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1 Einfuhrung
1.1 Der PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg

1.1.1 Aufbau des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweges

Die mTOR ist ein wichtiger Bestandteil des PIBK/Akt/mTOR-
Signaltransduktionsweges (Abb. 1).

Wachstumsfaktoren  aktivieren  Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) an  der
Zelloberflache, welche wiederum selbst als Aktivatoren, nadmlich der GTPase Ras,
fungieren. Die Aktivierung der Ras durch die RTKs geschient Uber deren
Dimerisierung und Aktivierung ihrer Kinaseaktivitat, was in einer Phosphorylierung
von Tyrosinstellen an ihrem cytoplasmatischen Anteil resultiert. Diese dienen nun als
Andockstellen fur verschiedene Adapterproteine wie GRB2. Nachfolgend kénnen
weitere Effektoren wie SOS an die GRB2 binden, was die Phosphorylierung von
GDP zu GTP an der Ras stimuliert.

Es gibt nun verschiedene Effektorproteine der Ras. Der wichtigste der drei Haupt-
Signaltransduktionswege der Ras zur spateren Aktivierung der mTOR I|auft Gber die
Kinasen der Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase-Familie, die sogenannten PI3Ks.
Diese sind in der Lage, eine Phosphorylierung am Inositolring des Membranlipids
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphates durchzufihren, welches dann als second
messenger Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PtdIns(3,4,5)P3 oder PIP3) aktiv
wird. Der second messenger PIP3 kann nun Signalproteine aktivieren, die ihrerseits
wiederum als Signalgeber und Aktivatoren fir weitere Kinasen dienen. Eine Gruppe
dieser Signalproteine sind die zur Akt-Familie gehdrenden, als Serin/Threonin
Kinasen fungierenden Kinasen Akt1, Akt2 und Akt3. Nach Bindung von PIP3 und
nachfolgender Translokation von Akt zur Plasmamembran wird Akt an zwei Stellen
phosphoryliert, um aktiv zu werden, namlich an der Aminosaure Thr 308 durch die 3-
Phosphoinositid-abhédngige Proteinkinase 1 (PDK1) und an der Aminoséaure Serin
473. Kontrovers diskutiert wird seit langem, Uber welche Kinase die Aminosaure
Serin 473 phosphoryliert wird.

Akt ist in der Lage, viele verschiedene Substrate zu phosphorylieren.

Ein Schlisselsubstrat im PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg stellt der Tuberdse
Sklerose Komplex 2 (TSC2) dar, der direkt durch Akt in vivo und in vitro
phosphoryliert und damit gehemmt wird (Inoki et al. 2002; Manning et al. 2002).



TSC2, auch Tuberin genannt, stellt ein GTPase aktivierendes Protein (GAP) flr eine
kleine Ras-&hnliche GTPase dar, die Rheb (Ras homolog enriched in brain). Diese
ist aktiv in gebundenem Zustand mit GTP und aktiviert den Komplex aus raptor, einer
Untereinheit der ersten von zwei existierenden TOR- Komplexen, auf welche weiter
unten noch genau eingegangen wird, und der mTOR. Uberexpression von Tuberin
und Hamartin (TSC1) fuhrt zu einer Abnahme der GTP- gebundenen Rheb und zu
einer Zunahme der inaktiven GDP- gebundenen Rheb (Garami et al. 2003). Dieses
Verhaltnis normalisiert sich wieder bei Mutationen in der GAP- Doméane der TSC2
(Garami et al. 2003). Fehlt Tuberin, so bleibt die Rheb in gebundenem Zustand mit
GTP und aktiviert somit dauerhaft die mTOR- Kinase. TSC2 hat folglich eine negativ
regulierende Funktion fur die Rheb und damit die Aktivitat der mTOR.

Uber welchen Mechanismus Rheb die mTOR letztendlich aktiviert, ist noch nicht
vollstandig geklart. Ein Ansatz geht von einer direkten Aktivierung der mTOR durch
die Rheb aus (Long et al. 2005).

TSC2 bildet folglich mit TSC1 (Hamartin) einen heterodimeren Komplex, der durch
Hemmung des mTOR- Signaltransduktionsweges tumorsuppressiv wirkt. Ob und wie
TSC1 an der GTPase-Aktivitat von TSC2 beteiligt ist, wird kontrovers diskutiert.
Deutlich wird jedenfalls die tumorsuppressive Eigenschaft von TSC1 und TSC2 an
der Krankheit der Tuberdsen Sklerose, bei der durch Ausfall der beiden Gene fir
Hamartin und Tuberin und damit standiger Aktivierung von mTOR multiple benigne
Tumoren unter anderem an der Haut und der Retina (Hamartome), an den Nieren
(Angiomyolipome), im Gehirn (Hamartome) und im Herzen (Rhabdomyome)
entstehen.

Die am besten bekannten Substrate der mTOR sind die ribosomale S6 Kinase (S6K)
und das sog. eukaryotic initiation factor 4E (elF4E)- bindende Protein (4E-BP1).
Phosphorylierung letzterer fihrt zu der Dissoziation von 4E-BP1 von elF4E. elF4E
bindet daraufhin zwei weitere initiation factors, elF4G und elF4A, und dieser Komplex
erleichtert das Rekrutieren von Ribosomen fir die mRNA, was somit auch die
Proteinsynthese erleichtert (Gingras et al. 1999).

Die S6K, von der S&ugetiere zwei verschiedene Formen besitzen , die S6K1 und die
S6K2, stellt das Bindeglied zwischen der mTOR und dem in dieser Arbeit auf die
Expression bei verschiedenen Hautveranderungen hin untersuchten ribosomalen S6-

Proteins dar.



Auf die Bedeutung und Funktion der mTOR-Kinase, der S6-Kinase und des
ribosomalen S6-Proteins im PI3K/Akt/mTOR- Signaltransduktionsweg wird im
Folgenden genauer eingegangen.

Ptdlns£4,5)P2 __PtdIns(3,4,5)P,

GRB2 _ GDP

2 | sos | Ras | Pisk |

GTP

elF4G

[aran]

Abb.1: Vereinfachte Darstellung des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweges

1.1.1.1 Die mTOR-Kinase, die mMTOR- Komplexe und die S6-Kinase

Die mTOR ist ein wichtiger Bestandteil des PIBK/Akt/mTOR-
Signaltransduktionsweges. Sie wurde erstmals Anfang der neunziger Jahre des

20. Jahrhunderts von Heitman et al. durch Mutationen der Kinase in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae identifiziert. Diese Mutationen (TOR1-1, TOR2-1) flhrten
zu einer Resistenz der TOR- Kinase gegeniber der immunsupressiv wirkenden
Substanz Rapamycin, durch die sie normalerweise gehemmt wird (Heitman et al.
1991). Im Folgenden wurden in der Hefe fur die TOR zwei verschiedene zellulare
Aktivitaten und zwei verschiedene Gene fir die TOR identifiziert (TOR1 und TOR2)
(Heliwell et al. 1994). Anders als bei der Hefe kodiert bei den Eukaryonten ein Gen
fir die target of Rapamycin. Bei den Sadugetieren wird sie mammalian target of
Rapamycin genannt (mTOR). Die TOR der Eukaryonten ist ein ca. 289 kDa groBes
Protein, das zu der Familie der sogenannten Phosphatidylinositol-Kinase-verwandten
(PIKK) Kinasen gehért und als eine Serin/Threonin-Kinase fungiert. Innerhalb der
Carboxy- terminalen Region des Proteins befindet sich die Kinase-Domane, wahrend
Amino-terminal der Kinase-Domane in mTOR sich die FKBP12-Rapamycin-bindende

6



Domaéne befindet. Der Komplex aus Rapamycin, einem Immunsuppressivum auf das
noch weiter unten eingegangen wird, und der Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase
FKBP12 bindet sich an diese Domane, was zu einer Inhibition der mTOR fihrt.
Loewith et al. beschrieben 2002 zwei verschiedene TOR-Komplexe in der Hefe,
TORC1 und TORC2 (Loewith et al. 2002). Assoziierte Proteine des TORC1 sind
TOR1 oder TOR2, KOG1, LST8 und TCO89, des TORC2 AVO1-3, LST8 und BIT61.
Auch bei Saugetieren wurden zwei TOR- Komplexe identifiziert. Wie die mTOR
homolog zur TOR1 und TOR2 in der Hefe ist, so finden sich auch Homologien der
assoziierten Proteine der TORC1 und der TORC2 in der Hefe zu den zwei TOR-
Komplexen bei Saugetieren. Homolog beim TORC1 zu KOG1 ist bei den
Saugetieren das die mTOR aktivierende Protein raptor (regulatory associated protein
of TOR), zu LST8 die mLST8, welche den raptor-mTOR-Komplex stabilisiert und
wichtige Funktionen in der Phosphorylierung von Substraten der mTOR Ubernimmt.
Raptor und mLST8 stellen damit essentielle Komponenten in der
Zellwachstumsregulation der TORC1 dar.

Im TORC2 ist das Protein rictor (mMAVO3) bei Saugetieren der AVO3 bei Hefen
homolog, die mLST8 (GBL) der LST8. Die mTOR-Kinase und die Proteine rictor und
mLST8 besitzen im TORC2 wichtige Funktionen in der Veradnderung von
Zellmorphologie und Zelladh&sion, wahrscheinlich via Modulation des Aktin-
Zytoskelettes.

Folglich bilden bei Saugetieren mTOR, raptor und mLST8 den TORC1 (mTORC1)
und mTOR, rictor und mLST8 den TORC2 (mTORC2) (Loewith et al. 2002).

Das bekannteste Substrat der mTOR ist die S6-Kinase. 1998 wurde bei Saugetieren
eine zweite Form dieser entdeckt, und damit die bis dahin bekannte S6-Kinase S6K1
genannt, wahrend die neu entdeckt S6- Kinase seitdem die Bezeichnung S6K2 tragt
(Shima et al. 1998). I|hre Funktionen im Rahmen des PI3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionsweges werden unter 1.1.4 beschrieben.



1.1.1.2 Das phosphorylierte ribosomale Protein S6 (rpS6)

Eukaryontische Ribosomen besitzen eine 40S-Untereinheit und ein gréBere 60S-
Untereinheit. Die 40S-Untereinheit ist aus 33 Proteinen und einer 18S-rBRNS
zusammengesetzt, die 60S-Untereinheit aus 45 Proteinen und drei rRNS-Sticken.
Das 30 kDa groBe phosphorylierte ribosomale Protein S6 (rpS6) war das erste
ribosomale Protein, bei dem eine Phosphorylierung festgestellt werden konnte und
das erste identifizierte Substrat der S6K (Ruvinsky et al. 2006). Dass
phosphoryliertes S6 im Zytosol und im Nukleus vorkommt, wurde erstmals 1974
durch Gressner et al. an sich regenerierender Rattenleber gezeigt (Gressner et al.
1974). An finf Aminosauren, welche sich am C- terminalen Ende des Proteins
befinden, wird S6 phosphoryliert. Diese sind Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 und
Ser247 (Krieg et al.1988). Diese Phosphorylierungsstellen sind bei hdheren
Eukaryonten gleich.

1.1.2 Die physiologische Regulation der mTOR

Die Regulation der mTOR wird vor allem durch das Nahrstoffangebot vermittelt. Ein
niedriges Angebot an Aminosauren und Glucose fuhrt zu einer Inaktivierung der
MmTOR. Umgekehrt kommt es zu einer Aktivierung der mTOR bei hohem
Aminosaure- und Glucoseangebot. Der exakte Mechanismus, durch das mTOR ein
positives Aminosaureangebot vermittelt bekommt, was zu deren Aktivierung fuhrt, ist
nicht ganz klar. Kim und Kollegen gehen von einer durch Aminosduren vermittelten
Anderung des raptor-mTOR-Komplexes aus, welcher fiir die Aktivierung der
Substrate der mTOR obligat ist (Kim et al. 2002, 2003). Auch Insulin und andere
Wachstumsfaktoren haben einen positiven Einfluss auf die Signaltransduktion zu
mTOR. Dies geschieht Uber die PI3K und Akt. Kommt es aber zu einem ATP-Abfall
aufgrund Glucosemangels, so sinkt die mTOR-Aktivitat trotz hohen Insulinangebotes
(Dennis et al. 2001).

Die mTOR-Kinase stellt somit ein wichtiges Bindeglied zwischen Nahrstoffangebot
wie Glucose- und Aminosaureangebot und anabolen Effekten wie Proteinsynthese
dar.



1.1.3 Die physiologischen Funktionen der mTOR im PI3K/Akt/mTOR-
Signaltransduktionsweg

Die im Folgenden beschriebenen Funktionen der mTOR werden durch den mTOR-
Komplex 1 (mMTORC1) ausgefiihrt. Die mTOR reguliert die Proteinsynthese Uber die
Stimulation der Transkription von Genen der ribosomalen Biogenese, Transkription
von rRNA-Genen durch die RNA-Polymerase |, Transkription von Genen ribosomaler
Proteine durch die RNA-Polymerase |l und Transkription von tRNA-Genen durch die
Polymerase Ill (Hay and Sonenberg 2004).

Phosphorylierung der S6K1 und folglich des ribosomalen S6-Proteins flihrt zu einem
GréBenwachstum der Zelle. Die  Phosphorylierung von 4E-BP1und dadurch
Dissoziation von elF4E fihrt letztlich wie unter 1.1.1 schon beschrieben durch
Rekrutieren von Ribosomen zu einer verstarkien Proteinsynthese.

Durch die oben beschriebene Nahrstoff- und Wachstumsfaktorenaktivierung des
PIBK/Akt/mTOR-  Signaltransduktionsweges kommt es zu einer Bildung
verschiedener mRNAs, unter anderem fiur FGF (fibroblast growth factor) und VEGF
(vascular endothelial growth factor), auBerdem zu verstarkter Proteinsynthese, zu
einem GréBenwachstum und Proliferation der Zelle. Auch die Zellzyklusprogression
wird durch die S6K1 und elF4E vorangetrieben (Fingar et al. 2004). Der
PIBK/Akt/mTOR- Signaltransduktionsweg vermittelt somit bei guter Erndhrungslage
anabole Effekte wie die Proliferation der Zelle durch Kopplung von Zellwachstum und
Zellzyklusprogression und besitzt auch eine anti-apoptotische Wirkung.

Viele Studien an der TOR von Vielzellern unterstitzen diese Erkenntnisse.
Homozygote mTOR -/- Mausembryos sterben kurz nach Implantation aufgrund stark
erniedrigter Zellproliferation des Embryos (Murakami et al., 2004).

Es gibt auch Hinweise dafir, dass mTOR an der Alterung (Martin and Hall 2005) und
an der Gedéachtnisbildung beteiligt ist (Tischmeyer et al. 2003).

Hauptaufgaben der mTOR sind folglich Kontrolle des Wachstums vor allem im
Wachstumsalter, wahrend im Erwachsenenalter die Kontrolle anderer
erndhrungsabhangiger Vorgange, wie Gedachtnisbildung und das Altern im
Vordergrund stehen.

Wéhrend die Funktion des mTOR1-Komplexes (mTORC1) in Fdérderung und
Kontrolle in gerade beschriebener ribosomaler Biogenese und Transkription der
MRNA liegt, ist die mTORC2 fir die Polymerisation des Aktins im Aktinzytoskelett
und damit fir die Organisation des Aktinzytoskelettes und die Zellmorphologie
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zustandig (Sarbassov et al. 2004). Eine weitere Funktion der mTORC2 ist die
Aktivierung der Aki.

Weitere Aufgaben der Akt- Kinase neben der als Aktivator der mTOR und damit in
Zellwachstum und —proliferation bestehen in der Regulation von Zelliberleben,
Genomestabilisierung und der Férderung von Neovaskularisation.

1.1.4 Die physiologischen Funktionen der S6-Kinase und des
phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins

Die S6K wurde schon sehr friih als Substrat der mTOR-Kinase identifiziert.

Durch genetische Untersuchungen an der Fliege Drosophila melanogaster, bei
denen das Gen fur das Effektorprotein des mammalian target of Rapamycin
(mTOR), namlich die S6- Kinase ausgeschaltet wurde (dS6K —/-), ist bekannt, dass
die S6-Kinase fir das Wachstum der Zellen unerlasslich ist. Diese Fliegen wiesen
namlich bei etwa gleicher Zellzahl eine geringere ZellgréBe der Fligel- und
Augenzellen als ihre Wildtypen auf (Montagne et al. 1999).

S6K1 —/- Myofibroblasten von Mausen entwickeln ebenfalls eine geringere ZellgréBe
als Wildtypmyofibroblasten, was die essentielle Rolle der S6-Kinase als Substrat fur
die Akt- Kinase und die mTOR-Kinase in der Kontrolle des Zellwachstums bestatigt
(Ohanna et al. 2005).

S6K2- defiziente Mause (S6K2 -/-) zeigten im Gegensatz zu S6K1 —/- Mausen
keine reduzierte KérpergréBe. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass S6K2 —/-
Zellen eine geringere Phosphorylierung des ribosomalen S6-Proteins aufweisen
(Pende et al. 2004).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die S6K1 wichtige Funktionen in der
Regulation des Zellwachstums Gbernimmt, wahrend die S6K2 hauptsachlich fir die
Signaltransduktion zum ribosomalen S6-Protein durch dessen Phosphorylierung
zustandig ist.

Das Zusammenwirken beider Kinasen ist fir das Uberleben essentiell, was an
Mausembryos demonstriert werden konnte, die defizient fiir beide Gene, sowohl der
S6K1, als auch der S6K2 waren. Diese wiesen namlich im Gegensatz zu
Mausembryos mit Verlust nur eines der beiden Gene fiir die S6K eine sehr hohe
perinatale Letalitat auf (Pende et al. 2004).

Obwonhl das ribosomale S6-Protein als Substrat der S6K ebenfalls schon seit langem
bekannt ist, bleibt dessen Funktion in mancher Hinsicht unklar.
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Das ribosomale S6-Protein kann an 5 Stellen phosphoryliert werden. Diese sind die
Nukleotide Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 und Ser247. Ser235 und Ser236
werden zur Aktivierung des ribosomalen S6-Proteins dabei als erstes phosphoryliert
(Flotow und Thomas 1992).

