhaut nachgewiesen werden (siehe Abbildung 13a). Das c-
CPE bindet unter anderem auch Claudin-4, deshalb fuhrten wir parallel als Kontrolle fur
einen reibungslosen Ablauf einen Claudin-4 Nachweis durch. Wie erwartet exprimierten
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das gesunde Kontrollgewebe der Mundhdhle, genauso wie das Kolonepithel, Claudin-4
(siehe Abbildung 13b).

Patient 15 16 17 18 19 20 HT29/B6
c tctc tct ¢c x t c t kDa
- - - - - ~55
Claudin-3 -y ~ 23

Abbildung 12: Claudin-3-Expression im Western Blot.

Western Blot Analyse von Claudin-3, hier beispielhaft gezeigt in den Kontrollen (¢) 15-20
und den jeweiligen Tumoren (t), Kolonadenokarzinomzelllinie HT29/B6 mit Claudin-3 bei
ca. 23 kDa gilt als Positivkontrolle. Im oralen gesunden und Tumorepithel fehlt die Clau-
din-3 Bande bei 23 kDa, eine Bande bei ca. 55 kDa wird stets detektiert, diese Bande ist
im Tumorgewebe bei allen Patienten schwacher als im Kontrollgewebe (x ist eine defor-

mierte Geltasche).

a
Patient _ K 57 o Colon

E1FT2FT1 L1 E2FT2FT1 E3FT2FT1 L2 E4 FT2 FT1 kDa

R Nt AR ~55

Claudin-3 e g ==
b
Patient _ K 57 o Colon

E1FT2FTIL1 E2FT2FT1 E3FT2FT1 L2E4 FT2FT1 kDa
Claudin-4 J— . 52 a o ~22

Abbildung 13: Pulldown Assay.
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Analyse von Claudin-3 (a) und Claudin-4 (b) hier beispielhaft gezeigt in der Kontrolle von
Patient 57 und Colongewebe als Positivkontrolle mit Claudin-3 (a) bei ca. 23 kDa (E3,
L2) und Claudin-4 (b) bei ca.22 kDa (E3, L2). Im gesunden oralen Epithel fehlt die Clau-
din-3 Bande bei 23 kDa (E1, L1), eine Bande bei ca. 55 kDa wurde in einigen Fraktionen,
aber nicht im Eluat (E1) im gesunden oralen Epithel und nicht im Colonepithel (E3) de-
tektiert. Claudin-4 ist im oralen Epithel (E1, L1) vorhanden. E2 und E4 bilden jeweils die
Negativkontrollen (GST-cCPEvsosarvs1sa) mit mutierten Bindungsstellen zwischen Gluta-
thionstransferase-Clostridium perfringens Enterotoxin und Claudin-3 oder Claudin-4. E
Eluat, FT2 Fraktion mit ungebundenen Proteinen, FT1 Fraktion mit ungebundenem Anteil
an GST-CPE Fusionsproteinen, L Lysat fur Western Blot (siehe Kapitel 3.3.6.).

Das bedeutet weiterhin, dass entweder die Bindungsstelle fur c-CPE in der vermuteten
Claudin-3 Region durch ein Dimer oder ein weiteres Protein verdeckt ist oder dass kein
Claudin-3 vorhanden ist und diese Bande als unspezifisch definiert werden darf, weil der
Claudin-3 Antikorper nicht ausreichend spezifisch ist (80).

Daraufhin wurde massenspektroskopisch die Anwesenheit von Claudin-3 in der gesun-
den Mundschleimhaut auf Hohe von 55 kDa von Dr. Haseloff und seiner Forschungs-
gruppe im Leibniz-Institut fur Molekulare Pharmakologie Uberpruift. Hier wurde kein Clau-
din-3 gefunden. Das steht im Einklang mit unseren bisherigen Ergebnissen. Daraus folgt,
dass kein Claudin-3 im gesunden und Tumorgewebe der Mundhdhle auf der Protein-
ebene exprimiert wird und eine 55 kDa schwere Bande als unspezifisch bezeichnet wer-

