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1. Einleitung

.,Neue epidemiologische Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Auftreten von
Hauttumoren weiter zunimmt. Dies trifft sowohl auf das maligne Melanom als auch und
in noch bedeutenderem Ausmall auf die nichtmelanozytaren Tumoren - das
Basalzellkarzinom (Basaliom) und das Plattenepithelkarzinom (Spinaliom) - zu.*
(Lautenschlager und Itin, 2005)

Beim Hautkrebs wird — wie bereits angedeutet — zwischen ,schwarzem® (engl.
.,melanoma skin cancer‘) und ,weilem“ (engl. ,nonmelanoma skin cancer”) Hautkrebs
unterschieden, wobei sich diese Einteilung nach den Ursprungszellen der Entartung
richtet. So zéhlt das Melanom der Haut, welches durch Entartung von Melanozyten
entsteht, zum ,schwarzen“ Hautkrebs, wahrend das Spinaliom und das Basaliom der
Haut unter dem Begriff ,weilRer® Hautkrebs subsumiert werden kénnen, da beide von
entarteten Keratinozyten bzw. von deren Stammzellen, den Basalzellen, ausgehen (s.
Abb. 1).

[OBasaliom
[ Spinaliom
B Melanom

,honmelanoma skin cancer”

20%

75%

Abb. 1: Inzidenzen der drei haufigsten Hautkrebsarten



1.1. Charakteristika des Plattenepithelkarzinoms

Das Plattenepithelkarzinom ist der zweithaufigste maligne Tumor der Haut (Synonym:
Spinaliom, engl. ,squamous cell carcinoma®). Seine Inzidenz ist mit 25-30
Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner pro Jahr in Europa hoch, liegt jedoch in einigen
Teilen der Welt noch hoéher (,geographische Inzidenz®). (Braun-Falco, 1997) So
erkranken beispielsweise in Australien mehr als 60 Personen je 100.000 Einwohner pro
Jahr, was einerseits auf die erhohte UVB-Exposition, andererseits auf das gehaufte
Vorkommen der Hauttypen 1 + 2 zurlickgefuhrt werden kann. Weitere pradisponierende

Faktoren fir die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen sind in Tabelle 1 zu finden.

Physikalisch Chemisch [Immunsuppression | Genodermatosen | Individuelle Pradisposition

UVB-Licht
(kumulativ), . Epidermodysplasia .
Arsen Organtransplantierte ] } Lichttyp 1 + 2
UVA als verruciformis
Kokarzinogen
PUVA- ) Xeroderma Chronische Wunden, Fisteln,
Teer Zytostatika _
Bestrahlung pigmentosum Ulzera
lonisierende | Polyzyklische o
AIDS Albinismus Langbestehende Narben
Strahlung Aromaten
) ) . Chronische Dermatosen (z.B.
MaRige Lymphoproliferative
_ N Lupus erythematodes, Lupus
Hitzeexposition Erkrankungen

vulgaris, Lichen ruber, u.a.)

Tab.1: Pradisponierende Faktoren fur die Entstehung von Plattenepithel-
karzinomen



Klinisch manifestiert sich das Plattenepithelkarzinom als schmerzloser, haufig ulzerierter
oder erodierter Knoten mit aufgeworfenem Rand und derb palpabler Tumorbasis, der
sich durch langsames Wachstum uber Monate bis Jahre auszeichnet (s. Abb. 2). Die
Umgebung ist meist gerotet, was auf eine peritumorale Entziindungsreaktion hinweist.
Im Falle einer lymphogenen Metastasierung ist der Palpationsbefund oft sehr typisch —
die betroffenen Lymphknoten imponieren als derbe, untereinander und mit der Haut
verbackene Knoten und Pakete. Die Funf-Jahres-Uberlebenszeit bei lymphogener
Metastasierung liegt nur bei etwa 26 %, allerdings konnen frih diagnostizierte und gut
differenzierte Tumore mittels Exzision geheilt werden und haben somit eine sehr gute

Prognose.

Abb. 2: Klinik des Plattenepithelkarzinoms als neoplastische, ulzerierte Knoten
in typischer Lokalisation (links: Nase, weiblich, 94 J.; rechts: Ohr,
mannlich, 55 J.; DermlS Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg)

Histologisch ist das Plattenepithelkarzinom durch von der Epidermis ausgehende
eosinophile Tumorzellproliferate charakterisiert, die fingerformig oder in breiten
Verbanden die Basalmembran durchbrechend in die Tiefe reichen. Dabei sind die
Zellgrenzen und Interzellularbricken der Tumorzellen aufgebaut, wie es fiir Zellen des
Stratum spinosum Ublich ist. Dieser Tatsache verdankt das Spinaliom seinen Namen. In



der Tiefe finden sich unterschiedlich groRe Tumorzellinseln mit scharfer
Randbegrenzung. Des Weiteren sind — haufig im Zentrum des Tumors gelegene —
Hornperlen (engl. ,squamous eddies”), die sich mikroskopisch als konzentrisch ge-
schichtete Hornkugeln darstellen, charakteristisch. Aul3erdem ist in fast allen Fallen eine
starke Stromareaktion um die proliferierenden Tumorstrange mit Anreicherung von
Lymphozyten und Plasmazellen nachzuweisen (s. Abb. 3). (Braun-Falco, 1997)

Abb. 3: Histologie des Plattenepithelkarzinoms mit ungeordnetem Aufbau und
proliferierenden epithelialen Zellen im Korium sowie starker Stroma-
reaktion

Die Einteilung der Plattenepithelkarzinome kann anhand verschiedener Merkmale
vorgenommen werden, allerdings hat sich nach neueren Untersuchungen gezeigt, dass
das TNM-System, welches sich nur auf die klinische Ausdehnung des Plattenepithel-
karzinoms bezieht, und die Einteilung nach Broders (s. Tab. 2), die ausschlief3lich den
Entdifferenzierungsgrad der Tumorzellen beschreibt, fur eine Risikobewertung nicht
ausreichend sind.



Gl Gut differenziert Broders Grad 1 <25 % entdifferenzierte Tumorzellen
G2 MaRig differenziert Broders Grad 2 <50 % entdifferenzierte Tumorzellen
G3 | Schlecht differenziert Broders Grad 3 <75 % entdifferenzierte Tumorzellen
G4 Undifferenziert Broders Grad 4 >75 % entdifferenzierte Tumorzellen

Tab. 2: Grading der Plattenepithelkarzinome nach Broders

Prognostisch aussagekraftigere Kriterien sind neben den klinischen Eigenschaften des
einzelnen Plattenepithelkarzinoms vor allem dessen spezifische histologische
Charakteristika (s. Tab. 3).

e Gesamttumordicke (GTD) nach Breslow mehr als 4 mm

¢ Eindringtiefe ab Clark-Level 4-5 (s. Tab. 6)

¢ Entdifferenzierungsgrad ab Broders Grad 4 (s. Tab. 4)

e Hoher Mitoseindex

e Tumortyp (inshesondere spindelzelliger und akantholytischer Zelltyp)

¢ Perineurale Invasion

e Ulzerationen

Tab. 3: Prognostisch unglnstige histologische Kriterien bei Plattenepithel-
karzinomen

Dabei spielen insbesondere die Gesamttumordicke (GTD) nach Breslow, die durch
Ausmessen der groRten Tumordicke vom Stratum granulosum bis zur untersten
Tumorzelllage festgelegt wird, sowie die Einteilung nach Clark (s. Tab. 4) bezlglich der
Eindringtiefe des Plattenepithelkarzinoms eine wichtige Rolle. Diese beiden
histologischen Kriterien korrelieren gut mit der klinischen Prognose. (Kerl, 2003)

Clark-Level 1 | In-situ-Karzinom

Clark-Level 2 | Tumorzellen reichen bis in das Stratum papillare

Clark-Level 3 | Tumorzellen reichen bis in die Grenzzone des Stratum papillare + Stratum reticulare

Clark-Level 4 | Invasion der Tumorzellen in das Stratum reticulare

Clark-Level 5 | Invasion der Tumorzellen bis in die Subkutis

Tab. 4: Klassifikation der Plattenepithelkarzinome beziglich ihrer Eindringtiefe
(Clark-Level)
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Pradilektionsstellen fir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms sind allgemein alle
stark lichtexponierten Hautareale wie Gesicht — hier treten 90 % aller Plattenepithel-
karzinome auf — unbehaarte Kopfhaut (Alopezie) und Handriicken (s. Abb. 4). (McKee et
al., 2005)

Abb. 4: Pradilektionsstellen fir die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen
sind die sogenannten naturlichen Lichtterrassen

Die Wahrscheinlichkeit, an einem Plattenepithelkarzinom zu erkranken, steigt linear mit
dem Lebensalter, das Durchschnittsalter liegt bei etwa 70 Jahren. Dabei sind Manner im
Allgemeinen etwa doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Als obligate Prakanzerose
des Plattenepithelkarzinoms ist die aktinische Keratose (s. Abb. 6) anzusehen, auf
deren Grundlage die meisten der Plattenepithelkarzinome entstehen. (Kerl, 2003)
Ursprungszellen der malignen Entartung sind, wie bereits erwéhnt, die Stammzellen der
Keratinozyten der Haut, in denen in 60-75 % der Félle Alterationen des Tumor-
suppressorgens p53 und in 40-50 % der Falle ras-Gen-Mutationen nachgewiesen
werden konnten, die wahrscheinlich auf UV-induzierte spezifische Punktmutationen
zurtckzufahren sind. (Kerl, 2003; Pacifico und Leone, 2007) Es ist von einer
Multischrittkarzinogenese beim Plattenepithelkarzinom der Haut auszugehen. In
Abbildung 5 wird diese Entwicklung von der aktinischen Keratose (Carcinoma in situ) zu

einem invasiven Plattenepithelkarzinom der Haut verdeutlicht.
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Aktinische : . Invasives
* Proliferation *
Keratose Spinaliom

Chronische

Sonnenexposition: * — Verlust der * — Telomerase-Aktivitatt
— Mutation p53 Heterozygotie — EGF-R Aktivierung !
— Mutation K-Ras — Aneuploidie

— Mutation H-Ras

Abb.5: Multischrittkarzinogenese des Plattenepithelkarzinoms

Das Metastasierungrisiko ist mit 6 % relativ gering, kann allerdings bei ungtnstiger
Tumorlokalisation und anderen prognostisch ungiinstigen klinischen Kriterien bis zu
30 % betragen (s. Tab. 5). Dabei erfolgt die Metastasierung in 85 % der Falle
lymphogen in die regiondren Lymphknoten, nur selten sind Fernmetastasen in Lunge
und Leber zu finden. Diese treten ausschlie3lich im Rahmen weit fortgeschrittener
Plattenepithelkarzinome auf. Allgemein kann festgehalten werden, dass das
Metastasierungsrisiko mit der Tumorgro3e korreliert.

e Tumordurchmesser mehr als 2 cm

¢ Rezidivierende Plattenepithelkarzinome

¢ Ulzerationen

¢ Schnelles Wachstum

¢ Lokalisation: Ohr, Lippe, Skrotum, Anus

e Atiologie: Chronische Narben, chronisch-fistulierende Entziindungen, chronische Dermatosen

e Immunsuppression

Tab.5: Prognostisch ungtnstige klinische Kriterien bei Plattenepithel-
karzinomen



12

Immunhistologischer Marker des Plattenepithelkarzinoms sind Zytokeratine. Durch die
Bestimmung des Zytokeratin-Molekulargewichtes kann zusatzlich die Differenzierung
des Tumors festgestellt werden. So exprimieren hochdifferenzierte Plattenepithel-
karzinome Zytokeratine mittleren bis hohen Molekulargewichts, schlecht beziehungs-
weise undifferenzierte Plattenepithelkarzinome Zytokeratine niederen Molekular-

gewichts.

