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1. Einleitung

1.1 Das Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom (im Folgenden BCC, basal cell carcinoma) ist der haufigste
Hautkrebs des Menschen. Mit jahrlich steigender Inzidenz stellt es einen wachsenden
Kostenfaktor flir das weltweite Gesundheitssystem dar.! Zusammen mit dem
Plattenepithelkarzinom der Haut (SCC, squamous cell carcinoma) und einigen
selteneren nicht-epithelialen Tumoren bildet das BCC die Gruppe der nicht-
melanozytaren Hautkrebserkankungen.? Der bedeutendste Risikofaktor fir die
Entstehung eines BCC ist die DNA-Schadigung durch UV-Strahlung, im Besonderen
durch UVB-Strahlung. Des Weiteren spielen eine gestorte T-Zellfunktion,
beispielsweise im Rahmen einer iatrogenen Immunsuppression, sowie die Exposition
gegenuber ionisierenden Strahlungen und bestimmten Karzinogenen, wie z.B. Arsen,
eine wichtige pathogenetische Rolle.®> Auch genetische Faktoren beeinflussen die
Entstehung des BCC. Auslésend fir das erbliche Basalzellnavussyndrom, auch als
Gorlin-Goltz-Syndrom bekannt, in dessen Rahmen es bereits in jungen Jahren zur
Entstehung von zahlreichen BCC kommt, ist eine Keimbahnmutation im PTCH1-Gen.
In 70% der sporadisch auftretenden BCC liegt eine somatische und somit erworbene
Mutation in eben diesem Gen vor. In weiteren 10% kommt es zu einer Mutation im
SMOH-Gen.* Der zellulare Ursprung des BCC ist bis heute Gegenstand der
Forschung. Wahrend lange Zeit die Basalzellschicht der Epidermis als Ursprungsort
angesehen wurde, wird aktuell eher davon ausgegangen, dass sich das BCC aus
pluripotenten Stammzellen der interfollikularen Epidermis oder der &ul3eren
Haarwurzelscheide des Haarfollikels entwickelt. Weiterhin wird dem peritumoralen
Stroma eine groBe Bedeutung fur das Tumorwachstum zugeschrieben.®
Pradilektionsstelle des BCC ist in tiber 80% der Falle Kopf und Hals, gefolgt von Rumpf
und Extremitaten.® Unter dem Dermatoskop prasentiert sich das BCC zumeist als
rosafarbener, glasig-glanzender Knoten mit baumartig verzweigten Teleangiektasien.
Typische Merkmale sind ein perlschnurartiger Randsaum sowie eine zentrale
Eindellung. Fortgeschrittene Tumoren kdénnen flachenhaft ulzerieren und verkrusten
oder in tiefere Schichten einwachsen und werden dann als Ulcus rodens bzw. Ulcus
terebrans bezeichnet.®® In einigen Fallen kann sich das BCC klinisch sehr diskret
prasentieren, zum Beispiel in Form einer hellen, unscharf begrenzten, atrophischen
Plaqgue. Eine Diagnosestellung kann bei dieser makroskopischen Variante haufig eine
Herausforderung darstellen. Fehldeutung des Untersuchungsbefundes sowie ein
verzogerter Therapiebeginn kdnnen in diesen Fallen besonders problematisch sein,
da diese klinisch untypische Auspragung zumeist bei Subtypen mit Tendenz zu
invasiverem Wachstum zu beobachten ist.® ® Nur wenige Studien berichten von einer
Metastasierung im Rahmen des BCC, haufiger zu beobachtende Merkmale hingegen
sind lokal destruierendes Wachstum und Invasivitat.1° Eine perineurale Invasion lasst
sich laut Studien in bis zu 3,8 % aller BCC-Falle nachweisen, mit hdherer Inzidenz in
aggressiv wachsenden Subtypen.l: 2 Anhand von histopathologischen Merkmalen
kénnen eine Vielzahl von Subtypen unterschieden werden, hierzu zahlen vor allem

1



das nodulare (50-79%), das superfizielle (15%) und das infiltrative (5-10%) BCC.13 Als
weitere histologische Varianten sind unter anderem das infundibulozystische, das
mikronodulare und das basosquamése BCC zu nennen.'* In dieser Arbeit liegt das
Augenmerk auf dem noduléaren und dem infiltrativen BCC. Histologisch kennzeichnend
fur das noduldare BCC (im Folgenden NBCC) sind umschriebene Tumormassen
unterschiedlicher Form und Gr6Re. Typisch sind palisadenartig angeordneten
Zellkerne im Randbereich des Tumors sowie eine artifizielle Spaltbildung zwischen
Tumorepithel und Stroma.'* > Das NBCC weist meist eine gut nachvollziehbare
Verbindung zur Epidermis und ein klar begrenztes Wachstum auf. Folglich lasst sich
das NBCC oft besser behandeln und neigt seltener zu rezidivierenden Verlaufen als
andere, aggressivere Subtypen.'* Zu diesen zahlt das infiltrative BCC (im Folgenden
IBCC), welches unregelmélRig begrenzte, zerkliftete Zellnester mit zapfenartigen
Tumorstrangen bildet, welche die untersten Schichten der Epidermis durchdringen und
sich Uber die Dermis hinaus in angrenzende Strukturen fortsetzen konnen. Die
Palisadenstellung der Zellkerne sowie die Spaltbildung zwischen Tumor und Stroma
ist zum Teil schwacher ausgepréagt oder kann génzlich fehlen. Das umgebene Stroma
weist dabei haufig fibrose Merkmale auf.'® Als Therapie der ersten Wahl fur das BCC
gilt die komplette, chirurgische Exzision des Tumors. Der Sicherheitsabstand wird
Leitlinien-gemal je nach Hohe des Rezidivrisikos gewahlt und mit mikrographisch-
kontrollierter Randschnittkontrolle so klein wie moglich gehalten.'? Beim oberflachlich
wachsenden BCC sowie im Falle von Inoperabilitat kann eine topische Therapie mit
Imiquimod oder 5-Fluorouracil in Erwagung gezogen werden. Weiterhin stehen derzeit
im Falle von Inoperabilitdt sowie lokal fortgeschrittenen oder metastasierten BCC die
systemische Therapie mit Hedgehog-Inhibitoren wie Vismodegib und Sonidegib zur
Verfigung. Der Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren, insbesondere PD1-Antikdrper wie
Pembrolizumab und Nivolumab, befindet sich aktuell noch in der Zulassungsprifung
und erscheint vielversprechend.? 17

1.2 Die Adhasionsmolekile B-Catenin, E-Cadherin und Desmoglein

Verknupfungen zwischen Zellen innerhalb der Epidermis halten einerseits die Barriere-
und Stutzfunktion und somit den Schutz der Haut gegen Umwelteinfliisse aufrecht,
andererseits bilden sie die Grundlage fiur interzellulare Kommunikation, zellulare
Signalwege, Zellproliferation und -migration.'® Haftkontakte zwischen benachbarten
Zellen der Epidermis basieren auf spezialisierten Strukturen wie der Zonula adherens
(gurtelférmige  Adherens Junctions) und Desmosomen, sowie Punkt- und
Hemidesmomosen.'® Keratinozyten der basalen epidermalen Schichten weisen
entlang der apikalen und lateralen Membran Adherens Junctions (AJ) und
Desmosomen auf, in suprabasalen Zellen sind sie entlang der kompletten
Zelloberflache zu finden. In Tierversuchen fiihrte der Verlust von Molekuilen, welche
an der Bildung dieser interzellularen Bindestrukturen beteiligt sind, unter anderem zu
Stérungen der normalen Entwicklung von Haut, Schleimhaut und Haarfollikeln.?® Zu
diesen dort untersuchten Molekilen, auch Adhasionsmolekile genannt, z&hlen zum
Beispiel p-Catenin und E-Cadherin, welche an der Bildung der Zonula adherens
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beteiligt sind, sowie Desmoglein, ein Bestandteil von Desmosomen. Auf diese drei
Molekile und deren Bedeutung fir zellulare Funktionen wird im Folgenden detaillierter
eingegangen.