den kann.
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5. Diskussion

Die Sterberaten fur Krebserkrankungen von Mundhohle und Rachen haben sich seit dem
Jahr 2000 nicht wesentlich verandert (3). Um Grundlagen fur neue diagnostische, prog-
nostische und therapeutische Mdglichkeiten des oralen PECA zu schaffen, haben wir die
TJ-Proteine Claudine untersucht, denn in zahlreichen anderen Tumorentitaten wurde be-
reits eine Veranderung in der Expression verschiedener Claudine nachgewiesen. Diese
Veranderungen sind allerdings nicht einheitlich fur alle epithelialen Tumore. Die gleichen
Claudine werden in einigen Tumoren Uberexprimiert, in anderen Tumorarten herunterre-
guliert (25). In der vorliegenden Arbeit wurde die Claudin-Expression im oralen PECA
untersucht, zu dem bislang nur wenige aussagekraftige Studien vorliegen. In unserer
Studie haben wir zum ersten Mal einen intraindividuellen Vergleich anhand einer Stich-
probe von 60 Patienten durchgefuhrt und gezeigt, dass die Claudin-Expression im oralen
PECA gegenuber dem normalen oralen Epithel des gleichen Individuums verandert ist.
Wir konnten zum ersten Mal nachweisen, dass die Expression von Claudin-2 in oralem
Tumorepithel im Vergleich hoher ist als die des Kontrollepithels. AulRerdem gelang es
uns, die verminderte Expression von Claudin-4, Claudin-5 und Claudin-7 im Tumorge-
webe im intraindividuellen Vergleich nachzuweisen. Die Expressionshohe des Claudin-1
unterscheidet sich im oralen PECA nicht von der in gesundem Epithel. In der Immunflu-
oreszenzfarbung konnte aber ein Hinweis auf Dislokation von Claudin-1 aus der TJ in
das Zytoplasma detektiert werden. 60 Kontrollen entstammen jeweils der Wangen-
schleimhaut und die Tumoren waren entweder auf der Zunge, auf der Wange, am Mund-
boden, am Alveolarkamm, am Gaumen oder multifokal lokalisiert. Die Tumorlokalisation
innerhalb der Mundhohle hatte in vorliegender Arbeit statistisch keinen Einfluss auf die
Hohe der Claudin-Expression. Zum gleichen Ergebnis kamen bereits die Forschungs-
gruppen von Lourenco fur alle von uns untersuchten Claudine und von Babkair fur Clau-
din-1 (62, 67). Im Gegensatz dazu wurde in der Studie von Ouban und Ahmed von einer
hoheren Claudin-1-Expression im Zungenkarzinom gegenuber anderen oralen PECA be-
richtet, die allerdings statistisch nicht signifikant war (64). Claudin-3 konnte weder in der
Kontrolle noch im PECA der Mundhohle im Western Blot, Pulldown Assay oder in der

Massenspektroskopie nachgewiesen werden.
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5.1. Bedeutung von Claudin-1, -2, -4, -5 und -7 im Mundschleimhautkarzinom

Claudin-1

Claudin-1 im oralen PECA wurde in vielen Studien untersucht. Wir konnten die Expres-
sion von Claudin-1 im gesunden oralen Epithel und im PECA der Mundhdhle sowohl im
Western Blot als auch in der Immunfluoreszenzfarbung nachweisen. Dieses Ergebnis
deckt sich mit dem Grofteil der bisher durchgefuhrten Studien (62, 65, 66, 68, 69). Wir
stellten fest, dass sich die Claudin-1-Expression im oralem PECA nicht von der intraindi-
viduellen Kontrolle unterscheidet. In vorliegender Studie konnte in der Tendenz ein Zu-
sammenhang zwischen Lymphgefalinvasion und einer verstarkten Claudin-1-Expres-
sion festgestellt werden. Um das genauer zu untersuchen, miusste man allerdings eine
grolRere Patientengruppe mit einer positiven Lymphgefal3invasion untersuchen, denn in
vorliegender Studie ist dies lediglich bei 6 von 47 Patienten der Fall. Dartber hinaus
konnte kein weiterer Zusammenhang zwischen Claudin-1-Expression und klinikopatha-
logischen Faktoren festgestellt werden. Im Gegensatz zu unserem Ergebnis berichten
andere Studien, die Claudin-1 immunhistochemisch semiquantitativ beurteilten, Gber eine
verstarkte Claudin-1-Expression im PECA der Mundhohle im Zusammenhang mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium (71), einer schlechten (69, 71) oder einer guten Differen-
zierung des oralen Tumorgewebes (62, 63, 65), einer Lymphknotenmetastasierung (71)
sowie einer angiolymphatischen und perineuralen Invasion (71). Allen Studien ist gemein-
sam, dass sie im Gegensatz zu unserer Studie keine gesunden oralen Kontrollen des
gleichen Individuums untersucht haben. Denkbar ist, dass die Menschen per se nicht die
gleiche Menge der Claudine im normalen als auch neoplastisch veranderten Epithel der
Mundhohle besitzen. Das wurde bisher in keiner weiteren Studie mit oralem Plat-
tenepithel und deren benignen oder malignen Veranderungen untersucht.