Die Therapie des Plattenepithelkarzinoms der Haut richtet sich nach Lokalisation, Grof3e
und Ausbreitung des Tumors. Therapeutisches Ziel sollte immer die vollstandige
chirurgische Entfernung mit topographisch zugeordneter histopathologischer Kontrolle
der Schnittrander sein, allerdings kann bei lokaler oder allgemeiner Inoperabilitat, grof3er
Tumorausdehnung oder Operationsverweigerung des Patienten auch die Strahlen-
therapie vergleichbare Ergebnisse erzielen. (Kunte und Konz, 2007) Eine Besonderheit
stellt die Option einer konservativen Therapie von aktinischen Keratosen dar. Diese
werden  idealerweise  frihzeitig = behandelt, um eine  Entartung zum
Plattenepithelkarzinom zu verhindern. Neben anderen Therapieoptionen (Kirettage,
Kryotherapie, topische Applikation von 5-Fluorouracil, Solaraze Gel) kommt Aldara®

5 % Creme (Wirkstoff Imiquimod) zum Einsatz. (s. auch Kapitel 5.3.).

Abb. 6: Histologie der aktinischen Keratose mit wechselnder Orthohyper- und
Hyperparakeratose (links) sowie aufgehobener Histoarchitektur der Epi-
dermis (rechts)



13

1.2. Spontane Regression bei aktinischer Keratose und initialem
Plattenepithelkarzinom

Bereits seit langem ist bekannt, dass aktinische Keratosen, die, wie bereits erwahnt,
eine obligate Prakanzerose des Plattenepithelkarzinoms darstellen, sich spontan
zurlckentwickeln konnen. (Sanderson und MacKie, 1979) Die Haufigkeit dieses
Phanomens wurde jedoch erst spater beschrieben: So zeigte eine 12-monatige
Beobachtung von 1.040 australischen Patienten, von denen 616 an einer aktinischen
Keratose erkrankt waren, dass es in 224 Fallen zu einem spontanen Verschwinden
gekommen war. Das entspricht einer Quote von 36,4 %. (Marks et al., 1986) Die
Tatsachen, dass histologisch in beinahe jeder aktinischen Keratose Lymphozyten und
Plasmazellen nachgewiesen werden kdonnen (Pinkus et al., 1963) und dass das Risiko
einer Entartung zum Plattenepithelkarzinom nach Nierentransplantation unter iatrogener
Immunsuppression erhoht ist (Alam und Ratner, 2001; Ulrich et al., 2003) deuten darauf
hin, dass hier eine Auseinandersetzung des Immunsystems mit dem Tumor eine Rolle

spielen konnte.
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1.3. Bedeutung von Entziindung in der Tumorentstehung

Entziindung kann unterschiedliche Effekte auf die Entwicklung von Tumoren haben. So
konnte einerseits nachgewiesen werden, dass akute Entzindungen dem Tumor-
wachstum entgegenwirken kdnnen, anderseits, dass chronische Entziindungen ein
Risiko zur Tumorentstehung darstellen und den Progress bereits existierender Tumoren
unterstitzen kénnen. Hierbei spielt die sogenannte NFkappaB-Kaskade eine wichtige
Rolle: Der Tumornekrosefaktor (TNF), ein proinflammatorisches Zytokin, kann, wenn er
an seinen Rezeptor TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) bindet, je nach biochemischer
Modifikation, NFkappaB aktivieren und dadurch pro-onkogen wirken, oder — modifiziert —
Caspasen rekrutieren und somit eine anti-onkogene Apoptose entarteter Zellen
einleiten. Ein weiteres Beispiel fir entgegengesetzte Effekte des Immunsystems auf das
Tumorwachstum stellt die Wirkung von IL6 und Interferonen dar. IL6 kann Apoptose
verhindern und dadurch den Tumorprogress verstarken. Andererseits konnen
Interferone durch Untersitzung der DNA-Reparation das Tumorsuppressorgen p53
stabilisieren und somit anti-onkogen wirken. (Philip et al., 2004) Auch scheint das
komplexe System des tumorumgebenden Mikromilieus eine entscheidende Rolle zu
spielen, in dem Immunzellen entweder Tumorzellen attackieren, ihre Gegenwart
ignorieren oder sogar deren Entwicklung und Uberleben erleichtern. Welche Art von
Immunzellen welche Effekte zeigt und welche Charakteristika des Tumors diese
beeinflusst, konnte bisher noch nicht genauer geklart werden. (Bui und Schreiber, 2007)
Allerdings wurde nachgewiesen, dass maligne Zellen besonders gut in einem
hochspezialisierten Milieu gedeihen, welches sowohl aus Bindegewebszellen als auch
aus BlutgefaRen und diversen Leukozyten-Populationen besteht. So sezernieren die
intratumoralen Immunzellen — ebenso wie die Tumorzellen selbst — eine Reihe von
Zytokinen und Chemokinen, welche die lokale Angiogenese antreiben und dadurch das
Tumorwachstum férdern kdnnen. Hierfiir mogliche Gegenspieler sind Zytokine wie IFNy,
IL2 und IL12, die die Aktivitat zytotoxischer T-Zellen steigern und gleichzeitig die
Angiogenese blockieren kdnnen. (Nelson und Ganss, 2006) Von Nelson und Ganss
konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass Tumorinhibition assoziiert ist mit
unzureichender peri- und intratumoraler Angiogenese, Infiltration zytotoxischer
Effektorzellen, sowie der Produktion proinflammatorischer Zytokine und angiostatischer
Chemokine wie CXCL9/MIG und CXCL10/IP-10. (Nelson und Ganss, 2006)
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1.4. Cancer Immunosurveillance und Immunoediting

Die Hypothese, dass das Immunsystem in der Lage ist, entartete Zellen zu erkennen
und zu eliminieren, existiert bereits sehr lange. (Burnet, 1957) Dunn et al. benennen
diese Fahigkeit des Immunsystems, transformierte Zellen zu erkennen und zu
bekampfen, Cancer Immunosurveillance. Tumore, die trotz dieses Angriffs weiter
wachsen, mussen sich anpassen — dieser Prozess wird Immunoediting genannt. (Dunn
et al., 2006) Insgesamt werden im Verlauf des Cancer Immunoeditings drei Phasen
unterschieden: Elimination (protecting) — friher Cancer Immunosurveillance genannt —
Equilibrium (persistance) und Escape (progression). Die erste Phase besteht dabei aus
dem Erkennen der entarteten Zellen durch das angeborene und das erworbene
Immunsystem (CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, Antikorper-produzierende B-
Lymphozyten) und der Zerstérung dieser, welche zusatzlich durch Chemokine und
Zytokine erleichtert wird. Falls nach der ersten Phase noch einige Tumorzellen leben,
kommt es zur zweiten Phase, in der der Tumor zwar weiterhin besteht, aber vom
Immunsystem daran gehindert wird, sich auszudehnen. Sobald dieses Gleichgewicht in
Richtung Tumorwachstum umschwenkt — sei es durch Erschépfung des Immunsystems,
Immunsuppression oder die Entstehung von Tumorzell-Varianten —, beginnt die dritte
Phase, in der es dem Tumor gelingt, dem Immunsystem zu entkommen (s. Abb. 7,
modifiziert nach Dunn et al.).
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Abb. 7:

Konzept der ,,Cancer Immunosurveillance“ und des ,mmunoeditings*:
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anderem durch gegen-

regulatorischen Mechanismen des Tumors (Immunoediting) — zum

Tumorprogress kommen.




17

1.5. Rolle des Typ I Interferon-Systems bei verschiedenen
Erkrankungen der Haut

Das Immunsystem spielt, neben den gegensatzlichen Effekten, die es in Bezug auf
Tumorentstehung und -progress zeigt, bei den unterschiedlichsten Hauterkrankungen
eine grof3e Rolle. Dabei ist das Typ | Interferon-System im Speziellen physiologischer-
weise bei Tumoren und in der Virusabwehr (z.B. Herpes Simplex-Infektionen) zu finden,
auf der anderen Seite kann es Entziindungen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen

bedingen und unterhalten.

So sind beispielsweise antimelanozytare autoreaktive T-Lymphozyten der Ausléser fur
die Autoimmunerkrankung Vitiligo, mit der Folge einer Depigmentierung der Haut im
Bereich der Entziindung. (Steitz et al., 2005) Die sogenannten Halo-Naevi, welche
benigne melanozytare Naevi der Haut darstellen, kdnnen, ebenso wie aktinische
Keratosen und initiale Plattenepithelkarzinome, spontan in Regression gehen. (Saleh et
al.,, 2003) Fur maligne Melanome konnte nachgewiesen werden, dass eine Typ |
Interferon-assoziierte Rekrutierung zytotoxischer T-Lymphozyten zur Tumorregression
fuhren kann. Insbesondere spielen hier eine hohe Expression des antiviralen Proteins
MxA, welches spezifisch durch Typ | Interferon induziert wird, das Chemokin
CXCL10/IP-10, der Chemokin-Rezeptor CXCR3 und das zytotoxische Molekil Granzym
B eine wichtige Rolle. Als Produzent von Typ | Interferon konnten plasmazytoide
dendritische Zellen (pDC) nachgewiesen werden, welche in hoher Zahl in entztindlich-
regressiven Melanomen gefunden wurden. (Wenzel et al., 2005) Beim Krankheitsbild
des Lupus erythematodes dagegen handelt es sich um autoimmun bedingte
keratinozytare Hautlasionen, ausgeldst durch eine Typ | Interferon-assoziierte
Rekrutierung von CXCR3+ und GranzymB+ Lymphozyten.