Ein Knockout-Modell, bei dem Phosphorylierungsstellen zur Aktivierung von S6 flr
die S6K entfernt wurde (rpS6~ "), zeigte, dass Mausembryofibroblasten (MEFs)
ohne phosphoryliertes S6 viel kleiner waren als die Wildtyp-MEFs. Dies flhrte zu der
Annahme, dass rpS6 eine wichtige Rolle in der Zellzyklus- und Zellwachstums-
regulation durch mTOR und die S6-Kinase spielt (Ruvinsky et al. 2005). Die gleichen
Effekte konnten flr pankreatische -Zellen und flr Interleukin-7-abhangige Zellen
gezeigt werden.

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Hauptaufgabe der rpS6 in der Regulation
der Translation sogenannter TOP-mRNAs liegt. Das sind mRNAs, die fur die Bildung
von Proteinen des Translationsapparates, wie ribosomale Proteine und
Elongationsfaktoren, kodieren. Diese mRNAs besitzen am 5°-Ende einen
Oligopyrimidin-Trakt (5"TOP), weswegen sie TOP-mRNAs genannt werden.

Neuere biochemische und genetische Untersuchungen konnten den Zusammenhang
von phosphoryliertem ribosomalen S6 und Kontrolle der Translation von TOP-
mRNAs widerlegen (Stolovich et al. 2005).

Ebenfalls konnte in aktuellen Studien mit rpS67~ -knockout-M&usen, bei denen es
zu einer vermehrten Proteinsynthese kam, im Umkehrschluss gefolgert werden, dass
die Phosphorylierung des ribosomalen S6-Proteins im Gegensatz zu friheren
Meinungen mit einer geringeren Proteinsynthese korreliert (Ruvinsky et al. 2005),
wéahrend die Aktivierung eines weiteren Substrates der S6-Kinase, namlich der 4E-
BP1, zu einer vermehrten Proteinsynthese fuhrt. Diese Beobachtung kann laut
Ruvinsky und Meyuhas aber auch auf einer kompensatorisch vermehrten Aktivierung
anderer Substrate der S6K beruhen (Ruvinsky und Meyuhas 2006).

Weiterhin wurde ebenfalls im Gegensatz zu frlheren Vermutungen bei diesen
rpS6°~~- MEFs eine gesteigerte Zellproliferation registriert, was laut der Autoren auf
einen Kompensationsmechanismus fir den Gesamtorganismus bei zu geringem
GréBenwachstum der Einzelzellen zuriickzuflhren ist (Ruvinsky et al. 2005).

-/

Eine weitere Funktion der rpS6 konnte in rpS6 P~~-knockout-Mausen gezeigt werden.

Diese zeigen namlich bei Glucosebelastung keine adaquate Insulinsekretion, womit
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auf eine wichtige Rolle der rpS6 in der Glucosehomdostase hingewiesen wird
(Ruvinsky et al. 2005).

Zusammenfassend liegt somit die Hauptfunktion des phosphorylierten und somit
aktiven ribosomalen S6-Proteins in der Férderung des Zellwachstums und in der
Regulation des Glucosehaushaltes. Eine wichtige Funktion im komplizierten System
sowohl der Proteinsynthese, als auch der Zellproliferation kann trotz der jingeren
Untersuchungen dennoch nicht mit Sicherheit widerlegt oder abgestritten werden.
Die Grundvoraussetzung der Zellproliferation basiert namlich auf ZellgréBen-
wachstum und diese bendtigt wiederum eine gesteigerte Proteinsynthese. Folglich
bilden die Vorgange der Proteinsynthese, des Zellwachstums und der
Zellproliferation eine unidirektionale Kette, wobei der jeweils vorangehende Teil

essentiell fir den darauf folgenden ist.

12



1.1.5 Die Rolle des  PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweges  bei
menschlichen Erkrankungen

Es ist mittlerweile bekannt, dass es bei den verschiedensten menschlichen
Erkrankungen zu einer Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweges
kommt oder aber Effektoren der mTOR direkt betroffen sind.

1.1.5.1 Erbliche Tumor-assoziierte Erkrankungen

Zu dieser Gruppe von Erkrankungen, die auch Phakomatosen genannt werden,
gehdren unter anderem die Neurofibromatose, die tuberdse Sklerose, die von-Hippel-
Lindau-Krankheit, die Cowden-Krankheit und das Peutz-Jeghers-Syndrom. All diesen
sogenannten neurokutanen Syndromen ist gemeinsam, dass sie neuroekto- und
mesodermale Tumoren und GefaBveranderungen an Haut, ZNS und den Augen
bilden. Dabei kommt es durch den jeweilig spezifischen Genausfall nicht zu einer
Transformation betroffener Zellen in maligne Zellen, sondern zu deren abnormalen
Proliferation durch eine standig aktive Signaltransduktion. Charakteristika der

jeweiligen Erkrankung sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Erkrankung Betroffenes Folgen innerhalb Klinische Auspragung
Tumorsuppressorgen des Akt/mTOR- (nicht vollstandig)
Signaltrans-
duktionsweges
TSC1 und TSC2 mTOR? — S6Kt— | Hamartome in ZNS, Niere, Haut,
Tuberése Sklerose (Tubertse Sklerose rpS61, 4E-BP11 Lunge, Herz

Komplex 1/2)

Cowden-krankheit PTEN Aktt— mTOR? Hohes Risiko fir Brust-,
Schilddrisen- und

Endometriumskarzinom

Peutz-Jeghers- LKB1 AMPKt— mTOR?t | Gastrointestinale hamartomatése

syndrom Polypen

Neurofibromatose NF1 Rast—PI3Kt— Neurofibrome, Irishamartome, Gliom
(Neurofibromatin 1- Aktt—mTOR? Phaochromozytome
Tumorsuppressorgen)

Von-Hippel-Lindau- | VHL (mTOR—) Zerebellare und retinale

syndrom (Von-Hippel-Lindau- HIF1at— Hamangioblastome, Nieren-,
tumorsuppressorgen) VEGF1 Leber- und Pankreaszysten

Tab.1: erbliche Tumor-assoziierte Erkrankungen, deren Folgen fiir den Akt{/mTOR-
Signaltransduktionsweg und klinische Auspragung (1= Aktivierung)
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1.1.5.2 Maligne Tumorerkrankungen

Far eine Vielzahl an malignen Erkrankungen konnte bis heute eine direkte oder
indirekte Beteiligung des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweges nachgewiesen
werden. Dabei kommt es zu einer stédndigen Signaltransduktion durch autokrine oder
parakrine Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, Uberexpression oder auch
Mutation von Rezeptoren der Wachstumsfaktoren, Ras-Aktivierung, Mutation des
Tumorsuppressors PTEN, der PISK oder von Akt. Einige der Tumoren und deren
urséchlicher Mechanismus in der Signaltransduktion werden in Tab. 2 aufgefihrt.
Wie unter 1.1.3 schon erlautert, hat die mTOR und ihre Substrate anti-apoptotische
und Zellzyklus-progressive Wirkung. Dies scheint ein Hauptgrund fir die
Zellproliferation in Tumoren mit aktivierter mTOR zu sein.

Betroffenes Element Mechanismus Folgen innerhalb | Auswahl von dadurch
des entstehende Tumore
PI3K/Akt/mTOR-
Signaltrans-

duktionsweges

BCR-ABL-fusions- Chromosomale Aktr chronische myeloische
protein Translokation (9;22) Leukamie

Epidermaler Uberexpression PI3K? Glioblastoma multiforme
Wachstumsfaktoren-

Rezeptor

Her-2/neu (Onkogen) Uberexpression Pi3K1t Mammakarzinom

Akt (Kinase) Amplifikation Aktr Prostatakarzinom,

Pankreaskarzinom, gastrales
Adenokarzinom,
Mammakarzinom,

Ovarialkarzinom

PIK3CA (Kinase) Amplifikation Pi3K? Ovarial-und Zervixkarzinom
Kolonkarzinom, Ovarial- und
Mutation Mammakarzinom,

Glioblastoma multiforme

PTEN Mutation Akt1 Karzinome der Blase, der

(Tumorsuppressorgen) Brust, des Endometriums,
Melanome

PI3K/Akt (Kinasen) Uberexpression PI3K/Aktt B-zell Non-Hodgkin-Lymphom,

Multiples Myelom, akute
myeloische Leukamie

Tab.2: Ursachen und Vorkommen der Aktivierung des PIBK/Akt/mTOR- Signaltransduktionsweges bei
einer Auswahl an Tumoren
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Auch gibt es eine Reihe an Erkenntnissen Uber die Rolle des PI3K/Akt/mTOR-
Signaltransduktionsweges bei malignen Tumoren der Haut, auf die noch im
Diskussionsteil dieser Arbeit eingegangen wird.

1.1.5.3 mTOR und pathologische Angiogenese

Pathologische Angiogenese ist eine wichtige Voraussetzung fur die Proliferation und
Metastasierung maligner Tumore. Aber auch benigne Tumore wie die Hamartome
bei der tuberésen Sklerose sind auf standige Substratlieferung und damit auf
Angiogenese angewiesen.

Eine standige Sauerstoffunterversorgung resultiert in einer Aktivierung der mTOR
und dies zur Uberexpression eines Transkriptionsfaktors, namlich des HIF-1a, was
zu einer vermehrten Produktion und Ausschittung des VEGF (vascular endothelial
growth factor) fihrt (Hudson et al. 2002). VEGF regt nun die Bildung neuer GefaBe
an, welche den Tumor adaquat ernahren.$

1.1.5.4 mTOR und cardiale Hypertrophie

Hypertrophie bedeutet ZellvergréBerung. In vermehrtem und pathologischem MaBe
hat dies beim Herzen eine abgeschwachte Pumpleistung zur Folge und fihrt damit
zur Herzinsuffizienz. Ein wichtiger Vermittler dieser ZellvergréBerung ist die mTOR
mit nachfolgender Aktivierung des ribosomalen Proteins. Wie schon unter 1.1.4
erlautert, fihrt die Phosphorylierung des ribosomalen S6 zu einer ZellvergréBerung,

was auch bei der cardialen Hypertrophie den entscheidenden Faktor darstellt.

15



1.2 Pharmakologische Hemmung des mTOR und klinische Relevanz

Mitte der siebziger Jahre wurde das Makrolid Rapamycin als fungizide Substanz
entdeckt (Vezina et al.,, 1975). Rapamycin ist ein Produkt des Bakteriums
Streptomyces hygroscopicus. Es bildet zusammen mit dem FK506-bindenden
Protein 12 (FKBP12) einen Komplex, der die mTOR-Kinase hemmt, was zu einem
Stopp in der G1-Phase des Zellzyklus und zu pro-apoptotischen Effekten flhrt.

Die spater entdeckte starke immunsuppressive Wirkung von Rapamycin (RAPA,
Sirolimus) fihrte1990 zu dessen Zulassung als erfolgreiches Immunsuppressivum
nach Nierentransplantation (Rapamune; Wyeth-Ayerst, Collegeville, Pennsylvania,
USA). Inzwischen wurden noch drei andere mTOR-Hemmer entwickelt, die eine
bessere Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit aufweisen. Dies sind CCI-779 (cell
cycle inhibitor 779, temserolimus; Wyeth Research), RAD001 (40-O-[2-hydroxyethyl]-
rapamycin, everolimus; Novartis Pharma, Basel, Schweiz) und AP23573 (Ariad
Pharmaceuticals, Cambridge, Massachusetts, USA).

Die von Rapamycin beschriebene antiproliferative Wirkung wurde Mitte der neunziger
Jahre durch dessen Fahigkeit erklart, Signaltransduktionswege zu hemmen, die ein
Bindeglied darstellen zwischen mitogenen Stimuli und daraus folgender
Proteinsynthese, welche fir die Zellzyklusprogression von der G1-Phase in die S-
Phase notwendig sind (Wiederrecht et al. 1995). Durch die antiproliferativen und die
die pathologische Angiogenese hemmenden und damit antitumorésen Effekte von
Rapamycin angespornt, konnte in den letzten zwei Dekaden eine gute Wirkung flr
dieses bei einer Reihe von Tumoren in vitro, in Tiermodellen und in klinischen
Studien nachgewiesen werden. Ursache der anti-tumordsen Eigenschaften sind eine
Wachstumshemmung der malignen Zellen durch einen Zellzyklusarrest und
vermehrte Einleitung in die Apoptose (Wiederrecht et al. 1995, Luan et al. 2002).
Der frihe klinische Einsatz von Rapamycin als antitumorése Substanz konnte wegen
dessen schlechter Wasserloslichkeit und Stabilitdt jedoch nicht gelingen. Nach
Entwicklung von schon oben beschriebenen Derivaten des Rapamycin wurden diese
nun in den letzten Jahren mit Erfolg einer klinischen Evaluation hinsichtlich ihrer
antitumordsen Eigenschaften bei einigen Tumoren unterzogen.

In Tabelle 3 werden die Tumore aufgelistet, fir die eine antitumorése Wirkung bei
den entsprechenden mTOR- Hemmern nachgewiesen wurde.
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m-TOR- Hemmer Wirkung Erfolg Wirkung unzureichend laufende Studien
versprechend

Rapamycin Rhabdomyosarkom (in
vitro) (1),
CML (Pilotstudie) (2)

CCI-779 Glioblastom, Melanom, Mammakarzinom (6),
Prostata-, Glioblastom (7),
Pankreaskarzinom (in metastasierendes
vitro, Tiermodelle) (3), Malignes Melanom (8),
Nierenzellkarzinom (1) AML (alle 1) (9)
(4), SCLC (II,K) (5)
RADOO1 NSCLC (I/ll) (10), Endometrium-
Myelodysplastisches karzinom (Il) (NCT
Syndrom (I/11) (11) 00087685 trial)
AP23573 Glioblastom, Prostata-,

Mamma-, Pankreas-,
Lungen-, Kolonkarzinom
(in vitro) (12), Glioblastom
() (13,14), AML (ll) (15)

Tab. 3: Ausgewahlte Studien beziiglich der Wirkung der m-TOR-Hemmer auf verschiedene maligne
Tumorerkrankungen.(Abkirzungen in Klammern: |-ll= Studienphase, K= in Kombination mit
Chemotherapie, Nr.= Quellenangabe im Literaturverzeichnis)

Weitere erfolgreiche Anwendungsgebiete des mTOR-Hemmers Rapamycin sind

aufgrund dessen signaltransduktionshemmenden Wirkung die starke Psoriasis und

die Graft-versus-Host-Disease (GvHD). Gehemmt wird dabei die Aktivierung der T-

Lymphozyten durch Hemmung der Signaliibertragung vom Interleukin-2-Rezeptor

dber die mTOR-Kinase zum Zellkern der T-Lymphozyten, die an der Pathogenese

von Psoriasis und der GvHD mafgeblich beteiligt sind.

Auf spezielle Erkenntnisse des mTOR-Signaltransduktionsweges und Erfahrungen in

der Therapie der in dieser Arbeit untersuchten benignen und malignen

Hautverdnderungen wird im Diskussionsteil noch genauer eingegangen.

17




1.3 Aufbau der Haut

Die Epidermis setzt sich aus vier Zellagen zusammen mit jeweils speziellen
morphologischen und funktionellen Eigenschaften.

Auf der Basallamina liegen die palisadenférmig angeordneten, Uber
Hemidesmosomen verankerten zylindrischen Basalzellen, aus deren Zellteilung die
differnzierungsfahigen Keratinozyten entstehen.

Nach Austritt aus der Basalzellschicht erfolgt die aktive Bewegung durch die
sogenannte Stachelzellschicht (stratum spinosum, ca. 2-5 Zellagen), in der die
horizontale Ausrichtung der Keratinozyten erfolgt.

Die Ausdifferenzierung der Keratinozyten erfolgt hauptséachlich im darauffolgenden
stratum granulosum (K&rnerschicht, ca. 1-3 Zellagen). |[hren Namen hat diese
Schicht von den in den Keratinozyten vorkommenden basophilen
Keratohyalingranula, die Vorlaufer der Keratinmatrix.

Ein stratum lucidum kommt gewdhnlich nur in dicker Epidermis vor (z.B.
Handflachen, FuBsohlen). Die Schicht ist sehr dinn und ihre Zellen gehen nach
AbschluB ihrer Syntheseleistungen und Differenzierungsvorgange Uber in die Zellen
des ca. 10-20 Zelllagen umfassenden stratum corneum (Hornschicht). Dieses setzt
sich aus den jetzt kernlosen, plattenartig Ubereinander liegenden Korneozyten

Zzusammen.

. Hautlinien ) —
- . Stratum corneum

- Stratum lucidum

Stratum granulosum + Oberhaut
f 1 -3
Stratum spinosum + (Epidermis)
Stratum basale
Haut
- Stratum papillare {Kutis)
Lederhaut

(Korium) |

Stratum reticulare
Schweildriisen- ~_ &Y .
gange 73 Kammfdrmige

! dermale Papillen
Kapillarschiinge der

Lederhautpapille

Abb. 2: Aufbau der Kutis
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Die Dermis (Korium) (Abb.2) setzt sich aus aus dem stratum papillare und dem
stratum reticulare zusammen. Erstgenannte besteht aus einem lockeren Netz aus
Kollagen- und elastischen Fasern. Zwischen diesem Netz befindet sich die aus
Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen bestehende Interzellularsubstanz. Im
stratum papillare befindet sich ein dichtes Netz aus Kapillaren und LymphgefaBen,
zudem ist diese Schicht mit einer Vielzahl an Abwehrzellen (Makrophagen,
Lymphozyten), Mastzellen und Fibrozyten sehr zellreich.

Das stratum reticulare besteht aus einem sehr dichten, zellarmen Netz aus Kollagen-
und elastischen Fasern. Dieses ist der Grund fUr die gute ReiBfestigkeit und die gute
Elastizitdt der Haut. Auch findet sich hier im Gegensatz zum stratum papillare nur
wenig Interzellularsubstanz.