In der vorliegenden Studie wurde ein Claudin-1-Signal in der Immunfluoreszenzfarbung
in allen Schichten des gesunden oralen Epithels in der Zellmembran detektiert. Zum glei-
chen Ergebnis kamen die Studien von Lourenco et al. und lvina et al. (62, 65). In der
Studie von Upadhaya et al. hingegen, in der als Kontrolle gesundes Gewebe angrenzend
an Tumor- oder an Dysplasiegewebe untersucht wurde, konnte immunhistochemisch
kein Claudin-1 in der Basalzellschicht nachgewiesen werden (69). In der Studie von Bab-
kair et al. wurde gar kein Claudin-1 im gesunden Tumor-angrenzenden Epithel nachge-
wiesen (67). Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz ware, dass diese Forschungs-
gruppen ausschlieBlich Areale um den Tumor untersucht haben und dort kdnnten bereits
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Veranderung durch die Tumormikroumgebung stattgefunden haben (81). Vereinzelte
Studien erwahnen die Claudin-1-freie Basalzellschicht im normalen oralen Kontrol-
lepithel. Allerdings war die Anzahl der Proben mit solchem Befund unklar (68, 72) oder
gering (66). Die Fluoreszenzuntersuchung des Claudin-1 von oralem PECA zeigte eine
Lokalisation von Claudin-1 nicht nur in der Zellmembran des Tumors, sondern auch im
Zellplasma. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnte in einigen Studien eine Ex-
pression von Claudin-1 zusatzlich im Zellkern detektiert werden (63, 69).

Es liegen Studien vor, die eine schrittweise Veranderung der Claudin-1-Expression und
-Lokalisation von Dysplasien hin zum invasiven PECA zeigen (65, 67-69). So wurde eine
Dislokation von Claudin-1 von der Zellmembran in das Zellplasma bei Dysplasie und zu-
satzlich bei Carcinoma in situ, gefolgt von oralem PECA gezeigt (67-69).

Denkbar ware, dass mit zunehmendem Dysplasiegrad eine zunehmende Dislokation von
Claudin-1 aus der Zellmembran in andere Zellkompartimente stattfindet. Claudin-1, was
sich nicht mehr in der TJ befindet, konnte zum einen seine ursprungliche Funktion nicht
mehr ausfuhren und zum anderen eine andere funktionelle Bedeutung im Tumor gewin-
nen. Im normalen Epithel fungiert Claudin-1 als abdichtendes TJ-Protein (82) und durch
den Verlust der TJ-Integritat kann es zur parazellularen Barrieredysfunktion und zum un-
regulierten Eintritt der Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren in das Gewebe kommen,
wodurch ein Wachstumsreiz gesetzt werden kann (83).

Die genaue Funktion von Claudin-1 im oralen PECA ist nicht bekannt, aber anzunehmen
ist, dass es direkt oder indirekt an der Tumorproliferation beteiligt ist. Andere Studien
zeigten, dass das Ausschalten der Claudin-1-Expression in der oralen PECA-Zelllinie mit
Claudin-1 in der Zellmembran und im Zellplasma mit Hilfe von spezifischen kleinen Inter-
ferenz-RNA (siRNA) zur Inhibierung der Zellproliferation und Zellinvasivitat des Tumors
fuhrte (66, 67). Zusatzlich konnte mit Hilfe von Claudin-1-CDS (Claudin-1 expression cas-
sette plasmid) eine Uberexpression von Claudin-1 in der oralen PECA-Zellinie induziert
werden und das wiederum erhohte die Invasivitat der Tumorzellen (66). Ein Erklarungs-
ansatz dafiur ist die Rekrutierung der Membrantyp Matrix-Metalloproteinase-1 (MT1-
MMP) und pro-MMP-2 auf der Zelloberflache, die zur Spaltung der extrazellularen Matrix
fuhrt und durch Claudin-1 direkt oder indirekt beeinflusst wird. Das kann einen Einfluss
auf die Zellintegritat gefolgt von einem metastatischen Potenzial der losgeldsten Zellen
haben (84).
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Claudin-2