1.2.1 B-Catenin

B-Catenin ist ein zytoplasmatisch und nuklear vorkommendes Protein, welches sowohl
an der Vermittlung von Zelladhasion beteiligt ist, als auch tber den Wnt-Signalweg als
Transkriptionsfaktor fungiert.?! B-Catenin leistet seinen Beitrag zur Bildung von
interzellularen Kontakten tber die Bindung an E-Cadherin. Uber diese Bindung wird
E-Cadherin indirekt an a-Catenin gebunden, welches wiederum mit den
Aktinfilamenten des Zytoskeletts interagiert.?> (Abb. 1) Somit wirkt B-Catenin als
Adapterprotein zwischen E-Cadherin und dem Zytoskelett der Zelle. Im Zytosol liegt 3-
Catenin als Teil der AJ nahe der Zellmembran verankert vor. Durch den Verlust von
Cadherin-vermittelten Zellkontakten oder durch Aktivierung einer Proteinkinase kann
B-Catenin aus dem Cadherin/Catenin-Komplex gelést werden und folglich in den
kanonischen Wnt-Signalweg eingespeist werden.?® In Abwesenheit eines Wnt-
Liganden wird neu synthetisiertes (-Catenin durch den sogenannten ,destruction
complex® gebunden. Dies ist ein Komplex aus Proteinen wie das APC-Protein
(Adenomatous-polyposis-coli) und Axin, welche freies 3-Catenin einfangen, und zwei
Kinasen (CK1, casein kinase-1 und GSK-3, glycogen synthase kinase-3), welche das
gebundene B-Catenin phosphorylieren und so den Ubiquitin-abhéangigen Proteinabbau
einleiten.?* Wird der Wnt-Signalweg jedoch aktiviert, fUhrt dies zur Hemmung des B-
Cateninabbaus durch den ,destruction complex“. Freies f-Catenin wird in den Zellkern
transportiert, reichert sich dort an und induziert Uber die Bindung an
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF Familie die Expression von bestimmten
Zielgenen.?® Einige Studien weisen darauf hin, dass die Erhohung des frei im Zytosol
vorliegenden  B-Catenin-Speichers  den  [B-Catenin/Cadherin-Komplex  auf
unterschiedliche Weise beeinflussen kann. Es wurde beobachtet, dass eine
Akkumulation von B-Catenin im Zytosol sowohl zu einer Verstarkung als auch zu einer
Destabilisierung von AJs fuihren kann.?6

1.2.2 E-Cadherin

E-Cadherin (epithelial cadherin, CDH1 = classical cadherin 1) gehort zu den Typ 1
Cadherinen, auch klassische Cadherine genannt, und ist eines der am besten
erforschten Moleklle der Cadherinfamilie. Zu den klassischen Typ 1 Cadherinen
gehdren neben dem Prototyp E-Cadherin weiterhin N-Cadherin (neuronal cadherin,
CDH2), P-Cadherin (placental cadherin, CDH3) und R-Cadherin (retinal cadherin,
CDH4).2” Takeichi?® stellte bereits 1988 die Hypothese auf, das Cadherine
calciumabhangig Homodimere bilden und so einander angrenzende Zellen
verknupfen, wodurch sie eine wichtige Rolle bei der Morphogenese tierischer Zellen
spielen.?® E-Cadherin verfiigt Giber eine transmembranére, eine extrazellulare und eine
zytoplasmatische Doméne. An der extrazellularen Seite bilden die E-Cadherine zweier
3



benachbarter Zellen durch homophile Interaktion stabile Dimere. Diese Dimerisierung
stellt einen Trigger fur die Bindung von B-Catenin und folglich von a-Catenin an der
zytoplasmatischen Seite dar und fuhrt so, wie bereits beschrieben, zu einer
Verknupfung mit dem Zytoskelett.?® E-Cadherin gilt als Schliisselmolekil in der
Umwandlung von Epithelzellen in mesenchymale Zellen. Dieser Vorgang wird als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet und stellt einen wichtigen
Bestandteil der Embryogenese dar. Im Rahmen der EMT kommt es zum Verlust von
Mediatoren epithelialer Zellkontakte wie E-Cadherin und EpCAM sowie zu der
vermehrten Expression von mesenchymalen Markern (N-Cadherin, Vimentin). Dies
fuhrt zur Auflosung von stabilen interzellularen Verbindungen und induziert ein
Remodelling des Zytoskeletts. Zellen, die den Prozess der EMT durchlaufen, verlieren
ihre apikal-basale Zellpolaritat und es entstehen spindelférmige, locker in der
extrazellularen Matrix eingebettete Zellen oder Zellverbédnde mit mesenchymalem
Phéanotyp.29: 30

\_ Zelle 1 Zele2 /

B E-Cadherin () B-Catenin () a-Catenin > Aktinfilament

Abb.1 Schematischer Aufbau einer AJ, orientiert an Hirohashi 3!

1.2.3 Desmoglein

Desmoglein gehdrt zu den desmosomalen Cadherinen, auch nicht-klassische
Cadherine genannt, und ist an der Bildung von Desmosomen beteiligt, einer weiteren
wichtigen Unterart der interzellularen Adhasionskontakte.'® Desmoglein gehort
zusammen mit Desmocollin zu den desmosomalen Adhasionsmolekilen. Diese bilden
durch heterophile Verknipfungen das interzellulare Verbindungsstick der
Desmosomen.32 Uber zwei Adapterproteine der Armadillofamilie, Plakoglobin und
Plakophillin, die die desmosomale Plague bilden, werden die Adhasionsmolekile
Desmoglein und Desmocollin an Desmoplakin gebunden. Desmoplakin verbindet so
indirekt die Adhasionsmolekile Desmoglein  und Desmocollin an die
Intermediarfilamente des Zytoskeletts und vervollstandigt so die Verkntpfung zweier
benachbarter Zellen durch Desmosomen.? Bis dato sind vier Isotypen (Desmoglein 1
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bis 4) erforscht worden, welche je nach Gewebetyp in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert werden. Die Verteilung von Desmoglein 1 und 3 weist in den Schichten der
Epidermis ein gegenlaufiges Muster auf: Desmoglein 1 wird vorrangig im Stratum
granulosum exprimiert, wahrend Desmoglein 3 sich hauptséchlich in tieferen
Schichten (Stratum spinosum und basale) finden lasst. Desmoglein 2 ist der am
haufigsten vorkommende Isotyp und wird in allen einfachen Epithelien und Geweben
exprimiert, die Desmosomen enthalten. In der Epidermis lassen sich Desmoglein 2
und Desmoglein 4 nur bedingt finden, Desmoglein 2 dabei in den basalen Schichten,
Desmoglein 4 vor allem im Stratum corneum und granulosum.34 3% (Abb.2)

Dsg 4

Dsg 1 Str. corneum

' Str. granulosum
Str. spinosum

. Str. basale

Dsg 3 Dsg?2

Abb. 2: Verteilung der Desmoglein-Isotypen (Dsg 1 — 4 ) innerhalb der Epidermis, orientiert an
Green and Simpson %

Der Verlust von Desmoglein stellte sich im Laufe der Zeit als Ausloser fur
verschiedenste dermatologische und internistische Erkrankungen heraus. Die
phanotypischen Auspragungen dieser Erkrankungen lassen sich den jeweils in dem
betroffenen Gewebe vorkommenden Isotypen zuordnen. So entstehen durch den
Verlust von Desmoglein 1 und Desmoglein 3 durch Bildung von Autoantikdrpern die
blasenbildenden Autoimmundermatosen Pemphigus vulgaris und Pemphigus
folliaceus.®® Hier kommt es an Haut und Schleimhaut zu Blasenbildung und Erosionen,
was histologisch durch Akantholyse und Spaltbildung kurz oberhalb der
Basalmembran gekennzeichnet ist. Beim Pemphigus foliaceus kommt es vor allem zur
Antikorperbildung gegen Desmoglein 1, die Patient:innen leiden hier unter Blasen,
welche ausschlielich an der verhornten Haut, insbesondere an seborrhoischen
Hautbereichen, vorkommen.®” Diese klinischen Aspekte lassen sich in Einklang
bringen mit den Expressionsmustern von Desmoglein 1 und Desmoglein 3 (s.0.) und
unterstitzen die Theorie, dass ein Desmoglein-Isotyp den Verlust eines anderen
kompensieren kann (,desmoglein compensation hypothesis“).38 Eine die Expression
von Desmoglein 2 betreffende Mutation ist mitverantwortlich flr die Pathogenese der
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arrhythmogenen rechtsventrikularen Kardiomyopathie (ARVC).3° Der Verlust von
Desmoglein 4 wurde bei der genetischen Untersuchungen von Patient:innen mit einer
autosomal-rezessiven Form von  Hypotrichosis  congenita  circumscripta
nachgewiesen.*°