In der Subkutis befindet sich lappchenartig aufgebautes Fettgewebe mit
dazwischenliegenden bindegewebigen Septen. Letztere sind mit der Dermis
verbunden und enthalten die GeféaBe und Nerven. Aufgaben sind Wéarmeisolierung,

Energiespeicher und mechanischer Schutz.
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1.4 Die untersuchten Hautveranderungen

1.4.1 Viral bedingte Hauterkrankungen

Viruswarzen sind eine haufige durch humane Papillomaviren (HPV) ausgeldste
Hauterkrankung, deren Zielzellen die Keratinozyten darstellen. Eine Klassifizierung
der hillenlosen DNS-Viren erfolgte durch deren Gensequenzierung. Dabei kann man
zwischen den einzelnen Gruppen zum Beispiel bezlglich Tropismus (Haut oder
Schleimhaut) oder biologischen Charakteristika Unterschiede sehen. Mittlerweile sind
Uber 80 HPV-Typen bekannt.

Ubertragen werden die Viren von Mensch zu Mensch oder durch Autoinokulation.

Es gibt HPV-Typen die eine onkogene Potenz besitzen wie HPV-16 und HPV-18,
weshalb diese auch als ,high-risk“- Typen bezeichnet werden. Durch den Einbau von
DNS-Bruchstlicken in das Genom der Wirtszelle kénnen auch lange Zeit nach der
Primarinfektion Proteine produziert werden, die zelluldre Kontrollmechanismen und
die Apoptose stéren. Hauptsachlich ist hierfir die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens p53 verantwortlich. Nachfolgend kommt es zu einer
Tumorinitiation und spateren Entwicklung von invasiven Karzinomen. Bekannt ist
diese Art von Tumorentwicklung vor allem bei Tumoren des Anogenitalbereiches, der
Mundhéhle und des Osophagus.

Die Virusreplikation geschieht in den suprabasalen Zellen, was mit einer starken
Synthese von viralen Strukturproteinen vor allem in den oberen Epidermisschichten
einhergeht. Folglich kommt es durch die Proliferation der suprabasalen
Epidermisschichten zu Akanthose, Para- und Hyperkeratose.

Je nach Virustyp, Morphologie und Lokalisation werden verschiedene Varianten von
HPV-induzierten Warzen unterschieden, wie die Verruca vulgaris oder die Verruca
plantaris an der Haut und die Condylomata acuminata oder die Condylomata plana
an der Schleimhaut.

In dieser Arbeit wurden nur die Verruca vulgaris und die Condylomata acuminata auf
die rpS6-Expression hin untersucht.
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1.4.1.1 Die Verruca Vulgaris

Die meist flachen Knoten mit papillomatéser und verrukdser Oberflache treten
hauptsachlich an den Dorsalseiten der Finger, am Handrlcken, plantar und am Knie
auf. GréBere Konvolute aus urspriinglich einzeln stehenden Warzen kommen vor.

Am haufigsten sind bei den Verrucae vulgares die HPV-Typen 2 und 4 zu finden.

1.4.1.1.1 Histologie der Verruca vulgaris

Bei den virusbedingten Tumoren sind Akanthose, ausgepragte Papillomatose und
kraftige Hyperkeratose typisch. Charakteristisch sind perinukledr vakuolisierte, von
einem hellen Zytoplasmasaum umgebene Keratinozyten mit kleinen, basophilen
Kernen. Haufig lasst sich auch eine Doppelkernigkeit erkennen. Diese in kleinen Foci
und vor allem in den oberen Epidermisschichten vorkommenden Zellen werden
Koilozyten genannt, welche Ausdruck des zytopathogenen Effektes der HPV sind.
Ein perivaskulares entzindliches Infiltrat kommt haufig vor.

1.4.1.1.2 Therapie der Verruca vulgaris

Da Viruswarzen der Haut eine benigne und selbstlimitierende Infektion darstellen,
sollte erst konservativ behandelt werden. Dazu eignen sich Hauthobeln,
keratolytische Salben oder Kolloide. Auch vorherige Keratolyse und nachfolgende
Entfernung mit einem scharfen Loéffel zeigt gute Ergebnisse. Bleibt dies erfolglos,
kann das Kryoverfahren mit flissigem Stickstoff oder das elektrokaustische
Verfahren angewendet werden, die aber alle eine hohe Rezidivrate aufweisen.

1.4.1.2 Die Condylomata acuminata

Die meist rotlichen, weichen Warzen kommen multipel vor allem im
Genitoanalbereich vor. Bei Mannern ist haufig das Frenulum und der sulcus
coronarius des Penis betroffen, bei Frauen die Labia minora und die hintere
Kommissur, aber auch die gesamte Vagina und die Zervix uteri kdnnen betroffen
sein. Bei Konfluenz entstehen plattenartige Vegetationen.

Condylomata acuminata zahlen zu den ,sexual transmitted diseases” (STDs), da sie
hauptsachlich Uber den Geschlechtsverkehr Ubertragen werden. Haufigste
verursachende HPV-Viren sind die Typen 6, 11, 16, 18, 31, 51. Die ,high-risk“-HPV-
Typen 16, 18 und 31 besitzen die oben beschriebene onkogene Potenz, was nach
spaterer maligner Transformation zu invasiven Plattenepithelkarzinomen oder zum

Zervixkarzinom fihren kann. Weitere Komplikationen sind Superinfektionen und
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Fistelbildungen bei invasivem Wachstum der Codylomata (perforierende
Condylomata acuminata).

1.4.1.2.1 Histologie der Condylomata acuminata

Condylomata acuminata weisen eine Akanthose mit verldngerten Reteleisten, eine
Papillomatose und eine geringgradige Hyperkeratose auf. Auch kommen Koilozyten
vor, was ein wichtiger diagnostischer Hinweis ist. Mitosen und Zellatypien kdnnen
ebenfalls auftreten. Subepidermal befindet sich haufig ein entzindlich bedingtes,
lymphoidzelliges Infiltrat.

1.4.1.2.2 Therapie der Condylomata acuminata

Haufig wird das zytostatisch wirksame Podophyllin (30%-ig in alkoholischer Losung)
auch bei Befall der Vagina und der Zervix topisch angewendet, was zu einer lokalen
Entzindungsreaktion und Koagulationsnekrose der Kondylome fihrt. Bei stark
hyperkeratotischen Kondylomen ist ein Therapieversuch mit Trichloressigsaure,
elektrokaustischer oder CO2-Laser-Abtragung zu erwéagen.

Eine seit kurzem zugelassene und sehr erfolgreiche Substanz ist Imiquimod. Diese
induziert bei lokaler Anwendung Interferone und Zytokine, was zu einer immuno-

logischen Reaktion gegen die Kondylome flhrt.

1.4.1.3 Die anale intraepitheliale Neoplasie (AIN)

Die intraepitheliale Neoplasie (IN) stellt eine Vorstufe zum invasiven
Plattenepithelkarzinom dar. Sie kann makroskopisch durch verschiedene
Effloreszenzen auffallen. Haufig sind flach-rote Makulae, pigmentierte Papeln und
leukoplakiedhnliche Areale anzutreffen. Auch rétliche und/oder weiBe Plaques
kommen vor.

RegelmaBig sind hier ebenfalls onkogene HPV-Typen, vor allem die Typen 16 und
31, seltener die Typen 18 und 33, nachweisbar.

Je nach Zellatypien bzw. Entdifferenzierung der Zellen unterscheidet man 3 Grade
der IN von leichtgradiger (Grad 1) Uber mittelgradige (Grad 2) bis zu schwergradiger
(Grad 3) intraepithelialer Neoplasie und je nach Lokalisation die vulvére, die
vaginale, die zervikale, die penile, die perianale und die anale intraepitheliale
Neoplasie (AIN).

Die AIN kommt im Analhautbereich vor und kann die oben beschriebenen Zellatypien
in Kondylomen oder sogar in makroskopisch kaum veranderter Haut zeigen.
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1.4.1.3.1 Histologie der analen intraepithelialen Neoplasie

Die AIN zeigt je nach Grad unterschiedliche histologische Verdnderungen. Bestehen
bei der AIN Grad 1 noch geringgradige Zellatypien in den unteren
Epidermisschichten, so verstéarken sich diese bis hin zu Grad 3 mit starken
Zellatypien und groBem Zellkern-Zytoplasma-Verhaltnis in allen Schichten der
Epidermis. Ubertreten diese atypischen basaloiden Keratinozyten die
Basalzellschicht, so spricht man schon von einem invasiven Karzinom. Die AIN, vor
allem mit Grad 2- und Grad 3- Veranderungen, entspricht somit einer Prakanzerose

bzw. der Vorstufe eines Karzinoms.

1.4.1.3.2 Therapie der analen intraepithelialen Neoplasie

Bei Verdacht auf eine AIN sollte immer eine Biopsie mit histologischer Klarung zum
AusschluB einer Mikroinvasion und damit eines manifesten Plattenepithelkarzinoms
durchgefihrt werden.

Eine AIN Grad 1 kann man &hnlich der Therapie bei Condylomata acuminata mit
Podophyllotoxin, Trichloressigsaure oder Imiquimod topisch behandeln. Auch eine
intraldsionale Behandlung mit Interferon-a ist moglich.

Eine invasive Behandlung nach Diagnosesicherung ist vor allem den héhergradigen
Veranderungen vorbehalten. Dabei kdnnen elekirokaustische Abtragung, Entfernung
mittels CO,-Laser oder die Kryotherapie zum Einsatz kommen. Naturlich ist auch die
komplette chirurgische Exzision mdglich. Eine topische Therapie wie bei der AIN
Grad 1 kann nach den invasiven Verfahren zur Heilung und Rezidivprophylaxe
beitragen.
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1.4.2 Das Plattenepithel- oder spinozelluldare Karzinom

Das Entstehen eines spinozellularen Karzinoms erfordert lange Zeit und die
Einwirkung von Karzinogenen, also mutagene exogene Faktoren. Diese kdnnen zum
Beispiel chemische Substanzen (Arsen, aromatische Amine, polyzyklische
Kohlenwasserstoffe u.v.m.), Viren (HPV) oder das UV-Licht sein, die am Beginn der
Kanzerogenese (Initiation) zu Mutationen in den Keratinozyten flhren. Weitere
Schritte beinhalten die Promotion (Proliferation durch chronisch entziindliche oder
chemische Noxen), die pramaligne Konversion (chromosomale Defekte durch
autonome Punktmutationen, Deletionen u.a.) und schlieBlich durch erneute Mutation
die maligne Konversion in die neoplastische Zelle mit F&higkeit der Invasion und
Metastasierung. Karzinogene fuhren zu Mutationen von Protoonkogenen (z.B. ras,
myc und erb), die dann als dauernd Uberexprimierte Onkogene zu einer Proliferation
der mutierten Zelle flihren, da diese Gene fiir wachstums- und proliferationsférdernde
Proteine kodieren. Des Weiteren fihren Karzinogene zu Mutationen und Ausfall von
Tumorsuppressorgenen wie RB (Retinoblastom) und NF-1 (Neurofibromatose), was
ebenfalls einem Proliferationsvorteil entspricht, da diese flir wachstumsinhibierende
Proteine kodieren.

Der Hauptrisikofaktor fir das spinozellulare Karzinom ist die kumulative Exposition
mit dem kurzwelligen UV-B-Licht (280-320 nm). Eine wichtige Ursache daflr ist die
Mutation im p53-Gen. Hauptfunktionen des p53-Proteins sind der Stopp der Mitose,
bis Schaden an der DNA versorgt sind, und die Einleitung der Apoptose, falls diese
DNA-Schéaden nicht mehr korrigiert werden kénnen. Fallen diese Funktionen aus, ist
auch hier die Proliferation des mutierten Klons die Folge.

Aus diesem Grund kommen spinozellulare Karzinome vor allem an lichtexponierten
Stellen wie dem Gesicht und bei Personen mit hellem Hauttyp vor.
Plattenepithelkarzinome entstehen hauptséchlich aus Prakanzerosen wie den
aktinischen Keratosen der sonnenexponierten Stellen, der prakanzerdsen
Leukoplakie der Mundschleimhaut oder dem Morbus Bowen an nicht lichtexponierten
Bereichen. Auch aus chronisch entzindlichen Hautveranderungen wie
Verbrennungsnarben oder einer chronische Radiodermatitis kann nach Jahren ein
spinozellulares Karzinom entstehen.

Klinisch lassen sich flachige, exophytische, diffus-infiltrierende oder oberfléachlich
bzw. tief exulzerierte Tumoren unterscheiden. Subjektiv fallen nur geringe

Beschwerden auf. Eine seltene und meist spate Metastasierung erfolgt lymphogen
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vor allem in die regionalen Lymphknoten. Zu einer Fernmetastasierung kommt es

selten.

1.4.2.1 Histologie des spinozellularen Karzinoms

Histologisch zeigen sich in breiten Konglomeraten oder fingerférmig in die Tiefe
wachsende Zellverbédnde. Typisch sind die haufig vorhandenen Hornperlen,
konzentrisch  angeordnete  Keratinozyten ~ mit  einer  parakeratotischen
Verhornungstendenz zum Zentrum hin. Die Keratinozyten bieten ein breites
Spektrum von nahezu normaler bis stark verédnderter Morphologie mit groBen,
hyperchromatischen Kernen und zentralem, deutlichen Nukleolus, Variabilitat im
meist weiten Zytoplasmasaum und Einzelzelldyskeratosen mit stark amorphem
Zytoplasma. Die regelrechte Schichtung wie bei normaler Epidermis ist nicht mehr

nachweisbar.

1.4.2.2 Therapie und Prognose des spinozellularen Karzinoms

Standard ist heute eine chirurgische Exzision in toto mit einem 1 cm breiten
Sicherheitsabstand. Hierbei hat sich die sog. mikrographische Chirurgie oder die
mikroskopisch kontrollierte Chirurgie (MKC) durchgesetzt. Dabei wird der Tumor
unter histologischer Schnittrandkontrolle in mehreren Schritten mit geringen
Seitenabstdnden von ca. 2-5 mm exzidiert, um auch kleinste Tumorauslaufer zu
erfassen, die Ausgangspunkt eines Rezidivs sein kdnnen. Hierdurch lieB sich die
Rezidivrate drastisch von ca. 15-40% auf ca. 3-4% senken.

Bei kleinen und oberflachlichen Tumoren kann auch die Elektrokoagulation
durchgefihrt werden, allerdings mit dem starken Nachteil, dass hinterher die
histologisch exakte Tumorausdehnung nicht mehr ermittelt werden kann. Bei
schwierig in toto zu entfernenden Tumoren wie im Zungen- oder Gaumenbereich
kann die Radiotherapie in Kombination angewendet werden, ebenfalls bei
Metastasen. Bei inoperablen Tumoren bleibt nur noch die nicht kurative Behandlung
mit  Zytostatika wie Cisplatin, Methotrexat oder Bleomycin (brig, die zu
Remissionsraten von bis zu 40% fUhren.

Hinweisend auf eine schlechte Prognose sind der Anteil an hochgradig
entdifferenzierten Tumorzellen, Akantholyse, ein hoher Mitoseindex, perineurale
Invasion und Ulzerationen.

Ebenfalls als prognostisch relevant wird heute analog dem malignen Melanom die

Eindringtiefe angesehen. Dabei wird die maximale Ausdehnung des Tumors vom
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Stratum granulosum bis zur tiefsten Tumorzellage hin in Millimeter gemessen.
Prognostisch ungiinstig ist dabei eine Gesamttumordicke von tber 4 mm. Des
Weiteren weisen Tumoren mit einer Ausdehnung von Uber 2 cm eine eingeschrankte
Heilungs-Wahrscheinlichkeit auf.

Insgesamt ist die Prognose des spinozellularen Karzinoms jedoch sehr gut mit einer
Funfjahres-Heilungsrate bei in toto entfernten Tumoren von 90-95%.

26



1.4.3 Das Basalzellkarzinom (BCC)

Das Basalzellkarzinom (BCC) ist ein semimaligner Tumor. Dies bedeutet zwar die
Fahigkeit einer Invasion in tiefer gelegene Strukturen, es kommt aber auBerordentlich
selten zu einer Metastasierung. Ahnlich dem spinozellularen Karzinom tritt das BCC
haufiger bei Menschen hellen Hauttyps auf, auBerdem korreliert die Inzidenz
ebenfalls mit der UV-Exposition, was auch den wichtigsten mutagenen Faktor
darstellt.

Es tritt zwar gehauft im Gesichtsbereich auf, aber es sind auch Kérperstellen mit
geringerer kumulativer UV-Exposition betroffen, wie das Kapillitium, der
retroaurikuldare Bereich und der Rumpf. Ein weiteres Charakteristikum ist sein
ausschlieBliches Auftreten an haarfollikeltragenden Regionen.

Die Haupt- oder Primareffloreszenz besteht aus einem derben, hautfarbenen und
mehrere Millimeter groBen Knétchen. Typisch ist ein perlmuttartiger Glanz und das
Vorhandensein von Teleangiektasien, die sowohl auf dem glatten Knétchen
vorkommen, als auch dieses umgeben.

Klinische Formen beinhalten das am haufigsten vorkommende knotige BCC, das
zystische BCC und das durch Pigmenteinlagerungen charakterisierte pigmentierte
BCC. Selten kommen das einem Psoriasisherd &hnelnde, oberflachliche
Rumpfhautbasalzellkarzinom und das sklerodermiforme BCC vor. Letzteres zeigt
selten die typische Kndtchen und Teleangiektasien und kommt vorwiegend als flache
Infiltration vor, weswegen es sehr schwer zu diagnostizieren ist.

Die beiden exulzerierten Formen des BCC sind das sog. Ulcus rodens, das
horizontal wachst und zu weitflachigen, polyzyklisch begrenzten Exulzerationen fihrt
und das Ulcus terebrans, das vertikal wachst und schnell tiefer gelegene Strukturen
erreicht.
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1.4.3.1 Histologie des Basalzellkarzinoms

Histologische Merkmale des BCC sind die von der Basalzellschicht der Epidermis
ausgehenden basaloiden Tumorzellproliferationen, die scharf abgegrenzt von einem
bindegewebigen Stroma und zystischen Spalten umgeben sind und noch Verbindung
zur Epidermis zeigen.

Typisch sind auch eine starke Basophilie und eine hohe Kern/Plasma-Relation der
semimalignen Zellen. Ein histologisches Charakteristikum der Basalzellkarzinome ist
die palisadenférmige Aufreihung der auBeren Tumorzellreihen, wahrend die inneren
Zellen ungeordnet liegen.