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal auf Proteinebene eine verstarkte Clau-
din-2-Expression des oralen PECA im Vergleich zur intraindividuellen Kontrolle festge-
stellt. Die Immunfluoreszenzfarbung des TJ Proteins Claudin-2 im gesunden oralen
Epithel geht von den Parabasalzellen bis zu oberen Zellschichten und im Tumor befindet
sich Claudin-2 auch in der Zellmembran. In einer einzigen anderen Studie wurde das
Expressionsmuster von Claudin-2 im oralen Epithel und im oralen PECA immunhistoche-
misch untersucht (62). Dort wurde zusatzlich in einigen Fallen Claudin-2 im Zytoplasma
der oralen PECA-Zellen nachgewiesen (62). In der vorliegenden Studie genau wie in der
Studie von Lourenco et al. (62) wurden keine Korrelationen zwischen Claudin-2-Expres-
sion und den Tumorgrading-Parametern festgestellt. Allerdings konnten wir Claudin-2 als
unabhangige Variable fir das rezidivireie Uberleben identifizieren. Obwohl in der vorlie-
genden Studie eine verstarkte Claudin-2-Expression im intraindividuellen Vergleich fest-
gestellt werden konnte, ist die Claudin-2-Expression ubiquitar im normalen und neoplas-
tischen Gewebe vorhanden, sodass der Nutzen der potenziellen gegen Claudin-2 gerich-
teten Therapie, wie dies im Falle des Claudin-18.2 im fortgeschrittenem Magenkarzinom
ist (61), eingeschrankt erscheint.

Claudin-4

Wir konnten nachweisen, dass die Claudin-4-Expression im gesunden oralen Epithel ho-
her ist als im oralen PECA. Dies unterstutzt die immunhistochemischen Ergebnisse von
Sappayatosok et al., die zeigen, dass Claudin-4 in 60% der untersuchten Tumore in we-
niger als 25% der Zellen detektiert wurde (71). Zusatzlich zu unseren Beobachtungen
wurde hier die Expression von Claudin-4 in der Tumorperipherie/ Invasionsfront und im
Tumorzentrum untersucht. Diese Studie sowie die Studie von Bello et al. zeigten diesbe-
zuglich keine wesentlichen Unterschiede (71, 74). Das Vorhandensein eines Claudin-4-
Signals in den immunhistochemischen Farbungen wurde mit einem differenzierteren Tu-
mor, der Abwesenheit von Perineuralinvasion (62), einem langeren Uberleben und einer
geringeren Anzahl an Rezidiven (72) assoziiert. Wir haben im Gegensatz zu den benann-
ten Studien die Claudin-4-Expression zwischen gesundem Epithel und oralem PECA in-
traindividuell verglichen und konnten Claudin-4 nicht als Biomarker fur das Tumorgrading,
aber als Prognosefaktor fiir das langere rezidivfreie Uberleben bei Patienten, deren Clau-
din-4-Expression im oralen PECA ahnlich hoch wie die des gesunden Kontrollepithels

war, identifizieren.
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Claudin-4 konnte in der vorliegenden Studie ahnlich wie in der Studie von Lourenco et al.
(62) Uber alle Epithelschichten der gesunden oralen Mukosa in der Zellmembran nach-
gewiesen werden. In anderen Studien wurde entweder keine gesunde Kontrolle unter-
sucht (71) oder keine Ergebnisse zur Claudin-4-Expression im gesunden oralen Epithel
(72) oder tumorbenachbartem Epithel (74) berichtet. Der Tumor besitzt Claudin-4 in der
Zellmembran (62, 71, 72), im Zellplasma (72) und wir konnten es zusatzlich vereinzelt
auch im Zellkern der oralen PECA-Zellen detektieren. Die Bedeutung der Dislokation von
Claudin-4 aus der TJ im Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle ist unklar, aber es ist
sicher, dass Claudin-4 au3erhalb der TJ wie Claudin-1 eine andere Funktion besitzt. Es
wurde beschrieben, dass das Vorhandensein von Claudin-4 im Zellplasma mit einer Ent-
differenzierung der oralen PECA-Zellen korreliert (72). Dem kann in weiteren Studien
nachgegangen werden, um die Korrelation der Claudin-4-Expression in unterschiedli-
chen Zellkompartimenten im Tumor und seiner intraindividuellen Kontrolle mit den Kli-
nisch relevanten Parametern abzuklaren. Zusatzlich konnte bereits gezeigt werden, dass
die Aufrechterhaltung der Claudin-4-Expression im oralen PECA protektiv zu sein
scheint, denn beim Ausschalten der Claudin-4-Expression (Claudin-4 siRNA) kommt es
zum hoheren Invasionspotenzial der oralen Tumorzellen einer PECA-Zelllinie (84).