1.3 B-Catenin, E-Cadherin und Desmoglein im Tumorkontext

B-Catenin erflllt wie bereits oben erwahnt sowohl an der Zellmembran als auch im
Zellkern zwei wesentliche Aufgaben: Einerseits spielt es durch Bindung an E-Cadherin
eine wesentliche Rolle in der Bildung von AJ, andererseits fungiert es im Rahmen des
Whnt-Signalweges als Transkriptionsfaktor.?® Die Bedeutung von B-Catenin im Kontext
der Tumorentstehung konnte bei einer Vielzahl von Karzinomentitdten nachgewiesen
werden. So liegt beim Kolonkarzinom in fast 90% der Falle eine Mutation im Wnt-
Signalweg vor.t Auch in der Entstehung des malignen Melanoms konnte die
Aktivierung des Wnt-Signalweges als verstarkender Faktor nachgewiesen werden.*2
Eine signifikant reduzierte Expression von 3-Catenin entlang der Zellmembran konnte
in mehreren malignen Tumoren der Epidermis beschrieben werden.*® Die Expression
von B-Catenin entlang der Tumorinvasionsfront des BCC wurde in histologischen
Hochrisikotypen als starker ausgepragt beschrieben als in risikoarmeren Varianten.*
Bei genauerer Betrachtung dieser Studien fallt auf, dass die Verteilung von B-Catenin
innerhalb der Zelle von Bedeutung ist. In den Keratinozyten gesunder Epidermis wird
die Lokalisation von (-Catenin als membranstandig beschrieben. Es konnte
nachgewiesen werden, dass in Fallen des BCC eine Verlagerung von (3-Catenin von
der Zellmembran in den Zellkern stattfindet und diese Verlagerung mit invasiveren
Wachstumsmustern, gesteigerter Proliferation sowie aggressiveren histologischen
Subtypen in Verbindung zu bringen ist.*>48 Es besteht weiterhin die Vermutung, dass
B-Catenin durch Interaktion mit diversen Molekllen des dysregulierten Hedgehog-
Signalweges vermehrtin den Wnt-Signalweg eingespeist wird, sich folglich im Zellkern
anreichert und als Transkriptionsfaktor zur Entstehung des BCC beitragt.*°

Der Verlust von E-Cadherin und somit die Auflésung der interzellularen Adhésion
durch AJ fihrt zu einer Reihe von Stérungen innerhalb der Gewebearchitektur. In
Tumorzellen kann dies ein entscheidender erster Schritt in Richtung Metastasierung
sein.3! Schon friih wurde die Rolle von E-Cadherin als Tumorsuppressor beschrieben.
Durch Einfuhrung von E-Cadherin kodierenden Genen in invasive Krebszelllinien
epithelialen Ursprungs konnte die invasionshemmende Wirkung dieses Molekiils
bestatigt werden.® Der Verlust von E-Cadherin ist typisch fir eine Vielzahl von
invasiven Subtypen verschiedener Karzinome wie beispielsweise dem Pankreas-,
Magen- und Mammakarzinom.®? Eine Erklarung hierfur liefert unter anderem der
Mechanismus des ,cadherin switch“: Studien zeigten neben dem Verlust von E-
Cadherin eine gleichzeitig erhohte Expression von N-Cadherin in Krebszellen des
invasiven Mammakarzinoms. Dieser Expressionswechsel von einem typischen
epithelialen Cadherin zu einem Cadherin, welches vor allem im mesenchymalen
Kontext auftritt, kommt im Zuge der EMT vor, ein Prozess, der fir die Progression von
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Tumoren als bedeutend angesehen wird.>? So kommt es beispielsweise bei der
Entstehung des malignen Melanoms zu einem Verlust von E-Cadherin und begleitend
zu einer erhohten Expression von N-Cadherin.>® Dies wurde auch im SCC der
Mundschleimhaut beobachtet: In Fallen mit hdherem histologischen Grading wurde im
Vergleich zu low-grade Dysplasien eine erheblich verringerte Auspragung von E-
Cadherin sowie eine verstarkte Expression von mesenchymalen Markern wie N-
Cadherin und Vimentin nachgewiesen.> 5 Eine verminderte Expression von E-
Cadherin wurde im SCC der Haut weiterhin mit schlechter Differenzierung der
Tumorzellen sowie regionaler Lymphknotenmetastasierung in Verbindung gebracht.%¢
Im Mausmodell konnte durch Implantation von Tumorzellen eines low-grade SCC,
welche durch genetische Manipulation eine inaktive Form von E-Cadherin
exprimierten, der Ubergang eines low-grade Karzinoms in ein high-grade Karzinom
induziert werden. All diese Studienergebnisse verdeutlichen die Funktion von E-
Cadherin als Tumorsuppressor.®’ In einer Vielzahl an Studien wurde die Expression
von E-Cadherin im BCC untersucht, und es besteht eine hohe Ubereinstimmung
daruber, dass E-Cadherin in dieser Tumorentitat im Vergleich zur gesunden Epidermis
eher schwacher ausgepragt ist. Weiterhin scheint der Verlust von E-Cadherin vor allem
fur Subtypen mit invasivem Wachstum bedeutend zu sein.4% 5859

Es existieren einige Untersuchungen, welche von einer Korrelation zwischen einer
veranderten Expression von Desmoglein und dem Entstehen sowie Fortschreiten
maligner Tumoren berichten. Die Rolle der unterschiedlichen Isotypen in Bezug auf
Zellproliferation und Tumorgenese scheint hingegen relativ vieldeutig zu sein. So
wurde im SCC des Analkanals sowie der Haut im Vergleich zu gesundem Gewebe ein
deutlich verringerter Nachweis von Desmoglein 1 beobachtet.®% 61 Der Verlust von
Desmoglein 2 im Rahmen des Pankreaskarzinom fihrte in Studien zur Invasion und
Migration von Tumorzellen.®? Bei einem Vergleich zwischen verschiedenen Typen des
Lungenkarzinoms wurde deutlich, dass ein negativer Desmoglein 3-Status
unabhangig vom histologischen Subtyp mit einer kiirzeren 5-Jahres-Uberlebensrate
assoziiert war als ein positiver Desmoglein 3-Status.%3 Im SCC wurde im Vergleich zu
karzinomfreiem Gewebe der Verlust von membranstandigem Desmoglein 3 entlang
der Tumorinvasionsfront beobachtet und eine verstarkte Expression von Desmoglein
2 konnte mit einem erhdhten Risiko flr Metastasierung in Verbindung gebracht
werden.®* 65 Desmoglein 2 und Desmoglein 3 scheinen in enger Wechselwirkung
miteinander zu stehen: In Keratinozyten mit einer durch Depletion beeintrachtigten
Funktion von Desmoglein 3 wurde eine verstéarkte lineare Anordnung von Desmoglein
2 entlang der Zellmembran beobachtet.®® Uber die Expression von Desmoglein-
Isotypen im BCC gibt es nur wenige Berichte. Von Tada et al. wurde die Expression
von Desmoglein 1 in verschiedenen Subtypen des BCC als schwach bis nicht
vorhanden beschrieben.® Weiterhin wurde im BCC im Vergleich zu gesunder
Epidermis von einer vermehrten Expression von Desmoglein 2 sowie einem Verlust
von Desmoglein 3 berichtet, jedoch ohne signifikante Unterschiede zwischen den
histologischen Subtypen.®’



1.4 Fragestellung

Es ist bekannt, dass die Reduktion von Zelladh&sion das Loslosen von Tumorzellen
aus ihrem Zellverband sowie die Infiltration des Stromas ermdglicht. Die hieraus
entstehende Mdoglichkeit zu invasivem Wachstum und Metastasierung kennzeichnet
den Verlust von interzellularer Adh&sion als bedeutenden karzinogenen
Mechanismus.3! Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression der Adhasionsmolekiile B-
Catenin, E-Cadherin und Desmoglein im nodularen und infiltrativen BCC zu
untersuchen, sowie zu erlautern, inwiefern die variierende Ausprégung dieser
Molekile Einfluss auf das mikroskopische Wachstumsmuster des BCC nehmen
konnte.



2. Material und Methoden

2.1 Hautproben

Die Hautproben entstammten dem Archiv der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie sowie des Instituts fur Pathologie der medizinischen Fakultat Mannheim
der Universitat Heidelberg und wurden zwischen den Jahren 2011 und 2012 durch
chirurgische Exzision gesammelt. Ein durch die zustadndige Ethikkommission
bewilligter Ethikantrag lag vor. Gegenstand des Projektes waren 95 histologisch
gesicherte BCC. Diese konnten in 47 NBCC und 48 IBCC eingeteilt werden. Aus den
in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Proben wurden mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms (Leica RM2065, Katalog-Nr. 043119669 der Firma Leica
Instruments) ca. 3-4 um dinne Schnitte angefertigt. Diese wurden auf Objekttrager
gezogen, uber Nacht in einem Warmeschrank (max. 65°C) aufbewahrt und im
Anschluss der weiteren immunhistochemischen Verarbeitung zugefihrt.

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Antikorper

Die fur die Immunhistochemie verwendeten primaren und sekundaren Antikdrper sind
in den Tabellen 1 und 2 detailliert aufgelistet.