Das umgebende lymphoidzellige Entzindungsinfiltrat kann unterschiedlich stark

ausgepragt sein.

1.4.3.2 Therapie und Prognose des Basalzellkarzinoms

Therapie der Wabhl ist heute die Exzision im Gesunden. Auch beim BCC hat sich die
Methode der mikrographischen Chirurgie durchgesetzt, mit der eine Senkung der
Rezidivrate auf ca. 1-2% erreicht werden konnte.

Weitere Behandlungsmoéglichkeiten sind die Rdntgenbestrahlung bei alteren oder
nicht operationsfahigen Patienten mit dem Nachteil, dass keine histologische
Sicherung in toto méglich ist, sowie die photodynamische Therapie, die Kryotherapie
und topisches 5-Fluoruracil bei oberflachlichen Basalzellkarzinomen.

Eine Therapie mit Interferon-a ist im Grunde mdglich, aber wegen langer
Therapiedauer, Nebenwirkungen und hohen Kosten unpraktikabel.

Die Prognose ist quoad vitam sehr gut, trotzdem kdnnen bei massiven Destruktionen
tédliche Ausgange resultieren. Dies betrifft zum Beispiel die Destruktion der

Schadelkalotte mit einer daraus resultierenden Meningoenzephalitis.
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1.4.4 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom (MM) ist die am haufigsten zum Tode flihrende maligne
Hauterkrankung der weiBBen Bevolkerung.

Risikofaktoren sind dispositionelle Faktoren wie heller Hauttyp, positive
Familienanamnese, Geschlecht (weiblich) und genetische Erkrankungen wie die
Xeroderma pigmentosa, bei der es zu einem gestérten DNA-Repair kommt. Die
Entstehung des MM wird auch durch erworbene Faktoren wie die Anzahl der
Sonnenbréande in der Kindheit oder eine iatrogene bzw. krankheitsbedingte
Immundefizienz gefdrdert.

Zu etwa zwei Dritteln entstehen maligne Melanome de novo aus unverénderter Haut,
zu etwa einem Viertel aus dysplastischen Naevuszellnaevi und zu etwa 10% aus
kongenitalen Naevzszellnaevi (NZN), letztere zwei Varianten stellen somit auch
einen Risikofaktor fur das MM dar.

Die Pathogenese des MM beruht auf &hnlichen Mechanismen wie die Karzinogenese
beim spinozellularen Karzinom. Am Anfang steht die erste Mutation, entweder durch
UV-Licht erworben oder schon angeboren. Daraufhin kommt es wiederum zur
Promotion und weiteren durch UV-Licht bedingten Mutationen, die jetzt auch in der
Phase der praemalignen Konversion spontan ablaufen (Punktmutationen, Deletionen
etc.). Es gibt eine groBe Anzahl von verschiedenen Mutationen, die dann zu einem
malignen Zellklon, Invasion und Metastasierung flhren. Beispiele sind die
Inaktivierung des Tumorsuppressorgens pi16, dessen Protein zu einem
Zellzyklusstopp fuhrt, und der Verlust des Transkriptionsfaktors AP-2, der fUr die
Regulation weiterer, an Tumorwachstum und Metastasierung beteiligter Gene
zustandig ist. Fallt nun die wahrscheinlich wichtigste Kontrollstelle, namlich das AP-2
aus, kommt es zu unkontrollierter Tumorzellproliferation und auch Metastasierung.
Die klinischen Typen des MM unterscheiden sich u.a. hinsichtlich des Zeitpunktes
des invasiven Wachstums. Am Anfang kommt es beim sog. Melanoma in situ zu
einem horizontalen Wachstum in der Epidermis. Dieses Primarstadium dauert je
nach Melanomtyp unterschiedlich lange, bis die Basallamina durchbrochen wird und
ein invasives MM vorliegt.

Gemeinsamkeiten aller Melanomtypen findet man bei der Kontur (unregelmaBig,
polyzyklisch), der Begrenzung (meist scharf), der Farbe (viele Farben von weil3 Gber
rot bis hin zu braun und schwarz) und der Architektur (von flach bis knotig, aber

auch atrophe oder ulzerative Bezirke kbnnen vorkommen).
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Es gibt vier Haupttypen des MM, deren Charakteristika und klinisches Bild in Tabelle

4 und 5 zusammengefasst sind. Der am haufigsten vorkommende Typ ist das

superfiziell spreitende MM (SSM). Die anderen drei Haupttypen, das nodulare MM,

das akro-lentigindse MM (ALM)

seltener auf.

und das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) treten

Melanom- | Rel. Pradilektions- | Pradilektions- | In situ Besonderheiten
typ Haufig- | alter in stellen Wachstum
keit Jahren (ca.)
SSM 65% 30-60 Sonnen- 5-7a Oft verletzlich
exponierte
Regionen
NM 15% 40-60 Sonnen- Bis 12 Aggressivster Typ durch
exponierte Monate schnelles vertikales
Regionen Wachstum, sehr verletzlich
ALM 5% 40-60 Akren (palmar | Bis 3 a Meist erst spate Diagnose
und plantar), wegen Lokalisation und
Nagelbett harmlosem Erscheinungsbild
LMM 5% >60 Gesicht, Bis 15-20 a | Entsteht nach Jahren aus
Handriicken einer Lentigo maligna
Tab.4: Klinische Merkmale der hdufigsten Melanomtypen
Melanomtyp Begrenzung Farbe Oberflache
SSM Polyzyklisch, Inhomogen: hell- UnregelmaBig,
unregelmaBig, bizarr dunkelbraun, schwarz, | erhaben bis
rétlich (GeféBe), eingesunken, knotig
weiBlich bei invasivem
(Depigmentierung) Wachstum
NM Unscharf und Inhomogen: Knotig unregelmaBig,
unregelmanig dunkelbraun-schwarz, | oft erosiv und
scheckig exulzeriert
ALM Polyzyklisch, bizarr Inhomogen: Erst flach, dann knotig
konfiguriert dunkelbraun-schwarz, | und exulzeriert
scheckig, spater
depigmentierte
Bereiche
LMM Scharf, polyzyklisch Inhomogen: Erst flache Makula,

und unregelmaBig

dunkelbraun-schwarz,

scheckig

knotige Anteile bei

invasivem Wachstum

Tab.5: Morphologie der haufigsten Melanomtypen
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Sehr seltene klinische Formen des MM sind Melanome der Schleimhaut (Mund- und
Genitalschleimhaut), der inneren Organe, depigmentierte Melanome und das
Aderhautmelanom des Auges. Meist werden sie aufgrund ihrer Lage oder ihrer
unauffalligen Morphologie erst sehr spat entdeckt. Zusammen machen sie ca. 10%
aller Melanome aus.

Die Metastasierung erfolgt meist erst lymphogen in die Umgebung des Primartumors
(Satellitenmetastasen) und weiter entfernt im Bereich der ableitenden Lymphwege
(In-transit-Metastasen) und Lymphknoten. Erst spater kommt es durch hamatogene
Metastasierung zum Befall der inneren Organe, vor allem der Lunge, Haut, Leber,
ZNS, Nieren, Nebennieren und Knochen.

1.4.4.1 Histologie des malignen Melanoms

Die Tumorzellen bilden Nester verschiedener Gr6Be sowohl in der gesamten
Epidermis als auch tiefer in der Dermis, die zur Konfluenz neigen. Aber auch
Einzelzellformationen von Melanomzellen, die die Fahigkeit der Kohasion verloren
haben, kénnen vor allem in der Epidermis vorkommen. Melanome zeigen
makroskopisch wie mikroskopisch eine unscharfe, vor allem laterale Begrenzung,
d.h. es kommen noch einzelne atypische Melanozyten auBerhalb des letzten
erkennbaren Melanozytennestes vor.

Zytomorphologisch zeigen sich verschiedene Zelltypen mit meist atypischen Kernen,
Mitosen kommen vor allem an der Basis des Tumors vor.

Typischerweise breiten sich die Melanozyten entlang der Adnexstrukturen aus.
Andere charakteristische Kriterien sind eine begleitende aktinische Elastose, Zeichen
der Regression wie lymphoidzelliges Infiltrat und Fibrose und der Nachweis von
Plasmazellen.

Die oben aufgeflihrten klinischen Subtypen zeigen zwar histologische Unterschiede,
es gibt aber auch sehr viele Uberschneidungen, weshalb eine genaue histologische
Unterteilung heute nicht mehr benutzt wird. Mikroskopische Charakteristika einzelner
klinischer Subtypen sind die in der Junktionszone bandférmig angeordneten
atypischen Melanozyten und der starke Befall der Adnexstrukturen beim LMM und
das Vorkommen einzelner oder in Nestern gelegener Melanomzellen in allen
Schichten der Epidermis mit einer ausgepragten Hyperkeratose der Epidermis beim
ALM.
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1.4.4.2 Therapie und Prognose des malignen Melanoms

Ein kurativer Ansatz ist immer mit der Exzision verbunden. Dabei werden je nach
Tumordicke, gemessen von Stratum granulosum bis zum unteren Tumorrand,
verschiedene Sicherheitsabstande gewahlt. Diese sind beim Melanoma in situ

0,5 cm, bei Tumordicke unter 2 mm betragt der Sicherheitsabstand 1 cm und bei
Tumordicke tber 2 mm wird er auf 2 cm erhdht. Bei akraler Lokalisation (Finger oder
Zehen) wird eine Teilamputation durchgefiihrt. Der Defekt wird meist primar, seltener
mittels Lappenplastiken gedeck.

Betragt die Tumordicke 1 mm und mehr, so wird heute die ,sentinel-node“ —Biopsie
empfohlen. Hierbei wird der erste im Lymphabflussgebiet des Tumors liegende
Lymphknoten mittels radioaktiver Markierung durch ein Radionuklid (Technetium 99
Nanokolloid) und/oder Patentblau identifiziert. Diese zwei Substanzen werden in die
direkte Umgebung des Tumors injiziert und reichern sich dann in diesem ersten
~Wachterlymphknoten® an. Nach dessen Entfernung kann dieser histologisch auf
Mikrometastasen hin untersucht werden. Ist er frei von diesen, eribrigt sich die
regiondre Lymphknotendissektion, die bei klinisch, durch Bildgebung oder im
Sentinel-Lymphknoten nachgewiesenen Metastasen durchgefiihrt werden muss.
Eine Radiotherapie wird heute hauptsachlich bei inoperablen Primartumoren und bei
Lymphknoten- oder tiefen Hautmetastasen durchgefihrt.

Eine Chemotherapie zeigt teilweise gute Remissionsraten, eine Lebensverlangerung
oder gar Heilung ist aber immer noch nicht mdglich. Eine gut wirksame Substanz ist
das alkylierende Imidazolderivat Dacarbazin (DITC). Aber auch andere
Substanzgruppen kommen zum Einsatz wie das Cistplatin (Platinderivat) oder
Vincristin - und Vinblastin  (Vincaalkaloide). Zytostatika-Kombinationsschemata
erbrachten gegenuber der Monotherapie keine signifikanten Vorteile.

Auch eine Zytokintherapie mit IFN-a zur Rezidivprophylaxe flhrt nach Exzision des
Primartumors nur zu einer Verldngerung des erscheinungsfreien Intervalls.

Eine Kombination aus Zytostatika und Zytokinen wie die Kombination aus DITC und
IFN-a wird zwar heute haufig eingesetzt, zeigte aber auch nur geringe Vorteile flr die
Remissionsraten im Vergleich zur Monotherapie mit DITC.

Eine Erfolg versprechende Therapiealternative, die auch schon gute Ergebnisse im
Tiermodell gezeigt hat, ist die spezifische aktive Immuntherapie mit
tumorspezifischen Antigenen. Diese fUhren als Vakzinierung zu einer spezifischen

und verstarkten Immunantwort gegen den Tumor.
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Metastasen werden je nach Lokalisation und Ausdehnung unterschiedlich behandelt.
Satelliten- und in Transit-Metastasen werden exzidiert und nachbestrahit.
Fernmetastasen werden nach Moglichkeit auch komplett exzidiert, um lokale und
systemische Komplikationen zu verhindern. Eine gleichzeitige Chemotherapie, vor
allem mit DITC, soll die Remissionsraten verbessern.

Die sogenannte Perfusionstherapie, bei der von Metastasen befallene Extremitaten
mit Zytostatika und TNF-a unter Hyperthermie perfundiert werden, hat palliativen
Charakter.

Die Prognose des MM héangt wie bei vielen anderen Tumoren auch von der
TumorgréBe und von der Ausbreitung ab. Prognostische Faktoren sind dabei die
vertikale Tumordicke, das Vorhandensein von Ulzerationen, das Geschlecht
(schlechter fur Manner) und die Lokalisation des Tumors (unglnstig fur Melanome
des Stammes, der Oberarme, des behaarten Kopfes und fir das ALM an den Akren).
Die Prognose fur Tumoren mit einer Tumordicke <0,75 mm liegt bei einer
Zehnjahresuberlebensrate von >97% und sinkt auf ca. 50% bei einer Tumordicke >4
mm.

Kam es schon zu einer Metastasierung, so sinkt die ZehnjahreslUberlebensrate
drastisch. Sie betragt bei In-transit-Metastasen ca. 30-40%, wahrend sie bei
regiondren Lymphknotenmetastasen auf 15-30% absinkt. Bei Fernmetastasen

betragt die mediane Uberlebenszeit nur noch ca. ein halbes Jahr.
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1.4.5 Das Keloid

Keloide sind Hyperproliferationen des Bindegewebes. Dabei besteht der Unterschied
zu hypertrophen Narben darin, dass die Proliferationen Uber den Bereich des
Traumas hinausreichen.

Keloide sind anfangs roétliche wulstartige, prall gespannte und derbe Papeln, Plaques
oder Knoten der Haut, die je nach individueller Disposition vor allem an
postinflammatorischen- oder Verbrennungsnarben entstehen. Keloide kénnen aber
auch spontan entstehen. Wichtige individuelle Faktoren sind dabei das Geschlecht,
das Alter, die Rasse (weitaus haufiger betroffen ist die schwarze Bevodlkerung) und
Lokalisation der Wunde. Exogene Faktoren wie aktuelle Medikation (Kortikoide,
Zytostatika) und Entzindung im Wundbereich spielen ebenfalls eine wichtige Rolle
in der Entstehung von Keloiden.

Die Pradilektionsstellen des Keloids sind das Sternum, die Schulter und die Brust.
Spater werden die Keloide haut- oder elfenbeinfarben und kénnen Teleangiektasien
aufweisen. Neben der kosmetischen Beeintrachtigung kommt es eventuell auch zu
Kontrakturen bei Gelenkiberschreitung, auBerdem zu Paraesthesien, Juckreiz und
Spontanschmerz.

1.4.5.1 Histologie des Keloids

In der verbreiterten Dermis lassen sich zahlreiche Fibroblasten und Mastzellen
finden, die zwischen einer groBen Masse aus hyalin verbreiterten Kollagenfasern
liegen. Kapillaren und Entzindungsinfiltrate kommen in frischen Keloiden vor. Spéater
erkennt man eine zellarme Anreicherung aus homogenisierten Kollagenfasern. Eine
Atrophie der Haare, Schwei3- und Talgdrisen ist typisch. Die Epidermis zeigt sich

unauffallig, selten liegt eine akanthotische Epidermis vor.

1.4.5.2 Therapie des Keloids

Eine Standardtherapie der Keloide existiert nicht. Es missen immer individuelle
Faktoren bertcksichtigt werden.

Die Behandlung mittels Kortikoidinjektionen zeigt vor allem bei frischen Keloiden gute
Ergebnisse. Ursache daflr ist die Hemmung der Fibroblasten, die hauptsachlich bei
der Keloidbildung hochaktiv sind und groBe Massen an Kollagen bilden.

Ebenfalls frih eingesetzt werden sollte die Druckbehandlung mit Kompressions-
bandagen. Diese muissen flir eine lange Zeit (3 Monate bis 2 Jahre) angewendet
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werden, um eine effektive Verminderung der kapillaren Perfusion und Abflachung der
Narbe zu erreichen.

Die Kryotherapie fuhrt bei aktiven Narben zu einem kaltebedingten Zelltod und
Mikrothrombosierungen. Diese Therapiealternative benétigt ebenfalls viel Zeit und
kann nachteilig zu Hypopigmentationen fuhren.

Die Bestrahlung zeigt vor allem gute Ergebnisse als Rezidivprophylaxe nach der
chirurgischen Entfernung des Keloids. Eine alleinige Strahlenbehandlung sollte kurze
Zeit nach Keloidbildung erfolgen, da dieses nach ca. einem halben Jahr sehr
unempfindlich gegen Bestrahlung ist.

Ebenfalls nach  operativer Therapie zur  Rezidivprophylaxe  kdnnen
Kortikoidinjektionen oder die Druckbehandlung angewendet werden. Eine alleinige

operative Therapie fihrt meist zu noch verstarkter reaktiver Keloidbildung.
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1.4.6 Das idiopathische Angiosarkom

Es gibt verschiedene Entitdten des Angiosarkoms. Dabei unterscheidet man unter
anderem das Kaposi-Sarkom, das klassische, idiopathische Angiosarkom, das
Angiosarkom in chronischem Lymphdédem und das bestrahlungsinduzierte
Angiosarkom. In dieser Arbeit wird nur auf das klassische, idiopathische
Angiosarkom eingegangen.

Dieses kommt vorwiegend im Kopf-Hals-Bereich alterer Menschen vor mit
Bevorzugung des mannlichen Geschlechtes. Im Friihstadium zeigen sich Odeme und
erysipelartige Schwellungen, die bald zu derben, dunkellivid- roten Knoten
heranwachsen. Schnell entstehen auch Tochterherde, die das gesamte Kapillitium
und Gesicht mit exulzerierten und teils nekrotischen Herden bedecken.

Das idiopathische Angiosarkom metastasiert friih vor allem in regionale Lymphknoten
und die Lunge.

