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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Kommunikation zwischen Zellen ist essentiell fur ihre Funktionen und ihr
Uberleben. Man kann dabei direkte Kommunikation, d.h. den direkten
Austausch von Molekulen von einer Zelle zur nachsten Uber so genannte Gap
Junctions, und indirekte ~Kommunikation, d.h. Uber extrazellulare
Signalmolekile, z.B. Cytokine, und deren Rezeptoren, unterscheiden. Bei

malignen Erkrankungen verandert sich die Kommunikation zwischen Zellen.

1.1  Gap Junctions und Connexine

Gap Junctions sind Zell-Zell-Kontakte, die ein Kanalsystem zwischen
benachbarten Zellen bilden. Aufgebaut sind die Gap Junctions aus
Transmembranproteinen, die sich Connexine nennen. Ein Connexin besteht aus
4 Transmembrandoménen, 2 Extrazellulardoménen, einer intrazellularen
Schleife und einem cytoplasmatischen Carboxy- und einem cytoplasmatischen
Aminoende (Yeager und Nicholson 1996). 6 Connexine bilden ein Connexon,
das in die Plasmamembran eingebettet ist. Zwei gegentberliegende Connexone
benachbarter Zellen legen sich mit ihren Extrazellulardoménen im
Interzellularraum zu einem Kanal zusammen. Einige wenige bis viele tausend
Kanéale bilden eine Gap Junction (Abb. 1). Es sind bisher 21 Subtypen von
Connexinen identifiziert worden, wobei die Nomenklatur auf dem
Molekulargewicht der Proteine basiert. Die Connexine unterscheiden sich vor
allem im Aufbau der intrazellularen Schleife und dem Carboxyende (Richard
2000). Connexone konnen homomer, aus einer Art von Connexinen, oder
heteromer, aus verschiedenen Connexinen aufgebaut sein. Die interzellularen
Kanale konnen dementsprechend aus einer Connexon-Art (homotypisch), aus
zwei Connexon-Arten mit je identischen Connexinen (heterotypisch) oder aus

zwei Connexonen mit unterschiedlichen Connexinen (heteromer) aufgebaut
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sein. Die Bildung homotypischer, heteromerer oder heterotypischer Kanéle ist
von der Kompatibilitdt der Extrazellulardomanen der Connexine abhangig
(White et al. 1995).

m
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Connexon
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Abbildung 1: Zusammensetzung von Connexinen zu Connexonen zu Gap Junctions. Abb. nach G.
Richard.

Die interzellularen Kandale verbinden das Cytoplasma benachbarter Zellen und
erlauben die Passage von kleinen Molekilen bis zu 1200 Da (Loewenstein
1981). So findet ein Austausch von lonen, Metaboliten und Second-Messenger-
Molekulen statt, der eine interzellulare Kommunikation ermdglicht. Die
Permeabilitdt der Kanale ist variabel. Sie ist spannungsabhangig, wird von der
Calciumkonzentration und dem pH-Wert der Zelle beeinflusst und kann durch
Phosphorylierung der Connexine variiert werden. Des Weiteren sind bestimmte
Connexonarten fir spezifische Molekille permeabel. Es wurde gezeigt, dass
homotypische Cx26 - Kanale den Kationenaustausch ermdglichen, wahrend
homotypische Cx32 - Kanéle fir Anionen permeabel sind (Veenstra 1996). In

verschiedenen Arbeiten konnte die spezifische Permeabilitat von Gap-Junction-
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Kanalen fur Second Messenger, wie Calcium, Inositoltrisphosphat und zyklische
Nukleotide (cCAMP und cGMP) gezeigt werden (Bevans et al. 1998; Saez et al.
1989). Die veranderte Expression von Connexinen durch einen Connexin-
Wechsel oder die Hoch- und Runterregulation verschiedener Connexin-Arten
hat somit Einfluss auf die interzellulare Kommunikation (Hsu et al. 2000).

Connexine sind nicht organspezifisch (Bruzzone et al. 1996), das bedeutet, eine
Connexinart wird in verschiedenen Organen exprimiert und auch in einem
Organ sind verschiedene Connexinarten zu finden. Es sind alleine zehn
verschiedene Connexine in der menschlichen Haut nachgewiesen worden (Di et
al. 2001; Willecke et al. 2002). Cx43 ist das am haufigsten vertretene Connexin
in der humanen interfollikularen Epidermis. Es ist in allen Schichten der
Epidermis zu finden und auch in seborréhischen Drisen und Haarfollikeln (Tada
und Hashimoto 1997). Cx26 konnte vor allem im Stratum basale der Haut von
Handflachen und Fufl3sohlen nachgewiesen werden. AufRerdem gibt es eine
hohe Expression von Cx26 in Haarfollikeln und eccrinen Schweil3drisen (Lucke
et al. 1999; Salomon et al. 1994). In einer Zelle kbnnen verschiedene Arten von

Connexinen zu finden sein.

Immunhistochemische Untersuchungen von muriner Embryonalhaut zeigten,
dass die Differenzierung und Schichtung der Epidermis in der Entwicklung des
Embryos mit einer Veranderung der Connexinexpression einhergeht (Choudhry
et al. 1997). Die Hoch- oder Runterregulation verschiedener Connexin-Arten in
einem Gewebe zeigte sich auch in Versuchen zur Proliferation und
Differenzierung der Haut. In Tape-Strip-Experimenten, die einen Barriereverlust
und haufig eine Hyperproliferation der Haut bewirken, konnte eine Induktion der
Expression von Cx26 in der interfollikularen Haut festgestellt werden (Lucke et
al. 1999). Versuche zur Wundheilung zeigten ebenfalls eine Induktion der
Expression von Cx26 und Cx30 im Bereich der Wundrander (Brandner et al.
2004). Es wird angenommen, dass fur Phasen raschen Wachstums und
Differenzierung eine veranderte interzellulare Kommunikation vonnoéten ist. Zu
diesem Thema konnte in der Arbeit von Djalilian (2006) gezeigt werden, dass

eine Uberexpression von Cx26 den Erwerb der epidermalen Barrierefunktion in
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Mauseembryos beeinflusst, zu einer gesteigerten interzellularen Kommunikation

fuhrt und epidermale Hyperproliferation stimuliert.

1.2 Interaktion von Connexinen und Protein ZO-1

Das Zonula occludens Protein 1 (ZO-1) ist ein membran-assoziiertes Protein mit
einem relativen Molekulargewicht von 220 kDa. Es beinhaltet 3 PDZ-Domé&nen
(wichtig fur Protein-Protein-Interaktionen), eine SH3-Doméane (src-homology
region 3) und eine GUK-Domane (guanylyl kinase-like domain). Das primar als
Tight Junction-Protein beschriebene ZO-1 ist auch in Adhérenzverbindungen
nachgewiesen worden und geht zudem eine Interaktion mit verschiedenen
Connexinen ein, wie z.B. Cx43. Cx43 bindet mit seinem Caboxyende an die
PDZ-Domane von ZO-1 (Giepmans 2004). Es wurde dabei ZO-1 eine Funktion
bei der Zusammensetzung von Proteinen zu Gap Junctions und eine
Groéfenregulation der Gap Junctions zugesprochen (Giepmans und Moolenaar
1998).

1.3 Connexine, Protein ZO-1 und Tumorgenese

Eine wichtige Rolle scheint die Connexin-Expression auch wahrend der
Tumorgenese zu spielen. Es wurde in verschiedenen Versuchen deutlich, dass
die veranderte Expression und Funktion der Connexine eine wichtige Rolle in
der Kontrolle des Zellwachstums einnimmt. Im Magenkarzinom wurde ein
Verlust von Cx32 festgestellt (Uchida et al. 1995), Cx43 ist im Prostatakarzinom
(Tsai et al. 1996) und im Gliom (Huang et al. 1998) herunterreguliert. In
Lungenkrebszellen sind beide Molekile, Cx32 und Cx43 deutlich reduziert (Jinn
et al. 1998). Diese Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung, dass eine
verminderte Connexin-Expression ein Marker fur die Tumorentwicklung und
dass die intakte interzellulare Kommunikation ausschlaggebend fir eine
Wachstumskontrolle unter benachbarten Zellen sein kdnnte. Untersuchungen,
die zeigten, dass Signale, die eine Zerstorung von Zellen anzeigen, wie z.B.
eine erhohte Calciumkonzentration, Gber Gap Junction-vermittelte interzelluléare

Kommunikation zwischen benachbarten Zellen weitergeleitet wurden
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(Krutovskikh et al. 2002), bekraftigten die Vermutung, dass eine verminderte
oder verédnderte Expression von Connexinen und der damit einhergehende
Verlust von interzellularer Kommunikation (Grossman et al. 1994) die

Tumorzellen in ihrem Wachstum autonom macht.

In Untersuchungen verschiedener epidermaler Neoplasien fand sich eine
Herunterregulation von Cx43, die mit dem Verlust der interzellularen
Kommunikation einherging. Es wurde festgestellt, dass in Spinaliomen und
Basaliomen Cx26 hingegen hochreguliert war. Nur in invasiven Bereichen des
Spinalioms, bzw. in der angrenzenden Epidermis, konnte es vermindert oder gar
nicht nachgewiesen werden (Haass et al. 2006; Kamibayashi et al. 1995; Sawey
et al. 1996; Tada and Hashimoto 1997).

Auch fir Protein ZO-1 wurde eine Rolle in der Tumorgenese postuliert.
Wahrend im Mammakarzinom und im Colonkarzinom eine verminderte
Expression von ZO-1 beobachtet wurde, fand sich im Pankreaskarzinom eine
vermehrte Expression des Tight-Junction-Proteins (Hoover et al. 1998; Kleeff et
al. 2001). Diese Diskrepanz fuhrte zu der Vermutung, dass im Falle der
verminderten ZO-1-Expression die Lockerung der Zellverbande und damit eine
erhohte Motilitdt der Zellen Voraussetzung fur eine Invasion ins umliegende
Gewebe sei. Die gesteigerte Expression von ZO-1 lie3 eine gleichzeitige
Dysregulation der Tight Junctions vermuten, die ebenfalls eine Ausbreitung des
Tumors ermdglichen konnte. In epidermalen Tumoren wurde eine starke
Expression von ZO-1 in Keratin-bildenden Zellen des Spinalioms gefunden. Die
entdifferenzierteren Spinaliomzellen ohne Keratinproduktion zeigten allerdings
verminderte oder fehlende ZO-1-Expression (Morita et al. 2004). So korreliert
der Verlust der Differenzierung mit dem Verlust von ZO-1-Proteinen. Im
Merkelzellkarzinom wurde ZO-1 nachgewiesen. Die Funktion von Tight
Junction-Proteinen oder Tight Junctions in Tumoren ist noch nicht bekannt.
Wenn von der Bildung funktionstiichtiger Tight Junctions ausgegangen wird,
konnten die Tight Junctions zur Isolation der Tumorzellen vom umgebenden

Gewebe beitragen. Die Abschottung des Tumors gegen zellzerstérende Signale
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aus dem umliegenden gesunden Gewebe ware somit Grundlage fur autonomes
Wachstum (Haass et al. 2003). Gegebenenfalls erfullen die Tight Junction-

Proteine, vor allem ZO-1, aber Tight Junction unabh&ngige Funktionen.

1.4  Connexine, Protein ZO-1 und malignes Melanom

Der melanozytare Naevus mit ausdifferenzierten Melanozyten (Kerl et al. 2003)
kann in der Entwicklung eines malignen Melanoms zum dysplastischen Naevus
werden. In ihm finden sich strukturell atypische Zellen, die maligne entarten
kénnen. Es folgt die radiale Wachstumsphase des malignen Melanoms in situ,
an die sich die vertikale Wachstumsphase mit Invasion der Dermis anschlief3t.
Es besteht das Potential zur Metastasierung, das dann als metastasierendes
Melanom bezeichnet wird. Mit Hilfe des histologisch ermittelten Breslow-Index,
der Tumordicke in Millimetern, wird die TNM-Stadieneinteilung des malignen

Melanoms vorgenommen.

Wahrend in der gesunden Epidermis Melanozyten als epidermale
Melanineinheit Uber Gap Junctions mit Keratinozyten kommunizieren,
interagieren Melanomzellen untereinander, mit  Fibroblasten und
Endothelzellen, aber nicht mit Keratinozyten (Hsu et al. 2000). Die
Melanomzellen entziehen sich somit der Wachstumskontrolle durch die
Keratinozyten und gehen eine Interaktion mit den Zellen der Dermis ein, als
Voraussetzung zur dermalen Invasion und eventuellen weiteren Metastasierung.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl Melanozyten als auch
Keratinozyten Cx43 exprimieren, was die Vermutung zulasst, dass die
Kommunikation der epidermalen Melanineinheit auf Cx43 basiert, das verbreitet

in der Epidermis ist.