Ob gezeigt werden kann, dass fur das Plattenepithelkarzinom der Haut ein ahnlicher
immunologischer Mechanismus als Ursache fiur eine spontane Regression vorliegt, ist

unter anderem Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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2. Arbeitshypothese

Es ist gut belegt, dass epitheliale Tumore der Haut, insbesondere aktinische Keratosen
und initiale Plattenepithelkarzinome, sich spontan, das heif3t ohne Therapie, zurick-
bilden kdnnen. Da eine deutlich erhohte Inzidenz von weiRem Hautkrebs bei Patienten
unter iatrogener Immunsuppression zu finden ist, (Alam und Ratner, 2001; Ulrich et al.,

2003) scheint das Immunsystem bei der Tumorkontrolle eine wichtige Rolle zu spielen.

Allerdings war bisher nicht bekannt, welche konkreten Mechanismen in der Haut bei der
Tumorkontrolle von Bedeutung sind. Vorarbeiten bei melanozytaren Lasionen, die in
Regression gehen (Halo Navi, regressive Melanome), bieten Anhalt fir eine Rolle einer
Typ | Interferon-assoziierten zytotoxischen Immunantwort. (Saleh et al., 2003; Wenzel et
al., 2005) Am Beispiel des kutanen Lupus erythematodes konnte nachgewiesen werden,
dass entsprechende Mechanismen auch beim Untergang epithelialer L&sionen eine

Rolle spielen. (Wenzel et al., 2005)

Auf Grund dieser Hinweise ergab sich die Arbeitshypothese der vorliegenden
Dissertation, dass Interferon-assoziierte, regressiv-entziindliche Mechanismen ebenfalls

in der Tumorkontrolle beim Plattenepithelkarzinom der Haut beteiligt sein konnten.
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3. Material & Methoden

Im folgenden Kapitel wird zunéchst die Herkunft und Art des untersuchten Materials
erlautert (3.1.), um im Anschluss daran sowohl die hier eingesetzten Methoden der
Immunhistologie (3.2.) als auch die Grundlagen der statistischen Analyse darzustellen
(3.3.).

3.1. Gewebeproben

Die verwendeten Gewebeproben der vorliegenden Studie stammen aus dem Archiv der
Dermatologie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn und wurden als
Zufallsstichprobe aus den in den Jahren 2004 — 2006 entnommenen Stanzbiopsien von
Plattenepithelkarzinomen ausgewahlt. Dabei wurden 60 Plattenepithelkarzinome
verwendet, von denen bereits fiur die Routine-Untersuchung Hamatoxylin-Eosin-gefarbte
Schnitte hergestellt worden waren. Als Kontrollgruppe wurden funf nicht entziindete, das
heil3t gesunde, Hautbiopsien verwendet, die aus plastischen Operationen stammten. Die
vorliegende Studie wurde in Ubereinstimmung mit den geltenden ethischen Richtlinien
der Deklaration des Weltarztbundes von Helsinki durchgefiihrt. (Weltarztebund 2004)

3.2. Histologie

Zunachst wurden die Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitte der ausgewahlten
Plattenepithelkarzinome mikroskopiert. Durch eine semiquantitative Analyse der
entzindlichen Infiltrate konnten diese 60 Plattenepithelkarzinome schlie3lich klassifiziert
und in ,nicht bis gering“ (+) und ,malig bis stark® (+++) entziindete Platten-
epithelkarzinome eingeteilt werden. Nach dieser Klassifikation wurden sowohl die zehn
Plattenepithelkarzinome, die am schwéchsten, als auch die zehn Plattenepithel-
karzinome, die am starksten entzindet waren, ausgewahlt. Mit diesen 20
Plattenepithelkarzinomen und den 5 gesunden Hautbiopsien der Kontrollgruppe wurde

im Anschluss die immunhistologische Charakterisierung durchgefihrt.

3.3. Immunhistologie
Der Zweck immunhistologischer Farbetechniken besteht darin, Gewebe- bzw.
Zellantigene zu visualisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte

immunbhistologische Methode, genauer die Labeled Strept Avidin-Biotin-Methode (LSAB-
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Methode), verwendet. Das bedeutet, dass zunachst ein spezifischer, aber unkonjugierter
Primar-Antikérper an das Antigen der Probe bindet und anschlieBend ein zweiter,
enzymgekoppelter Antikorper, der gegen das Fc-Fragment des Primar-Antikorpers
gerichtet ist, aufgetragen wird. Im dritten Schritt folgt dann die Substrat-
Chromogenreaktion (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000) Das in diesem Fall eingesetzte
LSAB 2™.-System von DakoCytomation™ beinhaltet als Sekundar-Antikdrper einen
biotinylierten Briuckenantikérper, welcher Streptavidin-Enzymkonjugate tragt. Bei dem
Enzym handelt es sich um die alkalische Phosphatase, als Chromogen wird Fast Red
verwendet (s. Abb. 8).

\ Streptavidin-

\ .x’ Enzymkonjugat
Briickenantikorper,

// I biotinyliert

Primarantikérper

Streptavidin-
/ \ Enzymkonjugat

Abb. 8: Schema der LSAB-Methode mit Darstellung von Primarantikérper,
biotinyliertem Brickenantikdrper und Streptavidin-Enzym-Komplex

X

Die 25 ausgewahlten, Formalin-fixierten und in Paraffin gebetteten Stanzbiopsien
wurden von der Verfasserin dieser Arbeit mit dem Mikrotom (Leica RM 2155™) in
jeweils 15 Serienschnitte a 4 ym geschnitten, tber Nacht im Inkubator (Memmert™) bei
37° Celsius getrocknet, am folgenden Tag im Medite TST 50™ automatisch ent-
paraffinisiert, je nach Antikdrper entsprechend vorbehandelt und schliel3lich im Dako™
Autostainer mit Hilfe des bereits erwahnten LSAB 2™-Systems und Fast Red als
Chromogen immunhistologisch gefarbt. Danach wurde fir eine Minute mit Hamalaun
von Hand gegengefarbt und die Schnitte mit Deckglaschen versehen. Da es fur die
Antikorper CXCL9/MIG und CXCL11/I-TAC noch keine Herstellerprotokolle fur die
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Anwendung bei Paraffinschnitten gab, wurden diese beiden Farbungen im Vorhinein
durch Variation der Faktoren Vorbehandlung, Antikbrperkonzentration und Einwirkdauer
in mehreren Versuchen von der Verfasserin etabliert. Tabelle 6 liefert eine Ubersicht

Uber die verwendeten monoklonalen Antikorper.

Name Klon Typ Hersteller Vorbehandlung Einwirkdauer
Monoclonal PS1 Mouse Immunotech™ AK 9 60 Minuten
Antibody CD3 IgG 2a
Mouse Monoclonal 1F6 IgG 1 Novocastra™ AK 9 60 Minuten
Antibody CD4
Monoclonal Mouse C8/144B IgG 1 DAKOPATTS™ AK 6 60 Minuten
Anti-Human T-Cell,
CD8
Monoclonal Mouse L26 (1) IgG 2a, DAKO™ AK 6 30 Minuten
Anti-Human B- kappa
Cell, L26 (CD20)
Monoclonal Mouse PG-M1 lgG 3, DAKO™ AK 6 30 Minuten
Anti-Human kappa
Macrophage,
CD68
Purified Mouse 1C6/CXCR3 | Mouse BD Proteinase K + 60 Minuten
Anti-Human IgG 1, Pharmingen™ AK 9
Monoclonal kappa
Antibody CD183
(CXCR3)
Monoclonal 2G9 or Mouse Immunotech™ AK 6 60 Minuten
Antibody 2G9A10F50r | I1gG 1
TIA-1-1 TIA-1-1
Monoclonal Mouse GrB-7 IgG 2a, | DakoCytomation AK 9 60 Minuten
Anti-Human kappa ™
Granzyme B
Lyophilized Mouse 1B6 IgG 1 Novocastra™ AK 9 60 Minuten
Monoclonal
Antibody
CD56 (NCAM)
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Monoclonal Mouse TBO1 IgM, DakoCytomation AK 9 30 Minuten
Anti-Human CD57 kappa ™
Mouse Monoclonal M143 IgG 2a Spende von keine 60 Minuten
Anti-MxA + Prof. Haller,
(M143) gG 1 Freiburg
heavy
chain
Monoclonal Anti- 49106 Mouse | R&D Systems™ AK 6 60 Minuten
Human IgG 1
CXCL9/MIG
Antibody
Monoclonal Anti- 33036 Mouse | R&D Systems™ AK 6 60 Minuten
Human IgG 1
CXCL10/1P-10
Antibody
Monoclonal Anti- 87328 Mouse | R&D Systems™ Proteinase K + 60 Minuten
Human CXCL11/I- 1gG 2A AK 9
TAC Antibody
Mouse Anti- 10.1 Mouse Chemicon Proteinase K + 60 Minuten
Indoleamine 2, 3- IgG 3 international™ AK 6
Dioxygenase
Monoclonal
Antibody (IDO)

Tab. 6: Immunhistologische Charakterisierung mit Daten zu den verwendeten
monoklonalen Antikérpern und Hinweisen zur spezifischen Vor-
behandlung: AK 6 bzw. AK 9 sind Detergenzien zur Hitzedemaskierung,
die friher im Autoklaven vorgenommen wurde, mit einem pH-Wert von 6
bzw. 9. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Dampfgarer verwendet.

Diese 375 immunhistologisch gefarbten Serienschnitte wurden anschlieRend
mikroskopiert. Dabei erfolgte die Auszahlung der einzelnen Zellarten
(Zellen/Gesichtsfeld in der Vergréf3erung x200), sowie die semiquantitative Beurteilung
von MxA, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC (0 = keine Expression; 1 =

schwache Expression; 2 = maliige Expression; 3 = starke Expression).
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Von exemplarischen Schnitten aller drei Gruppen und jedem der 15 immun-
histologischen Marker wurden Fotos mit dem 4er, 10er, 20er und 40er Objektiv mit Hilfe

der Olympus dp 70™ Kamera angefertigt. Die Bedeutung der verwendeten mono-

klonalen Antikdrper wird in Tabelle 7 dargestellt.