1.4.6.1 Histologie des idiopathischen Angiosarkoms

Das klassische Angiosarkom zeigt zahlreiche Mitosen und endotheliale Kernatypien.
Typisch sind die disseziierenden lymphangiomahnlichen GefaBspalten mit Papillen
aus Ubereinander geschichteten Endothelien neben Bereichen mit vakuolisierten
Tumorzellen, welche ein siebartiges Muster bilden. Daneben zeigen sich eine
aktinische Elastose und ein  multifokales Wachstum mit  tumorfreien
Zwischenbereichen (,skip areas”). Auch Nekrosen und Hamorrhagien sind gehauft
feststellbar.

1.4.6.2 Therapie und Prognose des idiopathischen Angiosarkoms

Die Therapie besteht in einer groBzigigen chirurgischen Exzision bei kleineren
Tumoren evil. mit Entfernung der regionalen Lymphknoten des Halses und einer
Bestrahlung der Lymphabflusswege. Bei ausgedehntem Befall wird die alleinige
Bestrahlung angewendet.

Die Prognose ist aufgrund des schnellen Wachstums und der schnellen
Metastasierung sehr schlecht.
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2 Fragestellung der vorliegenden Untersuchungen

Es ist bekannt, dass mehrere verschiedene Transduktionswege an der humanen
Tumorgenese beteiligt sind.  Unter anderem gilt dies auch fir den mTOR-
Signaltransduktionsweg, was in der Einfllhrung schon angesprochen wurde. Die
Phosphorylierung des ribosomalen S6-Proteins als Zeichen der mTOR-Aktivierung
und damit der Zellzyklusprogression und des Zellwachstums betrifft aber keineswegs
nur maligne proliferative Prozesse, sondern kann auch bei gutartigen
Zellproliferationen verschiedener Gewebe vorkommen.

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit auf die rpS6-
Expression wurde nun den Fragen nachgegangen, bei welchen malignen
Hautverdnderungen es eben zu einer solchen rpS6-Expression kommt, mit welcher
Starke dieses Protein als Hinweis der Intensitat der mTOR-Aktivitat exprimiert wird
und ob sowie aus welchem Grund auch andere Zelltypen in der Umgebung der
malignen Zellen von einer Anschaltung des mTOR-Signaltransduktionsweges
betroffen sind. Untersucht wurden dabei das spinozellulare Karzinom, das
Basalzellkarzinom, das maligne Melanom und das Angiosarkom.

Des Weiteren war auch die Frage interessant, ob es bei gutartigen Lasionen, die zu
einem invasiven Tumor flhren kénnen, wie die durch humane Papillomviren
induzierten Condylomata acuminata in einem spinozellularen Karzinom minden
kénnen, ebenfalls zu einer vermehrten und verstarkten rpS6-Expression kommt und
welche Zelltypen in diesen L&sionen besonders davon betroffen sind. Mit der
gleichen Fragestellung wurde die praeinvasive schwere anale intraepitheliale
Neoplasie Grad 3 dieser immunhisto-chemischen Analyse unterzogen.

Nachfolgend ergab sich dabei noch die Frage, ob erganzend zur klassischen
Histologie die Untersuchung auf die rpS6-Expression bei praemalignen und
praeinvasiven  Hautverdnderungen sinnvoll  hinsichtlich  Detektion  dieser
praemalignen oder schon malignen Keratinozyten ist.

Wie oben schon erwahnt, ist eine Zellproliferation nicht nur Zeichen eines malignen
Zellklons, sondern kommt auch bei gutartigen Hautverdnderungen mit
Zellproliferation vor. Eine Untersuchung der rpS6-Expression und damit die
Bedeutung einer mTOR- Aktivitat wurde hinsichtlich dieser Erkenntnis auch bei den
haufig vorkommenden, durch das humane Papilloma Virus bedingten Verrucae
vulgares und Condylomata acuminata durchgefiihrt und ebenso bei den durch eine
UberschieBende Bildung von Narbengewebe charakterisierten Keloiden. Auch bei
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diesen Hautverdnderungen stellte sich deshalb die Frage nach Vorhandensein,
Starke und Zelltyp der rpS6 exprimierenden Zellen.

Wie in der Einfihrung schon beschrieben, existiert mit dem mTOR-Hemmer
Rapamycin und dessen Derivaten CCI-779 und RADOO1 eine Medikamentengruppe,
welche die mTOR-Kinase erfolgreich inhibieren kann. Nun konnte bei den einzelnen
untersuchten Praparaten noch eine voraussichtliche Aussage dartber gemacht
werden, ob und in welchem MaBe eine mTOR-Inhibition mittels dieser Substanzen
erfolgreich sein wurde. Dies hangt nattrlich von dem Vorhandensein, der Starke und
der pathogenetischen Bedeutung der rpS6-Expression und damit mTOR-Aktivitat far
die analysierten Hautveranderungen ab.
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3 Material und Methoden

3.1 Die immunhistochemische Analyse der Expression des phosphorylierten
S6

3.1.1 Die untersuchten Praparate

FUr die Farbungen wurden ausschlieBlich in Paraffinblocke eingebettete Praparate
verwendet.

Die fir die Untersuchungen relevanten, ca. 5- 8 Mykrometer dinnen und auf
silanisierte Glasobjekttrager aufgebrachten Schnitte, stammten zum gr6Bten Teil von
Patienten der Klinik fir Dermatologie und Venerologie der LMU Minchen. Es handelt
sich dabei um 3 verrucae vulgares, 3 condylomata acuminata, 5 spinozellulare
Karzinome, 3 Basalzell-karzinome, 9 maligne Melanome, 3 Hautmetastasen eines
malignen Melanoms, 2 Keloide und 3 Angiosarkome.

Die zwei analysierten Praparate der analen intraepithelialen Neoplasie Grad 2-3
wurden dem Verfasser dieser Arbeit freundlicherweise von Prof. Dr. Altmeyer,
Direktor der Dermatologischen Klinik der Ruhr-Universitat Bochum, zur Verfligung
gestellt.

FUr die geforderten Positiv- und Negativkontrollen wurden jeweils Praparate
herangezogen, bei denen in einer vorherigen Farbung schon ein eindeutig positives
Ergebnis zu verzeichnen war.

Die zur zusatzlichen Kontrolle der Sensitivitat des Antikdrpers verwendeten Tuberin-
positiven und —negativen Rattenembryofibroblasten wurden freundlicherweise von
Raymond Yeung von der Washington University in Seattle, USA, zur Verflgung
gestellt.
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3.1.2 Die LAB/LSAB-Methode zur Detektion spezifischer Proteine

FOr die immunhistochemischen Farbungen wurde das moderne und sehr sensitive
Verfahren der Labeled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode angewandt (Abb. 2).

Im ersten Schritt bindet dabei der Priméarantikérper an das zu detektierende Antigen.
Im né&chsten Schritt wird eine Ldésung von Antikdrpern hinzugefligt, die aus
verschiedenen Tierspezies stammen (Multi-Link-Antikbrper aus Maus, Kaninchen
etc.). Diese so genannten Briickenantikdrper sind mit dem wasserldslichen Vitamin
Biotin markiert (biotinyliert). Nach Zugabe von (Strept-)Avidin, das direkt mit dem
Enzym alkalische Phosphatase konjugiert ist, bindet dieses Uber eine seiner vier
moglichen Bindungsstellen an das Biotin des Sekundarantikdrpers, zu dem es eine
sehr gute Affinitat besitzt. Im letzten Schritt wird eine Lésung aus Substratpuffer und
drei verschiedenen Chromogenen vom Fast Red-Typ zur Detektion der alkalischen
Phosphatase und damit der primaren Antigen-Antikérper-Verbindungen verwendet.
FOr die Farbereihen wurde das ChemMateTM Detection Kit der Firma Dako
Deutschland GmbH (Hamburg) verwendet. Dieses enthalt das Sekundar-
Brickenantikérper-Reagenz, die Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Lésung, die
Levamisole-Konzentration und zur Herstellung der Farblésung sowohl die bendtigten

3 Chromogen Rot Farbstoffe als auch den Alkalische Phosphatase Substrat Puffer.

4) Streptavidin -
\ “—— Enzymkonjugat
3) biotinylierter

BrickenantikSrper l

® ®
/ \ 2) Primarantikérper

) Antigen (phosphoryliertes
S6-Protein)

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der LAB/LSAB-Methode zur Detektion spezifischer Proteine
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3.1.2.1 Der Primarantikorper

Fir die Untersuchungen wurde ein polyklonaler, affinitatsgereinigter Antikbrper der
Firma Cell Cignaling Technology® (Beverly, MA, USA) gegen das menschliche
ribosomale Protein S6 verwendet. Der im Kaninchen hergestellte Antikérper bindet
ausschlieBlich an die phosphorylierten Aminosauren Serin 235 und 236 dieses

ribosomalen Proteins.

3.1.2.2 Das Sekundar-Briickenantikorper-Reagenz

Das Multi-Link-Antikérperreagenz, das aus Anti-Maus und Anti-Kaninchen-
Immunglobulinen in einer Pufferldésung besteht, reagiert gleich gut mit primaren
Maus- als auch Kaninchenantikorpern. Es fungiert daher gleichzeitig als
Brickenantikérper- und als Sekundarantikbrperreagenz. Zusatzlich sind die aus der
Ziege gewonnenen Immunglobuline mit dem wasserléslichen Vitamin H (Biotin)

markiert.

3.1.2.3 Die Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Lésung

Diese Lésung besteht aus dem Enzym alkalische Phospatase, welches mit dem
Protein Streptavidin zu einem Komplex konjugiert wurde, und einer gepufferten
Lésung aus stabilisierendem Protein und Konservierungsmittel. Die alkalische
Phosphatase stammt aus der Kalbdarmschleimhaut, wahrend Streptavidin ein
wasserldsliches Protein ist, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii gewonnen

wird.

3.1.2.4 Die Chromogen-Rot-Farbung

Das Substratsystem zur Anfarbung und Detektion der Antigen-Antikérperbindung
besteht aus einer Lésung dreier verschiedener Chromogene des Farbtons Rot mit
einem alkalische Phospatase (AP) Substratpuffer. Letzterem werden auf 10 ml ein
Tropfen konzentrierte Levamisole hinzugeflgt, um bei der Farbereaktion die
endogene alkalische Phosphatase zu blockieren und damit eine unspezifische

Anfarbung zu verhindern.

3.1.2.5 Die Hamalaun-Gegenfarbung

Um einen Kontrast zum umgebenden Gewebe herzustellen, wurden die Kerne mittels

Hamalaun im Farbton blau gegengefarbt.
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3.1.3 Protokoll der immunhistochemischen Farbung

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Farbung

aufgeflhrt:

Entparaffinieren der auf Glasobjekttragern sich befindenden Schnitte

Die Paraffinschnitte werden fanf Minuten in eine Klvette mit einer Mischung aus

150 ml DEWAX und 135 ml 96 %-igem vergélltem Methyl-ethyl -alkohol

getaucht. Dieser Vorgang wird in einer neuen Kivette mit der gleichen

Mischung ebenfalls 5 Minuten wiederholt.

Daraufhin werden die Schnitte abwechselnd in zwei mit Leitungswasser geflllte

Klvetten fir ca. 15 Sekunden eingetaucht. Das zum Entfernen der

DEWAX/Methyl-ethyl-alkoholmischung benutzte Leitungswasser muss vor

jedem neuen Waschvorgang gegen frisches Leitungswasser ausgetauscht

werden. Die Schnitte werden auf diese Weise mindestens achtmal gewaschen.

Hitzedemaskierung der Antigene

Die Schnittpraparate werden nun fir 12 Minuten in einer hitzestabilen und mit

Citrat-Puffer (10 mM, pH 6,0) gefllliten Kivette in einem Dampfkochtopf

gekocht. Nach dem Abkuhlen, das zehn Minuten ausserhalb des

Dampfkochtopfes bendbtigt, wird der Citrat-Puffer gegen frisches Leitungswasser

ersetzt.

Detektion der Antigene

Die Schnitte werden ab diesem Schritt in einer mit befeuchteten

FlieBpapierstreifen ausgelegten Kammer weiterbehandelt, um deren

Austrocknung zu verhindern.

- Zum Blockieren von unspezifischen Bindungen werden die Praparate nun
mit einprozentiger Milch/TRIS-Puffer Losung 10 Min. lang inkubiert. Die
aufgetragene Menge der Lésung variiert wie auch bei den nachfolgenden
Schritten je nach Préaparatgrésse zwischen 60 und 100 pl.

- Nach Aufbringen des Primarantikdrpers (Verdinnung 1:50) und einer
definierten Inkubationszeit von 10 Std. bzw. 15 Std. werden die Schnitte
durch siebenmaliges Auftragen und Ablaufen lassen von TRIS-Puffer
(0,05 M, pH 7,4 — 7,6) gewaschen.

- Nachfolgend wird das biotinylierte Sekundarantikérperreagenz aufgetragen
nach 5 Min. durch den gleichen Waschvorgang wie im vorherigen Schritt
durch TRIS-Puffer komplett entfernt.

42



Nun wird das an alkalische Phosphatase konjugierte Streptavidin ebenfalls
fir 5 Min. auf die Schnitte gebracht. Wiederholend schlieBt sich ein
Waschvorgang mit TRIS-Puffer an.

Farbung der Schnitte

Zum Sichtbarmachen des Streptavidin-Enzymkonjugates wird nun eine
Lésung im Verhaltnis von je 25 Teilen AP Substratpuffer/Levamisole und
nacheinander Zugabe von je einem Teil Chromogen Rotfarbstoff 1,
Chromogen Rotfarbstoff 2 und Chromogen Rotfarbstoff 3 hergestellt.
Diese Lo6sung, die nicht langer als 20 Min. vor dem eigentlichen
Farbevorgang hergestellt werden darf, wird nun 10 Min. auf die Schnitte
aufgebracht und ebenfalls Uber den vorher beschriebenen Waschvorgang
mit TRIS-Puffer wieder entfernt.

Daraufhin werden die Praparate durch Auftragen von Hamatoxilin 40 Sek.
lang gegengefarbt und zum Waschen 5 Min. in eine mit Leitungswasser
geflllte Kivette gestellt.

Eindeckeln

Auf ein Glasdeckplattchen (Menzel-Deckgléaser) wird jeweils 1 Tropfen
flissige KAISERS Glyceringelatine (Fa. Merck) aufgebracht und mit
diesem die Schnitte auf dem Glasobjekttrager blasenfrei eingedeckelt.
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3.1.4 Die Herstellung der Puffersubstanzen

Fir die haufigen Waschvorgange der Praparate wurde ein TRIS-Puffer verwendet:
e Stammldsungen: 1:
- 30,3 g TRIS-Base ad 500 ml A. bidest
- Einstellen von pH 7,6 mit Hilfe von 25%-iger HCI
e  Stammlésung 2:
- 43,83 g NaCl ad 500 ml Aqua bidest
e  Gebrauchslosung:
- 50 ml Stammlésung 1
- ad 50 ml Stammlésung 2
- ad 400 ml A. bidest
Fir die Hitzedemaskierung der Antigene wurde ein Citratpuffer verwendet:
e  Stammliésung A: 5,25 g Citronensaure ad 250 ml A. dest.
e  Stammliésung B: 14,7 g TRI-NA-Citrat-Dihydrat ad 500 ml A. dest
e  Gebrauchslésung:
- 18 ml Stammlésung A
- ad 82 ml Stammlésung B
- ad 900 ml A. dest.

3.2 Gerite

e 20 pl/ 200 pl Pipetten, Fa. Abimed (Langenfeld)

e 200pl/ 1000yl Pipetten, Fa. Eppendorf (Wesseling-Berzdorf)

e Herdplatte RCT basic, IKA Labortechnik (Staufen)

e Schnellkochtopf, Marke Tischfein Crominal®, WMF AG (Geislingen)

e Waage, MC 1 Laboratory LC 1200 S, Sartorius AG (Géttingen)

e Mikroskop, Axioskop 2 MAT, Zeiss (Jena)

e Mikroskopkamera, 3 CCP Color Video Camera, Sony (Berlin)

e Wachsstift, DAKO Deutschland GmbH (Hamburg)

e Ruttler, Vortex-Genie 2, Scientific Industries (Bohemia, NY, 11716, U.S.A)
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3.3

3.4

Verbrauchsmaterial

Glasbehalter 200ml, 500ml, 1000ml, Fa. Schott Duran GmbH (Wertheim)
Deckglaser 24 x 24mm, 24 x 40mm, Menzel-Glaser (Braunschweig)
Zentrifugenrdéhrchen 50ml, TPP (Trasadingen, Schweiz)

Kaisers Glyerolgelatine fir Mikroskopie, Merck KGaA (Darmstadt)

Puderfreie Untersuchungshandschuhe, semper care® edition, Semperit
Technische Produkte GmbH & Co KG (Wien, Osterreich)

Serologische Einmalpipetten 10ml, 25ml, 50ml, Sarstedt AG (Nimbrecht)
Messzylinder 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml, VitLab GmbH (GroBostheim)

Chemikalien

Non fat-dried milk-powder, Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)

Trizma Base, Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)

Natriumchlorid zur Analyse, Merck KGaA (Darmstadt)
Tri-natriumcitrat-dihydrat zur Analyse, Merck KGaA (Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat, Merck KGaA (Darmstadt)

Tri-natriumcitrat wasserfrei, Merck KGaA (Darmstadt)

Saure Haemalaunlésung (nach P. Mayer), Apotheke Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Manchen

96%-iger Methyl- ethyl- alkohol, Apotheke Innenstadt der der Ludwig-
Maximilians-Universitat Manchen

Ez-DeWax™, Tissue Deparaffinization Solution, Bio Genex (San Ramon,
CA, USA)

3.5 Software und Datenbanken

PubMed: http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed Carl Zeiss

AxioVision Viewer and Sample Images Software, Carl Zeiss Vision GmbH (Mdnchen)
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertung der untersuchten Praparate

Es wurden nur Préaparate zur Auswertung herangezogen, die bestimmte Kriterien
erfullten. Die jeweils mitgeflhrte Positiv- bzw. Negativkontrolle musste eine eindeutig
positive bzw. negative Farbung vorweisen (Abb. 3). Die Negativkontrollen wurden bei
jedem Farbedurchgang ohne Primarantikbrper behandelt, um eine falsch positive
rpS6-Expression auszuschlieBen. Ebenso wurde eine interne Positiv- (z.B.
SchweiBdrisen, normale Epidermis) sowie Negativkontrolle (z.B. interstitielle
Lymphozyten) gefordert. Beschadigte, Uberfarbte (falsch positiv) und zu schwach
(falsch negativ) gefarbte Praparate wurden verworfen.