In der Arbeit von Haass et al. (2006) wurde die Expression von Cx26, Cx30 und
Cx43 an einer exemplarischen Zahl maligner Melanome untersucht. Weder

Cx26 noch Cx30 konnten im malignen Melanom, in Melanommetastasen oder in
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melanozytaren Naevi nachgewiesen werden. Auch flur Cx43 waren die
untersuchten Tumoren negativ. Allerdings zeigte sich in der so genannten
.-adjacent epidermis” (siehe Abb.2), die als Epidermis tber dem Tumor bis zum
Tumorrand reichend definiert wurde, eine Expression von Cx26 und Cx30. Cx43
war in allen Schichten der an den Tumor grenzenden Epidermis exprimiert. Da
eine vergleichbare Induktion von Cx26 und Cx30 zwar in der umgebenden
Epidermis des malignen Merkelzellkarzinoms, nicht aber in der umgebenden
Epidermis von semimalignen oder benignen Tumoren, wie z.B. dem Basaliom,
dem melanozytaren Naevus und dem Angiom gefunden wurden, konnte
diskutiert werden, ob diese Induktion ggf. mit der Malignitat des Melanoms und

seiner Invasivitdt zusammenhangen kénnte.

Eine Arbeit von Smalley und Kollegen zeigte eine vermehrte Expression von
Z0O-1 im malignen Melanom (Smalley et al. 2005). Die experimentell
herbeigefuhrte ZO-1-Herunterregulation ging mit einer veranderten Morphologie
der Melanomzellen einher. Es fanden sich  abgerundetere und weniger
dendritische Zellen, die in vitro, im Kollagengel, weniger adhérend und invasiv
wuchsen. Diese Versuche deuten darauf hin, dass die gesteigerte Expression
von ZO-1 zum kanzerogenen Verhalten des Melanoms beitragen kann. Es
wurde gezeigt, dass ZO-1 im malignen Melanom Utberwiegend mit Adharenz-
Verbindungen assoziiert ist.

1.5 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die bereits exemplarisch beobachtete Induktion von
Cx26 und Cx30 in der umgebenden Epidermis von malignen Melanomen an
einer gréfReren Fallzahl zu untersuchen und eine mdgliche Korrelation zwischen
Ausbreitung der Induktion (horizontal und vertikal) und der Tumorprogression
festzustellen. Dabei wurden zum Vergleich auch melanozytdre Naevi
untersucht. Zur Vertiefung des Einblicks in die Dynamik der Connexine wurde
auch die korrespondierende Lokalisation des ubiquitdren epidermalen Cx43,

und des interagierenden Proteins ZO-1 in der Epidermis untersucht. Da Arbeiten
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aus der Arbeitsgruppe von Nojima (Saito-Katsuragi et al., 2007, Miura et al.,
2007, Ohba et al., 2007, Ito et al., 2000, 2004), eine Induktion von Cx26 im
malignen Melanom zeigen, wurde nochmals ein besonderes Augenmerk auf die
Expression von Cx26, Cx30, Cx43 und ZO-1 in malignen Melanomen

verschiedener Stadien und in melanozytaren Naevi gelegt.
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2 Material

2.1 Untersuchungsgut

Es wurden Hautbiopsien verwendet, die im Rahmen von Gewebeentnahmen zur
histologischen Diagnosesicherung von Melanomen in der Klinik fur
Dermatologie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf entnommen wurden.
Die in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben
beinhalteten meist gesunde Epidermis sowie Tumorgewebe. Bei den Patienten
handelte es sich um 17 Frauen und 24 Manner im Alter von 26 bis 91 Jahren.
Zusatzlich wurden 14 in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete
Gewebeproben mit melanozytaren Naevi verwendet, die von 6 Frauen und 8
Mannern im Alter zwischen 14 und 73 stammten. Es handelte sich dabei um 6
dermale und 8 dysplastische melanozytare Naevi. Die Verwendung der Proben
wurde durch die Ethikkommission der Hamburger Arztekammer genehmigt
(Nr.: OB 008/04).

2.2 Gerate

Brutschrank Heraeus Typ 6030 (Heraeus Instruments, Hanau)

Feinwaage Sartorius BP 210D (Sartorius AG, Gottingen)

Kihlschrank Viessmann (Allendorf)

Magnetrthrer Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia N.Y.,
USA)

Mikroskop Zeiss Axioplan 2 Immunfloureszens (Zeiss GmbH,

Jena) mit CCD-Kamera Hamamatsu C 4742-95
(Hamamatsu  Photonics  Deutschland  GmbH,

Herrsching)
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Mikrowelle Bosch HMT 882L (Robert Bosch Hausgerate GmbH)

PH-Meter Labor PH-Meter 766 (Knick GmbH & Co, Berlin)

Rotatom Leica RM 2165 (Leica Instruments GmbH, Nussloch)

Umrandungsstift Liquid Blocker super Pap-pen (Daido Sangyo Co,
Tokyo, Japan)

Waage Sartorius BL 3100 (Sartorius AG, Gottingen)

Zentrifuge Heraeus Biofuge pico (Heraeus Instruments, Hanau)

2.3 Chemikalien
CacCl 2H,0

EDTA

Eindeckungsmedium

Ethanol

KCI

KH,PO,4

NaCl

Na;HPO4
Tri-Natriomcitrat-Dihydrat
Triton

Trypsin

Tris

Xylolersatz

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Biotechnology

Fluoromount-G™ (Southern

Associates Inc., Birmingham)

Th. Geyer GmbH & Co Kg, Hamburg

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

J.T.Baker Mallinckrodt,Deventer,Niederlande
Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

X-100 Sigma, Chemical Co., St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin

ultra Pure, Life Technologies, Grand Island, N.Y.,
USA

XEM 200, Vogel GmbH & CoKG, Giessen
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2.4 Material Immunhistochemie

2.4.1 Primarantikorper

Gerichtet gegen:

Connexin 26

Connexin 30

Connexin 43

Z0-1

Melan A

Rohserum mit polyklonalem AK des Meerschweins,
(Peptide Specialty Laboratories GmbH, Heidelberg),
Endverdinnung 1:500

Klon: pAb 71-2200, polyklonaler AK des Kaninchens, IgG,
(Zymed Laboratories Inc., San Francisco),
Endverdinnung 1:40

Klon: pAb 71-0700, polyklonaler AK des Kaninchens, IgG,
(Zymed Laboratories Inc., San Francisco),
Endverdinnung 1:50

Klon: pAb 61-7300, polyklonaler AK des Kaninchens, IgG,
(Zymed Laboratories Inc., San Francisco),
Endverdinnung 1:150

Klon: mAb A103, monoklonaler AK des Maus, IgG1, (Dako

A/S, Glostrup), Endverdiinnung 1:10
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2.4.2 Sekundarantikorper

Kaninchen-1gG aus der Ziege, Klon: A11072
(Alexa Fluor® 594 F(ab’),, Molecular Probes Europe
BV, Leiden, Netherlands), Endverdiinnung 1:750
Meerschwein-lgG aus der Ziege, Klon: A11076
(Alexa Fluor® 594, Molecular Probes Europe BV, Leiden,
Netherlands), Endverdinnung 1:750
Maus-1gG aus der Ziege, Klon: A11017

(Alexa Fluor® 488 F(ab’),, Molecular Probes Europe

BV, Leiden, Netherlands), Endverdtiinnung 1:600

2.4.3 Isotypenkontrollen

Kaninchen-1gG Klon: X 0903
(Dako Cytomation Denmark A/S, Glostrup)
Maus-1gG1 Klon: X 0931

(DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup)

2.4.4 DNA-Farbung
Die DNA-Farbung wurde mit DAPI (4°,6-Diamidin-2"-phenylindol-
dihydrochlorid) der Firma Roche Diagnostics GmbH Mannheim in einer

Verdinnung von 1:5000 in PBS durchgefuhrt.
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2.5 Puffer und Losungen

Blocklosung

10 x PBS

20 x TEC-Puffer

Trypsin-L6sung

2910pl 5%ige Magermilchlésung, 30ul Triton und 60pl
NGS (Normal Goat Serum, 005-000-121, Dianova GmbH,
Hamburg)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

80,0g NaCl + 2,0g KCI + 11,6g Na;HPO4+ 2,0g KH,PO,
ad. 1000ml Aqua dest., pH auf 7,3-7,5 einstellen.

Tris-EDTA-Citrat-Puffer

5g Tris + 10g EDTA + 6,49 Tri-Natriomcitrat-Dihydrat
ad. 1000 ml Aqua dest., pH auf 7,8 einstellen.
Verdinnung 1:20

Stammldésung: 9ml Aqua dest. steril + 1ml 0,5M Tris-HCI +
0,010g Trypsin + 0,0114g CaCl 2H,0. Gebrauchslosung:
9ml Aqua dest. steril + 1ml 0,5M Tris-HCI-Puffer, 100pl
verwerfen und durch 100ul Stammlésung ersetzen
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3 Methoden

3.1 Auswahl der Gewebeproben

Es wurden aus dem Archiv der Klinik fir Dermatologie des
Universitatsklinikums ~ Hamburg-Eppendorf 41 Paraffinbléckchen — mit
Melanomgewebe und 14 mit Gewebe von melanozytaren Naevi ausgewahlt. Die
41 Melanome hatten einen Breslow-Index zwischen 0,05 mm und 16 mm. Alle
Melanome stammten aus den Jahren 1998 und 1999. Die Paraffinblockchen
beinhalteten jeweils Melanomgewebe, sowie (meist) gesunde Epidermis an den

Randzonen.

3.2  Herstellung der Paraffinschnitte

Mit Hilfe des Rotatoms wurden aus den Paraffinbléckchen 3 pm dicke Schnitte
hergestellt, die auf Objekttrager aufgezogen wurden. Zur Fixierung wurden die
Schnitte tber Nacht bei 50°C inkubiert.

3.3 Immunfluoreszensfarbung

Die Schnitte wurden unmittelbar vor der Farbung zur Entparaffinierung 2 x 20
min in Xylolersatz und 5 min in 100%iges Ethanol gestellt. Anschliel3end folgte
eine absteigende Alkoholreihe fur jeweils 30 s mit 96%igem, 80%igem und

70%igem Ethanol, die in Aqua dest. fir 5 min endete.

Zur hitzeinduzierten Epitopdemaskierung wurden die Schnitte fir 4 x 5 min in
TEC-Puffer in der Mikrowelle bei 600 W zum Kochen gebracht. Nach Abkthlung
auf Raumtemperatur und 2 x Spulung in PBS wurde Trypsinldsung auf die
Schnitte aufgetragen mit anschlie3ender Inkubation bei 37°C fir 10 min. Nach
erneuter Spulung in PBS und Umrandung der Schnitte mit dem PAP-Pen wurde
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die Blocklosung aufgetragen, die nach 30 min abgeklopft wurde. Der

Primarantikorper verblieb tber Nacht bei 4°C auf den Schnitten.

Am nachsten Morgen folgte die Spulung in PBS fur 4 x 10 min, bevor der
Sekundarantikkorper fur 30 min aufgebracht wurde. Die Schnitte wurden nach
einer erneuten Spulung fir 1 min mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4°,6-
Diamidin-2"-phenylindol-dihydrochlorid, 1:5000) inkubiert und abschlie3end 2 x
5 min in PBS und 2 x 5 min in Aqua dest. gespduilt. In feuchtem Zustand wurden
die Schnitte mit Fluoromount-G™ eingedeckelt und nach Trocknung bei 4°C im

Dunkeln gelagert.

Jede Farbung wurde durch eine Positivkontrolle pro Priméarantikérper und eine
Negativkontrolle pro Sekundarantikbrper Uberpruft. Fur die Positivkontrollen
wurde fir Cx30 und Cx26 gesunde Kopfhaut und fur Cx43, Melan A und ZO-1
gesunde Felderhaut verwendet. Fur die Negativkontrollen wurde der
Primarantikdrper durch Kaninchen 1gG, Maus IgG1l oder PBS ersetzt und
anschlieBend mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Positive Ergebnisse in der
Negativkontrolle hatten Farbefehler oder unspezifische Bindungen des
Sekundarantikdrpers aufgedeckt und eine erneute Farbung veranlasst. Die
Positivkontrolle bewies den korrekten Ablauf der F&arbereaktion und die

Funktionsfahigkeit der Antikorper.
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3.4 Auswertung

Die Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte mit dem Zeiss

Immunfluoreszens-mikroskop

(Axioplan  2). Die  Lokalisation

Antikorperfarbung wurde in folgende Bereiche eingeteilt:

In der Epidermis
angrenzende Epidermis
entfernte Epidermis
Stratum granulosum

oberste Schichten

obere Schichten

alle Schichten

Im Tumor
zentral im Tumorknoten
epidermisnaher Rand
Invasionsfront

pagetoide Zellen

Uber dem Tumor bis zum Tumorrand
Uber der gesunden tumorfreien Haut
oberste Hautzellschicht

Stratum granulosum und oberste Schicht

des Stratum spinosum

Stratum granulosum und alle Schichten

des Stratum spinosum

Stratum granulosum, Stratum spinosum

und Stratum basale

Mischpopulation von Melanomzellen und
Keratinozyten in der Epidermis

der
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angrenzende Epidermis entfernte Epidermis

Abbildung 2: Skizze der Epidermis mit malignem Melanom. Definition der angrenzenden Epidermis
direkt iber dem malignem Melanom gelegen und entfernte Epidermis in maximaler
Entfernung zum malignen Melanom. a = Epidermisnaher Rand des Tumors, b = zentral
im Tumorknoten, ¢ = Invasionsfront des Tumors.