Tab.1: Liste der verwendeten primaren Antikbrper

Antigen Antikorper Firma Artikel-/ Katalog-
Nr.
B-Catenin B-Catenin (D10A8) Cell Signaling 4903
XP® Rabbit mAb Technology
E-Cadherin E-cadherin Sigma-Aldrich 246R-1
(EP700Y) Rabbit
Monoclonal
Antibody
Desmoglein 3 Desmoglein 3 ThermoFisher 32-6300
Monoclonal Scientific
Antibody (5G11)



Tab.2: Liste der verwendeten sekundaren Antikorper

Primarer Sekundarer Firma Artikel-/ Katalog-
Antikorper Antikorper Nr.

B-Catenin Anti-Rabbit aus Agilent K4009
E-Cadherin Labelled Polymer

EnVision+ System-
HRP (Rabbit/AEC)
Desmoglein 3 Anti-Mouse aus Agilent K4005
Labelled Polymer
EnVision+ System-
HRP (Mouse/AEC)

2.2.2 Versuchsdurchflihrung

Als Vorbereitung fur die immunhistochemische Farbung wurden die Schnitte zweimal
fur jeweils 5 min in Xylol entparaffiniert, durch eine absteigende Ethanolreihe (100%,
90%, 80% und 70% fir jeweils 3 min) dehydriert und in destilliertes Wasser tberflhrt.
Die Praparate wurden anschlieend fur 5-10 min in einem TBS-Puffer (Verdiinnung
1:20 in destilliertem Wasser) gewaschen und zur thermischen Antigen-Demaskierung
mit einem erwarmten EDTA-Puffer (Verdinnung 1:10 in destilliertem Wasser) in einem
96°C heil3en Wasserbad fur 60 min gekocht. Nachdem die Schnitte fur ca. 20-30 min
abgekuhlt waren, wurden sie fur ein gleichmalfigeres und sparsames Auftragen der
Reagenzien mit dem Dako Pen umkreist und einem jeweils 5-minttigen Waschzyklus
in TBS- und TBS-T-Puffer (TBS mit 0,05% TWEEN® 20) zugefihrt. Die Schnitte
wurden nachfolgend mit einem Peroxidase-Block versehen, fir 10 min inkubiert und
erneut in TBS- und TBS-T-Puffer fur jeweils 5 min gewaschen. Vor dem Auftragen des
primaren Antikérpers wurde dieser mit Antibody Diluent verdinnt. Fir das
Verduinnungsverhaltnis orientierten wir uns an den Vorgaben des Herstellers und
wahlten fur Desmoglein ein Verhaltnis von 1:150, fur B-Catenin ein Verhéaltnis von
1:150 und fur E-Cadherin ein Verhaltnis von 1:50. Fur die Negativkontrollen wurde kein
priméarer Antikdrper verwendet. Nach dem Auftragen wurden die Schnitte tber Nacht
in einem Kihlschrank (ca. 4°C) gelagert. Am nachsten Tag wurde nach einem jeweils
5-mindtigen Waschzyklus mit TBS- und TBST-Puffer der sekundare Antikdrper
aufgetragen und fir 60 min inkubiert. Nach einem erneuten Waschzyklus (TBS- und
TBS-T-Puffer, jeweils 5 min) wurden die Schnitte zur Markierung des Zielantigens mit
je einem Tropfen AEC-Substrat-Lésung versehen. Nach ca. 3-5 min, oder sobald eine
Rotfarbung aller Praparate mit primarem Antikérper sichtbar war, wurde die Reaktion
durch Eintauchen in destilliertes Wasser gestoppt. Daraufhin wurden die Schnitte fur
7 min in Haematoxylin-Eosin (Mayers Hamalaunldésung, Verdinnung 1:10 in
destilliertem Wasser) gefarbt, fur 3-5 min in Leitungswasser ausgewaschen und
anschlie3end in destilliertes Wasser tberfihrt. AbschlielRend wurden die Schnitte mit
einem Eindeckmedium (Mounting Medium) versehen und mit einem Deckglas
abgedeckt. Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer (StainTray™)
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durchgefuhrt. Alle zur immunhistochemischen Farbung verwendeten Produkte sind in

Tabelle 3 detailliert aufgelistet.

Tab.3: Liste der fur die immunhistochemische Farbung verwendeten Produkte

Produktname Firma Artikel-/ Katalog-Nr.
Xylol (Isomerengemisch) | Merck 108298

fur die Histologie

Ethanol Sigma-Aldrich 32205

Tris-Wash Buffer, TBS Zytomed ZUC052-500

HIER EDTA Puffer pH 8,0 @ Zytomed ZUC040-500

Dako Pen Dako S2002

TWEEN® 20 Sigma-Aldrich P7940
Peroxidase-Blocking Agilent Dako Kit K4009

Solution, Dako REAL

StainTray™ Simport Scientific M920-2
Dako Antibody Diluent Agilent S0809
Dako AEC Substrate Agilent K3464

Chromogen Ready-to-Use

Mayers Hamalaunlosung | Merck 109294
Dako Faramount Aqueous | Agilent S3025

Mounting Medium Ready-
to-use

2.3 Mikroskopische Auswertung

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden lichtmikroskopisch (Olympus
BX51) begutachtet. Die in den Praparaten vorhandene tumorfreie Epidermis stellte
eine interne Positivkontrolle dar. Die fur jede Probe angefertigten Schnitte ohne
primaren Antikérper stellten die Negativkontrolle dar. Die Expression der drei
Zielantigene entlang der Tumorinvasionsfront wurde jeweils mit positiv oder negativ
bewertet. Als positiv wurden solche Schnitte gewertet, in denen das gesuchte
Adhasionsmolekil im Tumor ahnlich stark oder starker exprimiert wurde als in der
tumorfreien Epidermis. Haufig zeigte sich die Epidermis unmittelbar oberhalb des
Tumors als sehr schwach angefarbt, hier wurden dementsprechend Teile der
Epidermis in weiterer Entfernung des Tumors als die jeweilige Bezugsgrolle
herangezogen. Als negativ wurden solche Schnitte gewertet, in denen das gesuchte
Adhéasionsmolekil entlang der Tumorinvasionsfront entweder gar nicht oder
schwéacher nachweisbar war als in der tumorfreien Epidermis. Einige Schnitte konnten
nicht eindeutig als positiv oder negativ gewertet werden und wurden folglich als
heterogen klassifiziert.
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2.4 Statistische Auswertung

Ein Fall wurde aufgrund von nicht eindeutig identifizierbarer Tumormasse
ausgeschlossen. So ergab sich ein vorlaufiger Stichprobenumfang von 46 NBCC und
48 IBCC Basalzellkarzinomen. Aufgrund von heterogener Anfarbung wurden jeweils 2
Falle aus jeder Gruppe (NBCC und IBCC) im Vorfeld der statistischen Auswertung
ausgeschlossen. Die endgultige statistische Berechnung wurden mit einem
Stichprobenumfang von 44 NBCC und 46 IBCC durchgefuhrt. Die statistischen
Auswertungen wurden mit Hilfe der SAS Software (Version 9.4) durchgefuhrt. Der Chi-
Quadrat-Test wurde verwendet, um den Zusammenhang zwischen der Expression der
Adhasionsmolekiile und dem histologischen Subtyp zu evaluieren.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von B-Catenin

In allen Fallen des NBCC und des IBCC konnte 3-Catenin innerhalb der tumorfreien
Epidermis, sowie in Driisen und Haarfollikeln nachgewiesen werden. (Abb. 3) Entlang
der Tumorinvasionsfront des NBCC wurde B-Catenin in 27 von 44 Fallen als positiv
gewertet, zu einem Verlust kam es in 17 von 44 Faéllen. Entlang der
Tumorinvasionsfront des IBCC wurde B-Catenin in 20 von 46 Fallen exprimiert, zu
einem Verlust kam es in 26 von 46 Fallen (p = 0,0895, siehe Tab. 4). Die Abbildungen
4 — 8 zeigen reprasentative Falle des NBCC und IBCC mit positiver bzw. negativer
Expression von B-Catenin. Um einen direkten Vergleich zwischen darlUber liegender
Epidermis und Tumor wiedergeben zu kdnnen, wurde in einem Teil der folgenden
Abbildungen Ausschnitte gewéhlt, welche nicht die Tumorinvasionsfront zeigen. In
diesen Fallen war die Expression des betroffenen Adhasionsmolekuls in oberflachlich
gelegenen Teilen des Tumors vergleichbar mit der Expression entlang der
Tumorinvasionsfront.