Des Weiteren wurden bei jedem Farbedurchgang embryonale Fibroblasten von
Ratten des Eker-Stammes (REF) auf die rpS6-Expression hin analysiert. Dieser
Rattenstamm mit bilateral auftretenden Nierenkarzinomen wurde 1954 von Eker
beschrieben und 40 Jahre spater konnte die Ursache dieser Nierenkarzinome in
einer homozygoten Mutation des Tumorsuppressorgens TSC2 (TSC2 (+/-)), welches
fir das Protein Tuberin kodiert, aufgedeckt werden (Eker 1954, Yeung et al. 1994).
Bei jedem Farbedurchgang wurde ein Zellstamm der REF ohne Mutationen im
Tuberin-Gen (TSC2 (+/4)) und ein Zellstamm der REF mit homozygot negativer
Mutation im Tuberin- Gen (TSC2 (-/-)) auf die rpS6-Expression hin mit analysiert. Bei
letzteren Zellen féllt somit das Tumorsuppressorgen TSC2 aus, was zu einer
stéandigen Aktivierung des mTOR-Signaltransduktionsweges flihrt und damit zu einer
erwarteten starken rpS6-Expression (Abb. 4 A und B). Im Gegensatz dazu lassen die
TSC2 (+/+) REF aufgrund des nicht aktivierten mTOR-Signaltransduktionsweges
keine rpS6-Expression erwarten. Zusatzlich wurden diese Zellen mit 50 pMol
Rapamycin behandelt, welches wie in der Einleitung schon beschrieben zu einer
Hemmung des mTOR-Signaltransduktionsweges fuhrt (Abb. 4 C und D). Diese
verschiedenen rpS6-Expressionen, d.h. starke rpS6-Expression fur TSC2 (-/-) REF
und negative rpS6-Expression fir TSC2 (+/+) REF mit gleichzeitiger
Rapamycinbehandlung, konnten bei jedem Farbedurchgang der in dieser Arbeit
untersuchten Praparate gezeigt und damit nachgewiesen werden, dass der
verwendete Antikdrper das Protein, das er detektieren soll, auch bei jeder neuen
Analyse detektieren kann. Mit diesen zusatzlichen Farbungen konnte insgesamt eine
hohe Sensitivitat des verwendeten Antikdrpers gezeigt werden.

46



Als zusatzliche Kontrolle wurden zwei verschiedene Tumore bei Patienten mit der in
der Einleitung erwahnten und zu den Tumor-assoziierten Erkrankungen gehdrenden
Tuberésen Sklerose auf die rpS6-Expression hin untersucht. Durch den Ausfall des
Tuberous Sclerosis Complex 2 Gens oder (TSC2) des Tuberous Sclerosis Complex
1 Gens (TSC1) kommt es wie oben beschrieben zu einer standigen Aktivierung des
mTOR-Signaltransduktionsweges und zur Bildung von gutartigen Tumoren
unterschiedlicher Lokalisation, den so genannten Hamartomen.

Einer dieser auf die rpS6-Expression hin analysierter Tumor bei Tuberéser Sklerose
war ein in der Niere vorkommendes Hamartom. Dieser zu unterschiedlichen Anteilen
aus BlutgefaBen, glatter Muskulatur und Fett bestehender und folglich als
Angiomylipom bezeichneter Tumor kommt bei der Mehrzahl der an Tuberoser
Sklerose erkrankten Menschen vor.

Der zweite untersuchte Tumor war ein Schilddrisenkarzinom bei einem weiteren
Patienten mit Tuberdser Sklerose (Abb.5).

Aufgrund des zugrunde liegenden Gendefektes und des damit dauerhaft aktivierten
mTOR-Signaltransduktionsweges konnte bei korrekter immunhistochemischer
Analyse ein Nachweis des phosphorylierten ribosomalen Proteins S6 bei den
Tumorzellen erwartet werden. Die sehr starke rpS6-Expression bestatigte diese
Erwartung und damit die Korrektheit der Analyse sowohl in Bezug auf den
verwendeten Antikérper als auch auf die Durchfihrung der Farbungen.

Zur Evaluation der immunhistochemischen Analysen wurde jeweils nur die fur die
Fragestellung relevante Zellpopulation herangezogen, worauf bei der Erlauterung der
Ergebnisse noch im Einzelnen eingegangen wird.

Mit einer zehnfachen VergréBerung wurden die Praparate pro Gesichtsfeld nach
Quantitat der Farbung fur phosphoryliertes ribosomales S6 eingeteilt in weniger als
10 %, zwischen 10 und 70 % und mehr als 70 % gefarbte relevante Zellen. Bei
kleineren Praparaten wurde zur Auswertung eine 20- fache VergréBerung
herangezogen. Bei weniger als 10 % Anfarbung der relevanten Zellen wurde dabei
von einer geringen Aktivitdt der mTOR-Kinase in dem jeweils untersuchte Praparat
ausgengangen, bei Uber 70 % Anfarbung dementsprechend von einer sehr starken
mTOR-Kinase-Aktivitat.

Je nach ProbengroBe wurden ein bis maximal neun Gesichtsfelder der zu

analysierenden Zellgruppen untersucht. Ebenfalls wurde die Starke der Anfarbung
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beschrieben mit den Zeichen (-) fir Farblosigkeit, (+) fir schwache Anfarbung, (++)
fir mittelstarke Anfarbung bis hin zu (+++) fir sehr starke Anfarbung.

Abb. 3:

A und B — Beispiel einer Positivkontrolle mit starker rpS6-Expression (spinozellulares Karzinom)

C und D - Beispiel einer Negativkontrolle mit negativer rpS6-Expression durch Weglassen des
Primé&rantikérpers (spinozellulares Karzinom)
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Abb. 4:

A und B - Starke rpS6-Expression bei TSC (-/-) Rattenembryofibroblasten ohne Behandlung mit
Rapamycin

C und D - Negative rpS6- Expression bei TSC (+/+) Rattenembryofibroblasten bei gleichzeitiger
Behandlung mit 50 pMol Rapamycin
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Abb.5:

A und B - Sehr stark rpS6 exprimierendes Angiomyolipom bei Tuberéser  Sklerose mit
angrenzendem Entztndungsinfiltrat in 10- und 20-facher VergréBerung

B und C - Sehr stark rpS6 exprimierendes Schilddrisenkarzinom bei Tuberéser Sklerose mit
angrenzendem gesundem Schilddriisengewebe in 10- und 20-facherVergréBerung
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4.1.1 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins bei den

Verrucae vulgares

Die drei zur Auswertung herangezogenen Praparate zeigten bei der flr verrucae
vulgares typischen Akanthose bei Uberwiegend Uber 70%-iger Farbung eine starke
Positivitat (+++) in der oberen Halfte der verbreiterten Epidermis mit abnehmender
bis selten negativer Farbung (-) zur Basalzellschicht hin (Abb. 6).

Besonders die Praparate zwei und drei zeigten eine mittelstarke Farbung der unteren
Epidermisschichten. Typisch waren vereinzelt oder in kleinen Gruppen liegende stark
positive Zellen im gesamten Epidermisbereich zu sehen (Abb. 6A).

Einige dieser Zellen sind die bei verrucae vulgares typischerweise vorkommenden
Koilozyten; vakuolisierte  Keratinozyten mit kleinem Kern und hellem
Zytoplasmasaum in der Hamatoxilin-Eosin-Farbung. Auch hier stellten sich im zum
Teil dichten Entzindungsinfiltrat, das vor allem im stratum papillare lokalisiert ist, in

Gruppen oder vereinzelt liegende Lymphozyten und Histiozyten positiv dar.

Praparat Verruca Vulgaris <10% 10-70% >70%
1 0 1 3
2 0 0 2
3 0 0 4

Tab. 3: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld bei verrucae vulgares

B,

")
\

Abb. 6: Expression des rpS6 bei Verruca vulgaris:
A und B - Akanthotisch verbreiterte Epidermis mit starker rpS6-Expression in oberen
Epidermisschichten (stratum granulosum) und in Koilozyten
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4.1.2 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins bei
Condylomata acuminata

Insgesamt erflllten drei Praparate die unter 4.1 genannten Voraussetzungen zur
Auswertung. Es zeigte sich eine durchgehend Uber 70%-ige Farbung, die wie bei den
verrucae vulgares zur Basalzellreihe hin abnahm (+++ — +).

Auffallig stark gefarbt waren die auch bei condylomata lata vorkommenden
Koilozyten, die bis in die unteren Schichten der Epidermis nachweisbar waren
(Abb.7B).

Sehr stark angefarbte, nicht koilozytare Zellen kamen vereinzelt ebenfalls bis zur
Basalzellschicht hinein vor (Abb.7A).

Ein subepidermal gelegenes lymphoides Entzindungsinfiltrat war auch hier zu sehen
mit ebenfalls vereinzelt positiven, aber Uberwiegend negativen Lymphozyten und

Monozyten.

Praparat

Condylomata <10% 10-70% >70%
acuminata

1 0 0 4

2 0 0 4

3 0 0 3

Tab. 4: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld bei condylomata acuminata

Abb. 7: rpS6-Expression bei Concylomata acuminata:
A - Starke rpS6-Expression in oberen Epidermisschichten mit vereinzelt stark rpS6
exprimierenden Zellen bis in die Basalzellschicht hinein
B - Typische, bei Condylomata acuminata vorkommende, rpS6 exprimierende Koilozyten
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4.1.3 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins bei der
analen intraepithelialen Neoplasie

An zwei Praparaten einer analen intraepithelialen Neoplasie wurde die Expression
von rpS6 untersucht. Deutlich war bei den durchgehend Uber 70 Prozent gefarbten
Zellen ein Uberwiegen von sehr stark gefarbten (+++), zum Teil sehr groBen
intraepithelialen neoplastischen Zellen (Abb.8).

Eine normale Schichtung der sehr stark verbreiterten Epidermis lieB sich weder Uber
die Zellmorphologie noch Uber die bei normaler Epidermis typische abnehmende
Farbintensitat von oberen Epidermisschichten bis zur Basalzellschicht nicht mehr
erkennen (Abb.8A).

Nur die in typischer Palisadenstellung stehenden Basalzellen zeigten gelegentlich
noch eine geringere Anféarbbarkeit.

Praparat

intraepitheliale <10% 10-70% >70%
Neoplasie

1 0 0 3

2 0 0 3

Tab. 5: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld bei intraepithelialer Neoplasie

A B

Abb. 8: rpS6-Expression bei der analen intraepithelialen Neoplasie
A - Durchgehend sehr starke rpS6-Expression bei den praeinvasiven malignen Keratinozyten
mit typischem Verlust der epidermalen Schichtung
B - Um Hornperlen gelagerte praeinvasive maligne Keratinozyten in der Epidermis
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4.1.4 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins beim

spinozellularen Karzinom

Fanf Proben von spinozellularen Karzinomen erfillten die zur Auswertung genannten
Forderungen. Die Mehrzahl der Praparate zeigte bei nahezu allen ausgewerteten
Gesichtsfeldern eine Uber 70%-ige Anférbung der malignen Zellen. Bei einem
Praparat war eine Abnahme der Farbquantitat der um die beim spinozellularen
Karzinom typischen Hornpfropfe gelagerten Tumorzellen bis zum Interstitium oder
zum umgebenden Entziindungsinfilirat zu erkennen. Die restlichen vier Praparate
zeigten diese Abnahme der Farbintensitat nicht mehr, vielmehr eine sehr starke
Anfarbung (+++) aller malignen Zellen.

Die aus zumeist Lymphozyten bestehende, die Tumorkonglomerate umgebende
Zellpopulation, war Uberwiegend farbnegativ. mit nur vereinzelt positiven

Lymphozyten, Histiozyten und einzeln stehenden Tumorzellen.

Praparat

spinozellulares <10% 10-70% >70%

Karzinom

1 0 0 7

2 0 1 6

3 0 0 3

4 0 0 7

5 0 0 4

Tab. 6: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld beim spinozellularen Karzinom

Abb. 9: rpS6-Expression beim spinozellularen Karzinom
A - Sehr stark rpS6 exprimierende Epidermis- und Tumorzellen
B -Sehr stark rpS6 exprimierende, um Hornperlen gelagerte Tumorzellen
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4.1.5 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins beim

Basalzellkarzinom

Die untersuchten Praparate zeigten bei korrekt durchgefihrten Positiv- sowie
Negativkontrollen mehrheitlich eine Farblosigkeit der fur das Basalzellkarzinom
typischen groBen, in Zellverbanden zusammenliegenden Tumorzellen (Abb.10A und
B). Eine schwache bis sehr starke positive Farbung (+ - +++) wurde bei drei von vier
Praparaten vor allem in der N&he von Haarfollikeln und knapp unterhalb der
Epidermis gesehen. Die Epidermis dieser zwei Préaparate zeigte Uber dem Tumor
eine mittelstarke bis sehr starke (++ - +++) Farbung aller Schichten. (Abb.10C)

Das im Vergleich zum spinozellularen Karzinom geringer vorkommende
Entzindungsinfiltrat um die Tumorzellnester zeigte auch hier eine Uberwiegend
negative Farbung mit vereinzelt vorkommenden positiven Lymphozyten und
Histiozyten. In die Auswertung gingen nur die fir den Tumor typischen basaloiden

Zellen ein.
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Praparat <10% 10-70% >70%
Basalzellkarzinom

1 1 1 0
2 4 0 0
3 2 2 0
4 4 0 0

Tab. 7: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld beim Basalzellkarzinom

Abb. 10: rpS6- Expression beim Basalzellkarzinom

A - Negativ rpS6 exprimierende Basalzellkarzinomzellen unter sehr schmaler Epidermis mit
rpS6 exprimierenden Keratinozyten des stratum granulosum

B - Negativ rpS6 exprimierende Basalzellkarzinomzellen neben sehr stark rpS6
exprimierenden Talgdrisenzellen

C - Sehr stark rpS6 exprimierende Keratinozyten aller Epidermisschichten mit
subepidermal gelegenenen, zum Teil ebenfalls sehr stark rpS6 exprimierenden
Basalzellkarzinomzellen

56



4.1.6 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins beim

malignen Melanom

Unter den neun ausgewerteten malignen Melanomen befanden sich flnf superfiziell
spreitende maligne Melanome, zwei knotige maligne Melanome, zwei sekundar
knotige maligne Melanome und ein akrolentigindses malignes Melanom. Beim
superfiziell spreitenden Melanom (SSM) waren die Tumorzellen Gberwiegend
ungefarbt (=) mit in Gruppen liegenden mehrheitlich schwach (+) bis vereinzelt stark
positiven (+++) Melanomzellen. Praparat eins der SSM zeigt eine starke Anfarbung
der positiven Zellen (+++) (Abb. 11A), wahrend bei Praparat finf mehrheitlich eine
schwache Farbung (+) mit vereinzelt mittelstark positiven Melanomzellen (++) auffiel
(Abb. 11C).

Sowohl beim knotigen malignen Melanom (Abb. 11D) als auch bei den sekundar
knotigen malignen Melanomen (Abb. 11E) wurden hauptsachlich ungefarbte maligne
Zellen mit ebenfalls vor allem vereinzelt, zum Teil auch in Nestern vorkommenden
schwach positiv (+) bis sehr stark positiv (+++) gefarbten Tumorzellen gesehen.

Das akrolentigindse maligne Melanom zeigte neben einer Region von mittelstark (++)
bis stark positiv (+++) gefarbten, in Nestern angeordneten Tumorzellen (Abb. 11F)
Uberwiegend ungefarbte Melanomzellen (-).

Unabhéngig von der Art des MM konnte bei etwa der Halfte aller untersuchten
Praparate eine schwache bis sehr starke (+ — +++)Anfarbung der Epidermiszellen
bis zur Basalzellschicht hin Gber dem Tumor festgestellt werden (Abb. 11A, B, C, E).

Praparat

superfiziell spreitendes malignes Melanom <10% 10-70% >70%
1 0 0 3
2 5 0 0
3 3 4 0
4 4 1 0
5 0 2 2
Praparat

knotiges malignes Melanom

1 6 2 1
2 5 0

Praparat

sekundér knotiges malighes Melanom

1 2 2 0
2 6 0 0
Praparat

akro-lentiginéses malignes Melanom

1 3 0 1

Tab. 8: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld beim malignen Melanom
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Abb. 11: rpS6- Expression beim malignen Melanom

A -Sehr starke rpS6-Expression der Melanomzellen und der Gber dem Tumor gelegenen
Epidermis bei einem superfiziell spreitenden malignen Melanom

B -Sehr starke rpS6-Expression der Epidermis Uber den vorwiegend negativ rpS6
exprimierenden Melanomzellen bei einem superfiziell spreitenden malignen Melanom

C -Uberwiegend negativ rpS6 exprimierende Melanomzellen mit vereinzelt mittelstark positiv
geféarbten Tumorzellen bei einem superfiziell spreitenden malignen Melanom

D - Uberwiegend negativ rpS6 exprimierende Melanomzellen mit einem sehr stark rpS6
exprimierenden Tumorzellnest bei einem knotigen malignen Melanom
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Abb. 11: rpS6- Expression beim malignen Melanom
E - Vereinzelt schwach positive Melanomzellen beim sekundar knotigen malignen Melanom
umgeben von sehr stark rpS6 exprimierender Epidermis
F - Vereinzelt mittelstark positive Melanomzellen beim sekundar knotigen malignen Melanom
bei Uberwiegend negativ rpS6 exprimierenden Tumorzellen
G -Gruppe von sehr stark rpS6 exprimierenden Tumorzellnestern neben negativ rpS6
exprimierenden Melanomzellen beim akrolentiginésen Melanom
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4.1.7 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins bei

Hautmetastasen des malignen Melanoms

Wahrend die Tumorzellen bei Prgparat zwei und drei mehrheitlich eine nicht in
Zellnestern vorkommende mittelstarke bis vereinzelt sehr stark positive (++ — +++)
Farbung aufwiesen (Abb. 12A und B), zeigten sich bei dem ersten Praparat
Uberwiegend maligne Zellen ohne Farbung (-). Nur vereinzelt kommen bei letzterem

Praparat mittelstark angeférbte Zellen vor (Abb. 12C).