Zur Dokumentation wurden mit der Digitalkamera (Hamamatsu C4742-95) und
mit Hilfe der Openlab-Software (Openlab 3.0.9, Improvision®) Fotos von den
gefarbten Schnitten angefertigt. Des Weiteren diente die Openlab-Software als
Messinstrument zur Bestimmung der horizontalen Ausdehnung der Cx26-
Farbung. Es wurde mit Hilfe des flexiblen Messinstruments des Programms die
Strecke der Farbung in der Epidermis in Mikrometern ausgemessen.

3.5  Statistische Auswertung

Die Patientendaten zu Breslow-Index, Metastasierung und Uberleben wurden
den Patientenakten der Klinik fir Dermatologie des Universitatsklinikums

Hamburg-Eppendorf entnommen. Die statistische Auswertung dieser Daten im
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Zusammenhang mit den experimentell ermittelten Daten zur Expression der
Antikdrper erfolgte mit Hilfe der SPSS-Software (SPSS 12, SPSS GmbH,
Munchen).

Mit Hilfe des parametrischen T-Tests und dem Pearson
Korrelationskoeffizienten sowie dem nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test,
dem Mann-Whitney-Test und dem Spearman Rangkorrelationskoeffizienten

wurden folgende Zusammenhange auf statistische Signifikanz Uberpruift.

- der Zusammenhang zwischen dem Breslow-Index des Tumors und der
Auswertung der Farbung von Cx26, Cx30, Cx43 und ZO-1 in den Schichten der
angrenzenden Epidermis, bzw. mit der horizontalen Ausbreitung der Farbung

von Cx26, sowie der Lage der Maximalfarbung von ZO-1 im Tumor

- Gruppenvergleiche zwischen den Auswertungen der Farbungen von Cx26,
Cx30, Cx43 und ZO-1 in der angrenzenden Epidermis der malignen Melanome

und der melanozytéaren Naevi

- der Zusammenhang zwischen dem Uberleben der Patienten 5 Jahre nach der
Diagnose des malignen Melanoms und den Auswertungen der Farbungen von
Cx26, Cx30, Cx43 und ZO-1 in der angrenzenden Epidermis des malignen

Melanoms, bzw. mit der horizontalen Ausbreitung der Farbung von Cx26

- der Zusammenhang zwischen der Bildung von Metastasen in 5 Jahren nach
Diagnose eines malignen Melanoms und der Auswertung der Farbung von
Cx26, Cx30, Cx43 und ZO-1 in den Schichten der angrenzenden Epidermis,

bzw. mit der horizontalen Ausbreitung der Farbung von Cx26
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Expression der Gap-Junction-Proteine Cx26, Cx30
und Cx43, sowie des Tight-Junction-Proteins Z0-1 mittels
Immunfluoreszenzfarbung in den Zellen maligner Melanome verschiedener
Stadien und in den Zellen der angrenzenden Epidermis beurteilt. Diesen
Beobachtungen wurde das Expressionsmuster der gleichen Proteine in
benignen Hyperplasien von Melanozyten, den melanozytaren Naevi und deren
angrenzender Epidermis gegentbergestellt. Zur Darstellung der Melanozyten
und Melanomzellen wurde eine Doppelfarbung mit Melan A durchgefthrt.

Direkt Uber dem Tumor gelegene Epidermis wird im Folgenden als
.angrenzende Epidermis* bezeichnet. ,Entfernte Epidermis*® beschreibt die

Epidermis in maximaler Entfernung zum Tumor im Schnitt (Abb.3).

angrenzende Epidermis entfernte Epidermis

A A

r A r A

T
N

Abbbildung 3: Skizze der Epidermis mit malignem Melanom. Definition der angrenzenden
Epidermis direkt tGber dem malignem Melanom gelegen und entfernte Epidermis in

maximaler Entfernung zum malignen Melanom.
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Die weitere Einteilung der Ergebnisse der Farbungen wurde anhand der
Hautschichten vorgenommen (Abb.4). Es gibt die Gruppe der Falle mit einer
Farbung im Stratum granulosum, eine Gruppe, die eine Expression in den
obersten Schichten zeigt, d.h. im Stratum granulosum und in der obersten
Schicht des Stratum spinosum. Eine dritte Gruppe zeigte die Farbung in den
oberen Schichten, d.h. im Stratum granulosum und allen Schichten des Stratum
spinosum. In der vierten Gruppe konnte die Farbung in allen Schichten der
lebenden Epidermis, im Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum

basale nachgewiesen werden.

\

Stratum corneum

)

Stratum granulosum
Stratum spinosum > Epidermis

Stratum basale

Basalmembran

Dermis

Abbildung 4: Skizze der Hautschichten der Epidermis.
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4.1 Klinische und histologische Charakteristika der

melanozytaren Naevi und malignen Melanome

Die 17 weiblichen Patientinnen, im Alter von 26 bis 91 Jahren, und 24
mannlichen Patienten, im Alter von 28 bis 81 Jahren, hatten maligne Melanome
mit einem Breslow-Index zwischen 0,05 mm und 16,0 mm, wovon 26 Melanome
in die Gruppe < 1.00 mm fielen, 4 in die Gruppe 1.01 mm — 2.00 mm, 7 in die
Gruppe 2.01 mm — 4.00 mm und 4 Melanome in die Gruppe mit einem Breslow-
Index = 4.00 mm. 8 der 41 Patienten entwickelten in den 5 Jahren nach ihrer
Krebsdiagnose eine oder mehrer Metastase/n. Von diesen 8 Patienten fielen je
2 Melanome in die Gruppen mit einem Breslow-Index < 1.00 mm bzw. 2.01 mm
— 4.00 mm. Auch alle 4 Patienten mit Melanomen mit einem Breslow-Index
= 400 mm entwickelten Metastasen. Es handelte sich um 7
Lymphknotenmetastasen, eine Milzmetastase, eine Hirnmetastase und eine
Hautmetastase, wobei die Milzmetastase und eine Lymphknotenmetastase,
sowie die Haut- und die Hirnmetastase beim jeweils selben Patienten auftraten.
Bei 5 der 41 malignen Melanome war histologisch eine Ulzeration des Tumors
diagnostiziert worden (alle Breslow 2,01-4,00 mm). Von diesen 5 Patienten
entwickelten 4 spater eine Metastase. 8 der 41 Patienten verstarben innerhalb
von 5 Jahren nach der Diagnose. Von diesen 8 Patienten hatten 4 ein malignes
Melanom mit einem Breslow-Index < 1.00 mm, 1 mit einem Breslow-Index von
1,10 mm, 1 mit einem Breslow-Index von 3.3 mm und 2 Patienten hatten einen
Breslow-Index = 4.00 mm. Alle Melanome wurden histopathologisch als

Primarmelanome diagnostiziert.

Von den Patienten mit einem melanozytdren Naevus waren 6 weiblich und 8
mannlich und im Alter zwischen 14 und 73 Jahren. Von 8 Patienten zeigte der
histologische Befund einen dysplastischen melanozytaren Naevus und die

anderen 6 Patienten hatten einen nicht-dysplastischen melanozytdren Naevus.
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Tabelle 1: Anzahl der malignen Melanome und Verteilung von Breslow-Index, Ulzerationen,

Metastasen und Uberleben.

Breslow- Anzahl | Ulzeration | Lymphknotenmetastasen | Fernmetastasen | Verstorben 5

Index (mm) Jahre nach
Diagnose

<1.00 26 1 2 4

1.01-2.00 4 1

2.01-4.00 7 5 2 1

>4.00 4 4 1 2

4.2 Connexin 26

421 Lokalisation von Connexin 26 in Tumorzellen

Die Zellen der melanozytaren Naevi, die mit Melan A nachgewiesen wurden,
zeigten keine positive Reaktion mit Antikbrpern gegen Cx26 an den Zell-Zell-
Grenzen. Gelegentlich wurde eine sehr schwache, zytoplasmatische Farbung

beobachtet, die auch in anderen Zellen gesehen wurde.
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In den Zellen des malignen Melanoms konnte die Farbung von Cx26 in 2 von 41
Fallen an den Zell-Zell-Grenzen nachweisen werden. Zusatzlich lie3 sich die
Farbung von Cx26 in 9 Fallen an den Zell-Zell-Grenzen der Tumorzellen
nachweisen, die in der Epidermis lagen (pagetoide Zellen) und somit eine

Mischpopulation mit Keratinozyten bildeten (Abb.5). In 16 von 41 Fallen wurde

eine sehr schwache zytoplasmatische Farbung in den Tumorzellen beobachtet.

Tabelle 2: Farbung von Connexin 26 im malignen Melanom

Breslow- | Anzahl Cx26 Cx26 Cx26 Cx26 Cx26
Index negativ im | zytoplasmatisch | negativ oder | Mischpopulation | positiv
(mm) Tumor im Tumor zytoplasmatisch
<1.00 26 6 (23%) 14 (54%) 20 (77%) 6 (23%) davon 1| O
wenig
1.01-2.00 | 4 (nur 3| 2 (67%) 0 2 (67%) 1 (33%) 0
auswertb
ar, da 1
komplett
neg)
2.01-4.00 | 7 4 (57%) 2 (29%) 6 (86%) 0 1 (14%)
> 4.00 4 1 (25%) 0 1(25%) 2 (50%) 1 (25%)
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Abbildung 5:Cx26 in der Mischpopulation von Melanomzellen mit Kerationozyten in der Epidermis.
A= Cx 26 rot, B= Melan A griin, C= Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin, D=
Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast hinterlegt. Mal3stab
50um.

4.2.2 Lokalisation von Connexin 26 in der angrenzenden Epidermis

In der gesunden Epidermis von Kontrollhautschnitten wurde keine Expression
von Cx26 gefunden (Abb. 6). Die Schnitte wiesen jedoch allesamt eine interne

Positivkontrolle in Form von angefarbten Drisen oder Haarfollikeln auf.



4 Ergebnisse 25

Abbildung 6: Cx26 negativ in der gesunden Epidermis mit Positivkontrolle in einem Blutgefal3. A=

Cx26 rot mit Phasenkontrast hinterlegt, A= Cx26 rot, MalRstab 50um.

Melanozytare Naevi zeigten in 6 von 14 Fallen keine Immunfluoreszenzfarbung
in der angrenzenden Epidermis. Von den Ubrigen 8 melanozytaren Naevi wurde
Cx26 in 7 im Stratum granulosum (Abb. 7) und 1 in den oberen Schichten, d.h.
im Stratum granulosum und im Stratum spinosum nachgewiesen. Die von den

melanotytaren Naevi weiter entfernt gelegene Epidermis war negativ fir Cx26.
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Abbildung 7: Cx26 im melanozytadren Naevus. A= Cx26 negativ in der an den melanozytaren Naevus

angrenzenden Epidermis mit Positivkontrolle im Haarfollikel, Doppelfarbung von
Cx26 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast hinterlegt. A'= Cx26 rot. B= Cx26 im
Stratum granulosum in der an den melanozytdren Naevus angrenzenden Epidermis
(siehe mit Pfeil markierten Ausschnitt). Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin
mit Phasenkontrast hinterlegt. B'= Cx26 rot, MaRstab 50um.

In 40 von 41 Fallen des malignen Melanoms verschiedener Stadien war die
angrenzende Epidermis in unmittelbarer Nachbarschaft des malignen Melanoms
positiv fur Cx26. Bei 10 von 41 Fallen zeigte sich die Farbung in den obersten

Schichten der angrenzenden Epidermis (Abb. 8). In 9 Fallen wurden die oberen
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Schichten angefarbt, 21 Falle zeigten einen Nachweis fir Cx26 in allen
Schichten (Abb.9). Ausschlie3lich eine Farbung des Str. granulosum, wie sie bei
melanozytaren Naevi vereinzelt gefunden wurde, zeigte sich beim malignen

Melanom nicht. In der vom malignen Melanom entfernten Epidermis wurde

Cx26 nicht gefunden.

Abbildung 8: A= Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast. Cx26 negativ
in der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis mit Positivkontrolle im
Haarfollikel. A’= Cx26 rot. B= Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin mit
Phasenkontrast in den obersten Schichten der an das maligne Melanom

angrenzenden Epidermis. B'= Cx26 rot. Mafl3stab 50um.



4 Ergebnisse 28

Abbildung 9: A= Cx26 in den oberen Schichten der an das maligne Melanom angrenzenden

Epidermis. Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A'=
Cx26 rot. B= Cx26 in allen Schichten der an das maligne Melanom angrenzenden
Epidermis. Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast.
MaRstab 50 50um.