Marker Nachweis Bedeutung
CD3 T-Lymphozyten Oberflachenmarker /
Inflammation
CDh4 T-Helferzellen Oberflachenmarker /
Inflammation
CD8 Zytotoxische T-Lymphozyten Oberflachenmarker /
Inflammation
CD20 B-Lymphozyten Oberflachenmarker /
Inflammation
CD68 Makrophagen Oberflachenmarker /
Inflammation
CXCR3 Chemokin-Rezeptor / IFN- Oberflachenmarker /
Rekrutierung Inflammation
TIA-1 Zytotoxische Zellen Zytotoxischer Marker /
Inflammation
Granzym B Zytotoxische Zellen Zytotoxischer Marker /
Inflammation
CD56 Naturliche Killerzellen Oberflachenmarker /
Inflammation
CD57 T-Killerzellen Oberflachenmarker /
Inflammation
MxA Antivirales Protein / Typ 1 Interferon Interferon-Signatur
CXCL9/MIG Interferon-induziertes Chemokin / Interferon-Signatur
Ligand von CXCR3
CXCL10/IP-10 Interferon-induziertes Chemokin / Interferon-Signatur
Ligand von CXCR3
CXCL11/I-TAC Interferon-induziertes Chemokin / Interferon-Signatur
Ligand von CXCR3
IDO Depression von T-Lymphozyten Regulation / Antiinflammation

Tab. 7: Erlauterung der verwendeten immmunhistochemischen Marker
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3.4. Statistische Analyse

Die vorliegenden Daten beruhen auf dem Vergleich der zehn nicht bis gering
entziindeten Plattenepithelkarzinome (+) mit den zehn magig bis stark entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++), wahrend die funf Biopsien der gesunden Haut die
Kontrollgruppe darstellen. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von SPSS™ 13.0
fur Windows (2004) (SPSS 2004). Anhand nicht-parametrischer Tests wurde die
Expression der verschiedenen Marker ausgewertet. Dabei wurde der Mann-Whitney-U-
Test eingesetzt, um das Ausmald des entzindlichen Infiltrates, welches durch die
immunbhistologische Charakterisierung deutlich gemacht worden war, in den drei
Gruppen zu vergleichen. Die Unterschiede p<0,05 wurden als signifikant (*) und p<0,01
als hoch signifikant (**) gewertet. Da ausschliel3lich gerichtete Hypothesen getestet
wurden, erfolgte die Signifikanziberprifung einseitig. (Bortz, 1999) Des Weiteren
wurden zur Uberpriifung von Zusammenhangshypothesen Korrelationen nach

Spearman berechnet.
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4, Ergebnisse

Das folgende Kapitel erlautert zunachst die Aufteilung der initialen Platten-
epithelkarzinome in zwei Gruppen durch eine semiquantitative Analyse der
Begleitinfiltrate (4.1.). Danach werden die Ergebnisse der genaueren Charakterisierung
der Zellen, die die peritumoralen Infiltrate ausmachten, beschrieben. Dabei werden erst
die immunhistologischen Farbungen beschrieben, die die Art der Zellen bestimmten
(4.2., 4.3.), um dann im Weiteren die immunhistologischen Farbungen mit jenen
monoklonalen Antikdrpern zu erlautern, die deren spezifische Zell-Eigenschaften
verdeutlichten (4.4., 4.5., 4.6., 4.7.).

4.1. Peritumorale Entzindung

Wahrend des Mikroskopierens der 60 Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Plattenepithel-
karzinome, die durch eine Zufallsstichprobe ausgewahlt worden waren, fiel auf, dass
das Ausmal’ der peritumoralen Entziindung in den einzelnen Plattenepithelkarzinomen
unterschiedlich ausgepragt war (s. Abb. 9). Aus diesem Befund wurde die bereits
erwahnte Klassifikation in nicht bis gering (+) und mafig bis stark (+++) entziindete
Plattenepithelkarzinome abgeleitet. In Abbildung 9 werden exemplarisch Hamatoxylin-
Eosin-gefarbte Schnitte der drei untersuchten Gruppen in der Vergro3erung x100

dargestellt.

Kontrollgruppe + +++

HE x100

Abb. 9: Hamatoxylin-Eosin-Farbung; VergréRerung x100. In der Kontrollgruppe
regelrechte  Histoarchitektur der Haut ohne Nachweis von
Entzindungszellen. Der groRBe Pfeil deutet exemplarisch auf
Tumorzellen, der kleine auf Infiltration durch Lymphozyten.
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4.2. T-Lymphozyten als wesentliche Zellen im inflammatorischen
Infiltrat

Zur naheren Charakterisierung der Zellen im peritumoralen Infiltrat wurden die
Methoden der Immunhistologie eingesetzt. Dabei wurden die folgenden drei Gruppen
untersucht: Gesunde Haut (Kontrollgruppe) n=5, nicht bis gering entzindete
Plattenepithelkarzinome (+) n=10, maRig bis stark entziindete Plattenepithelkarzinome
(+++) n=10. Verwendet wurden die monoklonalen Antikdrper gegen CD3 (PS1,
Immunotech™), CD4 (1F6, Novocastra™), CD8 (C8/144B, DAKOPATTS™), CD20
(L26(1), DAKO™) und CD68 (PG-M1, DAKO™),

O Kontrollgruppe @ + B +++

200 A

150 +

*%
100 +
*

50 4 57,2

Zellen/Gesichtsfeld x200

28,25 258

T T
CD3 CD4 CD8 CD20 CD68

Abb. 10: Charakterisierung der Zellen des peritumoralen Infiltrats
Anzahl der Zellen/Gesichtsfeld in der Vergré3erung x200
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Die Anzahl der CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen war bei den malig bis stark entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++) im Vergleich zu den nicht bis gering entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+) hoch signifikant erhéht, die Anzahl CD20+ Zellen
signifikant erhoht. Einzig der Unterschied in der Anzahl CD68+ Zellen in diesen beiden
Gruppen war nicht signifikant (s. Abb. 10). Die Vergleiche zwischen der Kontrollgruppe
und den nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) sowie zwischen

Kontrollgruppe und den maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++)
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wurden aus Griuinden der Ubersichtlichkeit hier und auch in den folgenden Kapiteln nicht
graphisch dargestellt, sollen aber an dieser Stelle kurz erlautert werden: So war die
Anzahl CD3+, CD20+ und CD68+ Zellen bei den nicht bis gering entzindeten
Plattenepithelkarzinomen (+) im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erh6ht, wéahrend
die Unterschiede bei CD4+ und CD8+ Zellen nicht signifikant waren. Im Vergleich der
mafig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinome (+++) mit der Kontrollgruppe war
die Anzahl CD3+, CD4+, CD8+ und CD20+ Zellen dagegen hoch signifikant, die der
CD68+ Zellen signifikant erhoht (s. Tab. 8). Im Vordergrund stand bei den untersuchten
Plattenepithelkarzinomen folglich quantitativ eine T-zellulare Immunantwort (CD3, CD4,
CD8), jedoch konnten in geringerer Zahl auch B-Lymphozyten (CD20) und
Makrophagen (CD68) nachgewiesen werden. Beispielhaft werden in Abbildung 11
immunbhistologisch gefarbte Schnitte der drei untersuchten Gruppen in der Vergrof3erung
x100 dargestellt.
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Abb. 11: Immunhistologische Farbungen mit Hilfe der Antikérper CD3, CD4, CD8,
CD20 und CD68; VergrofRerung x100. GroRer Pfeil: Tumorzellen; kleiner
Pfeil: Lymphozyten mit entsprechendem Oberflachenmarker (dunkelrot).
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4.3. Hohe Anzahl zytotoxischer Zellen

Zur weiteren Charakterisierung des Infiltrats wurde mit Hilfe der Immunhistologie die
Expression zytotoxischer Marker auf den einzelnen Zellen nachgewiesen. Dabei wurden
die folgenden drei Gruppen untersucht: Gesunde Haut (Kontrollgruppe) n=5, nicht bis
gering entzindete Plattenepithelkarzinome (+) n=10, maRig bis stark entzindete
Plattenepithelkarzinome (+++) n=10. Verwendet wurden die monoklonalen Antikdrper
gegen CD 56 (1B6, Novocastra™), CD57 (TB0O1, DakoCytomation™), Granzym B (GrB-
7, DakoCytomation™) und TIA-1 (TIA-1-1, Immunotech™).

100

O Kontrollgruppe @+ W +++

90

80

70

60 -

50 4

Zellen/Gesichtsfeld x200
*

40
30 n.s. 34,8
20 +

10 4

04 038 0.8 0,2

T
CD56 CD57 TIA-1

Abb. 12: Charakterisierung zytotoxischer Zellen des peritumoralen Infiltrats
Anzahl der Zellen/Gesichtsfeld in der VergréRerung x200
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Die Anzahl CD56+ und CD57+ NK-Zellen war bei den maRig bis stark entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++) im Vergleich zu den nicht bis gering entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+) nicht signifikant erhéht. Im Gegensatz dazu waren die
Unterschiede in der Anzahl zytotoxischer TIA-1+ und GrB+ Zellen signifikant (s. Abb.
12). Auch an dieser Stelle wurde aus Grunden der Ubersichtlichkeit auf die graphische
Darstellung der Vergleiche zwischen Kontrollgruppe und den nicht bis gering
entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+) sowie zwischen Kontrollgruppe und den

maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) verzichtet, diese sollen
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aber trotzdem kurz erwahnt werden: So war die Anzahl CD56+, CD57, TIA-1+ und GrB+
Zellen bei den nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erhoht. Im Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und den
mafig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) konnten hoch signifikante
Unterschiede bei den CD57+, TIA-1+ und GrB+ Zellen nachgewiesen werden, wahrend
der Unterschied in der Anzahl CD56+ Zellen nicht signifikant war (s. Tab. 8). Abbildung
13 zeigt exemplarisch immunhistologisch gefarbte Schnitte der drei untersuchten
Gruppen in der VergrofRerung x100.
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Immunhistologische Farbungen mit Hilfe der Antikérper CD56, CD57,

TIA-1 und GrB; VergroRerung x100. In der Kontrollgruppe regelrechte

Abb. 13:

Histoarchitektur der Haut ohne Nachweis von Entzindungszellen. Der

grof3e Pfeil

kleine auf

der

deutet exemplarisch auf Tumorzellen,

Infiltration durch Lymphozyten mit den entsprechenden zytotoxischen

Oberflachenmarkern.
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Da sich die zytotoxischen Zellen — und unter ihnen insbesondere GrB+ Zellen — in
direkter Nahe, das heilst am Rand der initialen Plattenepithelkarzinome befanden und
dort geh&uft apoptotische Tumorzellen nachgewiesen werden konnten, wurde zusatzlich
eine Farbung mit Caspase3 durchgefuhrt. Bei Caspasen handelt es sich um Enzyme,
die den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren kénnen. Caspase3 tritt dabei als

Schlusselenzym in der Apoptosekaskade auf.