Praparat

Metastase des | <10% 10-70% >70%
malignen Melanoms

1 7 0 0

2 0 2 3

3 0 0 3

Tab. 9: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6-exprimierenden Zellen <10%, 10-
70% und >70% pro Gesichtsfeld bei Hautmetastasen des malignen Melanoms
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Abb. 12: rpS6-Expression bei Metastasen des malignen Melanoms
A - Mittelstarke bis vereinzelt sehr starke rpS6-Expression bei einer Metastase eines malignen
Melanoms mit Anschnitt der die Metastase umgebenden Kapsel
B - VergroBerte Darstellung von Abb. 12A
C - Uberwiegend negative rpS6-Expression mit vereinzelt mittelstark angefarbten Tumorzellen
bei einer Metastase eines malignen Melanoms
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4.1.8 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins beim Keloid

Es wurden zwei Praparate von Keloiden ausgewertet, bei denen sich eine sehr

starke Farbung (+++) aller der fUr dieses UberschieBende Narbengewebe typischen

Fibroblasten zeigte.

Auch wurden einige sehr stark rpS6 exprimierende Monozyten (+++) zwischen den

Fibroblasten entdeckt.

Préparat Keloid <10% 10-70% >70%
1 0 0 7
2 0 0 4

Tab. 10: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%,
10-70% und >70% pro Gesichtsfeld beim Keloid

A B

Abb. 13: rpS6-Expression beim Keloid
A - Sehr starke rpS6-Expression der Fibroblasten und einiger Monozyten beim Keloid
B - VergréBerte Darstellung von Abb. 13A
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4.1.9 Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins beim
idiopathischen Angiosarkom

Es wurden zwei Praparate auf die Expression von rpS6 hin analysiert. Bei diesen
zeigte sich bezogen auf die einzelnen malignen Zellen eine unterschiedlich starke
Expression von rpS6, von weit Uberwiegend schwacher (+) bis gebietsweise
mittelstarker (++) und sehr starker (+++) positiver Anfarbung (Abb. 14A und B).
Deutlich war auch hier eine sehr starke rpS6-Expression (+++) der gesamten
Epidermisschichten Gber dem Tumor (Abb. 14C). Haufig vorkommende Tumorzellen
im Stadium der Mitose wurden ebenfalls registriert.Die Zellen des zum Teil stark

ausgepragten Entzindungsinfiltrates zeigten Gberwiegend keine Farbung.

Préaparat Angiosarkom <10% 10-70% >70%
1 0 2 3
2 0 0 4

Tab. 11: Anzahl der Gesichtsfelder mit prozentualem Anteil der rpS6 exprimierenden Zellen <10%,
10-70% und >70% pro Gesichtsfeld beim Angiosarkom

Abb. 14: rpS6-Expression beim Angiosarkom
A - Schwache bis zum Teil sehr stark rpS6 exprimierende, zum Teil in Mitose befindliche
Angiosarkomzellen des ersten Préparates
B - Uberwiegend sehr stark rpS6 exprimierende, zum Teil in Mitose befindliche
Angiosarkomzellen des zweiten Praparates
C - Sehr stark rpS6 exprimierende Keratinozyten der Epidermis liber dem Angiosarkom des
ersten Praparates
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4.1.10 Zusammenfassende Auswertung der immunhistochemischen Analysen

Sowohl bei den benignen, als auch bei den malignen epithelialen
Hautveranderungen konnte in samtlichen Praparaten eine starke positive Farbung
der Epithelzellen festgestellt werden. Die benignen, virusbedingten Veranderungen
wie verrucae vulgares und condylomata acuminata zeigten zum Teil einen Verlust
der typischen Schichtung mit abnehmender Farbintensitat der Zellen von der oberen
Epidermis bis zur Basalzellschicht. Auch sah man hier besonders groBe Zellen und
auch stark positiv gefarbte Koilozyten.

Bei der praeinvasiven analen intraepithelialen Neoplasie und dem spinozellularen
Karzinom, die ebenfalls bis auf ein Préaparat des spinozellularen Karzinoms
durchgehend eine in den untersuchten Gesichtsfeldern Uber 70-prozentige positive
Farbung aufwiesen, war diese Schichtung zum gréBten Teil aufgehoben und eine
Uberwiegend sehr starke Expression des ribosomal phosphorylierten S6 -Proteins
erkennbar.

Beim semimalignen Basalzellkarzinom zeigte sich eine reguldre Abnahme der
Farbintensitat der Epidermis zur Basalzellschicht hin. Die Basalzellkarzinomzellen
selbst exprimierten nur stellenweise und dann in Zellverbanden liegend das rpS6,
was sich bei zwei Praparaten in der Halfte der untersuchten Gesichtsfelder in einer
mittelstarken, also 10-70-prozentigen Zellfarbung wiederspiegelte.

Beim Keloid konnte eine durchgehende Anfarbung der flr die Pathologie der Keloide
verantwortlichen Fibroblasten festgestellt werden. Die Epidermis Uber dem
UberschieBenden Narbengewebe zeigte eine normale Schichtung, sowohl
morphologisch, als auch im Farbeverhalten.

Beim malignen Melanom waren die Ergebnisse uneinheitlich. Zwei von neun (22,2%)
zeigten eine Uberwiegend positive Farbung, ein Praparat (11,1%) war weder
mehrheitlich positiv noch negativ einzustufen und bei der Uberwiegenden Mehrheit,
namlich sechs von neun Praparaten (66.7%), war die Expression von rpS6
Uberwiegend nicht nachzuweisen. Ein Unterschied bei den einzelnen Formen des
malignen Melanoms konnte dabei nicht festgestellt werden.

Die positiv gefarbten Zellen zeigten sich meist in Zellkonglomeraten, aber auch
vereinzelt positive Zellen konnten gesehen werden. Bei Uber der Halfte der
untersuchten Tumore war auffallig, dass die Epidermis Uber dem Tumor bis zur
Basalzellschicht hin stark gefarbt war, wahrend diese im gesunden Bereich noch die
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vorher schon beschriebene Intensitdtsabnahme von den oberflachlichen zu den
basalen Epidermisschichten aufwies.

Uneinheitlich waren auch die Ergebnisse bei den Metastasen des malignen
Melanoms. Wahrend bei einem Praparat unter zehn Prozent der gesamten Zellen
gefarbt waren, zeigte ein anderes eine Uber 70 %ige Farbung der gesamten Zellen.
Das dritte Praparat zeigte ein unterschiedliches Farbeverhalten von Gebieten mit
durchgehend positiv angefarbten Zellen bis Zellverbande, die unangefarbt blieben.
Innerhalb der Abschnitte mit gefarbten Zellen war die Intensitdt der Farbung
unterschiedlich. Auch bei den Uberwiegend ungeféarbten Bereichen konnte man
einzelne maligne Zellen mit stark positiver Anfarbung sehen.

Das Phanomen der starken Anfarbung der gesamten Epidermis Gber dem Tumor wie
beim malignen Melanom lasst sich auch bei den untersuchten Angiosarkomen
nachweisen. Die Angiosarkomzellen selbst zeigten eine Uberwiegende, wenn auch
nur schwach positive Anfarbung. Maligne Zellen direkt unterhalb der Epidermis
zeigten dennoch héaufig eine starkere Expression des rpS6.
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5 Diskussion

Im Folgenden wird nun die Bedeutung einer Expression des phosphorylierten
ribosomalen S6- Proteins sowohl bei unveranderter Haut, als auch bei den
untersuchten benignen und malignen Hautverdnderungen erdrtert. Dabei wird auf
das Ergebnis fur die einzelnen Praparate ebenso eingegangen wie auf das Ergebnis
fur die jeweiligen Gruppen der pathologischen Hautveranderungen.

Des Weiteren wird auch auf die Frage eingegangen, ob damit die Anwendung der in
der Einleitung beschriebenen Inhibitoren der mTOR-Kinase bei den einzelnen
Hautveranderungen Erfolg versprechend ist.

5.1 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins
bei normaler Haut

An der Epidermis nicht pathologisch veradnderter Haut zeigt sich eine deutliche
Zunahme der rpS6-Expression von den basalen zu den oberen Epidermisschichten.
Dabei ist die Basalzellschicht ungefarbt und die Zellen des unteren stratum spinosum
sehr schwach gefarbt, wahrend die Keratinozyten des oberen stratum spinosum und
des stratum granulosum eine sehr starke Anfarbung zeigen. Die Korneozyten des
stratum corneum lassen keine Expression mehr erkennen.

Daraus kann geschlossen werden, dass eine verstarkte mTOR-Aktivierung vor allem
in synthesereichen Keratinozyten des oberen stratum spinosum und in den Zellen
des stratum granulosum bei der Umwandlung in die funktionstragende Hornschicht
vorhanden ist. Die stark vermehrte Syntheserate der Keratinozyten des oberen
stratum spinosum bezieht sich auf vier flr die Funktion der Epidermis wichtige
Proteine. Die Keratinfilamentproteine (Zytokeratine) sind die Strukturproteine der
Epidermis, das Profilaggrin bildet mit den Keratinfilamenten Aggregate
(Keratohyalingranula). Nach proteolytischem Zerfall des Profilaggrins in das Filaggrin
kommt es zur Bildung des Keratins durch Vernetzung der Keratinfilamente.

Ein weiteres von den Keratinozyten des oberen stratum spinosum gebildetes Protein
ist das Involukrin, das sich am Ubergang des stratum granulosum zur Hornschicht an
die Innenseiten der Korneozyten anlagert und mit weiteren Proteinen wie Loricrin und
Keratolinin den sog. ,cornified envelope®, ein zu hoher Rigiditdt der Korneozyten
fihrendes Proteinnetz bildet.

Auch die Bildung der Lipide, die am Ubergang des stratum granulosum zur

Hornschicht die Lipidbarriere bilden, erfolgt im oberen stratum spinosum.
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Auch die Haarfollikel zeigen der Epidermis entsprechend eine Zunahme der rpS6-
Expression von der Basalzellschicht bis zu den Zellen des stratum granulosum. Eine
starke Anfarbung im Normalgewebe zeigen auch die Zellen der verschiedenen
Drisen (Talgdrisen, ekkrine SchweiBdrisen, apokrine Schwei3driisen), was anhand
starker Synthesetatigkeit erklart werden kann.

Endothelzellen der BlutgefaBBe subepidermal und in der Dermis weisen zum Teil auch
eine mittelstarke rpS6-Expression auf, was ebenfalls das Spiegelbild einer erhdhten
Stoffwechselleistung darstellen und auch durch die bekannte mTOR-Aktivitat bei der

Neubildung von GeféaBzellen zustande kommen kdnnte.

A B

Abb. 15: rpS6-Expression bei normaler Haut
A — GroBe Talgdriise mit zum Teil sehr starker rpS6-Expression
B — rpS6-Expressionszunahme von der Basalzellschicht bis zum stratum granulosum
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5.2 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins
bei viral bedingten Hautveranderungen

5.2.1 Verruca vulgaris

Wahrend beim ersten Praparat die akanthotisch verbreiterte Epidermis noch das
Verhaltnis der rpS6-Expression wie bei normaler Haut zeigt, erkennt man bei den
Praparaten zwei und drei schon eine mittelstarke Farbung der Epidermis vom
unteren stratum spinosum an, teilweise sogar vom stratum basale. Hier kann somit
eine verstarkte Aktivitat des mTOR-Signaltransduktionsweges gefolgert werden, was
moglicherweise auf den viral bedingten Proliferationsreiz mit erhéhter Mitosetatigkeit
der Basalzellen zurtickgefiihrt werden kann.

Auch die durch den zytopathogenen Effekt der HPV charakteristischen Koilozyten,
die im stratum spinosum und stratum granulosum vorkommen, lassen durch deren
sehr starke positive Farbung auf eine hochregulierte mTOR-Aktivitat schlieBen.

Eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signaltransduktionsweges und damit auch der mTOR
durch HP-Viren konnte schon nachgewiesen werden (Kim et al. 2006).

Die Anwendung eines mTOR-Hemmers kénnte demnach zu einer Verringerung der
epidermalen Proliferationsrate fuhren. Eine starke hemmende Wirkung auf
Proteinsynthese und auf den Nahrstoffmetabolismus ist auch bei den Koilozyten, die
direkt durch den HPV befallenen und veranderten Keratinozyten, zu erwarten. Je
nach Ausmaf des Befalls und der Grunderkrankungen musste dabei zwischen einer
topischen und systemischen Therapie entschieden werden. Sinnvoll ware auch eine
topische Anwendung nach klassischen Therapieformen wie der Exzision oder der
elektrokaustischen Abtragung, um die doch sehr hohe Rezidivrate zu verringern.
Dharancy et al. berichten von einem starken Rickgang auf die Neubildung von HPV
induzierten Warzen und sogar einen Rickgang schon entstandener Warzen bei
einer lebertransplantierten Patientin nach Umstellung der immunsuppressiven
Therapie durch Hinzunahme des mTOR-Inhibitors Sirolimus zum bis dahin
angewendeten Schema Prednisolon/Tacrolimus/Mycophenolat-Mofetil (Dharancy et
al. 2006). Bei notwendiger Immunsuppression kann damit das Risiko einer
Warzenbildung durch HPV vermindert werden.
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5.2.2 Condylomata acuminata

Bei allen drei Praparaten wird eine Anfarbung aller Epidermisschichten deutlich,
besonders des oberen stratum granulosum, was auf eine starke Aktivitat der mTOR-
Kinase hinweist. Hier zeigen sich noch in gréBerem MaBe als bei den verrucae
vulgares bis in die Basalzellschicht hinein einzeln liegende, besonders stark gefarbte
Zellen. Dabei handelt es sich typischerweise um sehr groBe, zum Teil Atypien
zeigende Keratinozyten, welche die virusproduzierenden Zellen darstellen. Eine
aktive mTOR-Kinase scheint somit auch Grundlage flr den energieverbrauchenden
Vorgang der Virusreplikation zu sein.

Auch zeigen sich bei den Kondylomen stark rpS6 exprimierende und damit mTOR-
aktive Koilozyten, die bei den condylomata acuminata typischerweise auch in tieferen
Epidermisschichten vorkommen.

Folglich kann auch bei den Kondylomen bei zum Teil sehr starker rpS6-Expression
und damit anzunehmender erhéhter mTOR-AKktivitat von einer guten Wirkung topisch
anwendbarer mTOR-Hemmer wie Everolimus ausgegangen werden.

Besondere Aufmerksamkeit kann auf die onkogene Potenz einiger condylomata
acuminata verursachender HPV-Typen gelenkt werden.

Bei den oben beschriebenen, zum Teil dysplastisch veranderten, virusreplizierenden
Keratinozyten kann es sich durchaus um mit diesen HPV-Typen befallene
Keratinozyten handeln. Es ist stark anzunehmen, dass diese Zellen durch die stark
hochregulierte mTOR-Kinase sehr gut auf die mTOR-Hemmer ansprechen, was
wiederum eine onkogene Transformation dieser Zellen verhindern kénnte.

Auch hinsichtlich Rezidivminimierung nach zum Beispiel elektrokaustischer
Abtragung ware die topische Anwendung der mTOR-Hemmer sinnvoll.

5.2.3 Anale intraepitheliale Neoplasie

Beide Praparate zeigen einen Verlust der typischen Epithelschichtung mit stark
dysplastisch veranderten und vergréBerten Keratinozyten bei mittelstarker bis sehr
starker rpS6-Expression. Die Zellen im Bereich des vormaligen stratum granulosum
heben sich dabei besonders stark von den darunter liegenden Keratinozyten ab. Ein
deutlicher Expressionsverlust zur Basalzellschicht hin ist aber bei keinem der beiden
Praparate mehr zu erkennen. Bei diesen prainvasiven Tumorzellen kann also der

Schluss gefolgert werden, dass sie zur Aufrechterhaltung ihres Stoffwechsels und
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Syntheseleistung der standigen Aktivierung der mTOR unterliegen. Dabei
exprimieren auch hier wiederum die sehr groBen und dysplastischen Zellen
besonders das rpS6-Protein. Es scheint also sowohl mit steigender Differenzierung
zu den Keratinozyten des stratum granulosum hin, als auch mit steigender
Dedifferenzierung der Keratinozyten im Rahmen der Onkogenese zu einer
vermehrten Aktivitat des mTOR-Transduktionsweges und damit zu einer verstarkten
Expression des rpS6-Proteins zu kommen. Dabei kénnte also neben der
konventionellen Histologie von verdachtigen Hautveranderungen auch eine
immunhistochemische Analyse dieser Praparate der Einstufung des Grades der
Dedifferenzierung und damit eventuell des Malignitatsgrades behilflich sein.

Die Anwendung der mTOR-Hemmer verspricht bei diesen Ergebnissen ebenfalls
erfolgreich zu sein. Eine geeignete Indikation kénnte die topische Therapie nach
Exzision sein, um entweder noch vorhandene intraepitheliale maligne Zellen bei
durch schwierige Lokalisation bedingter, nicht ganz im Gesunden entfernter AIN in
ihrer Syntheseféahigkeit und Nahrstoffumsetzung zu hemmen oder um angrenzende
intraepitheliale Neoplasien niedrigen Grades bzw. Vorstufen derer zu behandeln, um
einem Rezidiv vorzubeugen.

Auch eine primare Therapie mit lokal anwendbaren mTOR-Hemmern bei zum
Beispiel Fallen von Inoperabilitdt oder groBer Ausdehnung der Lasionen ware
denkbar.

5.3 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins

beim spinozelluldaren Karzinom

Alle finf untersuchten Praparate zeigten eine ausserordentlich starke rpS6-
Expression der Tumorzellen, was nach den Ergebnissen der praeinvasiven malignen
Keratinozyten bei der AIN zu erwarten war. Auch hier scheint der Grund fir die
starke mTOR-Aktivitdt die verminderte Apoptoserate bei massiv erhdhter
Proliferationsrate und die damit verstarkie Proteinsyntheserate bei begrenztem
Nahrstoffangebot zu sein. Das erste Praparat zeigt noch eine Expressionszunahme
von der untersten Schicht der um die beim spinozellularen Karzinom vorkommenden
Hornperlen gelagerten malignen Keratinozyten bis zur direkt unter diesen Hornperlen
gelagerten Schicht maligner Zellen. Dies kann als Hinweis eines noch gut
differenzierten Karzinoms gewertet werden, wahrend die durchgehend sehr starke
rpS6-Expression bei den anderen untersuchten Préaparaten flr eine fortgeschrittene

69



Dedifferenzierung sprechen kénnten. Somit lieBen sich prognostische Aussagen
mittels einer Untersuchung auf die rpS6-Expression treffen.