Die horizontale Ausbreitung der Farbung tUber dem malignen Melanom wurde
mit Hilfe des Immunfluoreszenzmikroskops und der Openlab-Software
ausgemessen. Die histologischen Schnitte der malignen Melanome mit
unterschiedlichen Breslow-Indizes waren in der Epidermis auf einer Strecke
von 490,00 um bis 10560,00 um positiv flr Cx26.
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Tabelle 3: Connexin 26 in der an melanozytare Naevi und maligne Melanome angrenzenden

Epidermis
Gewebeprobe normale melanozytére Naevi (n=14) maligne Melanome (Breslow-Index in
Haut mm, n=41)
Connexin 26 nicht- dysplastisch | <1.00 1.01- 2.01- | 24.00
dysplastisch 2.00 4.00

negativ alle 3/6 3/8 1/26 0/4 o/7 0/4

Str. granulosum 3/6 4/8 0/26 0/4 o/7 0/4
Oberste Schichten 0/6 0/8 10/26 0/4 or7 0/4
Obere Schichten 0/6 1/8 7126 2/4 o/7 0/4

Alle Schichten 0/6 0/8 8/26 2/4 17 4/4

4.2.3 Korrelation zwischen Connexin 26-Farbung in der Epidermis und

Breslow-Index

Die statistische Uberpriifung der Cx26-Farbung im Zusammenhang mit dem
Breslow-Index ergab im parametrischen T-Test (p=0,021) und im
nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Test eine signifikante Korrelation (p<0,001)
zwischen der vertikalen Ausdehnung der Farbung von Cx26 in den Schichten
der Epidermis nahe eines Melanoms und dem steigenden Breslow-Index
(Abb. 10). Die Farbung ist in mehr Schichten zu finden, je grofl3er der Breslow-
Index ist. Die 10 Melanome mit einer Farbung von Cx26 in den obersten
Schichten der Epidermis hatten einen Mittelwert des Breslow-Index von 0,2 mm.
In den 21 Fallen, in denen alle Schichten der Epidermis angefarbt waren, hatte

der Breslow-Index einen Mittelwert von 3,6 mm.
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Breslow-Index in Millimetern

o
15,00
*1 o
10,00 o
*2 *3
5,00 “V
|
— T
0,00 I +
I I I I
negativ Oberste Obere Schichten  Alle Schichten

Schichten

Cx 26 Angrenzende Epidermis

Abbildung 10: Boxblots zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx26 in der an das maligne
Melanom angrenzenden Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern. Angegeben
sind Median, Interquartilsebene und Ausrei3er, o = Ausreil3er, Entfernung von 75%-
bzw. 25%-Quantile, o = Extremwerte, noch weiter auf3en gelegen (*1 p < 0.001, *2 p <
0.001, *3 p= 0.006).

Die Uberpriifung der horizontalen Ausbreitung der Cx26-Farbung mittels des
parametrischen Pearson Korrelationskoeffizienten (r=0.54) und des
nichtparametrischen Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (r=0.70) ergab
eine signifikante Korrelation (p<0,001) =zwischen der in Mikrometern
gemessenen Ausdehnung der Farbung in der Epidermis und dem Breslow-
Index in Millimetern (Abb. 11).
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Abbildung 11: Korrelation zwischen der horizontalen Ausbreitung der Cx26-Farbung in
Mikrometern in der angrenzenden Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern.

Angegeben ist eine lineare Anpassungslinie (p <0.001).



4 Ergebnisse 32

4.3 Connexin 30

4.3.1 Lokalisation von Connexin 30 in Tumorzellen

Die Zellen der melanozytaren Naevi, die mit Melan A nachgewiesen wurden,
zeigten keine Cx30-Farbung an den Zell-Zell-Grenzen. Gelegentlich wurde eine
sehr schwache, zytoplasmatische Farbung beobachtet, die auch in anderen

Zellen gesehen wurde.

In Melanomzellen war die Farbung fir Cx30 in 1 von 41 Fallen an den Zell-Zell-
Grenzen der Tumorzellen des malignen Melanoms positiv. In 13 Fallen war die
Farbung fir Cx30 an den Zell-Zell-Grenzen der pagetoiden Tumorzellen, die in
der Mischpopulation mit Keratinozyten in der Epidermis lagen, positiv (Abb.12).

In 8 Tumoren war zudem die Farbung schwach zytoplasmatisch zu beobachten.

Tabelle 4: Farbung von Connexin 30 im malignen Melanom

Breslow- | Anzahl Cx30 Cx30 Cx30 Cx30 Cx30

Index negativ im| zytoplasmatisch | negativ oder | Mischpopulation | positiv

(mm) Tumor im Tumor zytoplasmatisch

<1.00 26 12 (46%) 6 (23%) 18 (69%) 8 (31%) 0
davon 3 wenig

1.01-2.00 | 4 2 (50%) 0 2 (50%) 2 (50%) 0

2.01-4.00 | 7 4 (57%) 2 (29%) 6 (86%) 1 (13%) 0

>4.00 4 1 (25%) 0 1 (25%) 2 (50%) 1(25%)
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Abbildung 12: Cx30 in der Mischpopulation von Melanomzellen mit Keratinozyten in der Epidermis.
A= Cx30 rot, B= Melan A griin, C= Doppelféarbung von Cx30 rot und Melan A grin mit
Phasenkontrast, D= Phasenkontrast. Mal3stab 50um.
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Abbildung 13: Cx30 negativ in der gesunden Epidermis mit Positivkontrolle in Drisen. A= Cx26 rot

mit Phasenkontrast. A’= Cx30 rot. Maf3stab 50um.

4.3.2 Lokalisation von Connexin 30 in der angrenzenden Epidermis

In der gesunden Epidermis von Kontrollhautschnitten wurde keine Expression
von Cx30 gefunden (Abb.13).

Die 14 untersuchten melanozytaren Naevi zeigten in 5 Fallen eine Farbung fur
Cx30 im Stratum granulosum, in 3 Fallen in den obersten Schichten und in 1
Fall in den oberen Schichten der an den melanozytaren Naevus angrenzenden

Epidermis. In den Ubrigen 5 Féllen blieb die Farbung negativ (Abb.14).
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Abbildung 14: Cx30 in der an den melanozytédren Naevus angrenzenden Epidermis. A= Cx30 negativ

mit Positivkontrolle im Haarfollikel. Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A griin mit
Phasenkontrast. A"= Cx30 rot. B= Cx30 im Stratum granulosum der Epidermis (siehe
mit Pfeil markierten Ausschnitt). Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A grin mit

Phasenkontrast. Mal3stab 50um.

Die Schnitte der malignen Melanome waren in der angrenzenden Epidermis alle
positiv fir Cx30, davon zeigten 4 Falle eine Farbung in den obersten Schichten,
18 Falle in den oberen Schichten und 19 Falle zeigten die Farbung in allen
Schichten der melanomangrenzenden Epidermis (Abb. 15). In der vom
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malignen Melanom entfernten Epidermis war keine Expression von Cx30 zu

finden.

Tabelle 5: Cx30 in der an melanozytare Naevi und maligne Melanome angrenzenden Epidermis

Gewebeprobe normale melanozytére Naevi (n=14) maligne Melanome (Breslow-Index
Haut in mm, n=41)
Connexin30 nicht- dysplastisch | <1.00 1.01- | 2.01- | >4.00
dysplastisch 2.00 4.00

negativ alle 4/6 1/8 0/26 0/4 0/7 0/4
Str. granulosum 1/6 4/8 0/26 0/4 o/7 0/4
Oberste Schichten 1/6 2/8 4/26 0/4 o/7 0/4
Obere Schichten 0/6 1/8 16/26 2/4 o/7 0/4
Alle Schichten 0/6 0/8 6/26 2/4 717 4/4
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Abbildung 15: Cx30 in der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis. A und A’= Cx30 in
den obersten Schichten, sowie zytoplasmatische Farbung basal. Doppelfarbung von
Cx30 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A= Cx30 rot. B und B"= Cx30 in den
oberen Schichten der Epidermis und. Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A grin
mit Phasenkontrast. B’= Cx30 rot, in Tumorzellen auch zytoplasmatisch. C und C'=
Cx30 in den allen Schichten der Epidermis. Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A
grin mit Phasenkontrast. C’= Cx30 rot. Ma3stab 50pum.

4.3.3 Korrelation zwischen Connexin 30-Farbung in der Epidermis und

Breslow-Index

Die Uberprifung des Zusammenhangs zwischen der Auswertung der Cx30-
Farbung und dem Breslow-Index zeigte ebenfalls eine Signifikanz (p =0,003).
Die Falle mit einer Farbung von Cx30 in den obersten Schichten der Epidermis
hatten im Mittel einen Breslow-Index von 0,48 mm, die Falle, die in allen
Schichten der Epidermis eine Expression von Cx30 aufwiesen, hatten 3,94 mm
als Mittelwert des Breslow-Index (Abb. 16).
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Abbildung 16: Boxplot zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx30 in der angrenzenden
Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern. Angegeben sind Median,
Interquartilsabstande und Extremwerte, o = Ausreifler, o = Extremwerte (*1 p < 0.003,
*2 p £0,001).

Die horizontale Ausbreitung der Cx30-Farbung befand sich tber die volle Breite
der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis und wurde daher nicht

wie die Cx26-Farbung ausgemessen.
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4.4 Connexin 43

441 Lokalisation von Connexin 43 in Tumorzellen

Die Zellen der melanozytaren Naevi zeigten keine Expression von Cx43.

Im malignen Melanom wurde Cx43 in 2 von 40 Fallen an den Zell-Zell-Grenzen
der Tumorzellen nachgewiesen. In 18 Fallen fand sich eine Farbung von Cx43
an den Zell-Zell-Grenzen der pagetoiden Tumorzellen, die in der Epidermis

lagen und eine Mischpopulation mit Keratinozyten bildeten (Abb.17). In 5

Tumoren zeigte sich die Farbung mit Cx43 zytoplasmatisch.

Tabelle 6: Farbung von Connexin 43 im malignen Melanom

Breslow- | Anzahl Cx43 Cx43 Cx43 Cx43 Cx43
Index negativ im | zytoplasmatisch | negativ oder | Mischpopulation | positiv
(mm) Tumor im Tumor zytoplasmatisch

<1.00 26 10 (38%) | 3 (12%) 13 (50%) 13 (50%) 0
1.01-2.00 | 3 1 (33%) 0 0 2 (67%) 0
2.01-4.00 | 6 3 (50%) 2 (33%) 5 (83%) 1(17%) 0

> 4.00 4 0 0 0 2 (50%) 2 (50%)
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Abbildung 17: Cx43 im malignen Melanom. A= Cx43 rot. B= Melan A griin. C= Doppelfarbung von

Cx43 rot und Melan A griin. D= Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A griin mit
Phasenkontrast. Mal3stab 50um.



4 Ergebnisse 42

4.4.2 Lokalisation von Connexin 43 in der angrenzenden Epidermis

Die Positivkontrollen mit gesunder Haut zeigten die Expression von Cx43

zumeist in allen Schichten der Epidermis (Abb.18).

Abbildung 18: Cx43 in der gesunden Epidermis. A= Cx43 rot und Phasenkontrast. A'= Cx43 rot.
Mafstab 50pum.

In Nachbarschaft zu den melanozytaren Naevi wurde in 13 von 14 Fallen die
Epidermis in den oberen Schichten angefarbt. Ein Schnitt zeigte die Farbung in
allen Schichten der Epidermis (Abb.19). Die Farbung bildete keinen deutlichen
Ubergang von der an die melanozytaren Naevi angrenzenden Epidermis zur

entfernten Epidermis.
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Abbildung 19: Cx43 in der an den melanozytdren Naevus angrenzenden Epidermis. A=
Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A’= Cx43 rot. Mal3stab
50um.

In malignen Melanomen wurde die angrenzende Epidermis in 5 von 41 Fallen
nur in den obersten Schichten angefarbt. In 23 Fallen zeigte sich die Expression
von Cx43 in den oberen Schichten und in 13 Fallen wurden alle Schichten der
angrenzenden Epidermis angefarbt (Abb.20). Die vom malignen Melanom
weiter entfernt liegende Epidermis zeigte eine Farbung mit Antikbrpern gegen
Cx43 zumeist in allen Schichten.

Tabelle 7: Connexin 43 in der an melanozytdre Naevi und maligne Melaonome angrenzenden

Epidermis
Gewebeprobe normale melanozytére Naevi (n=14) maligne Melanome (Breslow-Index in
Haut mm, n=41)
Connexin 43 nicht- dysplastisch | <1.00 1.01 -} 201 -|>4.00
dysplastisch 2.00 4.00

negativ 0/6 0/8 0/26 0/4 0/7 0/4

Str. granulosum 0/6 0/8 0/26 0/4 o/7 0/4
Oberste Schichten 0/6 0/8 2/26 2/4 1/7 0/4
Obere Schichten 6/6 7/8 15/26 1/4 3/7 4/4

Alle Schichten alle 0/6 1/8 9/26 1/4 3/7 0/4
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Abbildung 20: Cx43 in der an das maligne Melanom angrenzen Epidermis. A und A= Cx43 in den
obersten Schichten der Epidermis. A = Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A griin
mit Phasenkontrast. A’= Cx43 rot. B und B’= Cx43 in den oberen Schichten der
Epidermis. B= Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. B'=
Cx43 rot. C und C'= Cx43 in allen Schichten der Epidermis. C= Doppelfarbung von
Cx43 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. C'= Cx43 rot. Ma3stab 50um.

4.4.3 Korrelation zwischen Connexin 43-Farbung in der Epidermis und

Breslow-Index

Die Farbung von Cx43 in der Epidermis zeigte keinen signifikanten
Zusammenhang mit dem Breslow-Index (p=0.654). Die 5 malignen Melanome,
die eine Farbung von Cx43 in den obersten Schichten zeigten, hatten im Mittel
einen Breslow-Index von 1,5 mm. 23 maligne Melanome mit einer Cx43-
Farbung in den oberen Schichten der angrenzenden Epidermis zeigten einen
mittleren Breslow-Index von 2,7 mm und 13 maligne Melanome mit einer Cx43-

Farbung in allen Schichten einen mittleren Breslow-Index von 1,3 mm (Abb. 21).
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Abbildung 21: Boxplot zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx43 in der angrenzenden
Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern ( p = 0.654). Angegeben sind Median,

Interquartilsabstdande und Extremwerte, o = Ausreil3er, o = Extremwerte.