Abb. 3: Nachweis von B-Catenin innerhalb der Epidermis (E) sowie eines angeschnittenen
Haarfollikels (*).
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Abb. 4: positive Expression von 3-Catenin im NBCC

Abb. 5: negative Expression von 3-Catenin im NBCC
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Abb. 7: negative Expression von 3-Catenin im IBCC
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3.2 Expression von E-Cadherin

In allen Féllen des NBCC und des IBCC konnte E-Cadherin innerhalb der tumorfreien
Epidermis, sowie in Drisen und Haarfollikeln nachgewiesen werden. (Abb. 9) Entlang
der Tumorinvasionsfront des NBCC wurde E-Cadherin in 20 von 44 Fallen exprimiert,
ein Verlust konnte in 24 von 44 Fallen nachgewiesen werden. Entlang der
Tumorinvasionsfront des IBCC wurde E-Cadherin in 9 von 46 Fallen als positiv
gewertet, zu einem Verlust kam es in 37 von 46 Fallen (p = 0,0086, siehe Tab. 4). Die
Abbildungen 9 - 12 zeigen exemplarisch Félle des NBCC und des IBCC mit positiver
bzw. negativer Expression von E-Cadherin.

Abb. 9: Nachweis von E-Cadherin innerhalb der Epidermis (E) sowie positive Expression von
E-Cadherin im NBCC
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Abb. 10: negative Expression von E-Cadherin im NBCC

Abb.11: positive Expression von E-Cadherin im IBCC
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Abb. 12: negative Expression von E-Cadherin im IBCC

Tab. 4: Verlust von B-Catenin und E-Cadherin in Fallen des NBCC und IBCC

B-Catenin E-Cadherin
NBCC (n=44) 17 24
IBCC (n=46) 26 37
p-Wert 0,0895 0,0086

3.3 Expression von Desmoglein

Im Laufe der Versuchsreihe ergaben sich wiederholt Probleme mit der
immunhistochemischen Testung der Schnitte auf die Expression von Desmoglein 3.
Trotz korrekter Anwendung anhand der vom Hersteller angegebenen
Gebrauchsinformationen  sowie  mehrmaligen  Versuchsdurchfuhrungen  mit
unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen konnten keine konstant
zufriedenstellenden Farbungsergebnisse erzielt werden.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Auswahl der Adhasionsmolekule

Bei der Wahl der untersuchten Adh&sionsmolekiile orientierten wir uns unter anderem
daran, welche Molekile bereits in Publikationen zu epithelialen Tumoren Beachtung
fanden. Die Studienlage fur jedes der drei Adhasionsmoleklle war reichhaltig an
Informationen bezuglich der generellen Funktion sowie des Verhaltens im
Tumorkontext (s.0.). Mehrere Autor:innen®* 68 untersuchten bereits die Expression von
B-Catenin, E-Cadherin und Desmoglein im SCC. Gaiser et al.®® untersuchten zuletzt
anhand von Schnitten derselben Hautproben, welche in dieser Arbeit verwendet
wurden, die Expression von EpCAM im nodularen und infiltrativen BCC und verwiesen
darauf, dass es Hinweise flr die Koexpression von EpCAM und E-Cadherin gibt. Da
sich E-Cadherin und B-Catenin in ihrer Funktion in hohem Mal3e beeinflussen und
einen groRen Einfluss auf Zelladhasion und Tumorprogression haben, war die
gleichzeitige Untersuchung dieser beiden Adhéasionsmolekile naheliegend.
Ausgehend von der Hypothese, dass der Verlust von Zelladh&sion die Invasivitat von
Tumoren begunstigen, erschien uns auf3erdem die Untersuchung von Desmoglein,
einem zentralen Element der Desmosomen, als geeignet. Zur Klarung der Frage, was
das invasive Wachstum des BCC beeinflusst, kommen neben der hier untersuchten
Adhasionsmolekile zahlreiche Weitere zur Betrachtung in Frage. In der Literatur und
den uns bekannten Studien, welche sich mit den von uns ausgewahlten
Adhasionsmolekilen befassten, finden sich u.a. Untersuchungen zu a-Catenin und
Plakoglobin, zwei Molekile, welche Zelladhasion vermitteln, sowie zu Vimentin, einem
mesenchymalen Marker, welcher u.a. fur die EMT eine grol3e Rolle spielt.

Plakoglobin, teilweise auch als y-Catenin bekannt, ist ein zu B-Catenin paraloges
Protein der Armadillofamilie und ist vor allem bei der Bildung von Desmosomen von
Bedeutung. Durch seine hohe strukturelle Ubereinstimmung mit B-Catenin erscheint
es schlussig, dass Plakoglobin anstelle von 3-Catenin an E-Cadherin binden und somit
zur Entstehung von AJ beitragen kann.”® Es gibt einige Theorien, inwiefern B-Catenin
weiterhin in seinen Funktionen durch Plakoglobin beeinflusst wird. Durch den Ersatz
von B-Catenin in AJ erhoht Plakoglobin indirekt die Menge an ungebundenem [3-
Catenin. Dieses wird im Zytoplasma entweder direkt abgebaut oder kann vermehrt in
den Nukleus transportiert werden und dort als Transkriptionsfaktor wirken. Wenn
Uberschussiges Plakoglobin allerdings in den Zellkern gelangt, kann es entweder die
Bindung von B-Catenin an Proteine der TCF/LEF Familie verhindern oder selbst mit
diesen Proteinen interagieren und so die Transkription bestimmter Zielgene
aktivieren.”* In einer Studie von Papadavid et al.”? wurde der Verlust von y-
Catenin/Plakoglobin mit einem erhdhten Proliferationsindex (Ki-67) des SCC in
Verbindung gebracht. Kurzen et al.%® konnten hingegen keine Korrelation zwischen der
Expression von Plakoglobin und dem Metastasierungsrisiko des SCC finden. Tada et
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al.6* fanden im SCC und BCC eine teils verminderte, teils komplett unterdriickte
Expression von Plakoglobin. Die noch schwach nachweisbare Expression fand sich
hierbei in Fallen des NBCC, wahrend sich der komplette Verlust von Plakoglobin im
morpheaformen und superfiziellen BCC zeigte. Eine umfassendere Untersuchung von
Plakoglobin, evtl. in Verbindung mit weiteren desmosomalen Proteinen, im nodularen
und infiltrativen BCC konnte zur Klarung der bisher uneindeutigen Rolle von
Plakoglobin in Bezug auf das Wachstumsmuster von Hauttumoren von Interesse sein.
Weiterhin sollten die Ergebnisse einer solchen Studie mit der Expression und
intrazellularen Lokalisation von B-Catenin im BCC in Verbindung gebracht werden, um
somit mehr Uber die Bedeutung von Plakoglobin und dessen Interaktion mit 3-Catenin
in dieser Tumorentitat herauszufinden.

Wie bereits skizziert, werden Zellverbindungen unter anderem Uber die Verkntpfung
von Cadherin/Catenin-Komplexen mit dem Zytoskelett gebildet. a-Catenin bildet
hierbei die Briicke zwischen B-Catenin und den Aktinfilamenten des Zytoskeletts.??
Neben seinem Einfluss auf Zelladhasion konnte a-Catenin eine signifikante Rolle im
Tumorkontext zugeschrieben werden. So konnte in einer Vielzahl von Tumoren eine
Korrelation zwischen dem Verlust von a-Catenin und dem haufigeren Vorkommen von
invasivem Wachstum, Metastasierung und schlechter Differenzierung nachgewiesen
werden.”® Der Verlust von a-Catenin in nicht-melanozytaren bdsartigen Hauttumoren
scheint, ebenso wie der Verlust anderer Molekile des Cadherin/Catenin-Komplexes,
mit einer erhdhten Proliferation und Invasivitdt des Tumors in Zusammenhang zu
stehen.” 7 Uber die Expression von a-Catenin im BCC gibt es nur wenige Studien mit
meist geringer Fallzahl. Kooy et al. konnte lediglich eine signifikant reduzierte
Expression von a-Catenin in Zellen des nodularen und superfiziellen BCC im Vergleich
zur umliegenden Epidermis beobachten.*® Eine umfassendere Untersuchung der
Expression von a-Catenin im nodularen und infiltrativen BCC konnte helfen, die bereits
in anderen Hauttumoren beschriebene Rolle dieses Adhasionsmolekils zu
Uberprufen.