Claudin-5

Eine vergleichbare schwache Expression von Claudin-5 in den immunhistochemischen
Farbungen (74) oder sogar in uber 50% (62) bis 75% (73) der Falle Abwesenheit von
Claudin-5 in oralen PECA, stimmt mit der verminderten Expression von Claudin-5 im int-
raindividuellen Vergleich der gesunden und neoplastisch-veranderten oralen Epithelien
im Western Blot der vorliegenden Studie Uberein. Bello et al. stellten keinen Unterschied
zwischen der Verteilung von Claudin-5 innerhalb der oberen Schichten des PECA der
Zunge und deren Invasionsfront fest (74). Dies wurde in der vorliegenden Studie nicht
untersucht. In der vorliegenden Studie und in anderen Studien konnte keine Korrelation
zwischen der Claudin-5-Expression und den Parametern des Tumorstagings festgestellt
werden (62, 73, 74).

Im gesunden Wangenepithel wurde Claudin-5 in allen Epithelschichten detektiert. Wir
detektierten Claudin-5 in der Zellmembran von Stratum intermedium bis Stratum superfi-
ziale. Aullerdem konnten wir Claudin-5 in den Zellkernen Uber alle Epithelschichten und
Zellplasma der Basalzellschicht des gesunden oralen Epithels feststellen. Lourenco et al.

trafen lediglich die allgemeine Aussage, dass das gesunde orale Epithel Claudin-5 bis
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zum Stratum intermedium exprimiert und sich um die Zellmembran befindet (62). In eini-
gen weiteren Studie wurde entweder kein gesundes orales Epithel untersucht (73) oder
es wurden keine weiteren Angaben, auller der Lokalisation von Claudin-5 in der Zell-
membran, im normal erscheinenden Tumor-benachbarten Epithel gemacht (74). Im ora-
len PECA wurde die Lokalisation von Claudin-5 in der Zellmembran (62, 73, 74) und in
einigen Fallen im Zellplasma (62) beschrieben. In der vorliegenden Studie detektierten
wir das Claudin-5 Signal in der Zellmembran, im Zellkern und vereinzelt im Zytoplasma
der Tumorzellen. Die Funktion von Claudin-5 aul3erhalb der TJ im Zellplasma oder im
Zellkern der oralen PECA ist noch ungeklart und erfordert weitere Untersuchungen.

Claudin-7

Mittels cDNA-Mikroarray Genexpressionsanalyse konnten viele heraufregulierte und her-
unterregulierte Gene in vier Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom-Zellinien im Vergleich zu
intraindividuellen gesunden Kontrollen festgestellt werden (75). Aul3erdem wurde eine
Herunterregulation von Claudin-7 im PECA auf der Proteinebene festgestellt (75, 77). In
der vorliegenden Studie stellten wir ebenfalls eine verminderte Expression von Claudin-
7 in vivo auf der Proteinebene im intraindividuellen Vergleich zwischen gesundem Epithel
und PECA der Mundhohle fest. Die Mechanismen, die zur Herrunterregulation von Clau-
din-7 im oralen PECA fuhren, sind noch nicht komplett erforscht. Als Erklarung der Her-
unterregulation von Claudin-7 im oralen PECA wurde die Hypermethylierung seines Pro-
motors festgestellt (77). AuBerdem wurde in einer weiteren Studie eine hochinvasive
Mundhdhlenkarzinomzelllinie auf die Expression von E-Cadherin, als wichtiges Trans-
membranprotein der Adhasionskontakte, und auf Claudin-7 untersucht. Es zeigte sich
eine deutliche Herunterregulation der beiden Zell-Zell-Kontakte auf mRNA-und Protein-
ebene und dafiir eine Uberexpression des SNAIL-Transkriptionsfaktors auf mRNA-
Ebene, was die Expression der beiden Zell-Zell-Kontakte supprimieren kann und damit
einen wichtigen Schritt in der epithelial-mesenchymalen Transition in der Tumorgenese
und Tumorprogression darstellt (11, 76).