L]

Abb. 14: Immunhistologische Farbungen mit Hilfe der Antikérper GrB und
Caspase3: Nachweis von GrB+ zytotoxischen Zellen bei der Infiltration
eines initialen Plattenepithelkarzinoms (links) und Nachweis
apoptotischer Tumorzellen mittels Caspase3 (rechts); VergrofRerung
x1000. GroRer Pfeil: Tumorzellen; kleiner Pfeil: GrB+ zytotoxische Zelle
in direkter Nahe zum Tumor.
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4.4. Erhohte Expression von Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)

IDO ist ein immunregulatorisches Enzym, welches eine wichtige Rolle in der Kontrolle
von Entziindungsreaktionen spielt (Puccetti, 2007) und sowohl durch Typ | (IFNa und )
als auch durch Typ Il (IFNy) Interferone induziert werden kann. So katalysiert es unter
anderem den Abbau von Tryptophan und ist in der Lage, lokal zu einem
Proliferationsstillstand von T-Lymphozyten zu fuhren. (Uyttenhove et al., 2003) In der
vorliegenden Arbeit wurden die folgenden drei Gruppen in Bezug auf die Expression von
IDO untersucht: Gesunde Haut (Kontrollgruppe) n=5, nicht bis gering entziindete
Plattenepithelkarzinome (+) n=10, maRig bis stark entziindete Plattenepithelkarzinome
(+++) n=10. Verwendet wurde der monoklonale Antikdrper gegen IDO (10.1, Chemicon

international ™).
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Abb. 15: Expression von IDO auf den Tumorzellen
Anzahl der Zellen/Gesichtsfeld in der Vergré3erung x200
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Die Expression von IDO auf den Tumorzellen verglichen mit den nicht bis gering
entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) und den maRig bis stark entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++) war nicht signifikant erhdht (s. Abb. 15). Die Ergebnisse
der Vergleiche zwischen Kontrollgruppe und den nicht bis gering entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+) sowie zwischen Kontrollgruppe und den mé&Rig bis stark



34

entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) finden sich wie in den vorangehenden
Kapiteln in Tabelle 8. Die Expression von IDO auf den Tumorzellen war im Vergleich der
Kontrollgruppe mit den nicht bis wenig entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+)
signifikant erhoht, im Vergleich der Kontrollgruppe mit den mafig bis stark entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++) hoch signifikant erhdht. In der immunhistologischen
Farbung der Kontrollgruppe konnte keine Expression von IDO nachgewiesen werden. In
Abbildung 16 werden erneut exemplarisch immunhistologisch gefarbte Schnitte der drei
untersuchten Gruppen in der Vergrof3erung x100 dargestellt.

Kontrollgruppe + +++

IDO x100

Abb. 16: Immunhistologische Farbungen mit Hilfe des Antikdrpers IDO;
VergrofRerung x100. Nachweis des immunregulatorischen Enzyms IDO
in der Gruppe der stark entziindeten Spinaliome.
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4.5. Hohe Expression von MxA

MxA ist ein antivirales Protein, dessen Expression spezifisch durch Typ | Interferone
(IFN a und B) induziert wird. (Haller et al., 2007) Zum Nachweis einer solchen Typ |
Interferon-assoziierten zytotoxischen Entziindung wurde die Expression dieses Markers
auf epidermalen Zellen und auf Zellen des peritumoralen Infiltrats bestimmt. Dabei
wurden wiederum die folgenden drei Gruppen untersucht: Gesunde Haut
(Kontrollgruppe) n=5, nicht bis gering entziindete Plattenepithelkarzinome (+) n=10,
maRig bis stark entziindete Plattenepithelkarzinome (+++) n=10. Verwendet wurde der
monoklonale Antikdrper gegen MxA (M143, Prof. Haller, Freiburg), der gut paraffin-
gangig und ein haufig verwendeter immunhistochemischer Marker fur Typ | Interferon
ist. (Wenzel et al., 2005)
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Abb. 17: Expression des antiviralen Proteins MxA auf epidermalen Zellen und
Zellen des peritumoralen Infiltrats
Semiquantitative Beurteilung positiver Zellen/Gesichtsfeld in der Ver-
grofRerung x200 (0 = keine Expression, 1 = schwache Expression, 2 =
mafige Expression, 3 = starke Expression)
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Der Unterschied der Expression des antiviralen Proteins MxA auf epidermalen Zellen im
Vergleich der nicht bis gering entztiindeten Plattenepithelkarzinome (+) mit den mafig

bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) war hoch signifikant, auf Zellen
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des peritumoralen Infiltrats signifikant erhdht (s. Abb. 17). Die Vergleiche zwischen
Kontrollgruppe und den nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) sowie
zwischen Kontrollgruppe und den maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen
(+++) ergaben folgende Ergebnisse: Die Expression von MxA auf epidermalen Zellen
und auf Zellen des peritumoralen Infiltrats war im Vergleich der Kontrollgruppe mit den
nicht bis wenig entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+) signifikant erhoht, im
Vergleich der Kontrollgruppe mit den maRig bis stark entzindeten
Plattenepithelkarzinomen (+++) hoch signifikant erhoht (s. Tab. 8). Auf den epidermalen
Zellen der Kontrollgruppe konnte keine Expression von MxA nachgewiesen werden. In
Abbildung 18 werden exemplarisch immunhistologisch gefarbte Schnitte der drei

untersuchten Gruppen in der Vergro3erung x100 dargestellt.
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Abb. 18: Immunhistologische Farbungen mit Hilfe des Antikdrpers MXxA;
VergrofBerung x100. Nachweis einer Typ | Interferon-assoziierten
Entziindung durch den Oberflachenmarker MxA in den wenig und stark
entzundeten Plattenepithelkarzinomen (rot gefarbte Bereiche).
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4.6. Erhdhte Expression Interferon-induzierter Chemokine

CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC sind Interferon-induzierte Liganden des
proinflammatorischen Chemokin-Rezeptors CXCR3 und stellen eine Verbindung
zwischen einer Typ | Interferon-Produktion und Rekrutierung von CXCR3+ Lymphozyten
dar. (Wenzel et al., 2005) Zum Nachweis der Expression der einzelnen Chemokine
wurden die ausgewéhlten Plattenepithelkarzinome immunhistologisch gefarbt. Dabei
wurden erneut die folgenden drei Gruppen untersucht: Gesunde Haut (Kontrollgruppe)
n=5, nicht bis gering entziindete Plattenepithelkarzinome (+) n=10, maRig bis stark
entziindete Plattenepithelkarzinome (+++) n=10. Verwendet wurden die monoklonalen
Antikdrper gegen CXCL9/MIG (49106, R&D Systems™), CXCL10/IP-10 (33036, R&D
Systems™) und CXCL11/I-TAC (87328, R&D Systems™).
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Abb. 19: Expression der Interferon-induzierten Chemokine CXCL9/MIG, CXCL10
/IP-10 und CXCL11/I-TAC auf Zellen des peritumoralen Infiltrats
Semiquantitative Beurteilung positiver Zellen/Gesichtsfeld in der Ver-
grofRerung x200 (0 = keine Expression, 1 = schwache Expression, 2 =
méaRige Expression, 3 = starke Expression)

(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Die Expression der Interferon-induzierten Chemokine CXCL9/MIG und CXCL11/I-TAC
auf Zellen des peritumoralen Infiltrats war im Vergleich der nicht bis gering entztindeten
Plattenepithelkarzinome (+) mit den maRig bis stark entziindeten Plattenepithel-

karzinomen (+++) nicht signifikant erhdoht, wahrend die Expression von CXCL10/IP-10
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bei den méaRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) signifikant erhéht
war (s. Abb. 19). Die Vergleiche zwischen Kontrollgruppe und den nicht bis gering
entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) sowie zwischen Kontrollgruppe und den
malig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) wurden aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wiederum nicht graphisch dargestellt, sollen aber kurz erlautert werden:
Die Expression der Interferon-induzierten Chemokine CXCL9/MIG und CXCL10/IP-10
war im Vergleich der Kontrollgruppe mit den nicht bis wenig entziindeten
Plattenepithelkarzinomen (+) signifikant, im Vergleich der Kontrollgruppe mit den maRig
bis stark entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) hoch signifikant erhdht. Die
Expression des Chemokins CXCL11/I-TAC dagegen war nur im Vergleich der
Kontrollgruppe mit den maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++)
signifikant (s. Tab. 8). Abbildung 20 zeigt exemplarisch immunhistologisch gefarbte

Schnitte der drei untersuchten Gruppen in der Vergréf3erung x100.
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Abb.

20:

Immunhistologische Farbungen mit Hilfe der Antikorper CXCL9/MIG,
CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC; VergrtRBerung x100. Nachweis der
Interferon-induzierten Liganden des proinflammatorischen Chemokin-
Rezeptors CXCR3 auf infiltrierenden Lymphozyten (s. kleiner Pfeil).
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Dartber hinaus konnte insbesondere fur CXCL10/IP-10 eine erhthte Expression
nachgewiesen werden, die sich in direkter Nahe zum Tumor befand.