Vimentin ist ein Intermediarfilament, welches in mesenchymalen Zellen exprimiert
wird. Als mesenchymaler Marker fuhrt die verstarkte Expression von Vimentin
zusammen mit dem Verlust von E-Cadherin im Rahmen der EMT zu den hierfir
typischen Zellveranderungen. Hierzu gehdren unter anderem der Verlust von
interzellularer Adhasion sowie eine verstarkte Zellmotilitat.>® In einigen
Untersuchungen wurde die Expression von Vimentin im Rahmen des kutanen SCC
betrachtet. Hier konnte vorrangig festgestellt werden, dass Vimentin in schlecht
differenzierten Tumorzellen mit héherem histologischem Grading signifikant starker
exprimiert wurde als in gut differenzierten Tumorzellen. Dieses verstarkte Vorkommen
von Vimentin ging innerhalb der erwéhnten Studien ebenfalls mit dem Verlust von
epithelialen Markern (z.B. E-Cadherin) einher.* 7> Gaiser et al.®® nutzten die
Anfarbung von Vimentin zur Abgrenzung kleinerer Tumorinseln des BCC gegen das
Stroma. Es kdnnte daher weiterhin von Interesse sein, die Expression von Vimentin im
NBCC und IBCC genauer zu untersuchen.
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4.1.2 Immunhistochemie

Zur Untersuchung der Expression der gesuchten Adhasionsmolekiile erwies sich eine
Anfarbung mittels immunhistochemischer Methoden als geeignet. Fur $-Catenin und
E-Cadherin konnten zufriedenstellende und eindeutige auszuwertende Ergebnisse
erzielt werden. Wie bereits erwahnt, ergaben sich jedoch im Laufe der
Versuchsdurchfihrung einige Probleme mit der Handhabung des Desmoglein 3-
Antikorpers. So konnten trotz Bertcksichtigung aller Herstellervorgaben keine
zufriedenstellende Anfarbung des Antigens erreicht werden. Auch die Variierung der
Antikdrperkonzentration sowie der absoluten Menge des verwendeten Antikérpers
fuhrte zu keinem Erfolg. Kurzen et al. beschrieben ahnliche Probleme mit dem gleichen
Klon (5G11) des murinen Desmoglein 3-Antikorpers.®> Da Desmoglein eine vielfaltige
Rolle im Kontext von Zelladhasion und Tumorprogression spielt, ware eine
Untersuchung dieses Molekils im BCC weiterhin interessant. Der in unserer Arbeit
verwendete monoklonale Antikorper richtete sich ausschlief3lich gegen Desmoglein 3.
Da die Desmoglein-Isotypen jeweils unterschiedliche Einflisse auf Tumorzellen zu
haben scheinen®%-6% 67 ware eine umfassendere Betrachtung aller Isotypen im Kontext
des BCC von Vorteil. Unseres Wissens existiert bisher noch keine Studie, welche die
Auspragung der Isotypen von Desmoglein in den unterschiedlichen histologischen
Subtypen des BCC anhand einer ausreichend hohen Fallzahl untersucht. In vielen
Studien Uber die Expression von Desmoglein im SCC oder BCC der Haut wurden
zusatzlich weitere desmosomale Proteine wie bspw. Desmocollin und Plakoglobin
untersucht.64 ¢ Eine umfassende Untersuchung der Expression desmosomaler
Molekile im BCC sowie deren Auswirkung auf das Verhalten von Tumorzellen kénnte
daher auch im BCC von Interesse sein.

Fir die Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse wahlten wir eine
qualitative Einteilung in “positiv’ oder “negativ’. Durch die Verwendung der gesunden
Epidermis als Bezugspunkt fur die qualitative Einteilung konnte verhindert werden,
dass eventuelle Unterschiede in der Farbintensitéat zu einer fehlerhaften Einstufung
fuhrten. Die immunhistochemische Auswertung mittels qualitativer Methoden wurde in
anderen Studien bspw. durch die Einteilung der Expression in “normal” und
“abnormal™® oder mittels Immunfluoreszenz’® durchgefiihrt. Ein GroRteil der hier
zitierten Studien nutzte semiquantitative Ansatze. Haufig wurde der prozentuale Anteil
der Zellen, in denen das gesuchte Molekil nachweisbar war, sowie die Intensitat der
Farbung einer bestimmten Ziffer zugeordnet und so ein Score fur Immunreaktivitat
erstellt.*> 55 Als Bezugspunkt wurden, wie auch in unserer Arbeit, am haufigsten
normale Keratinozyten innerhalb der gesunden Epidermis genutzt. Ein quantitativer
Ansatz lieR sich nur selten finden. Rajabi et al.#” analysierten den durchschnittlichen
Prozentsatz der Anfarbung von B-Catenin, ohne jedoch genaue Angaben zu der
dahinter liegenden Methode zu machen. Im Vergleich mit den von uns zitierten Studien
l&sst sich sagen, dass der hier gewahlte qualitative Auswertungsansatz ausreichend
fur die Zielsetzung war, ein semiquantitativer Ansatz jedoch eine detailliertere
Interpretation des statistischen Ergebnisses erlaubt hatte. Soweit angegeben, wurden
in den meisten Studien die immunhistochemische Auswertung durch mindestens zwei

unabhéngige Untersucher:innen durchgefiihrt und eventuelle Diskrepanzen diskutiert.
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Dies héatte auch in unserer Arbeit zur Objektivierung der Ergebnisse umgesetzt werden
kébnnen. Ein weiterer Ansatz hierfir wéare die Verwendung einer digitalen
Auswertungssoftware, was jedoch unseres Wissens in keiner der hier zitierten Studien
zur Anwendung kam.

4.2 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Bedeutung der Expression von (-Catenin, E-
Cadherin und Desmoglein im nodularen und infiltrativen BCC zu untersuchen. Es
konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von (3-Catenin und dem
histologischen Subtyp beobachtet werden; im IBCC zeigte sich jedoch tendenziell eine
reduzierte Expression im Vergleich zum NBCC. Fir E-Cadherin konnte ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Expression und dem histologischen Subtyp des BCC
beobachtet werden. Beim IBCC zeigte sich im Vergleich zum NBCC eine signifikant
verminderte Expression von E-Cadherin entlang der Tumorinvasionsfront. Dies lasst
sich gut in Einklang bringen mit der allgemein bekannten Funktion von E-Cadherin als
potenten Invasions- und Tumorsuppressor. Die Untersuchung der Expression von
Desmoglein  wurde aufgrund  von mangelhaften Ergebnissen der
immunhistochemischen Féarbung eingestellit.

4.2.1 Expression von -Catenin

Unsere Ergebnisse lassen keine eindeutige Aussage Uber den Zusammenhang
zwischen der Expression von [B-Catenin und dem histologischen Subtyp des
Basalzellkarzinoms zu. Dennoch zeigte sich im IBCC haufiger ein Verlust von B-
Catenin entlang der Tumorinvasionsfront als im NBCC, sodass hier von einer Tendenz
gesprochen werden kann. So lasst sich anhand unserer Ergebnisse die Vermutung
anstellen, dass die Expression von -Catenin im BCC einen Einfluss auf die Invasivitat
und Aggressivitdt des Tumors hat. Wie bereits erwahnt, erfullt B-Catenin an
verschiedenen Orten innerhalb der Zelle elementare Funktionen: an der Zellmembran
fungiert es als Adhasionsmolekil, innerhalb des Zellkerns als Transkriptionsfaktor.?!
Bisher konnte jedoch kein einheitlicher Zusammenhang zwischen der Lokalisation von
B-Catenin innerhalb der Zelle und dem Malignitatsgrad von Tumoren beschrieben
werden. Ob die Verlagerung von B-Catenin von der Zellmembran in den Nukleus eher
einen onkogenen oder tumorsuppressiven Einfluss auf die Zelle nimmt, hangt laut
Studien von der jeweiligen Tumorentitdt ab. So wurde beim Prostatakarzinom der
Verlust von nuklearem 3-Catenin mit einem steigendem Gleason-Score in Verbindung
gebracht.”” Im malignen Melanom wurde nukledres B-Catenin als Hindernis fir
Tumorinvasion identifiziert.”® Weitaus haufiger jedoch hat eine verstarkte Expression
von B-Catenin im Zellkern eine tumorférdernde Wirkung auf die Zelle: Eine erhdhte
Konzentration von nukledrem B-Catenin wurde in einer Vielzahl von Tumoren, darunter
das kolorektale (KRK), das hepatozellulare und das Endometrium-Karzinom,
gefunden.” In unserer Arbeit war der allgemeine Eindruck der Farbintensitat entlang
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der Tumorinvasionsfront ausschlaggebend fur die Einteilung in “positiv’ oder “negativ”.
Es wurde nicht zwischen membrantser und zytoplasmatischer bzw. nuklearer
Anfarbung unterschieden. Bei nachtraglicher Betrachtung der immunhistochemischen
Ergebnisse befanden sich die farbintensiven Areale der Tumorzellen jedoch
vorwiegend entlang der Zellmembran. Dies wird auch in den obigen Abbildungen (Abb.
3-5) ersichtlich. In einem Grol3teil der Studien, welche sich mit der Expression von 3-
Catenin im BCC beschatftigten, wurde ebenfalls die genaue Lokalisation von 3-Catenin
innerhalb der Zelle bertcksichtigt. Hier scheint es eine positive Korrelation zu geben
zwischen der Menge an nuklearem (3-Catenin und der Invasivitat des histologischen
Subtyps.*+ 4648 So zeigten Saldanha et al.*8, dass auch im NBCC eine starkere
nukleare Anreichung von B-Catenin mit einer héheren Proliferationsrate einhergeht.
Weiterhin wiesen El-Barahwy et al.*¢ in einem GroRteil der Falle des NBCC eine
Reduktion von membranstéandigem -Catenin nach. Circa die Halfte der Falle zeigte
zusatzlich eine nukleare Anreicherung. Ein teilweiser bis vollstandiger Verlust von
membranstandigem (-Catenin bei gleichzeitiger Anreicherung im Zytoplasma sowie
im Zellkern wurde in allen Fallen des IBCC nachgewiesen. Sowohl im NBCC als auch
im IBCC fiel die Expression von B-Catenin im Nukleus verstéarkt in der Peripherie der
Tumornester bzw. entlang der Tumorinvasionsfront (“invasive margins”) sowie in
kleineren Zellnestern mit komplettem Verlust von membranstandigem B-Catenin auf.*®
Diese Ergebnisse decken sich mit unseren bezlglich der starkeren Reduktion von
membranstandigem B-Catenin im IBCC verglichen mit dem NBCC und verdeutlichen
weiterhin die Notwendigkeit, die genaue Lokalisation von (3-Catenin innerhalb der Zelle
zu Dberucksichtigen. Zu empfehlen wéare eine weitere Untersuchung unseres
Probenmaterials auf die genaue Verteilung von -Catenin innerhalb der Tumorzelle.
Hier sollte bei der Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung vor allem auf
eine regelrechte Gegenfarbung der Zellkerne geachtet werden.8 Weiterhin sollte, wie
auch in unserer Arbeit, besonderes Augenmerk auf die Tumorinvasionsfront gelegt
werden. Von Interesse ware aullerdem, inwiefern sich der Verlust von
membranstandigem [(-Catenin und dessen zytoplasmatische bzw. nukleére
Anreicherung gegenseitig beeinflussen.