45 Z0O-1

45.1 Lokalisation von ZO-1in Tumorzellen

In 11 der 14 melanozytdren Naevi konnte eine Farbung von ZO-1 in den
Melanozyten nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um 6 dysplastische
und 5 nichtdysplastische melanozytare Naevi.

In 38 von 41 malignen Melanomen wurde eine Expression von ZO-1 gefunden.
Dabei war in 5 Fallen ZO-1 besonders zentral im Tumor zu finden. In 9 Tumoren

war die Farbung am intensivsten in den Epidermis-nahen Bereichen, in 24
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Tumoren im Bereich der Invasionsfront der Tumoren, den von der Epidermis am

entferntesten gelegenen Tumorzellen (Abb.25B). Die 3 nicht angefarbten

malignen Melanome hatten einem Breslow-Index von 0,2 mm, 0,4 mm und

3,3 mm. Die Schnitte enthielten interne Positivkontrollen. Es lieR sich kein

Zusammenhang zwischen der Lokalisation der Intensitatsmaxima der Farbung

von ZO-1 im Tumor und dem Breslow-Index nachvollziehen.

Tabelle 8: Maximum der Farbung von ZO-1 in den melanozytaren Naevi und malignen Melanomen

Gewebeprobe melanozytéare Naevi (n=14) maligne Melanome (Breslow-Index in mm,
n=41)
Z0-1 nicht- dysplastisch | <1.00 1.01-2.00 | 2.01-4.00 | >4.00
dysplastisch

negativ 1/6 2/8 2/26 0/4 1/7 0/4
Zentral im Tumor 1/6 0/8 3/26 1/4 1/7 0/4
Epidermisnaher Rand | 4/6 6/8 6/26 0/4 1/7 2/4
Invasionsfront 0/6 0/8 15/26 3/4 a/7 2/4
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4.5.2 Lokalisation von ZO-1 in der angrenzenden Epidermis

In der gesunden Haut von Kontrollschnitten wurde die Expression von ZO-1 in

den obersten Schichten der Epidermis gefunden (Abb22).

Abbildung 22: ZO-1 in der gesunden Epidermis. A= ZO-1 rot und Phasenkontrast. A'= ZO-1 rot.
Mafstab 50pum.

Von den 14 melanozytaren Naevi war einer ebenfalls in den obersten Schichten
der angrenzenden Epidermis fir ZO-1 positiv. In 11 Fallen konnte ZO-1 in den
oberen Schichten der angrenzenden Epidermis nachgewiesen werden und in 2
Fallen in allen Schichten (Abb.23). Die von den melanozytaren Naevi entfernte

Epidermis zeigte eine Farbung in den obersten Schichten.
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Abbildung 23: ZO-1 in der an den melanozytaren Naevus angrenzenden Epidermis und in

Melanozyten. A= Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast.
A’=Z0O-1 rot. Mal3stab 50um.

Die Epidermis in Nachbarschaft zu den malignen Melanomen war in 4 von 41
Féllen in den obersten Schichten positiv fur ZO-1. In 29 Féllen wurden die
oberen Schichten und in 8 Fallen alle Schichten der angrenzenden Epidermis
angefarbt (Abb.24 und 25). Die entfernte Epidermis zeigte eine Expression von

Z0O-1 in den obersten Schichten.

Tabelle 9: ZO-1 in der an melanozytaren Naevi und maligne Melanome angrenzenden Epidermis

Gewebeprobe normale | melanozytare Naevi (n=14) maligne Melanome (Breslow-Index in
Haut mm, n=41)

Z0-1 nicht- dysplastisch | <1.00 1.01 -|{201 -|>4.00

dysplastisch 2.00 4.00

negativ 0/6 0/8 0/26 0/4 o/7 0/4

Str. granulosum 0/6 0/8 0/26 0/4 o/7 0/4

Oberste alle 0/6 1/8 4/26 0/4 o/7 0/4

Schichten

Obere Schichten 6/6 5/8 22/26 4/4 3/7 0/4

Alle Schichten 0/6 2/8 0/26 0/4 a7 4/4




4 Ergebnisse 50

Abbildung 24: ZO-1 in der an das mailgne Melanom angrenzenden Epidermis und basal in

Melanomzellen, bzw. im Tumorknoten. A und A’= ZO-1 in den obersten Schichten der
Epidermis. A = Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A"=
Z0O-1 rot. B und B’= ZO-1 in den oberen Schichten der Epidermis. B= Doppelfarbung
von ZO-1 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. B'= ZO-1 rot. MaRstab 50um.



4 Ergebnisse 51

Abbildung 25: ZO-1 in der an das mailgne Melanom angrenzenden Epidermis und im Tumor. A und

A’=ZO-1 in allenSchichten der Epidermis. A = Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan
A grin mit Phasenkontrast. A’= ZO-1 rot. B und B’= ZO-1 in allen Schichten der
Epidermis und im Tumor. B= Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan A grun ergibt
gelb, mit Phasenkontrast hinterlegt. B'= ZO-1 rot. MaRstab 50um.

4.5.3 Korrelation zwischen ZO-1-Farbung in der Epidermis und Breslow-

Index

Der Zusammenhang zwischen der ZO-1-Farbung und dem Breslow-Index war

ebenfalls signifikant (p<0,001). Die Gruppe von Melanomen, bei denen die
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Z0O-1-Farbung in den obersten Schichten der Epidermis zu finden war, hatte im
Mittelwert einen Breslow-Index von 0,3 mm und die Falle mit einer Farbung in
allen Schichten der Epidermis hatten im Mittelwert einen Breslow-Index von
7,2 mm. Signifikanz bestand zwischen den Gruppen ,oberste Schichten® und

»alle Schichten* und zwischen ,obere Schichten“ und ,alle Schichten” (Abb. 26).
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Abbildung 26: Korrelation zwischen der Lokalisation von ZO-1 in der angrenzenden Epidermis und
dem Breslow-Index in Millimetern. Angegeben sind Median, Interquartilsabstande und
Extremwerte, o = Ausreil3er, o = Extremwerte, (*1 p = 0.004, *2 p £0.001).

4.6  Vergleich zwischen melanozytaren Naevi und malignen

Melanomen

Die Ergebnisse der Farbungen der melanozytdren Naevi verglichen mit den

malignen Melanomen waren signifikant unterschiedlich. Bei 42,9% der
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melanozytaren Naevi konnte kein Cx26 in der angrenzenden Epidermis
nachgewiesen werden. Von den malignen Melanomen waren 97,6% positiv,

51,2% davon in allen Schichten der Epidermis .
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Abbildung 27: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx26 in der angrenzenden Epidermis

der melanozytaren Naevi (n=14) und den malignen Melanomen (n=41), (p < 0.001).

Die Farbung der angrenzenden Epidermis mit Antikbrpern gegen Cx30 wies
zwischen melanozytaren Naevi und malignen Melanomen ebenfalls einen
signifikanten Unterschied auf (p<0,001). 35,7% der melanozytaren Naevi waren
in der Farbung mit Cx30 negativ, 100% der malignen Melanome waren positiv,
46,3% davon zeigten eine Expression von Cx30 in allen Schichten der

Epidermis.
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Abbildung 28: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx30 in der angrenzenden Epidermis

der melanozytédren Naevi (n=14) und den malignen Melanomen (n=41), (p < 0.001).

Bei 7.1% der melanozytdren Naevi zeigte sich die Farbung mit ZO-1 in den
obersten Schichten, in 78.6% in den oberen Schichten und in 14,3% in allen
Schichten der angrenzenden Epidermis. Es bestand kein signifikanter
Unterschied zur Farbung der malignen Melanome, die in 9,8% der Falle in den
obersten Schichten, in 70.7% in den oberen Schichten und in 19,5% der Félle in

allen Schichten der Epidermis angeféarbt waren.



4 Ergebnisse 55

304  Gruppe
O Naevi
B Melanome
25—
p=0.853
20—
<
©
N 15+
<
10—
5_
0_4

Oberste Schichten Obere Schichten Alle Schichten

Z0-1 Angrenzende Epidermis

Abbildung 29: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von ZO-1 in der angrenzenden Epidermis

der melanozytédren Naevi (n=14) und den malignen Melanomen (n=41), (p = 0.853).

4.7 Zusammenhang zwischen Expression der Connexine

bzw. ZO-1 und dem Uberleben der Patienten

Die Ergebnisse der Auswertung der Farbungen konnte in keinen statistischen
Zusammenhang mit dem Uberleben der Patienten in den 5 Jahren nach ihrer
Melanom-Diagnose gestellt werden. Alle parametrischen und

nichtparametrischen Tests zeigten nichtsignifikante Ergebnisse.
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4.8 Zusammenhang zwischen Expression der Connexine

bzw. ZO-1und der Metastasenbildung

Die statistische Uberpriifung der Farbeergebnisse von Cx26 in der an die
malignen Melanome angrenzenden Epidermis im Zusammenhang mit der
Metastasenbildung der Patienten ergab keine statistische Signifikanz (p=0.304).
Von den Patienten, die keine Metastasen im 5-Jahres-Verlauf nach der
Diagnose entwickelten, zeigten 25,9% eine Farbung der obersten Schichten
der Epidermis Uber dem Melanom, 18,5% in den oberen Schichten und 51,9%
in allen Schichten. Bei den Patienten mit einer Metastasenbildung in 5 Jahren
nach der Diagnose war in 75% der Félle die Farbung mit Cx26 in allen

Schichten der Melanom angrenzenden Epidermis zu finden.
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Abbildung 30: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx26 in der an die malighen Melanome
angrenzenden Epidermis der Falle mit Bildung von Metastasen im Verlauf von 5

Jahren nach Diagnose (n=8) und der Félle ohne Metastasenbildung (n=33), (p=0.304).
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Dahingegen konnte im nichtparametrischen Mann-Whitney-Test ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der in Mikrometern gemessenen horizontalen
Ausdehnung der Cx26-Farbung und der Metastasenbildung festgestellt werden.
Die Patienten, die keine Metastasen bildeten, hatten im Mittelwert einen
Nachweis von Cx26 auf 2343,83 um Lange in der Epidermis, und in den
Praparaten der Patienten mit Metastasen fand sich die Cx26-Féarbung im
Mittelwert auf einer Strecke von 3825,02 um in der Epidermis Uber dem

malignem Melanom.
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Abbildung 31: Zusammenhang zwischen der horizontalen Ausmessung der Farbung von Cx26 in

Millimetern in der an die maligne Melanome angrenzenden Epidermis und der Bildung
von Metastasen im Verlauf von 5 Jahren nach Diagnose (p= 0.012).
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Die statistischen Tests zur Auswertung der Farbung von Cx30 und der
Metastasenbildung der Patienten ergab keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang (p=0.221). Cx30 wurde in den Schnitten der Patienten, die im
Verlauf von 5 Jahren eine Metastase entwickelten in 75% in allen Schichten der
angrenzenden Epidermis nachgewiesen und in jeweils 12,5% in den obersten
Schichten und in den oberen Schichten . Die Patienten, die keine Metastasen
bildeten, enthielten Cx30 bei 40,7% in allen Schichten, in 48,1% in den oberen
Schichten und in 11,1% in den obersten Schichten der angrenzenden

Epidermis.
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Abbildung 32: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx30 in der an die malighen Melanome
angrenzenden Epidermis der Falle mit Bildung von Metastasen im Verlauf von 5
Jahren nach Diagnose (n=8) und der Falle ohne Metastasenbildung (n=33), (p=0.221).
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Auch bei der Uberprifung des Zusammenhangs zwischen der Farbung von
Cx43 und der Metastasenbildung der Patienten liel3 sich keine statistische
Signifikanz nachweisen (p=0.061). Von den histologischen Schnitten mit einem
Nachweis von Cx43 in allen Schichten der angrenzenden Epidermis hat kein

Patient im Verlauf von 5 Jahren eine Metastase entwickelt.