Wir konnten einen Zusammenhang zwischen der verminderten Expression von Claudin-
7 und einem fortgeschrittenen UICC-Stadium feststellen. AuRerdem korreliert die vermin-
derte Expression von Claudin-7 im PECA der Mundhohle mit der Anwesenheit von
Lymphknotenmetastasen und kann damit als pradiktiver Marker fur positiven Lymphkno-
tenbefall fungieren. Das kann in Zukunft als Entscheidungsgrundlage fur oder gegen eine
elektive Neckdissektion dienen.
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Auch in den anderen Studien wurden Zusammenhange zwischen der reduzierten Clau-
din-7-Expression im PECA des Mundraums und einem fortgeschrittenem UICC-Stadium
(62, 73, 77) sowie einem Lymphknotenbefall (73, 76) immunhistochemisch nachgewie-
sen. Zudem berichteten Studien Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen der re-
duzierten Claudin-7-Expression und einem Rezidiv (62, 77), fortgeschrittener Tumoraus-
dehnung (73, 76, 77) und Entdifferenzierung (73), Perineural- (73) und Gefalinfiltration
(62, 73) und einem geringeren 5-Jahres-Uberleben (76). AuRerdem kénnte die Claudin-
7-Expression in Abhangigkeit von der Lokalisation im Tumorzentrum oder der Tumorin-
vasionsfront variieren und mit klinikopathologischen Parametern assoziiert sein (74, 78).
Letzteres wurde in der vorliegenden Studie nicht Uberpruft. In keiner der benannten Stu-
die wurde ein intraindividueller Vergleich zwischen Tumor- und gesundem Gewebe
durchgefuhrt. Als Bezugspunkt fur eine verringerte Claudin-7-Expression wurde entwe-
der ein Gewebe nicht oralen Ursprungs (73), eine unbekannte Anzahl an gesunder oraler
Mukosa ohne weiteren Angaben (62, 76-78) oder das Tumor-benachbarte Gewebe (74)
genommen. Das kann die Differenzen im Zusammenhang mit klinikopathologischen Pa-
rametern erklaren. Aullerdem gibt es in dem vorliegenden Patientengut nur eine geringe
Anzahl an positiven lymphatischen-, perineuralen- oder vaskularen Infiltrationen. Diese
Faktoren und der Einfluss auf das Gesamtuberleben wurden nicht Gberpruft.

Im gesunden oralen Epithel ist stellenweise eine Claudin-7-Expression uber alle Epithel-
schichten der Zellmembran in der Immunfluoreszenzfarbung zu detektieren. Dieses Er-
gebnis steht im Einklang mit mehreren immunhistochemischen Studien (62, 74, 76, 77).
Andere Studien erwahnen normale Kontrollen in der Durchfihrung der Experimente, je-
doch beschreiben sie weder Lokalisation von Claudin-7 innerhalb der Zellkompartimente
noch der Epithelschichten (78) oder fuhren die Kontrollfarbung des normalen Epithels
nicht durch (73). Ahnlich wie die anderen Studien detektierten wir Claudin-7 in der Zell-
membran (62, 73, 74, 78) der oralen PECA-Zellen sowie geringfugig im Zellplasma (73,
76). In einigen Studien wird nur die Zellmembranfarbung ausgewertet und keine Angaben
zur anderweitigen Lokalisation von Claudin-7 gemacht, sodass Claudin-7 innerhalb des
Zellplasmas nicht ausgeschlossen werden kann (74, 78). Zusatzlich detektierten Yoshi-
zawa et al. Claudin-7 im Zellkern, was wir in zwei Fluoreszenzfarbungen nicht nachwei-

sen konnten (76).
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5.2. Einfluss von Claudin-2- und Claudin-4-Expression auf die rezidivfreie Uberlebenszeit