Ein weiterer Beleg flr die prognostische Relevanz der rpS6-Expression ist die
Uberexpression der Akt- Kinase bei spinozellularen Karzinomen im Maus- Modell, die
fir einen aggressiveren Typ mit friher Invasion, erhéhter Proliferationsrate und
erniedrigter Apoptoserate der malignen Zellen steht (Segrelles et al. 2002). Ahnliches
kénnte damit fir den Grad der rpS6-Expression gelten, denn eine hohe Akt-Aktivitat
fOhrt Gber die mTOR zu einer verstéarkten Expression der rpS6, gleichbedeutend mit
einer erhéhten Aktivitat der S6K1.

Eine die klassischen Therapieformen unterstitzende Anwendung der mTOR-
Hemmer lasst natirlich auch beim spinozellularen Karzinom Erfolge aufgrund der
Ergebnisse der rpS6-Expression erwarten. Jimeno et al. konnten bei zwei im
Tiermodell Ubertragenen Tumorzelllinien eines spinozelluldren Karzinoms einen
Wachstumsstopp in beiden Tumorzelllinien bei Anwendung des mTOR-Inhibitors
Temsirolimus nachweisen (Jimeno et al. 2007). Auch beim Plattenepithelkarzinom
des Osophagus ist der mTOR- Signaltransduktionsweg aktiviert und kann mittels
Rapamycin gehemmt werden, was zu einem Arrest der malignen Zellen in der

GO- /G1-Phase und zu einer Induktion der Apoptose fuhrt (Hou et al. 2007). Somit
kénnte die Anwendung der mTOR-Hemmer ahnlich wie bei der AIN nach priméarer
Exzision zur Rezidivprophylaxe oder bei nicht operablen oder metastasierten
Karzinomen zur Unterstitzung der Chemo- und Radiotherapie eingesetzt werden.
Grund zu Optimismus gibt auch eine Studie, bei der das Auftreten von sowohl
Hauttumoren als auch von soliden Organtumoren nach Nierentransplantation unter
Immunsuppression untersucht wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine
alleinige Behandlung mit mTOR-Hemmern bzw. einer Kombination aus mTOR-
Hemmern mit Calcineurininhibitoren wie Cyclosporin A im Vergleich zu einer
Monotherapie mit Calcineurininhibitoren zu einem signifikant geringeren Auftreten
von  Hauttumoren (insbesondere dem spinozellularen Karzinom) und soliden
Organtumoren fihrt (Kauffman et al. 2005).

Als Schlussfolgerung ist dabei von einer tumorsuppressiven Wirkung der mTOR-
Hemmer auf die de-novo-Entstehung von Hauttumoren auszugehen.

Auch konnte schon am Mausmodell gezeigt werden, dass es bei Anwendung des

MmTOR-Hemmers Everolimus zu einer Inhibition und zu einem Rickgang von
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Plattenepithel-karzinomen kommt, die aus der Inokulation von
Plattenepithelkarzinomzellen entstanden sind (Khariwala et al. 2006).
Diese Ergebnisse lassen insgesamt eine erfolgreiche medikamentdse Behandlung

des spinozellularen Karzinoms durch eine mTOR-Hemmung erwarten.

5.4 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins

beim Basalzellkarzinom

Die bei drei der vier untersuchten Basalzellkarzinome in der Minderheit
vorkommenden schwach bis mittelstark gefarbten Basalzellen zeigten eine
unregelmaBige Abnahme der Farbintensitat von knapp unterhalb der Epidermis bis
zur Basis des Basalzellkarzinoms. Interessanterweise waren bei diesen Préparaten
alle Schichten der Uber dem Tumor liegenden Epidermis mittelstark, zum Teil auch
sehr stark bis zur Basalzellschicht hin gefarbt. Dieses Phanomen kdnnte mit einer
Signalfunktion der Epidermis fir den darunter liegenden Tumor erklart werden. Der
unbekannte Ubertrager dieser Signalfunktion evtl. hinsichtlich der Proliferation und
des Wachstums der Basalzellkarzinomzellen ware dabei mdglicherweise Ursache
der vermehrten rpS6-Expression oder mTOR-Aktivitat der Keratinozyten. Auch die
Reaktion mit erhdhter Aktivitdt der mTOR bei den subepidermal liegenden
Basalzellkarzinomzellen als Zeichen der vermehrten Proteinsynthese und
verminderten Apoptose kdnnte damit erklart werden. Um welchen Mechanismus es
sich dabei handelt, kdnnte in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Bei zwei Praparaten konnte bei normaler Expression des rpS6 in der Epidermis nur
ganz vereinzelt eine Anfarbung der Zellen des Tumors nachgewiesen werden. Dieser
Nachweis eines nicht aktivierten mTOR-Signaltransduktionsweges bei diesen und
Uberwiegend auch bei den anderen zwei Praparaten ware auch als Zeichen der
bekannten geringen Aggressivitdt und sehr langsamen Proliferationsrate der
Tumorzellen beim Basalzellkarzinom zu werten.

Eine direkte Hemmung der mTOR mit mTOR-Hemmern kénnte damit eine
Wachstumshemmung des Basalzellkarzinoms bewirken, eine vollstandige Abheilung
ist bei ausschlieBlicher Anwendung der mTOR-Hemmer aber aufgrund der
Uberwiegend negativen rpS6-Expression nicht zu erwarten. Auch sollte vorher eine
immunhistochemische Analyse auf eine mTOR-Aktivitat hin angefertigt werden, um
komplett mMTOR-negative Tumoren ausschlieBen zu kénnen, bei denen eine Wirkung

von Rapamycin nicht zu erwarten ist.
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Somit ware die Anwendung von mTOR-Hemmern als supportive MaBnahme nach
zum Beispiel Exzision oder als Rezidivprophylaxe moglich, wobei einer topischen
Therapie wegen der geringeren Nebenwirkungsrate der Vorzug zu geben ware.

5.5 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins
beim Malignen Melanom und Hautmetastasen des malignen Melanoms

Die sehr heterogene rpS6-Expression innerhalb der untersuchten malignen
Melanome wurde schon im Ergebnisteil ausfuhrlich beschrieben.

Nur bei einem Praparat der superfiziell spreitenden Melanome (SSM) konnte eine
flachenhafte, sehr starke rpS6-Expression nachgewiesen werden. Die anderen
Praparate der SSM zeigten vereinzelt, teilweise in Gruppen liegende sehr groBe und
stark angefarbte neben Uberwiegend negativ gefarbten Melanomzellen. Das gleiche
Ergebnis wiesen die knotigen MM, die sekundar knotigen MM und das
akrolentiginose MM (ALM) auf, was darauf hinweist, dass es keine Unterschiede in
der mTOR-AKktivitat bei den einzelnen Untergruppen des MM gibt.

Die zwei h&ufigsten genetischen Mutationen bei der Entstehung der malignen
Melanome sind die Mutation der B-Raf-Kinase und die Mutation im PTEN-
Tumorsuppressorgen. Letztere Mutation flihrt zu einer Aktivierung der mTOR, wobei
ca. 30-60% der malignen Melanome davon betroffen sind (Molhoek et al. 2005). Xu
et al. wiesen immunhistochemisch eine schwache bis mittelstarke Expression der
mTOR bei malignen Melanomen nach (Xu et al. 2004).

Die Resultate der immunhistochemischen Farbung auf rpS6 bestatigen ebenfalls,
dass der mTOR-Signaltransduktionsweg nicht ubiquitar und insgesamt auch nicht
sehr stark aktiviert ist. Diese Ergebnisse weisen zwar nicht auf eine herausragende
und alleinige Bedeutung der mTOR bei den malignen Melanomen hin, dennoch
scheint die Kinase in Verbindung mit anderen Signaltransduktionswegen, Mutationen
in  Onkogenen und Tumorsuppressorgenen in einem gewissen MaBe die
Proliferation der Melanomzellen zu férdern und deren Apoptose zu verhindern. Dies
trifft vor allem fUr die haufig einzeln angefarbten und auch in Nestern vorkommenden
stark rpS6 exprimierenden Zellen zu, die besonders deutlich beim ALM zu sehen
waren.

Eine weitere Bedeutung der mTOR zeigt die bei etwa der Halfte der untersuchten
Praparate vorkommende starke rpS6-Expression der gesamten Epidermis Gber dem
Tumor. Dies kdnnte wie bei den Basalzellkarzinomen ebenfalld Ausdruck einer
Signalfunktion der Epidermiszellen zu den Melanomzellen sein. Ob es sich dabei um
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wachstumsférdernde, anti-apoptotische oder andere Tumor-progressive Signale
handelt, kann auch hier durch weitere Untersuchungen ermittelt werden.

Eine Proliferationshemmung mit mTOR-Inhibitoren konnte schon bei Melanomzellen
in vitro nachgewiesen werden (Molhoek et al. 2005). Dennoch konnte bei diesen
Untersuchungen  die  kombinierte = Hemmung der zwei  wichtigsten
Signaltransduktionswege beim MM, namlich die der B-Raf und der mTOR, eine
deutlich starkere Hemmung der Proliferation von Melanomzellen nachweisen. Dies
bestatigt die Vermutung, dass die Aggressivitat und die schwierige Therapie der MM
durch  die verschiedenen beteiligten Mutationen und angeschalteten
Signaltransduktionswege zustande kommen. Die alleinige Anwendung eines mTOR-
Inhibitors beim malignen Melanom ware damit nicht viel versprechend. Dies zeigt
auch eine Phase-lll Studie, bei der nur ein Melanompatient von 33 Patienten mit
fortgeschrittenem metastasiertem malignen Melanom auf die Monotherapie mit dem
proliferationshemmenden mTOR- Inhibitors CCI-779 angesprochen hat (Margolin et
al. 2005). Die Zeit bis zur Tumorprogression bei diesem Patienten dauerte gerade
einmal zwei Monate. Eine kombinierte Hemmung verschiedener
Signaltransduktionswege koénnte folglich auch in vivo eine weitaus hohere
Ansprechrate zur Folge haben.

Bei mittels immunhistochemischer Farbung aufgedeckten starken rpS6-Expression
der Tumore kénnte die Aufnahme eines mTOR-Inhibitors in das Therapieschema
gerechtfertigt sein, wahrend bei weit Uberwiegend negativer Expression eher eine
restriktive Haltung gegentiber einem mTOR-Hemmer anzuraten ware.

Auch bei den untersuchten Hautmetastasen des malignen Melanoms zeigte sich kein
einheitliches Bild der rpS6-Expression. Wahrend bei einem Praparat eine
Uberwiegend negative rpS6-Expression nachgewiesen werden konnte, exprimierten
die anderen zwei Metastasen das rpS6-Protein mittelstark. Bei allen drei Praparaten
hoben sich vereinzelt Melanomzellen mit gegentber der Umgebung starkerer
Expression ab.

Die Entscheidung, einen mTOR-Hemmer in das Therapieschema des metastasierten
malignen  Melanoms  aufzunehmen, kdénnte auch  hier mit einer
immunhistochemischen Analyse auf die rpS6- Expression erleichtert werden. Handelt
es sich um einen Klon mit niedriger rpS6-Expression und damit niedriger mTOR-
Aktivitat, ware die Anwendung eines mTOR-Hemmers nicht sehr glnstig, im
Gegensatz zu Metastasen mit hoher rpS6- Expression.
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5.6 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins
beim Keloid

Die bei beiden Praparaten vollstandige und sehr starke rpS6-Expression der
Fibroblasten und auch der Monozyten weist auf eine groBe Bedeutung der mTOR
beim Keloid hin.

Ong et al. konnten kirzlich durch Hemmung der mTOR von monokultivierten
Keloidfibroblasten nachweisen, dass dies zu einer geringeren Expression von
extrazellularen Matrixproteinen wie Fibronektin, Kollagen und a-SMA (a- smooth
muscle actin) fohrt und Zhang et al. zeigten eine Verminderung der durch
Monozyten stimulierten Kollagen I- Expression mittels Hemmung der mTOR (Ong et
al. 2007, Zhang et al. 2006).

Die mTOR-Inhibition bei den Monozyten und den Fibroblasten verspricht damit eine
gute Hemmung der UbermaBigen Kollagenproduktion bei Keloiden in vivo und stellt
somit eine erfolgversprechende neue Therapieméglichkeit bei UberschieBender
Narbenbildung dar. Dabei ist natirlich die topische der systemischen Therapie
aufgrund der geringeren Wahrscheinlichkeit von Nebenwirkungen vorzuziehen. Des
Weiteren ist eine geringere Dosis erforderlich und eine verbesserte Wirkung der

direkt am Keloid angreifenden mTOR-Hemmer wahrscheinlich.

5.7 Bedeutung der Expression des phosphorylierten ribosomalen S6-Proteins
beim idiopathischen Angiosarkom

Trotz einer Uberwiegend eher schwachen Expression des rpS6 zeigt doch ein sehr
hoher Anteil der malignen Angiosarkomzellen diese Expression. Dies bedeutet auch
hier eine entscheidende Rolle des mTOR-Signaltransduktionsweges bei der
Pathologie des Angiosarkoms. Sehr auffallig war auch bei diesem malignen
GefaBtumor eine zum Teil sehr starke rpS6-Expression der gesamten
Epidermisschichten Gber dem Tumor. Diese wurde auch in der Basalzellschicht
nachgewiesen.

Eine sehr starke rpS6-Expression konnte vor allem bei den groBen, in Mitose
befindlichen Tumorzellen registriert werden, was die Erkenntnis unterstitzt, dass die
mTOR- Kinase bei proliferierenden Zellen in ihrer Aktivitat hochreguliert wird.

Wie in der Einfihrung schon erlautert, hat der mTOR-Signaltransduktionsweg Uber
den VEGF eine wichtige Funktion flir die pathologische Angiogenese. Dies ist neben

der antiapoptotischen Wirkung ein entscheidender Grund fir die Aktivierung der
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mTOR in den Angiosarkomzellen (Bader et al. 2006) und kénnte auch Ursache flr
die mTOR- Aktivierung im Sinne einer proliferationsférdernden Signalwirkung in den
Epidermiszellen sein.

Eine essentielle Rolle der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), welche zu einer Akt-
Aktivierung und demnach auch zu einer mTOR-Aktivierung fihrt, konnte bei der
Angiogenese schon nachgewiesen werden (Jjang BH et al. 2000). Im Jahre 2006
zeigten Bader et al. am Tiermodell die Wachstumshemmung eines Tumors mit
Mutation im Gen fir eine wichtige katalytische Untereinheit der PI3K. Dieser stark
haemorrhagische Tumortyp wurde durch das Rapamycin-Derivat RADO0O1
hauptsachlich in dessen pathologischer Angiogenese gehemmt (Bader et al. 2006).
Die Ergebnisse der rpS6-Expression bei den untersuchten Angiosarkomen bestétigte
zusammen mit Untersuchungen wie die von Jjang und Bader eine wichtige mTOR-
Funktion bei malignen GeféaBtumoren und die mdgliche klinische Relevanz der
mTOR-Hemmer bei dieser Tumorentitat.
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5.8 Zusammenfassende Diskussion

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse auf die rpS6-Expression
konnten bei einigen benignen und malignen Hautverédnderugen die mehr oder
weniger starke Bedeutung des mTOR-Signaltransduktionsweges nachweisen.

Vor allem proliferative Prozesse der Epidermis, sowohl gutartig wie die viral
bedingten Hautverdnderungen der verrucae vulgares und der condylomata
acuminata mit ihrer Akanthose und den Koilozyten, als auch praeinvasive maligne
Hautveranderungen wie bei der analen intraepithelialen Neoplasie bis hin zum
spinozellularen Karzinom, lassen durch die starke rpS6-Expression auf eine starke
Aktivitdt der mTOR-Kinase schlieBen. Folglich ware bei diesen Diagnosen eine
mTOR-Hemmung je nach Risikoabschatzung hinsichtlich Grunderkrankungen und
Ausdehnung der Hautveranderung zusétzlich zur Standardtherapie topisch oder
systemisch sehr vielversprechend.

Auch das Keloid lasst durch die starke rpS6-Expression der am pathologischen
Prozess beteiligten Fibroblasten und Monozyten eine gute Wirksamkeit lokaler
mTOR-Hemmer erwarten, was bei der oft sehr schwierigen Behandlung der Keloide
Hoffnung weck.

Beim malignen Melanom und beim Basalzellkarzinom scheint eine pharmakologische
mTOR-Hemmung aufgrund der negativen oder Uberwiegend nur sehr schwachen
rpS6- Expression nicht erfolgversprechend. Dennoch kdénnte bei vereinzelt sehr stark
exprimierenden Tumoren eine mTOR-Hemmung erwogen werden, sei es lokal zur
Rezidivminderung nach zum Beispiel Exzision eines Basalzellkarzinoms oder frihen
malignen Melanoms oder zusatzlich systemisch bei metastasiertem malignem
Melanom.

Das Angiosarkom |asst aufgrund der Bedeutung des mTOR-
Signaltransduktionsweges bei der pathologischen Angiogenese dieses Tumors und
der in dieser Arbeit nachgewiesenen rpS6-Expression ebenfalls ein gutes
Ansprechen auf die mTOR-Hemmung erwarten.

Letztlich von Bedeutung ist auch die beschriebene zum Teil sehr starke rpS6-
Expression und damit mTOR-Aktivitat der gesamten Epidermis Uber Tumoren wie
dem Basalzellkarzinom, dem malignen Melanom oder dem Angiosarkom. Dies
kdnnte einen proliferationsunterhaltenden Effekt der Keratinozyten auf die Tumoren
widerspiegeln und somit auch ein interessanter Ansatzpunkt fir die mTOR-

Hemmung sein.
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