Die Auswertung der Farbung von ZO-1 war im Zusammenhang mit der
Metastasenbildung der Patienten statistisch signifikant (p=0.041). Es fand sich
bei 81,5% der Patienten ohne Metastasenbildung in den oberen Schichten der
Epidermis die Farbung von ZO-1. 62,5% der Patienten, die spater eine
Metastase ausbildeten, zeigten in den histologischen Schnitten die Farbung mit

Antikdrpern gegen ZO-1 in allen Schichten der Epidermis.
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Abbildung 33: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von ZO-1 in der an die malignen Melanome
angrenzenden Epidermis der Gruppe von Patienten, die im Verlauf von 5 Jahren nach
Diagnose eine Metastase entwickelten (n=8) und der Gruppe von Patienten ohne
Metastasenbildung (n=33), (p = 0.041).
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5 Diskussion

5.1 Eignung der Expression von Cx26, Cx30, und Cx43 im

malignen Melanom als Tumormarker

Schon 1966 wurde ein erster Zusammenhang zwischen Gap Junctions und
Tumoren hergestellt (Loewenstein und Kanno 1966). Eine veranderte
Kommunikation Uber Gap Junctions wurde zwischen Tumorzellen und zwischen
Tumor- und gesunden Zellen beobachtet. Es wurde eine Herunterregulation
oder ein Verlust von Connexinen in verschiedenen Tumoren beschrieben
(Mesnil et al. 2005). Im Bronchialkarzinom, sowie im duktalen und lobuléren
Mammakarzinom fand sich eine verminderte Expression von Cx43. Auch im
Prostatakarzinom wurde Cx43 vermindert und in manchen Fallen gar nicht
nachgewiesen. Im hepatozellularen Karzinom wurde eine Herunterregulation
von Cx26 beobachtet. Es werden dabei zwei Mechanismen als Grundlage der
verminderten Kommunikation diskutiert. Einerseits gibt es einige wenige
Beispiele fur den Verlust der Transkription und den daraus resultierenden
Verlust der Expression der Connexine (Hirai et al. 2003), und andererseits
haben einige Studien eine veranderte Lokalisation der Connexine gezeigt, vor
allem das Vorkommen im Cytoplasma statt an der Zellmembran (Tada and
Hashimoto 1997) wurde gezeigt. Der Verlust der interzellularen Kommunikation
uber Gap Junctions kénnte den Tumorzellen das Uberleben sichern, indem sie
sich von umliegenden gesunden Zellen abschotten und damit deren Kontrolle,

z.B. durch zellzerstérende Signale wie Calcium-lonen, entgehen.

Vor diesem Hintergrund ist es von grof3em Interesse, dass ich in meiner Arbeit
nur in 2 (Cx26) bzw. 1 (Cx30) von 41 Fallen eine Expression von Cx26 und
Cx30 an den Zellgrenzen im malignen Melanom beobachten konnte. Bei diesen
wenigen Fallen mit Cx26- bzw. Cx30-Expression an den Zellgrenzen handelte

es sich ausschlieRlich um Tumore mit hohem Breslow-Index. In diesen wurde
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die Cx26- bzw. Cx30-Expression zudem in weniger als 10% der Zellen
beobachtet. Cx43 wird in 95% der Falle nicht an den Zell-Zell-Grenzen zwischen

Melanomzellen gefunden.

In der Epidermis findet man im Bereich von pagetoid eingewanderten
Melanomzellen positive Cx26- bzw. Cx30-Farbung an den Zellgrenzen. Dabei
kann allerdings aufgrund der limitierten Auflésung des Lichtmikroskops und der
Dreidimensionalitat von Hautschnitten nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob
diese Connexin-Farbungen tatsachlich an den Zellgrenzen der Melanomzellen
oder aber zu den benachbarten Keratinozyten zu finden sind. Generell werden
diese Farbungen aber im Uberwiegenden MalRRe an Zellgrenzen zwischen
Melanomzellen und Keratinozyten, nicht aber zwischen Melanomzellen

gefunden.

Meine Ergebnisse bestatigen zum einen die Ergebnisse von Haas et al. (2006),
die an einer kleineren Fallzahl (n=8) die Abwesenheit von Cx26, Cx30 und Cx43
im malignen Melanom zeigten. Dies ist auch im Uberwiegenden Anteil der von
mir untersuchten Falle. Zum anderen bestatigen sie zum Teil die Ergebnisse
von Saito-Katsuragi et al. (2007), die Cx26 im malignen Melanom nachgewiesen
haben. Wahrend wir dies allerdings nur in Ausnahmefallen beobachteten,

beschreiben Saito-Katsuragi und Kollegen dies in einer Mehrzahl der Falle.

Eine mdgliche Erklarung fur die Diskrepanz dieser Ergebnisse zu unseren
Ergebnissen ist die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper. Der fir die
Versuchsreihen von Saito-Katsuragi et al. (2007) verwendete Antikorper gegen
Cx26 zeigte in unseren Vergleichen eine starke Kreuzreaktion mit dem
Zytoplasma von Haarfollikelzellen (Haass et al. 2006). Fir die mangelnde
Verlasslichkeit des Antikorpers spricht auch, dass Ito et al. (2000) aus der
selben Arbeitsgruppe mit dem selben Antikérper, Cx26 in Schnitten des
malignen Melanoms ausschlief3lich im Zytoplasma nachgewiesen haben. Die
Autoren gehen auf die Diskrepanz ihrer Ergebnisse nicht ein. Der von unserer
Arbeitsgruppe entwickelte und verwendete Anti-Cx26-Antikdrper ist hingegen
hochspezifisch gegen Cx26-Proteine (Brandner et al. 2004). Des Weiteren ware

moglich, dass die Autoren Cx26—Expression im Bereich pagetoider
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Melanomzellen in der Epidermis als positiv gewertet haben. Leider ist nur eine
einzige Abbildung fur die Cx26-Farbung im malignen Melanom gezeigt (Saito-
Katsuragi et al. 2007).

Eine allgemein beachtete Hypothese besagt, dass bei der Entwicklung des
Melanoms die Melanineinheit gestért ist und die Kommunikation zwischen
Melanozyten und Keratinozyten nicht wie in der gesunden Haut stattfindet. Die
Melanomzellen kdnnten sich somit der Kontrolle durch die Keratinozyten
entziehen und es kommt stattdessen zu einer Interaktion zwischen
Melanomzellen und Fibroblasten, sowie zwischen Melanomzellen und
Endothelzellen. Das Zusammenspiel mit neuen Kommunikationspartnern ist
dann die Grundlage fiur die Invasion ins umliegende Gewebe und die
Metastasierung (Haass et al. 2004). Da in meiner Arbeit nur die Connexine
Cx26, Cx30 und Cx43 untersucht wurden, kann es sehr wohl sein, dass weitere
Connexine (z.B. Cx32), die fur die oben genannte Kommunikation verantwortlich
sind, im malignen Melanom vorhanden sind. Somit widersprechen meine

Ergebnisse dieser Theorie nicht.

Verschiedene Autoren wiesen Cx43 in humanen und Cx26 in humanen und
murinen kultivierten Melanomzellen nach (Hsu et al. 2000; Ito et al. 2000; Saito
Katsuragi et al. 2007). Fur die Diskrepanz zu unseren Ergebnissen konnte,
neben dem oben bereits erwahnten Unterschieden im verwendeten Antikorper,
der Unterschied zwischen kultivierten Zellen und in vivo-Zellen eine Rolle
spielen. So findet man z.B. auch in interfollikularen Keratinozyten im Gewebe
keine Expression von Cx26, wahrend dies in Kkultivierten Keratinozyten
eingeschaltet wird (Brandner et al. 2004; 2008).

Den Beobachtungen im malignen Melanom wurde in dieser Arbeit das
Expressionsmuster von Cx26 und Cx30 in den melanozytdren Naevi
gegenubergestellt. In einer vorangegangenen Arbeit (Haass et al., 2006) war an
einer kleinen Zahl von melanozytdren Naevi (n=8) festgestellt worden, dass
Cx26 und Cx30 nicht in melanozytdren Naevi gefunden werden. Dies wurde fir
Cx26 von Saito-Katsuragi an 5 melanozytdren Naevi ebenfalls gezeigt. Ich

bestatigte diese Ergebnisse an einer gréf3eren Fallzahl (n=14).



5 Diskussion 63

Zusammenfassend konnten wir in unseren Arbeiten die untersuchten Connexine
im Uberwiegenden Teil der malignen Melanome und in melanozytaren Naevi
nicht nachweisen. Somit ist der Nachweis der An- bzw. Abwesenheit von Cx26,
Cx30 und Cx43 im Tumor nicht als Marker fur die Abgrenzung des malignen

Melanoms von melanozytaren Naevi geeignet.

5.2 Eignung der Expression von ZO-1 im Tumor als

Tumormarker

In den meisten bisher vertffentlichten Arbeiten wurde ein Verlust der Expression
von ZO-1 in Tumoren, z.B. im Adenokarzinom des Gastrointestinaltraktes,
Mammakarzinom und Rektumkarzinom beschrieben. (Hoover et al. 1998;
Kaihara et al. 2003; Kimura et al. 1997). Meine Ergebnisse, die eine Induktion
der Expression von ZO-1 in Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten zeigen
(ZO-1 wird in gesunder Epidermis nur in den obersten Schichten gefunden und
ist somit in Melanozyten abwesend), stehen im Gegensatz zu diesen
Beobachtungen. Hingegen bestatigen die hier gezeigten Ergebnisse den von
Smalley et al. (2005) beschriebenen Nachweis von ZO-1 in Zellen von malignen
Melanomen (n=12) an einer groReren Fallzahl (n=41). Wie bei Smalley et al.
(2005) wiesen auch wir ZO-1 in 92% der malignen Melanome nach. Die 3
malignen Melanome, die in dieser Arbeit fur ZO-1l-negativ waren, hatten
Breslow-Indizes von 0,2mm, 0,4mm und 3,3mm. In der Arbeit von Smalley und
Kollegen war 1 von 12 Tumoren negativ fur ZO-1, wobei keine Angabe zum
Breslow-Index dieses Tumors gemacht wurde. Es konnte, wie auch bei uns,
keine Kklare Korrelation zwischen der Expression von ZO-1 und dem

Tumorstadium beschrieben werden.

Smalley und Kollegen zeigten, dass die Expression von ZO-1 in Melanomzellen
mit einer Veranderung der Zellmorphologie, sowie steigender Invasivitat und
Adhéasivitat der Melanomzellen einherging. Daher ist es von besonderem
Interesse, dass in meiner Arbeit in 24 von 41 Fallen eine besonders intensive

Z0O-1 Farbung in den invasiven Bereichen zu finden war. In 9 von 41 Fallen
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hingegen war die Farbung am intensivsten in den zur Epidermis hin gelegenen
Bereichen. Es lie3 sich dabei allerdings kein Zusammenhang zwischen der
Lokalisation der Intensitditsmaxima der Farbung von ZO-1 im Tumor und dem
Breslow-Index, der Bildung von Metastasen oder dem Uberleben der Patienten

nachvollziehen.

Wie Smalley et al. (2005) konnte auch ich die Expression von ZO-1 bereits in
melanozytaren Naevi nachweisen. Nur 3 von 14 melanozytdren Naevi waren
negativ fur ZO-1, dabei handelte es sich um 2 dysplastische und 1
nichtdysplastischen melanozytaren Naevi. Somit wurde ZO-1 in den
melanozytaren Naevi in 78.6% der Falle nachgewiesen und in den malignen
Melanomen in 92.9% der Falle. Daraus folgt fur die Farbung von ZO-1 als Test
fur den Nachweis eines malignen Melanoms eine Sensitivitdt von 90%, wobei
die Spezifitat nur 20% betragt und damit fur eine praktischen Anwendung keine

Relevanz hat.

Es konnte in dieser Arbeit auch kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Expression von ZO-1 im Tumor und der Metastasierung

festgestellt werden.

5.3 Eignung der Lokalisation von Cx26, Cx30, und Cx43 in

der Umgebung des Tumors als Tumormarker

Zum Verhalten von Zell-Zell-Kontakten in malignen Zellen sind in den letzten
Jahren mehrere Arbeiten vorgestellt worden. Im Gegensatz dazu ist Uber die
Expression von Gap- und Tight-Junction-Proteinen in der Umgebung von
Tumoren wenig bekannt. In der vorausgegangenen Arbeit unserer
Arbeitsgruppe wurde die Expression von Cx26 und Cx30 in der an das maligne

Melanom angrenzenden Epidermis erstmals beschrieben.

Haass et al. (2006) beobachteten dabei, dass, im Gegensatz zur Umgebung

des malignen Melanoms, in der Umgebung von melanozytaren Naevi Cx26 und
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Cx30 nicht induziert wurden. In einer groRer angelegten Versuchsreihe sollte

nun die Allgemeingtiltigkeit dieser Aussagen uberpruft werden.

In der vorliegenden Arbeit mit einer grof3eren Anzahl von melanozytaren Naevi
konnte nun Cx26 in 8 von 14 Fallen in der angrenzenden Epidermis
nachgewiesen werden. Cx30 fand sich in 9 von 14 Fallen in der an die
melanozytaren Naevi angrenzenden Epidermis. Somit konnte die von Haass
und Kollegen beobachtete Abwesenheit von Cx26 und Cx30 in der Umgebung
von melanozytdren Naevi nicht komplett bestatigt werden. Die entfernte
Epidermis war, wie auch von Haass et al. (2006), fur beide Connexine negativ.

In der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis konnte in 40/41 Fallen
fur Cx26 und in 41/41 Fallen fir Cx30 eine Induktion beobachtet werden. Dies
bestatigt die exemplarische Untersuchung von insgesamt 8 malignen
Melanomen von Haass et al. (2006).

Betrachtet man die Eignung der Induktion von Cx26 in der Umgebung von
malignen Melanomen bzw. melanozytaren Naevi als Tumormarker, so
beobachtet man 8 falschpositive Ergebnisse (Cx26-Induktion in der Umgebung
von 8 melanozytdren Naevi) und ein falschnegatives Ergebnis (keine Cx26-
Induktion in der Umgebung eines malignen Melanoms). Die Sensitivitat zum

Nachweis eines malignen Melanoms betragt somit 98%, die Spezifitat 43%.