4.2.2 Expression von E-Cadherin

Die Expression von E-Cadherin entlang der Tumorinvasionsfront des IBCC zeigte sich
in unseren Ergebnissen signifikant reduziert im Vergleich zum NBCC. Dies lasst darauf
schlie3en, dass der Verlust von E-Cadherin und der folglich reduzierten interzellularen
Adhésion ein bedeutender Faktor fir das invasive und destruierende Wachstum des
IBCC darstellt. Diese Resultate lassen sich mit den Studien von Pizarro et al.>® und
Tucci et al.8! in Einklang bringen, in deren Rahmen ebenfalls eine signifikante
Reduktion von E-Cadherin im IBCC beobachtet wurde. In beiden Studien wurden
jedoch kleinere Fallzahlen verwendet als in unserer Arbeit, so dass wir durch unseren
Probenumfang die tumorsuppressive Wirkung von E-Cadherin im IBCC noch
zuverlassiger nachweisen konnten. Die Ergebnisse einer Studie von Papanikolaou et
al.82 wiesen ebenfalls auf die Korrelation zwischen dem Verlust von

membranstéandigem E-Cadherin und dem invasiven Potential des BCC hin. Hier kam
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es allerdings in 92% aller BCC-Falle, darunter zu beinahe gleichen Teilen NBCC und
IBCC zu einer Reduktion von membranstéandigem E-Cadherin und in 71% der Falle zu
einem kompletten Verlust. Dennoch konnte der Verlust von E-Cadherin eindeutig mit
dem invasiven Potential und dem infiltrativen Subtyp in Verbindung gebracht werden.
Interessant an dieser Studie war der Nachweis von zytoplasmatisch und nuklear
vorkommendem E-Cadherin in einem Grolteil der BCC-Félle, wobei sich hier ein
eindeutiger Zusammenhang zum IBCC zeigte. Gleichzeitig kam es signifikant haufig
zu einem Verlust von membranstandigem E-Cadherin bei gleichzeitiger nuklearer
Anreicherung. Es wurde darauf hingewiesen, dass die Detektion von E-Cadherin im
Zellkern davon abhangig ist, ob sich der verwendete Antikbrper gegen die
extrazellulare oder zytoplasmatische Doméane von E-Cadherin richtet.82 Ahnlich wie
bei B-Catenin konnte die genaue Untersuchung von membranstéandigem,
zytoplasmatischem und nuklearem E-Cadherin im BCC ein tieferes Verstandnis fur
das invasive Verhalten infiltrativen Subtyps ermdglichen.

Da B-Catenin und E-Cadherin in engem funktionellen sowie ortlichen Zusammenhang
miteinander stehen, erscheint es naheliegend, dass diese beiden Adhasionsmolekiile
einander in Expression und Lokalisation beeinflussen. Durch eine Phosphorylierung
von Tyrosinresten von B-Catenin kann es sowohl zu einer Entkopplung des
Cadherin/Catenin-Komplexes als auch zu einer Stérung der Bindung zwischen - und
a-Catenin kommen. Die Mechanismen, welche einer solchen Phosphorylierung von (3-
Catenin zugrunde liegen, sind zahlreich und komplex. Klar ist jedoch, dass eine
Auflésung der Cadherin/Catenin-Bindung in einer erhéhten Menge an frei verfligbarem
und somit transkriptionell aktivem B-Catenin resultieren kann.23 Orsulic et al.84 konnten
nachweisen, dass der Verlust von E-Cadherin in Stammzellen zu einer Erhéhung von
freiem B-Catenin und somit zur Aktivierung des Wnt-Signalweges fuhrt. Es konnte
aulRerdem beobachtet werden, dass E-Cadherin durch Bindung von 3-Catenin an der
Zellmembran dessen Anreicherung im Zellkern verhindern kann. Laut einer Studie von
Saldanha et al.*® kann dieser Vorgang jedoch nicht auf das BCC Ubertragen werden.
Hier wurde keine Korrelation zwischen der Lokalisation von B-Catenin und der
Expression von E-Cadherin beobachtet. 40% der Zellen, welche eine Anreicherung
von [B-Catenin im Zellkern zeigten, wiesen dennoch eine unverandert starke
Expression von E-Cadherin auf. Dies scheint sich mit unseren Erkenntnissen zu
decken: Obwohl es in unserer Arbeit im IBCC zu einer signifikant reduzierten
Expression von E-Cadherin kam, war ein gleichermalR3en ausgepragter Verlust von
membranstandigem B-Catenin nicht zu beobachten. Diese Beobachtung sollte jedoch
mit einer Untersuchung der nukledren Expression von [-Catenin anhand unserer
Proben verkniupft werden. So lie3e sich die Unabhéangigkeit zwischen E-Cadherin und
B-Catenin im BCC tatsachlich bestatigen. Dass es womdglich einen Adhasions-
unabhéagigen Einfluss von E-Cadherin auf das Verhalten von p-Catenin geben kdnnte,
beschrieben Gottardi et al.8> anhand einer Untersuchung von KRK-Zellreihen. Hier
konnte eine inhibierende Wirkung von E-Cadherin auf den Wnt-Signalweg beobachtet
werden, die allerdings in keinem deutlichen Zusammenhang mit der Menge an
ungebundenem B-Catenin im Zytosol steht. Dies kénnte zuséatzlich eine Erklarung fur
die von uns beobachtete Diskrepanz zwischen der Expression von E-Cadherin und £3-
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Catenin im BCC sein. Um diese Vermutung auf das BCC zu ubertragen, bedarf es
jedoch weiterer Untersuchungen.

EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) ist ein Zelloberflachenprotein, welches in
einer Vielzahl von Epithelien exprimiert wird und dariber hinaus als Marker fur
zirkulierende und disseminierte Tumorzellen gilt. Die Expression von EpCAM ist fur
mehrere Tumorentitaten, darunter das Osophaguskarzinom und das BCC, typisch und
der Einfluss von EpCAM auf Zelladhasion und -proliferation erscheint vieldeutig. Der
Verlust von EpCAM wird, wie auch der Verlust von E-Cadherin, mit dem Prozess der
EMT assoziiert.®® 8 Anhand von Schnitten aus denselben Hautproben wie in unserer
Arbeit, untersuchten Gaiser et al.?° die Expression von EpCAM im noduléaren und
infiltrativen BCC. Hierbei wurde deutlich, dass es im IBCC signifikant haufiger zu einem
Verlust von EpCAM entlang der Tumorinvasionsfront kam als im NBCC. Dies wurde
vor allem mit dem Verlust von interzellularer Adhéasion durch verminderte EpCAM-
Expression und der damit verbundenen Tendenz zu invasivem Wachstum erklart. Des
Weiteren wurde auf den modulierenden Einfluss von EpCAM auf Cadherin-basierte
Zellverbindungen (wie z.B. AJs) hingewiesen.®® Dieser Einfluss wurde von der
Arbeitsgruppe um Litvinov et al. umfassend untersucht. Hier stellte sich heraus, dass
EpCAM zwar keine Wirkung auf die absolute Menge an Cadherinen innerhalb der Zelle
hat, sehr wohl aber die Interaktion zwischen Cadherinen und dem Zytoskelett negativ
beeinflussen kann. Es konnte festgestellt werden, dass eine erhthte Expression von
EpCAM zu einer Reduktion des zellularen a-Catenins sowie zu einer Unterbrechung
der Verbindung zwischen a-Catenin und den Aktinfilamenten fihrt.8”- 8 Balzar et al.®®
stellten die Vermutung an, dass EpCAM und E-Cadherin in sich verandernden bzw.
proliferierenden Geweben mit noch unreifen Zellkontakten um die Bindungsstelle der
Aktinfilamente konkurrieren. In epithelialen Zellreihen konnte hingegen eine
Koexpression von EpCAM und E-Cadherin innerhalb von ausgereiften Zellkontakten
nachgewiesen werden.® Beim Vergleich unserer Ergebnisse mit den Ergebnissen von
Gaiser et al.®® fiel auf, dass es im IBCC entlang der Tumorinvasionsfront sowohl zu
einem deutlichen Verlust von EpCAM als auch von E-Cadherin kam. In 22 der 29 Félle,
in denen ein EpCAM-Verlust nachzuweisen war, fanden wir gleichzeitig einen Verlust
von E-Cadherin (vgl. Abb. 13 und 14). Hieraus lasst sich jedoch keine allgemeingultige
Aussage Uber einen eventuellen Zusammenhang zwischen der Expression von E-
Cadherin und EpCAM treffen. Dennoch scheinen beide Molekile, bzw. deren Verlust
grof3en Einfluss auf das Wachstumsmuster des BCC zu nehmen, sodass es hilfreich
sein konnte, weitere Untersuchungen tber den Mechanismus der EpCAM-basierten
Modulation von Cadherinen anzustellen. Ob eine eventuelle Interaktion von EpCAM
und E-Cadherin sowie deren Funktionen im Rahmen der EMT eine Bedeutung fiir die
Entstehung und das Wachstumsmuster des BCC haben, muss noch untersucht
werden.
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Abb. 14: deutlicher Verlust von E-Cadherin im selben IBCC-Fall (vgl. Abb. 13)
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4.3 Ausblick: B-Catenin und E-Cadherin im therapeutischen Kontext

Derzeit stellen Substanzen, welche in den Hedgehog-Signalweg eingreifen, wie z.B.
Vismodegib oder Sonidegib einen wichtigen Therapieansatz in der Behandlung des
lokal fortgeschrittenen und metastasierten BCC dar.*? Die Behandlung von
Patient:innen mit Progress unter Therapie mit Hh-Signalweg-Inhibitoren mittels
Checkpoint-Inhibitoren (aktuell Cemiplimab) wird derzeit in einer Phase-lI-Studie
gepriift.%% Weiterhin existieren einige Studien, welche die Wirksamkeit von Antikdrpern,
die gegen bestimmte Schlisselproteine des Wnt-Signalweges gerichtet sind und somit
die Funktion und Wirkungsweise von -Catenin beeinflussen, untersuchen. Zu den
Angriffspunkten dieser Antikdrper gehoren unter anderem die Proteinbiosynthese, die
Proteininterkation, die epigenetische Regulation sowie die Transkription bestimmter
Zielgene von bzw. durch B-Catenin.®! Es ist bekannt, dass sich der Wnt- und der Hh-
Signalweg vor allem durch gemeinsame Regulatorproteine sowie durch die Interaktion
mit B-Catenin gegenseitig beeinflussen und in ihrer Wirkungsweise (iberschneiden.?
Anhand eines Mausmodells konnte festgestellt werden, dass Tumorzellen des BCC,
welche resistent gegen eine Therapie mit Vismogedib waren, durch eine Behandlung
mit einem Wnt-Signalweg-Inhibitor in ihrer Zahl weiterhin reduziert werden konnten.®3
In Zukunft kdnnte es von Interesse sein, die Expression von B-Catenin in den
verschiedenen Subtypen des BCC detaillierter zu untersuchen, die Wichtigkeit des
Wnt-Signalweges in dieser Tumorentitdt genauer zu beschreiben sowie aus diesen
Erkenntnissen potentielle Therapiemdglichkeiten fir fortgeschrittene Stadien des BCC
abzuleiten.

Mutationen, welche zu einem Verlust von E-Cadherin fihren, sind fur einige Karzinome
bekannt.! EGFR-TKIs (epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors),
wie z.B. Gefitinib, stehen flr die systemische Behandlung vieler dieser Tumorentitaten
zur Verfligung. Studien haben gezeigt, dass die Expression von E-Cadherin essentiell
ist fir das Ansprechen von Tumorzellen auf eine Behandlung mit EGFR-TKIs, und
dass der Verlust von E-Cadherin in Zusammenhang mit einer Therapieresistenz
steht.®* % Im Bereich der malignen Hauttumoren kommen EGFR-TKIs leitliniengemaf
lediglich fur die Behandlung des fortgeschrittenen SCC der Haut zum Einsatz.%6: %7 Ob
dies auch fur die Behandlung von fortgeschrittenen Stadien des BCC in Frage kommt,
und ob der Verlust von E-Cadherin im IBCC Grundlage fiir eine solche Uberlegung
sein konnte, wurde unseres Wissens nach bisher in keiner Studie thematisiert.
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5. Zusammenfassung

Das Basalzellkarzinom ist der haufigste Hautkrebs des Menschen und stellt ein
zunehmendes Problem fir das Gesundheitswesen dar. Obwohl Basalzellkarzinome
selten metastasieren, kann es dennoch zu invasivem und destruierendem Wachstum
kommen. Einige histologische Subtypen neigen zu haufigen Rezidiven, was oftmals
wiederholte chirurgische Interventionen notwendig macht. Obwohl der zellulare
Ursprung des Basalzellkarzinoms noch nicht vollstéandig erforscht ist, weisen Studien
darauf hin, dass dieser in Zellen der interfollikularen Epidermis oder der auf3eren
Schicht des Haarfollikels liegt. In mehreren Studien wurde eine verminderte
Expression von Adh&sionsmolekilen als eine mogliche Ursache fir invasives
Wachstum des Basalzellkarzinoms beschrieben. Ziel dieser Arbeit ist es, die
Expression von B-Catenin, E-Cadherin und Desmoglein entlang der
Tumorinvasionsfront im nodularen und infiltrativen Basalzellkarzinom zu untersuchen
und zu erlautern, inwiefern die unterschiedliche Auspragung dieser Molekiile Einfluss
auf das Wachstumsmuster des Basalzellkarzinoms nehmen kdnnte.

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Expression von [3-
Catenin im nodulédren und infiltrativen Basalzellkarzinom beschrieben werden. Es
zeigte sich jedoch insofern eine Tendenz, dass der Verlust von membranstandigem (3-
Catenin mit einem invasiven Wachstum einhergehen kdnnte. In Zusammenschau mit
weiteren Studien liel3 sich erdrtern, dass die Lokalisation von 3-Catenin innerhalb der
Zelle einen Einfluss auf das Wachstumsmuster und die Progression des
Basalzellkarzinoms hat. Bei der Betrachtung von E-Cadherin konnte im infiltrativen
Basalzellkarzinom im Vergleich zum noduldren Subtyp eine signifikant reduzierte
Expression festgestellt werden. Diese Beobachtung lasst sich gut mit der aktuellen
Studienlage in Einklang bringen. Da sich im Laufe der Arbeit wiederholt Probleme im
Umgang mit dem Antikdrper gegen Desmoglein ergaben, entschieden wir uns, die
Untersuchung dieses Adhasionsmolekils einzustellen.

Im Bereich der epithelialen Hauttumoren wird vor allem das Plattenepithelkarzinom als
risikoreich eingestuft. Im Hinblick auf die stetig steigende Inzidenz des teils hochgradig
destruierend wachsenden Basalzellkarzinoms, erscheint es jedoch aus
wirtschaftlichen sowie aus gesundheitspraventiven Gesichtspunkten als sinnvoll, auch
den Hintergrund dieser Tumorentitat genauer zu betrachten. Unsere Beobachtungen
weisen in Verbindung mit weiteren Studienergebnissen darauf hin, dass $-Catenin und
E-Cadherin wichtige Faktoren fur die Invasivitat des Basalzellkarzinoms darstellen.
Sowohl aus diagnostischer wie auch aus therapeutischer Sicht kénnte der Fokus auf
den Einfluss dieser und weiterer Adhasionsmolekile auf das Basalzellkarzinom von
Nutzen sein. Ausfihrlichere Untersuchungen sind allerdings nétig, um weitere
Erkenntnisse Uber Molektle der interzellularen Adhasion im Kontext des invasiven und
destruierenden Wachstums des Basalzellkarzinom zu liefern.
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