der kurativ behandelten Patienten

Diese Studie konnte Claudin-2 als unabhangige Variable fir das rezidivfreie Uberleben
nachweisen. Patienten mit verstarkter Claudin-2-Expression haben ein kurzeres rezidiv-
freies Uberleben im Vergleich zu Patienten mit annahernd normaler Claudin-2-Expres-
sion gezeigt. So lebten Patienten mit verstarkter Claudin-2-Expression durchschnittlich
12 Monate ohne ein Rezidiv zu bekommen im Gegensatz zu den Patienten mit anna-
hernd gleicher Expression von Claudin-2 im gesunden und im Tumorgewebe der Mund-
hohle, die durchschnittlich 34 Monate rezidivfrei waren. Das gleiche Verhalten bezlglich
einer verstarkten Expression von Claudin-2 im primaren Mamakarzinom und einer ver-
kirzten rezidivfreien Uberlebenszeit wurde beobachtet (85). Claudin-2 wird in gesundem
Gewebe des Korpers in unterschiedlichen Organen exprimiert, deshalb ist die therapeu-
tische Bedeutung einer verstarkten Claudin-2-Expression eingeschrankt. Nichtsdestot-
rotz wurde praklinisch ein monoklonaler Claudin-2-Antikorper generiert (86).

Die Patienten der vorliegenden Studie mit annahrend gleicher Expression von Claudin-4
im gesunden und im Tumorgewebe der Mundhohle haben ein Rezidiv nach durchschnitt-
lich 29 Monaten bekommen. Im Gegensatz dazu bekamen die Patienten mit am starksten
verminderter Expression von Claudin-4 im Tumor im Vergleich zum gesunden Gewebe
bereits nach durchschnittlich 15 Monaten ein Rezidiv. Das Ergebnis der vorliegenden
Studie korreliert mit dem von Vicente et al., dort trat bei Patienten mit starker Claudin-4-
Expression in der immunhistochemischen Farbung der oralen PECA kein Rezidiv auf
(72). Auch in Tumoren anderer Lokalisation wie zum Beispiel Osophaguskarzinom und
hepathozellularem Karzinom wurde eine verminderte Claudin-4-Expression mit verkurz-
ter rezidivfreier Uberlebenszeit assoziiert (87, 88).

Deshalb konnte Claudin-2 gemeinsam mit Claudin-4 im Mundhdhlenkarzinom als pradik-
tive Marker fir das rezidivfreie Uberleben fungieren. Empfehlenswert ware es daher, die
Patienten mit einer verstarkten Expression von Claudin-2 und einer verminderten Expres-

sion von Claudin-4 in kurzeren Abstanden in der Tumornachsorge zu reevaluieren.
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5.3. Claudin-3-Expression im Mundschleimhautkarzinom

Bei der Western Blot Analyse konnten wir mit dem Antikorper in den Mundschleimhaut-
biopsien eine Bande bei etwa 55 kDa detektieren, die ein Dimer oder einen Komplex von
Claudin-3 mit einem weiteren Protein darstellen konnte. Da die weitere Analyse mit einem
GST-CPE-Pulldown Assay kein eindeutiges Ergebnis dazu erbrachte, wurden die Proben
im Leibniz-Institut fr Molekulare Pharmakologie massenspektroskopisch untersucht und
es konnte auf Proteinebene kein Claudin-3 in dem oralen gesunden Epithel nachgewie-
sen werden. Dieses Ergebnis ist gegensatzlich zur bislang einzigen publizierten Studie,
die Claudin-3 in knapp 70% der oralen PECA und im gesunden oralen Epithel immunhis-
tochemisch nachweisen konnte (62). In jeder Western Blot-Untersuchung gab es in der
vorliegenden Studie eine unspezifische Bande bei ungefahr 55 kDa. Das kann ein Hin-
weis sein, dass der primare Claudin-3-Antikorper zur unspezifischen Bindung neigt. Tat-
sachlich wurde in der Studie von Castro Dias et al. von der Unspezifitat dieses Antikor-
pers berichtet. Sie stellten fest, dass mehrere unterschiedliche primare Claudin-3-Anti-
korper im Western Blot und in der Immunfluoreszenzfarbung Claudin-3 in Claudin-3-de-
fizienten Mausen detektierten (80). Das konnte die Anwesenheit von Claudin-3 im gesun-

den oralen Epithel und dem PECA der Mundhohle in der Studie Lourenco et al. erklaren.