In weiterfilhrenden Uberlegungen stellt sich die Frage nach dem Einsatz der
Farbung von Cx26 in speziellen Schichten der Epidermis als Marker fir ein
malignes Melanom. Dabei zeigen die Ergebnisse unserer Arbeit, dass die
Farbung von Cx26 in den obersten Schichten (Stratum granulosum und oberes
Stratum spinosum), oberen Schichten (d.h. Stratum granulosum und komplettes
Stratum spinosum; Gruppe 2) und in allen Schichten der an eine melanozytare
Lasion angrenzenden Epidermis (Gruppe 3) ein guter Nachweis fur ein malignes
Melanom ist, da die Farbung in der an die melanozytaren Naevi angrenzenden
Epidermis im Stratum granulosum (7 Falle) und im Stratum granulosum und
Stratum spinosum (1 Fall) (Gruppe 2) zu finden war und man somit nur 1

falschpositives Ergebnis findet (Spezifitdt 93%). Es tritt dabei nur 1
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falschnegatives Ergebnis auf, ein negatives malignes Melanom, was eine

Sensitivitat von 98% ergibt.

Cx30 konnte in der Epidermis in der Umgebung von allen malignen Melanomen
nachgewiesen werden. Allerdings findet man es auch in der Umgebung von 9
melanozytaren Naevi. Somit hat man fur die Induktion von Cx30 in der
umgebenden Epidermis eine Sensitivitat firs maligne Melanom von 100% aber

nur eine Spezifitdt von 36%.

Bertcksichtigt man nur die Expression von Cx30 im Stratum granulosum und
oberen Stratum spinosum (Gruppe 1) bzw. Stratum granulosum und gesamten
Stratum spinosum (Gruppe 2) bzw. in allen Schichten (Gruppe 3), so fallen in
diese Gruppe 4 melanozytare Naevi. Dahingegen hat man O falschnegative
maligne Melanome. Man hat in diesem Fall also eine Spezifitat von 72% und

eine Sensitivitat von 100%.

Vergleicht man die Sensitivitdt der generellen Expression von Cx26 (98%) und
Cx30 (100%) in der den Tumor umgebenden Epidermis mit haufig verwendeten
Tumormarkern, so findet man eine vergleichbare bzw. bessere Sensitivitat.
HMBA45 zeigt eine Sensitivitat von 93%, Melan A von 87% und S100 von 93%.
Auch die von Thies und Kollegen beschriebenen Marker CEACAM1 (93-97%)
und L1 (93%) liegen in einem &hnlichen Bereich (Thies et al. 2007). Die
Spezifitat liegt fur Cx26 (43% fir alle Gruppen, 98% bei einer Beschrankung auf
die Gruppen 1+2+3) und Cx30 (36% und 72%) hoher als die Spezifitat von
HMB45 (0%), Melan A(0%) und S100 (0%), die neben malignen Melanomen
auch melanozytare Naevi erkennen. Die Spezifitat liegt vergleichbar zu der fir
CEACAM (67%), ist aber schlechter als die fur L1 (100%) (Thies et al. 2007).

Da es sich bei den von mir untersuchten Molekilen um Marker handelt, die nicht
im malignen Melanom, sondern in der umgebenden Epidermis zu finden sind,
stellen diese Marker aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitat eine sehr
gute Erganzung zu im Tumor lokalisierten Markern fir die Unterscheidung

zwischen malignem Melanom und melanozytdrem Naevus dar.

Es sollte aber berticksichtigt werden, dass eine Induktion von Cx30 und Cx26
auch in anderen Erkrankungen beobachtet wird, z.B. bei Psoriasis (Lucke et al.
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1999), an Wundrandern (Brandner et al. 2004) und in der Umgebung von
Spinaliomen und Basaliomen (Haass et al. 2006). Da Cx26 und Cx30 in
palmoplantarer Haut vorhanden sind, eignet sich ihre Induktion nicht als Marker
fur Melanome der Fuf3sohle und der Handflache.

Connexin 43 konnte in dieser Arbeit, wie auch bei Haass et al. (2006) sowohl in
der an melanozytdren Naevi als auch an maligne Melanome angrenzenden
Epidermis nachgewiesen werden. Der Zusammenhang zwischen der
Expression von Cx43 in der an die malignen Melanome angrenzenden
Epidermis und dem Breslow-Index war statistisch nicht signifikant. So
veranderte sich die Expression von Cx43 in den Gruppen 1.) gesunde Haut, 2.)
Umgebung der melanozytaren Naevi und 3.) Umgebung maligner Zellen

unwesentlich.

5.4 Eignung des Nachweises der Lokalisation von ZO-1 in

der Umgebung des Tumors als Tumormarker

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine veranderte Expression von ZO-1 in
der angrenzenden Epidermis von melanozytdren Naevi und malignen
Melanomen nachgewiesen. Die Ergebnisse der Farbung von ZO-1 in der
Nachbarschaft der melanozytaren Naevi und der malignen Melanome sind
statistisch nicht signifikant unterschiedlich. In allen Fallen lie3 sich ZO-1 in der
angrenzenden Epidermis nachweisen und in beiden Gruppen waren am
haufigsten die oberen Schichten der angrenzenden Epidermis positiv fur ZO-1.
Somit ist die Lokalisation von ZO-1 in der Umgebung des malignen Melanoms

nicht als Tumormarker zu verwenden.
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5.5 Zusammenhang zwischen Progression des Melanoms
und Lokalisation von Cx26, Cx30 und Cx43 in der

umgebenden Epidermis

In dieser Arbeit konnte anhand von 41 Féllen ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der vertikalen Ausbreitung der Expression von Cx26
und Cx30 in der Epidermis zum Breslow-Index der Tumoren nachgewiesen
werden. Hierbei wurde der Breslow-Index als Hilfsmittel zur Stadieneinteilung
der Tumore und als Marker der Malignitat verwendet. Je fortgeschrittener das
maligne Melanom in seinem Wachstum ist, d.h. je grosser der Breslow-Index,
desto mehr Cx26 und Cx30 konnte in der darlberliegenden Epidermis

nachgewiesen werden, d.h. in mehr Schichten der Epidermis.

Die Induktion von Cx26 und Cx30 in der angrenzenden Epidermis von malignen
Melanomen und ihre Korrelation zum Breslow-Index ist ein Hinweis auf den
Einfluss der Tumorzellen auf benachbarte gesunde Zellen. In der Arbeit von
McCarty et al. (2003) wurde ein Zusammenhang zwischen der epidermalen
Hyperplasie in der an maligne Melanome angrenzende Epidermis und der
Angiogenese im Tumor, dem Tumorwachstum und dem Potential Metastasen
zu bilden beschrieben. In Co-Kulturen mit metastasierenden Melanomzellen
wurde eine gesteigerte Proliferation von Keratinozyten und eine verminderte
Expression des Angiogenese hemmenden Faktors IFN-3 beobachtet. Daraus
resultierte eine héhere Dichte an Mikrogefal3en. Die Induktion der Angiogenese
durch hyperplastisches Epithel konnte Wachstum und Progression des
malignen Melanoms stimulieren. Der Einfluss benachbarter Gewebe kdnnte
somit Uber Wachstumsfaktoren eine Rolle fir vermehrte Angiogenese,
Zellwachstum und Metastasenbildung spielen, so dass es sich um einen

positiven Feedback-Mechanismuns des Tumors handeln wurde.

Eine Induktion von Cx26 und Cx30 wurde bisher vor allem in hyperproliferativen
Prozessen der Epidermis (siehe Einleitung) beobachtet. Es ware moglich, dass
die Induktion der Connexine in der Epidermis in der Nadhe von malignen

Melanomen &ahnlich wie in den oben beschriebenen Prozessen einen Vorteil flr
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den Tumor darstellt. Es kbnnte aber auch der Gegensteuerung einer drohenden
Exulzeration bei voranschreitendem Wachstum des Tumors durch Verdickung
der Haut durch Hyperplasie dienen. Beide Theorien miussen aber erst durch

weitere Experimente unterstitzt werden.

In meiner Arbeit konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
der Expression von Cx26 und Cx30 in den verschiedenen Schichten der an das
maligne Melanom angrenzenden Epidermis und der Bildung von Metastasen
beobachtet werden. Allerdings zeigte sich als Trend, dass Falle mit
Metastasierung im Verlauf haufiger in allen Schichten der Epidermis die

Expression von Cx26 und Cx30 zeigten.

Da sich aufgrund der kursorischen Schichtung der Schnitte - die Farbung von
Cx26 war im Gegensatz zur Farbung von Cx30 nicht auf der ganzen
horizontalen Lange der Epidermis Uber dem Tumor nachzuweisen - Hinweise
ergaben, dass auch ein Zusammenhang zwischen der horizontalen Ausbreitung
von Cx26 und der TumorgroRe bestehen konnte, wurde die horizontale
Ausbreitung der Farbung vermessen. Der Zusammenhang zwischen der
horizontalen Ausbreitung von Cx26 und dem Breslow-Index war statistisch
signifikant, d.h. bei Melanomen mit héherem Breslow-Index war die Farbung im
Durchschnitt auf einer langeren Strecke der angrenzenden Epidermis zu sehen.
Die Farbung mit Cx26 konnte demnach mit einem definiertem
Sicherheitsabstand als Marker fir eine sichere Exzision des malignen
Melanoms Verwendung finden. Da wir auch einen signifikanten Zusammenhang
zwischen horizontaler Ausbreitung von Cx26 und der Metastasenbildung von
Melanomen nachweisen konnten, konnte die Ausbreitung ebenfalls als

prognostischer Marker dienen.
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5.6 Zusammenhang zwischen Progression des Melanoms

und Lokalisation von ZO-1 in der umgebenden Epidermis

Die erhobenen Daten zur Farbung von ZO-1 in der an das maligne Melanom
angrenzenden Epidermis konnten in statistisch signifikanten Zusammenhang
mit dem Breslow-Index gestellt werden, d.h. je gré3er die Tumordicke, umso

breiter war die Expression von ZO-1 in der angrenzenden Epidermis.

Eine verbreiterte bzw. verstarkte Expression von ZO-1 in der Epidermis findet
man in Zustanden, in denen die Hautbarriere aufgrund einer intrinsischen
Veréanderung (z.B. Psoriasis vulgaris) oder eines Verlusts (z.B. Verwundung)
des Stratum corneum geschéadigt ist (Brandner et al. 2002; 2006; Pummi et al.
2001; Yoshida et al. 2001). Man findet es ebenfalls, wenn die Barrierefunktion
der Haut durch Besiedelung von Bakterien herausgefordert ist (Ohnemus et al.
2008). Es konnte sich bei der verstarkten Expression von ZO-1 also um einen
.-Rettungsmechanismus®“ handeln, der einer — durch den Tumor induzierten? -
gestorten Hautbarriere entgegenwirkt. Inwiefern dies in der Umgebung des
malignen Melanoms der Fall ist, inwieweit dies fur den Kérper oder den Tumor
von Vorteil ist, und ob die Verbreiterung eine aktive Veranderung durch den
Tumor oder eine Reaktion durch die Epidermis ist, ist bisher noch nicht geklart.
Daruber hinaus kann man naturlich nicht ausschliel3en, dass ZO-1 neben seiner
Funktion in funktionellen Tight Junctions - und damit der Barrierefunktion - noch
andere Funktionen, z.B. in Proliferation und Differenzierung von Zellen erfillt.
Dies wurde bereits mehrfach fur Tight Junction-assoziierte Proteine beschrieben
(Ubersicht in Brandner et al., 2008) und dies wiirde auch von der Tatsache
unterstitzt, dass ZO-1 nicht nur in den Tight Junctions, sondern auch in

Adharenzverbindungen, in Gap-Junctions und im Zellkern gefunden wird.

In meiner Arbeit konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
der Expression von ZO-1 im Tumor und der Metastasierung festgestellt werden.
Ein signifikanter Zusammenhang hingegen fand sich zwischen der verbreiterten

Expression von ZO-1 in der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis
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und der Metastasierung in 5 Jahren nach Diagnosestellung. Es ware also fur die
Zukunft eine interessant Frage, ob die verbreiterte Expression von ZO-1 in der
dem malignen Melanom benachbarten Epidermis als prognostischer Marker
verwendet werden konnte und inwieweit die verbreiterte Expression von ZO-1

die Metastasierung von Melanomzellen begunstigt.

5.7 Zusammenhang zwischen Expression der Connexine

bzw. ZO-1 und dem Uberleben der Patienten

In der Stichprobe der Patienten mit malignem Melano befanden sich 8
Patienten, die innerhalb von 5 Jahren nach der Diagnose des malignen
Melanoms verstorben sind. Bei diesen 8 Patienten zeigte sich ein heterogenes
Bild der Farbung der verschiedenen Connexine und des ZO-1. Die Farbung von
Cx26 war in 3 von 8 Féllen in allen Schichten der an das maligne Melanom
angrenzenden Epidermis positiv und Cx30 und ZO-1 waren jeweils in 2 von 8
Fallen in allen Schichten zu finden. Es ergaben sich somit keine signifikanten
Ergebnisse. In den Patientenakten war die eigentliche Todesursache nicht in
allen Fallen zuverldssig nachzuvollziehen. Der Kontakt zu den
weiterbehandelnden Arzten, um Auskinfte zu erhalten, gestaltete sich
schwierig. Die Ergebnisse der statistischen Uberprifung des Zusammenhangs
zwischen den Farbeergebnissen und dem Uberleben der Patienten kénnen
aufgrund dieser Tatsache und aufgrund der niedrigen Zahl der Patienten nur

kritisch betrachtet werden.