Abb. 21: Immunhistochemische Farbung mit Hilfe des Antikdrpers CXCL10/IP-10
und dem Nachweis erhéhter Expression in direkter Tumornahe (rot
gefarbte Zellen).
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4.7. Hohe Anzahl CXCR3+ Lymphozyten

Der Chemokinrezeptor CXCR3, welcher auf aktivierten T-Zellen, natirlichen Killerzellen
und einigen B-Zellen exprimiert wird (Loetscher et al., 1996) und auf eine Interferon-
induzierte Rekrutierung von Lymphozyten hinweist, wurde immunhistologisch
nachgewiesen. Dabei wurden die folgenden drei Gruppen untersucht: Gesunde Haut
(Kontrollgruppe) n=5, nicht bis gering entziindete Plattenepithelkarzinome (+) n=10,
mafig bis stark entziindete Plattenepithelkarzinome (+++) n=10. Verwendet wurde der
monoklonale Antikorper gegen CXCR3 (1C6/CXCR3, BD Pharmingen™).
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Abb. 22: Expression des Chemokinrezeptors CXCR3 auf Zellen des peritumo-
ralen Infiltrats
Anzahl der Zellen/Gesichtsfeld in der Vergré3erung x200
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR3 auf den Zellen des peritumoralen
Infiltrats war im Vergleich der nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+)
mit den maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) signifikant erhéht
(s. Abb. 22). Die Vergleiche zwischen Kontrollgruppe und den nicht bis gering
entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) sowie zwischen Kontrollgruppe und den
mafig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) ergaben folgendes Bild: So

war die Expression von CXCR3 im Vergleich der Kontrollgruppe mit den nicht bis wenig
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entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) zwar nicht signifikant, im Vergleich der

Kontrollgruppe mit den maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++)

jedoch signifikant erhoht (s. Tab. 8). Beispielhaft werden in Abbildung 23 immun-

histologisch gefarbte Schnitte der drei untersuchten Gruppen in der Vergroéf3erung x100

dargestellt.
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Abb. 23: Immunhistologische Farbungen mit Hilfe des Antikdrpers CXCR3;

Vergrof3erung x100. Nachweis von CXCR3-exprimierenden
Lymphozyten bei den stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen. Der
grof3e Pfeil deutet auf den Tumor, der kleine Pfeil exemplarisch auf
CXCR3+ Lymphozyten (dunkelrote Zellen).
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Zur Unterstitzung der These, dass es sich hierbei am ehesten um eine Typ | Interferon-
assoziierte Entzindung handelt, wurde ein moéglicher Zusammenhang zwischen der
Expression von MxA, welches ein speziell durch Typ | Interferon induziertes antivirales
Protein ist, und der Anzahl von CD3+ T-Lymphozyten, GrB+ zytotoxischer Zellen und
CXCR3+ Lymphozyten, sowie der Expression von IDO auf den Tumorzellen anhand von
Korrelationen Uberprift (s. Abb. 24, 25, 26 und 27). Da die genannten Variablen
Ordinalskalenniveau aufwiesen, wurde jeweils eine Rangkorrelation nach Spearman (rs)
berechnet. (Bortz, 1999)
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Abb. 24: Korrelation zwischen der Expression von MxA und der Anzahl CD3+ T-
Lymphozyten

Hierbei ergab sich ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen der Expression von
MxA und der Anzahl CD3+ T-Lymphozyten (rs = 0,8, p<0,01 (**)) (s. Abb. 24).
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Abb. 25: Korrelation zwischen der Expression von MxA und der Anzahl GrB+
zytotoxischer Zellen

Weiterhin zeigte sich ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen der Expression
von MxA und der Anzahl GrB+ zytotoxischer Zellen (rs = 0,89, p<0,01 (**)) (s. Abb. 25).
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Abb. 26: Korrelation zwischen der Expression von MxA und der Anzahl CXCR3+
Lymphozyten

AulRerdem wies die Expression von MxA einen signifikant positiven Zusammenhang mit
der Anzahl CXCR3+ Lymphozyten auf (rs = 0,83, p<0,01 (**)) (s. Abb. 26).
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Abb. 27: Korrelation zwischen der Expression von MxA und der Expression von
IDO auf den Tumorzellen

Dariiber hinaus korrelierte die Expression von MxA positiv mit der Expression von IDO
auf den Tumorzellen (rs = 0,86, p<0,01 (**)) (s. Abb. 27).

Insgesamt war also eine erhtéhte Expression von MxA mit einer erhéhten Anzahl von
CD3+ T-Lymphozyten, GrB+ zytotoxischen Zellen, CXCR3+ Lymphozyten und einer

erhohten Expression von IDO auf den Tumorzellen assoziiert.
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Antikorper Gruppe + gegen +++ Kontrollgruppe Kontrollgruppe
(siehe Graphiken) gegen + gegen +++

CD3 o+ * *
CD4 *x n.s. *x
CDs8 * n.s. **
CD20 * * **
CD68 n.s. * *
CD56 n.s. * n.s.
CD57 n.s. * **
TIA-1 * * *x
GrB * * o
CXCR3 * n.s. *x
MxA (Epidermis) *x * *x
MxA (Infiltrat) * * *x
CXCL9/MIG n.s. * *x
CXCL10/1P-10 * * *x
CXCL11/1-TAC n.s. n.s. *

IDO n.s. * *x

Tab. 8: Ubersicht Uber die Signifikanzen im Vergleich der einzelnen Gruppen
(p<0,05 (*) = signifikant, p<0,01 (**) = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant)
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Ausmald und Art der Entzindung im initialen
Plattenepithelkarzinom der Haut untersucht. Dazu wurden Serienschnitte von
Stanzbiopsien 60 per Zufallsstichprobe ausgewahlter Plattenepithelkarzinome
mikroskopiert. Im Folgenden wurden 20 Plattenepithelkarzinome aus dieser Probe mit
15 unterschiedlichen monoklonalen Antikérpern immunhistologisch gefarbt. Zunachst
wurden die 10 nicht bis gering (+) und die 10 mafig bis stark (+++) entziindeten
Plattenepithelkarzinome hinsichtlich der Zusammensetzung des Begleitinfiltrats
analysiert. So konnte mit Hilfe der monoklonalen Antikérper CD3, CD4, CD8, CD20,
CD56, CD57 und CD68 das Verhdltnis der einzelnen Lymphozytenarten im
peritumoralen Infiltrat deutlich gemacht werden. Der Anteil zytotoxischer Zellen wurde
mit den monoklonalen Antikdrpern CD8, Granzym B und TIA-1 bestimmt. MxA, welches
ein spezifisch durch Typ | Interferon-induziertes antivirales Protein ist, wurde zum
Nachweis einer Interferon-Signatur genutzt. Des Weiteren wurden das Ausmald der
Expression des Rezeptors CXCR3, welcher zu den proinflammatorischen Chemokin-
rezeptoren gezahlt wird, und das Vorkommen von dessen Liganden CXCL9/MIG,
CXCL10/1P-10 und CXCL11/I-TAC immunhistologisch bestimmt. Mit Hilfe des mono-
klonalen Antikdrpers IDO wurde eine Antiinflammation im Sinne einer Immunregulation

durch den Tumor untersucht (s. Tab. 8).

Die Ergebnisse der Studie sollen im folgenden Kapitel nun abschlieRend rekapituliert

und — auch im Hinblick auf zukiinftige Fragestellungen — diskutiert werden.
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5.1. Rolle des Immunsystems beim Plattenepithelkarzinom der Haut

Die Bedeutung des Immunsystems fur die Entwicklung des Plattenepithelkarzinoms und
der Mechanismus der spontanen Regression wurden bisher nur wenig erforscht. Typ | -
(IFNa und IFNB) und Typ Il - (IFNy) Interferone wirken in unterschiedlicher, bisher nicht
naher bekannter Weise dem Tumorprogress entgegen. (Dunn et al., 2006) Fir IFNa
konnte nachgewiesen werden, dass es die antitumordése Immunantwort verstarkt.
(Gogas et al.,, 2006) Dabei scheint fur die Interferon-Induktion in Tumoren eine
Schadigung der DNA, welche mit einer Entartung von Zellen assoziiert ist, eine wichtige
Rolle zu spielen. (Xu, 2006) So geht die DNA-Schadigung unter anderem mit einer
erhohten Expression von Liganden einher, welche bei der Aktivierung von naturlichen
Killerzellen und CD8+ T-Lymphozyten involviert sind. (Gasser und Raulet, 2006; Xu,
2006) Als Angriffsziel der zytotoxischen Zellen konnten beim Plattenepithelkarzinom der
Haut UV-induzierte mutierte Epitope des Tumorsuppressorgens p53 in den entarteten
Keratinozyten ausgemacht werden (Black und Ogg, 2003; Pacifico und Leone, 2007) ,
welche primar in aktinischen Keratosen nachgewiesen worden waren. (Nomura et al.,
1997) Des Weiteren spielt fur den Tumorprogress das Enzym Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) eine wichtige Rolle, welches von Tumorzellen exprimiert wird. Es
katalysiert unter anderem den Abbau von Tryptophan und ist dadurch in der Lage, lokal
zu einem Proliferationsstillstand von T-Lymphozyten zu fiihren. Der Nachweis, dass die
meisten humanen Tumore IDO exprimieren, konnte in der Vergangenheit bereits
erbracht werden. (Uyttenhove et al., 2003) Es handelt sich dabei folglich um eine
tumorinduzierte Immunsuppression. Die Hypothese von Dunn et al., dass der Einfluss
des Immunsystems die immunogene Qualitdt des wachsenden Tumors beeinflussen
kann (Dunn et al., 2006), wird durch die Tatsache, dass es Plattenepithelkarzinome gibt,
die aufgrund einer verminderten STAT-1-Rezeptor-Expression — ein Rezeptor, der
aktiviert im Kern als Transkriptionsfaktor (STAT = signal transducer and activator of

transcription) wirkt — Interferon-resistent geworden sind (Xi et al., 2006), gestutzt.
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5.2. Peritumorale Entziindung im Plattenepithelkarzinom der Haut

Es ist bekannt, dass in Plattenepithelkarzinomen der Haut histologisch in beinahe allen
Fallen eine starke Stromareaktion um die proliferierenden Tumorstrdnge mit
Anreicherung von Lymphozyten und Plasmazellen nachgewiesen werden kann. (Braun-
Falco, 1997) Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob und wie sich diese
peritumoralen Infiltrate in Bezug auf ihr Ausmall in einzelnen initialen
Plattenepithelkarzinomen unterscheiden. Die erhobenen Daten an den zun&chst nur
Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten der ausgewahlten 20 Plattenepithelkarzinome
zeigten, dass das Ausmald der peritumoralen Entzindung in den einzelnen Platten-
epithelkarzinomen zwar stark divergierte, im Vergleich zu den Proben der Kontroll-
gruppe, in denen keine oder nur vereinzelt Immunzellen nachgewiesen werden konnten,
jedoch bei allen untersuchten Plattenepithelkarzinomen deutlich vorhanden war. Diese
Tatsache passt zu Ergebnissen von Hussein und Ahmed, die im Jahr 2005 die
entzindlichen Infiltrate unterschiedlicher keratinozytarer Hautlasionen (Psoriasis
vulgaris / Verruca vulgaris / seborrhoische Keratose / Lichen planus als Vertreter nicht-
tumordser Lasionen, aktinische Keratosen als Prékanzerose und Plattenepithel-
karzinome als Vertreter tumordser Lasionen) untersucht hatten und entdeckten, dass bei
allen drei untersuchten Krankheitsentitaten die Anzahl der infiltrierenden mononuklearen
Zellen signifikant hoher war als in der Kontrollgruppe (gesunde Haut). (Hussein und
Ahmed, 2005)
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5.3. T-Lymphozyten als Effektorzellen