5.4. Studienlimitationen

Alle 60 Kontrollen der vorliegenden Studie entstammen dem gesunden, gegenuberlie-
genden Wangengewebe. Die PECA der Mundhdhle waren dagegen hauptsachlich in der
Zunge, aber auch in anderen Lokalisationen vertreten. Das konnte einen Einfluss auf die
Ergebnisse nehmen. Allerdings konnten wir nachweisen, dass die Claudin-Expression in
den Tumoren innerhalb des Mundraums sich untereinander nicht voneinander unter-
scheidet. Die klinikopatologische Verlaufsparameter wurden dem Patientenerfassungs-
system der Klinik entnommen. Aus diesem Grund gibt es in einigen Fallen keine Angaben
zum Nikotin- oder Alkoholkonsum oder zum Tumorstadium der jeweiligen Patienten. Aus
diesem Grund waren die Fallzahlen bei einzelnen Merkmalen trotz einer ausreichend
groRen Gesamtanzahl an Patienten klein. Das hatte moglicherweise eine Auswirkung auf
die Ergebnisse, sodass sich moglicherweise unterschiedliche Gruppen als nicht signifi-
kant im statistischen Test herausstellen kdnnen.
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5.5. Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Claudin-Expression im gesunden und Tu-
morgewebe eine intraindividuelle Variabilitat aufweist. In 60 oralen PECA und 60 dazu-
gehorigen Kontrollen konnte eine verminderte Expression von Claudin-4, -5 und -7 und
eine vermehrte Expression von Claudin-2 nachgewiesen werden. Auf3erdem konnten wir
die Abwesenheit von Claudin-3 sowohl im gesunden Gewebe als auch im oralen PECA
feststellen. Anhand von wenigen Immunfluoreszenzfarbungen konnte die Lokalisation
von Claudin-1, -2, -4, -5 und -7 innerhalb der Zellkompartimente und der Epithelzell-
schichten der Mundhohle gezeigt werden. Hier stellten wir mogliche Dislokation der Clau-
dine-1, -4, -5 und -7 aus der TJ im PECA im Vergleich zum gesunden Kontrollgewebe
der Mundholle fest. Diese Ergebnisse konnen in zukunftigen Studien aufgegriffen und
anhand einer ausreichend grof3en Anzahl an intraindividuellen Tumor- und gesunden
Proben Uberpruft werden, um daraus gegebenfalls einen Einfluss auf die klinikopatholo-
gischen Faktoren abzuleiten. Es wurde eine Korrelation zwischen der Expression von
Claudin-1, -2, -4, -5 und -7 in Tumor- und Kontrollgewebe und klinikopathologischen Pa-
rametern (UICC-Stadium, Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen, Tumordifferen-
zierung, Lymphgefalinvasion, Manifestationsalter, Nikotin- und Alkoholkonsum), sowie
das Claudin-abhangige rezidivfreie Uberleben (iberpriift. Eine verstarkte Claudin-2- und
verminderte Claudin-4-Expression stellen Prognosefaktoren fur ein kirzeres rezidivfreies
Uberleben dar. Eine Reduktion von Claudin-7 kann als Biomarker firr ein fortgeschrittenes
Tumorstadium und Lymphknotenmetastasierung fungieren. Diese Erkenntnisse kdnnen
im klinischen Alltag eine Bedeutung gewinnen und die Diagnose- und Prognosequalitat

verbessern.
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7. Anhang

Tabelle 11: Analyse von Claudin-1, -2, -4, -5, -7-Expression in 60 Kontrollen und
jeweiligen Tumoren der Mundschleimhaut anhand von Western Blots.

Western Blot Analyse von Claudin-1 (23kDa), Claudin-2 (24 kDa), Claudin-4 (22 kDa),
Claudin-5 (23 kDa, bei Doppelbanden die untere Bande) und Claudin-7 (22 kDa) mit un-
terhalb liegender Ladungskontrolle 3-Actin (42 kDa) normiert. Die Patienten 19, 49, 55
sind vollstandigkeitshalber mit abgebildet, jedoch sind das Oropharynxkarzinome, die in

dieser Studie ausgeschlossen wurden.
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Tabelle 12: Analyse von Claudin-3-Expression in 60 Kontrollen und jeweiligen Tu-
moren der Mundschleimhaut anhand von Western Blots.

Western Blot Analyse von Claudin-3 in 60 Kontrollen und zugehdrigen Tumoren, dabei
wurde immer eine Bande bei ca. 55 kDa detektiert und mit unterhalb liegender Ladungs-
kontrolle R-Actin (42 kDa) hier dargestellt. Weitere Analysen unter Verwendung eines
Pulldown-Assays und einer Massenspektroskopie zeigten, dass diese Bande nicht Clau-
din-3 ist. Patienten 19, 49, 55 sind vollstandigkeitshalber mit abgebildet, jedoch sind das
Oropharynxkarzinome, die in dieser Studie ausgeschlossen wurden.
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