Zusammenfassend konnte ich zeigen, dass vor allem die Induktion von Cx26,
eingeschrankt aber auch von Cx30, in der das maligne Melanom umgebenden
Epidermis bezlglich seiner Sensitivitdt und Spezifitat ein guter Tumormarker zur
Abgrenzung von melanozytaren Naevi ist. Dartber hinaus konnte ich
herausfinden, dass sowohl die vertikale Expression von Cx26, als auch von
Cx30 und ZO-1 statistisch signifikant mit der TumorgrofR3e korreliert und somit
mit der Tumorprogression verbunden scheint. Dasselbe gilt flr die horizontale

Expression von Cx26. Letzteres konnte ggf. fur die Auswahl des
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Sicherheitsabstandes bei der Exzision des malignen Melanoms verwendet
werden. Die horizontale Expression von Cx26 und die vertikale Expression von
Z0O-1 korrelieren mit der Metastasierung des malignen Melanoms und kénnten

somit als prognostischer Marker verwendet werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Expression von Gap-
Junction- und Tight-Junction-Proteinen und der Malignitat maligner Melanome
untersucht. Die Ergebnisse der Farbungen von Cx26, Cx30 und ZO-1 in der an
das maligne Melanom angrenzenden Epidermis, konnten in statistisch
signifikanten Zusammenhang mit dem Breslow-Index gestellt werden. Die
Ergebnisse der Farbungen der malignen Melanome waren gegenuber denen
von melanozytaren Naevi, fir Cx26, Cx30 und ZO-1 signifikant unterschiedlich.
Fur die Expression von Cx43 konnte kein signifikanter Zusammenhang mit dem

Breslow-Index nachgewiesen werden.

Vergleicht man die Sensitivitdt der Expression von Cx26 und Cx30 in der den
Tumor umgebenden Epidermis mit haufig verwendeten Tumormarkern, so findet

man eine vergleichbare bzw. bessere Sensitivitat.

Das Uberleben der Patienten 5 Jahre nach Diagnose eines malignen Melanoms
konnte mit der Expression der getesteten Gap-Junction- und Tight-Junction-
Proteine nicht in signifikanten Zusammenhang gestellt werden. Das Auftreten
von Metastasen 5 Jahre nach Diagnose eines malignen Melanoms zeigte einen
statistisch signifikanten Zusammenhang mit der Expression von ZO-1 in der an

die malignen Melanome angrenzenden Epidermis.

Die veranderte Expression von Connexinen und die daraus resultierende
veranderte Kommunikation zwischen Tumor- und gesunden Zellen kodnnte
Grundlage fir den Einfluss benachbarter Gewebe tber Wachstumsfaktoren auf
vermehrte Angiogenese, Zellwachstum und Metastasenbildung sein. Durch
weiterfihrende Experimente muss sich der Frage genahert werden, ob es sich
bei der verdnderten Expression von Connexinen um einen Mechanismus zum
Vorteil des Tumors oder um eine Gegensteuerung des umliegenden Gewebes
handelt.
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Abbildung 1: Zusammensetzung von Connexinen zu Connexonen zu Gap
Junctions. Abb. nach G. Richard. S.2

Abbildung 2: Skizze der Epidermis mit malignem Melanom. Definition der
angrenzenden Epidermis direkt Gber dem malignem Melanom gelegen und
entfernte Epidermis in maximaler Entfernung zum malignen Melanom. a =
Epidermisnaher Rand des Tumors, b = zentral im Tumorknoten, ¢ =

Invasionsfront des Tumors. S. 17

Abbildung 3: Skizze der Epidermis mit malignem Melanom. Definition der
angrenzenden Epidermis direkt Gber dem malignem Melanom gelegen und
entfernte Epidermis in maximaler Entfernung zum malignen Melanom.

S. 19

Abbildung 4: Skizze der Hautschichten der Epidermis. S. 20

Abbildung 5: Cx26 in der Mischpopulation von Melanomzellen mit
Kerationozyten in der Epidermis. A= Cx 26 rot, B= Melan A griin, C=
Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin, D= Doppelfarbung von
Cx26 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast hinterlegt. Mal3stab 50um.

S.24

Abbildung 6: Cx26 negativ in der gesunden Epidermis mit Positivkontrolle in
einem Blutgefal3. A= Cx26 rot mit Phasenkontrast hinterlegt, A'= Cx26 rot,
Maf3stab 50pum. S. 25

Abbildung 7: Cx26 im melanozytaren Naevus. A= Cx26 negativ in der an den
melanozytaren Naevus angrenzenden Epidermis mit Positivkontrolle im
Haarfollikel, Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin mit
Phasenkontrast hinterlegt. A'= Cx26 rot. B= Cx26 im Stratum granulosum
in der an den melanozytaren Naevus angrenzenden Epidermis (siehe mit
Pfeil markierten Ausschnitt). Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin
mit Phasenkontrast hinterlegt. B'= Cx26 rot, Maf3stab 50um. S. 26
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Abbildung 8: A= Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin mit
Phasenkontrast. Cx26 negativ in der an das maligne Melanom
angrenzenden Epidermis mit Positivkontrolle im Haarfollikel. A"= Cx26 rot.
B= Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast in
den obersten Schichten der an das maligne Melanom angrenzenden
Epidermis. B"’= Cx26 rot. Mal3stab 50um. S. 27

Abbildung 9: A= Cx26 in den oberen Schichten der an das maligne Melanom
angrenzenden Epidermis. Doppelfarbung von Cx26 rot und Melan A grin
mit Phasenkontrast. A= Cx26 rot. B= Cx26 in allen Schichten der an das
maligne Melanom angrenzenden Epidermis. Doppelfarbung von Cx26 rot
und Melan A griin mit Phasenkontrast. Mal3stab 50 50pum. S. 28

Abbildung 10: Boxblots zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx26 in
der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis und dem Breslow-
Index in Millimetern. Angegeben sind Median, Interquartilsebene und
Ausreil3er, o = Ausreil3er, Entfernung von 75%- bzw. 25%-Quantile, o =
Extremwerte, noch weiter auf3en gelegen (*1 p < 0.001, *2 p < 0.001, *3 p=
0.006). S. 30

Abbildung 11: Korrelation zwischen der horizontalen Ausbreitung der Cx26-
Farbung in Mikrometern in der angrenzenden Epidermis und dem Breslow-
Index in Millimetern. Angegeben ist eine lineare Anpassungslinie (p <
0.001). S.31

Abbildung 12: Cx30 in der Mischpopulation von Melanomzellen mit
Keratinozyten in der Epidermis. A= Cx30 rot, B= Melan A grtin, C=
Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast, D=
Phasenkontrast. Mal3stab 50um. S. 33

Abbildung 13: Cx30 negativ in der gesunden Epidermis mit Positivkontrolle in
Drisen. A= Cx26 rot mit Phasenkontrast. A'= Cx30 rot. Mafl3stab 50um.
S.34

Abbildung 14: Cx30 in der an den melanozytaren Naevus angrenzenden
Epidermis. A= Cx30 negativ mit Positivkontrolle im Haarfollikel.
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Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast. A"=
Cx30 rot. B= Cx30 im Stratum granulosum der Epidermis (siehe mit Pfeil
markierten Ausschnitt). Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A griin mit
Phasenkontrast. Mal3stab 50um. S.35

Abbildung 15: Cx30 in der an das maligne Melanom angrenzenden Epidermis.
A und A’= Cx30 in den obersten Schichten, sowie zytoplasmatische
Farbung basal. Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A griin mit
Phasenkontrast. A= Cx30 rot. B und B’= Cx30 in den oberen Schichten der
Epidermis und. Doppelfarbung von Cx30 rot und Melan A griin mit
Phasenkontrast. B'= Cx30 rot, in Tumorzellen auch zytoplasmatisch. C und
C’= Cx30 in den allen Schichten der Epidermis. Doppelfarbung von Cx30
rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. C'= Cx30 rot. MaRRstab 50um.

S. 38

Abbildung 16: Boxplot zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx30 in
der angrenzenden Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern.
Angegeben sind Median, Interquartilsabstande und Extremwerte, 0 =
Ausreil3er, o = Extremwerte (*1 p < 0.003, *2 p < 0,001). S. 39

Abbildung 17: Cx43 im malignen Melanom. A= Cx43 rot. B= Melan A griin. C=
Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A griin. D= Doppelfarbung von
Cx43 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast. Mal3stab 50um.

S.41

Abbildung 18: Cx43 in der gesunden Epidermis. A= Cx43 rot und
Phasenkontrast. A'= Cx43 rot. MaR3stab 50um. S. 42

Abbildung 19: Cx43 in der an den melanozytaren Naevus angrenzenden
Epidermis. A= Doppelfarbung von Cx43 rot und Melan A grin mit
Phasenkontrast. A'= Cx43 rot. MaRRstab 50um. S. 43

Abbildung 20: Cx43 in der an das maligne Melanom angrenzen Epidermis. A
und A’= Cx43 in den obersten Schichten der Epidermis. A = Doppelfarbung
von Cx43 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A’= Cx43 rot. B und

B"= Cx43 in den oberen Schichten der Epidermis. B= Doppelfarbung von
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Cx43 rot und Melan A grin mit Phasenkontrast. B'= Cx43 rot. C und C'=

Cx43 in allen Schichten der Epidermis. C= Doppelfarbung von Cx43 rot

und Melan A griin mit Phasenkontrast. C'= Cx43 rot. Mal3stab 50pum.
S.45

Abbildung 21: Boxplot zur Korrelation zwischen der Lokalisation von Cx43 in
der angrenzenden Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern (p =
0.654). Angegeben sind Median, Interquartilsabstande und Extremwerte, o
= Ausreil3er, o = Extremwerte. S. 46

Abbildung 22: ZO-1 in der gesunden Epidermis. A= ZO-1 rot und
Phasenkontrast. A'= ZO-1 rot. Mal3stab 50um. S. 48

Abbildung 23: ZO-1 in der an den melanozytaren Naevus angrenzenden
Epidermis und in Melanozyten. A= Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan
A griin mit Phasenkontrast. A'= ZO-1 rot. Mal3stab 50um. S. 49

Abbildung 24: ZO-1 in der an das mailgne Melanom angrenzenden Epidermis
und basal in Melanomzellen, bzw. im Tumorknoten. A und A’= ZO-1 in den
obersten Schichten der Epidermis. A = Doppelfarbung von ZO-1 rot und
Melan A griin mit Phasenkontrast. A= ZO-1 rot. B und B'= ZO-1 in den
oberen Schichten der Epidermis. B= Doppelfarbung von ZO-1 rot und
Melan A griin mit Phasenkontrast. B'= ZO-1 rot. Maf3stab 50um. S. 50

Abbildung 25: ZO-1 in der an das mailgne Melanom angrenzenden Epidermis
und im Tumor. A und A= ZO-1 in allenSchichten der Epidermis. A =
Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan A griin mit Phasenkontrast. A'= ZO-
1 rot. B und B’= ZO-1 in allen Schichten der Epidermis und im Tumor. B=
Doppelfarbung von ZO-1 rot und Melan A griin ergibt gelb, mit
Phasenkontrast hinterlegt. B'= ZO-1 rot. Mal3stab 50um. S.51

Abbildung 26: Korrelation zwischen der Lokalisation von ZO-1 in der
angrenzenden Epidermis und dem Breslow-Index in Millimetern.
Angegeben sind Median, Interquartilsabstande und Extremwerte, o =
Ausreil3er, o = Extremwerte, ( *1 p = 0.004, *2 p < 0.001). S.52
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Abbildung 27: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx26 in der
angrenzenden Epidermis der melanozytaren Naevi (n=14) und den
malignen Melanomen (n=41), ( p < 0.001). S.53

Abbildung 28: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx30 in der
angrenzenden Epidermis der melanozytaren Naevi (n=14) und den
malignen Melanomen (n=41), (p < 0.001). S.54

Abbildung 29: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von ZO-1 in der
angrenzenden Epidermis der melanozytdren Naevi (n=14) und den
malignen Melanomen (n=41), (p = 0.853). S.55

Abbildung 30: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx26 in der an die
malignen Melanome angrenzenden Epidermis der Falle mit Bildung von
Metastasen im Verlauf von 5 Jahren nach Diagnose (n=8) und der Falle
ohne Metastasenbildung (n=33), (p=0.304). S. 56

Abbildung 31: Zusammenhang zwischen der horizontalen Ausmessung der
Farbung von Cx26 in Millimetern in der an die maligne Melanome
angrenzenden Epidermis und der Bildung von Metastasen im Verlauf von 5
Jahren nach Diagnose (p=0.012). S. 57

Abbildung 32: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von Cx30 in der an die
malignen Melanome angrenzenden Epidermis der Falle mit Bildung von
Metastasen im Verlauf von 5 Jahren nach Diagnose (n=8) und der Falle
ohne Metastasenbildung (n=33), (p=0.221). S. 58

Abbildung 33: Gruppenvergleich zwischen der Farbung von ZO-1 in der an die
malignen Melanome angrenzenden Epidermis der Gruppe von Patienten,
die im Verlauf von 5 Jahren nach Diagnose eine Metastase entwickelten
(n=8) und der Gruppe von Patienten ohne Metastasenbildung (n=33), (p =
0.041). S. 59
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