Des Weiteren sollten die Zellen der hier nachgewiesenen Entzuindungsreaktion néher
charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurden immunhistologische Farbungen mit
den monoklonalen Antikérpern CD3, CD4, CD8, CD20 und CD68 durchgefiihrt. Es
stellte sich heraus, dass die Zellen, die das Infiltrat quantitativ ausmachten, T-
Lymphozyten waren (CD3, CD4 und CD8+). B-Lymphozyten (CD20+) und Makrophagen
(CD68+) konnten nur in geringer Zahl nachgewiesen werden. Bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten entzindeten initialen Plattenepithelkarzinomen
handelte es sich demzufolge nachweislich um eine T-zellular- gestitzte Immunantwort.
Zu &ahnlichen Ergebnissen kam die bereits unter 5.1. erwdhnte Studie von Hussein und
Ahmed, die ebenfalls die Zusammensetzung der Zellinfiltrate genauer beschrieb.
Allerdings wurden dort neben massiv erhéhten Anzahlen von T-Lymphozyten (CD3+
Lymphozyten als vorherrschende Immunzellen) auch vermehrt B-Lymphozyten
gefunden. Als Ursache fiir die ausgepragte Immunreaktion bei aktinischen Keratosen
und Plattenepithelkarzinomen schlugen Hussein und Ahmed eine veranderte Antigenitat
der keratinozytdaren L&sionen bzw. eine vermehrte Zytokin-Produktion entarteter
Keratinozyten vor. (Hussein und Ahmed, 2005) Barnetson und Halliday untersuchten die
spontane Regression bei unterschiedlichen Hauttumoren und fanden heraus, dass
sowohl bei Melanomen und Basaliomen als auch bei Keratokanthomen und multiplen
selbstheilenden squamdsen Epitheliomen (als Variante des Plattenepithelkarzinoms)
vermehrt CD3+ und — hdchstwahrscheinlich Uber Zytokine aktivierte — CD4+ T-
Lymphozyten nachgewiesen werden konnten. (Barnetson und Halliday, 1997) Die
Befunde dieser und der hier vorliegenden Studie kdnnten somit bereits als ein erstes
Zeichen fur die von der Verfasserin hypothetisierte endogene Anti-Tumor-Immunabwehr

gewertet werden.
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5.4. Hinweis auf eine zytotoxische Immunantwort

Nachdem der Nachweis gelungen war, dass es sich im peritumoralen Infiltrat der
untersuchten Plattenepithelkarzinome quantitativ. um eine T-zellulare Immunantwort
handelte, stellte sich die Frage, ob die vorhandenen T-Lymphozyten, ebenso wie die
Zellen, die als Ursache fir eine spontane Regression bei Melanomen nachgewiesen
werden konnten (Wenzel et al., 2005), zytotoxische Zellen waren. Hierzu wurden die
monoklonalen Antikdrper CD8, Granzym B und TIA-1 verwendet. Bei Granzym B
handelt es sich um eine Serin-Esterase, die mit zytotoxischen T-Lymphozyten assoziiert
ist, wohingegen TIA-1 ein intrazellulares membranassoziiertes Protein ist, welches direkt
einen apoptotischen Zelltod induzieren kann. (Hussein und Ahmed, 2005) Neben einem
hohen Anteil von CD8+ T-Lymphozyten im peritumoralen Infiltrat konnten in dieser
Arbeit signifikant erhéhte Anzahlen an GrB+ und TIA-1+ Lymphozyten im Vergleich der
nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+) mit den maRig bis stark
entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) nachgewiesen werden. Dartber hinaus fiel
auf, dass GrB genau an den Stellen zu finden war, an denen die Zellen im Begriff waren,
den Tumor zu infiltrieren. Diese Befunde bestitigen die These, dass eine DNA-
Schadigung von Zellen unter anderem zu einer Aktivierung von CD8+ zytotoxischen T-
Lymphozyten fihren kann. (Gasser und Raulet, 2006; Xu, 2006) Als mogliches
Angriffsziel dieser zytotoxischen Zellen konnten beim Plattenepithelkarzinom der Haut,
wie bereits erwahnt, UV-induzierte mutierte Epitope des Tumorsuppressorgens p53 in
den entarteten Keratinozyten ausgemacht werden. (Black und Ogg, 2003; Pacifico und
Leone, 2007) Auch konnte nachgewiesen werden, dass es — zumindest bei Patienten
mit Plattenepithelkarzinomen im Bereich der Mundschleimhaut und des oberen
Gastrointestinaltraktes — zu einer verminderten Prasentation des p53-Epitops auf der
Tumorzelloberflache und somit einer weniger ausgepragten Antigenitat im Sinne eines
Immunoescape kommen kann. (Hoffmann et al., 2002) Ein neuer Therapieansatz konnte
sein, das Ansprechverhalten der zytotoxischen T-Lymphozyten auf p53 zu steigern und
somit verstarkt eine Tumorzelllyse zu induzieren. Wolf et al. untersuchten 2007 die
Natur des inflammatorischen Infiltrats wéhrend einer lokalen Therapie unterschiedlicher
oberflachlicher Hautmalignome mit Imiquimod und kamen ebenfalls zu dem Ergebnis,
dass — unabhangig von der Art des Hauttumors — das Infiltrat in allen Fallen
hauptsachlich aus T-Lymphozyten (CD3+, CD4+ und CD8+) und zytotoxischen Zellen
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(GranzymB+ und TIA-1+) bestand. (Wolf et al., 2007) Imiquimod ist ein Immun-
stimulator, der an den Toll-like-receptor 7 (TLR7) bindet, zu einer vermehrten Produktion
von IFNa, IL12 und TNFa fuhrt und dadurch die oben beschriebene, T-zellular-gestitzte
Entzindungsreaktion verursacht. (Novak et al.,, 2008) Die in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesenen endogenen zytotoxischen Infiltrate im Plattenepithelkarzinom der Haut
ahnelten folglich einer Entziindung, die durch eine erhohte Interferonproduktion im
Rahmen einer konservativen Therapie bei malignen Hauttumoren ausgeltst werden

kann.

Als Immunmodulator stimuliert Imiquimod das Immunsystem, indem es an den Toll-like-
receptor 7 (TLR7) bindet und zu einer vermehrten Produktion von IFNa, IL12, TNFa und
zu einer Thl-gestitzen Entziindungsreaktion fuhrt. (Novak et al., 2008) Zugelassen ist
Imiguimod (Aldara®), neben der Behandlung von aktinischen Keratosen, ebenso fur
auRerliche Feigwarzen und superfizielle Basaliome. (Rote Liste 2008) Als Initiatiorzellen
fur die Imiquimod-induzierte korpereigene Abwehrreaktion bei der Therapie von
Basaliomen konnten plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) und myeloide den-
dritische Zellen (mDC), welche in hohem Ausmall TLR7 exprimieren, nachgewiesen
werden. Klinisch zeigte sich bei der Behandlung der Basaliome bereits nach zwei bis
drei Tagen ein Erythem, welches nach etwa zwei Wochen Erosionen entwickelte, die
sich nach drei bis vier Wochen Behandlungsdauer verkrusteten, spéater narbige Plaques
darstellten, die nach Beendigung der lokalen Therapie vollstandig verschwanden. (Stary
et al., 2007) Die Behandlung von aktinischen Keratosen mit Imiquimod (Aldara®) erfolgt
dreimal wochentlich Gber einen Zeitraum von vier bzw. acht Wochen und zeigte in einer
2007 durchgefuhrten Studie eine Erfolgsrate von 55 %. (Alomar et al., 2007)
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55. MxA als Hinweis auf eine Typ | Interferon-induzierte
zytotoxische Immunantwort

Es war der Verfasserin der Arbeit also gelungen, eine — mdoglicherweise Interferon-
assoziierte — zytotoxische Immunantwort im Plattenepithelkarzinom der Haut nach-
zuweisen; nun sollte die Art dieser Entzindung noch genauer charakterisiert werden.
Bei MxA handelt es sich um ein antivirales Protein, welches spezifisch durch Typ |
Interferone (IFN a und B) induziert wird. (Haller et al., 2007) Zum Nachweis einer
solchen Typ | Interferon-assoziierten zytotoxischen Entziindung wurden die aus-
gewahlten Plattenepithelkarzinome mit dem monoklonalen Antikérper MxA immun-
histologisch gefarbt. Die Expression des antiviralen Proteins MxA auf epidermalen
Zellen im Vergleich der nicht bis gering entziindeten Plattenepithelkarzinome (+) mit den
maRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) war hoch signifikant, auf
Zellen des peritumoralen Infiltrats signifikant erhoéht. Dieses Ergebnis starkt die
Hypothese, dass es sich bei der bereits nachgewiesenen T-zellularen, zytotoxischen
Entzindung in den untersuchten initialen Plattenepithelkarzinomen um eine Typ |
Interferon-induzierte  zytotoxische Immunantwort handelt. Es konnte in der
Vergangenheit bereits nachgewiesen werden, dass eine solche Typ | Interferon-
assoziierte Rekrutierung zytotoxischer T-Lymphozyten zur Tumorregression bei
Melanomen fiuihren kann. (Wenzel et al., 2005) Auch Dunn et al. beschreiben die
zentrale Rolle von Interferonen in der Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem
und im Speziellen die Bedeutung der Typ | Interferone (IFNa und ). Urspringlich war
Uber Interferone bekannt, dass sie in der Lage sind, naive Zellen gegen virale
Infektionen zu schitzen. Heutzutage weil3 man, dass sie eine wichtige Rolle in der
Verknupfung zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem darstellen und als
Immunmodulator die Schlusselrolle in der Eliminationsphase des Cancer
Immunoeditings spielen. (s. Abb. 7) (Decker et al., 2005; Dunn et al., 2005; Dunn et al.,
2006) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen eindeutig auf eine Typ | Interferon-
induzierte zytotoxische Immunantwort hin, die als Ausldser fir die spontane Regression

im Plattenepithelkarzinom der Haut angesehen werden kann.
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5.6. Interferon-Induktion der Chemokine CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10
und CXCL11/I-TAC

CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC sind Interferon-induzierte Liganden des
proinflammatorischen Chemokin-Rezeptors CXCR3 und stellen eine Verbindung
zwischen einer Typ | Interferon-Produktion und Rekrutierung von CXCR3+ Lymphozyten
dar. (Wenzel et al., 2005) Sie werden nicht konstitutiv exprimiert, vielmehr wird ihre
Expression in einem proinflammatorischen, zytokinreichen Milieu hochreguliert, so dass
sie ihre Rolle bei der Rekrutierung von Immunzellen erfullen kdnnen. CXCL-10/IP10 im
Speziellen ist dartber hinaus in der Lage, die T-Zell-Proliferation zu modulieren und eine
Thl-gewichtete und daraus entsprechend resultierende Zytokinproduktion zu
unterstutzen. AufRerdem konnte in Studien zu Tumorwachstum und Wundheilung
gezeigt werden, dass die drei Chemokine zu einer Inhibition der Angiogenese fiihren
kénnen. (Lacotte et al., 2009) Die in der vorliegenden Studie verwendeten monoklonalen
Antikdrper wiesen CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC in den entziindeten
Plattenepithelkarzinomen nach und bestatigten so ebenfalls die vermutete Interferon-
Signatur der Zellen, die die peritumorale Infiltration ausmachten. Die oben genannten
Wirkmechanismen dieser speziellen Chemokine koénnten folglich ein weiterer

Ansatzpunkt in der Therapie von Plattenepithelkarzinomen sein.

Die Tatsache, dass CXCL9/MIG bei den nicht bis gering entzindeten Platten-
epithelkarzinomen (+) den immunhistologischen Farbungen zufolge starker exprimiert
wurde als bei den malRig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++), kénnte
unter anderem darin begriindet liegen, dass die Etablierung dieses Antikorpers bei
Paraffinschnitten noch nicht vollstdndig ausgereift ist.
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5.7. Interferon-Rekrutierung von CXCR3+ Lymphozyten

Der Chemokinrezeptor CXCR3, welcher auf aktivierten T-Zellen, natirlichen Killerzellen
und einigen B-Zellen exprimiert wird (Loetscher et al., 1996) und auf eine Interferon-
induzierte Rekrutierung von Lymphozyten hinweist, sollte immunhistologisch
nachgewiesen werden, um den Hinweis auf eine spontane Typ | Interferon-assoziierte
Entzindung im Plattenepithelkarzinom der Haut und die Existenz endogener Anti-
Tumor-Immunabwehr-Mechanismen noch weiter zu bestarken. Fir CXCR3 konnte in
der Vergangenheit bereits nachgewiesen werden, dass er in der Entstehung und
Unterhaltung von Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle spielt. So konnte am
Beispiel des systemischen Lupus erythematodes — bei dem es sich ebenfalls um
epitheliale Hautlasionen handelt — gezeigt werden, dass die betroffenen Hautareale von
CXCR3+ T-Lymphozyten infiltriert werden und diese die Entzindungsreaktion mit
bedingen. Ursachlich fiur das Einwandern der Immunzellen in die Haut sind dabei lokal
hohe Konzentrationen seiner bereits erwahnten Liganden CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10
und CXCL11/I-TAC (sog. ,skin homing®). (Lacotte et al., 2009) CXCRS3 ist daher
aufgrund seiner Eigenschaften und Wirkmechanismen ein Ansatzpunkt fur die
Entwicklung neuer Medikamente geworden (spezifische Antikdrper, Antagonisten), die
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen in Frage kommen. Im Gegensatz dazu
ware eine erhohte Expression und Aktivitdt des Rezeptors und seiner Liganden
winschenswert, wenn es darum geht, eine antitumorale Immunantwort zu unterstitzen.
Von Liu et al. wurde gezeigt, dass in vitro-Stimulation von T-Lymphozyten mittels
Interleukin-2 zu einer signifikanten Steigerung der CXCR3-Expression fihrt. (Liu et al.,
2005) Ob sich aus dieser Erkenntnis zuklnftig neue Therapiemoglichkeiten fur die
Behandlung des Plattenepithelkarzinoms der Haut ergeben, missen weitere Versuche

und Studien zeigen.

Wie experimentell festgestellt wurde, ist die Expression des Chemokinrezeptors CXCR3
auf den Zellen des peritumoralen Infiltrats im Vergleich der nicht bis gering entztindeten
Plattenepithelkarzinome (+) mit den maRig bis stark entzindeten Platten-
epithelkarzinomen (+++) signifikant erhoht. Hierdurch konnte die Hypothese, dass es
sich um eine Interferon-Rekrutierung von CXCR3+ Lymphozyten handelt, welche durch

die bereits nachgewiesenen Interferon-induzierten Liganden CXCL9/MIG und
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CXCL10/1P-10 entlang eines Chemogradienten in das peritumorale Gewebe gewandert
sind, bestatigt werden. Zur weiteren Untermauerung der Arbeitshypothese, dass es sich
hierbei am ehesten um eine Typ | Interferon-assoziierte Entziindung handelt, wurde ein
maoglicher Zusammenhang zwischen der Expression von MxA und der Anzahl von CD3+
T-Lymphozyten, GrB+ zytotoxischen Zellen und CXCR3+ Lymphozyten, sowie der
Expression von IDO auf den Tumorzellen anhand von Korrelationen Uberprift. Diese
ergaben alle hoch signifikante Werte und bestatigten die Existenz einer spontanen Typ |
Interferon-assoziierten Entziindung im initialen Plattenepithelkarzinom der Haut — eine
Erkenntnis, die als ein weiterer Hinweis auf die hypothetisierten endogenen Anti-Tumor-

Immunabwehr-Mechanismen verstanden werden kann.
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5.8. Rollevon Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)

Die Expression des immunregulatorischen Enzyms IDO, welches eine wichtige Rolle in
der Kontrolle von Entziindungsreaktionen spielt (Puccetti, 2007) und lokal zu einem
Proliferationsstillstand von T-Lymphozyten fuhren kann (Uyttenhove et al., 2003), wurde
in den ausgewahlten Plattenepithelkarzinomen immunhistologisch bestimmt, um eine
mogliche Reaktion des Tumors auf den Immunangriff durch zytotoxische T-
Lymphozyten nachzuweisen. In der immunhistologischen Farbung der Kontrollgruppe
konnte keine Expression von IDO nachgewiesen werden, wohingegen auf den Tumor-
zellen im Vergleich der Kontrollgruppe mit den nicht bis wenig entziindeten Platten-
epithelkarzinomen (+) die Expression signifikant erhoht, im Vergleich der Kontroll-gruppe
mit den malig bis stark entziindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) hoch signifikant
erhoht war. Der Druck, der durch die Reaktion des Immunsystems auf entartete Zellen
ausgelost werden kann, fihrte bei den untersuchten initialen Plattenepithelkarzinomen —
und hier speziell in der Gruppe der mafig bis stark entzindeten Plattenepithel-
karzinome (+++) — nachgewiesenermaf3en zu einem Versuch des Tumors, die Immun-
antwort durch Depression von T-Lymphozyten abzuschwéchen und — im Sinne des
Immunoescape (Dunn et al., 2006) — dem Angriff des Immunsystems zu entkommen. (s.
Abb. 7) Erste Ansatze, sich IDO im Rahmen therapieresistenter Tumoren zu Nutze zu
machen und mit Hilfe von Enzym-Inhibitoren eine Regression zu induzieren, existieren
bereits. (Katz et al., 2008; Rutella et al., 2009)
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6. Zusammenfassung

Das Plattenepithelkarzinom ist der zweithaufigste maligne Tumor der Haut und
atiologisch in der tuberwiegenden Zahl der Falle durch UV-induzierte Mutationen des
Tumorsuppressorgens p53, welche zu einer Proliferation entarteter Keratinozyten
fuhren, bedingt. Obligate Prakanzerose des Plattenepithelkarzinoms ist die aktinische
Keratose, die, ebenso wie das initiale Plattenepithelkarzinom, spontan in Regression
gehen kann. Die Auseinandersetzung des Immunsystems mit den Tumorzellen scheint
dabei eine entscheidende Rolle zu spielen, da bei immunsupprimierten Patienten haufig

ein deutlich aggressiverer Krankheitsverlauf beobachtet werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der Methoden der Immunhistologie
Serienschnitte von Stanzbiopsien 60 per Zufallsstichprobe ausgewahlter Platten-
epithelkarzinome in Bezug auf Ausmafll und zellulare Zusammensetzung ihrer
peritumoralen Infiltrate untersucht. So sollte einerseits die Art der Immunantwort naher
charakterisiert werden, andererseits sollte nachgewiesen werden, ob es infolge des
Immunangriffs zu einer Reaktion im Sinne einer Immunregulation durch die Tumorzellen

kommt.

Die experimentell ermittelten Daten bestatigten eindeutig die Existenz einer Typ |
Interferon-assoziierten Entzindung im Plattenepithelkarzinom der Haut. Die Expression
von MxA war bei den entziindeten Tumoren hoch signifikant erhdht, die infiltrierenden
Zellen waren CXCR3+ mit einem hohen Anteil zytotoxischer Zellen. CXCL9/MIG und
CXCL10/1P-10 wurden ebenfalls exprimiert. IDO wurde bei den maRig bis stark
entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+++) starker exprimiert als bei den nicht bis
gering entzindeten Plattenepithelkarzinomen (+) und wies so den Versuch der

Tumorzellen nach, den Immunangriff abzuschwachen.

Ein tieferes Verstandnis dieser spontanen Typ | Interferon-assoziierten zytotoxischen
Entziindung im Sinne einer endogenen Anti-Tumor-Immunabwehr einerseits und des
Mechanismus des Tumor-Escape andererseits konnte zur Optimierung bereits
vorhandener Therapien und zur Entwicklung neuer Strategien beim therapeutischen

Vorgehen gegen das Plattenepithelkarzinom der Haut fihren.
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