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1. EINLEITUNG

1.1. Das Basalzellkarzinom

1.1.1. Synonyme und Definition

Das Basalzellkarzinom (BCC), friiher auch ,,Basaliom* und ,,Epithelioma basocellulare*
genannt, ist der hdufigste infiltrierende und destruierend wachsende Tumor der Haut.
Aufgrund seiner, von sehr seltenen Ausnahmen abgesehen, fehlenden Fahigkeit zur
Metastasierung, wird es auch als semimaligner Tumor bezeichnet [25, 54].

Der Name ,,Basalzellkarzinom* ruhrt daher, dass die Tumorzellen mit ihren grof3en, ovalen
und stark basophilen Zellkernen und der palisadenartigen Anordnung an der Peripherie der
Tumorstrange sehr an normale Zellen des Stratum basale der Epidermis und der Haarfollikel
erinnern. Die Ahnlichkeit zwischen Tumorzellen des Basalzellkarzinoms und Keratinozyten
der Haarfollikel lieR bislang annehmen, dass Basalzellkarzinome von den im Wulst des
Haarfollikels gelegenen epidermalen Stammzellen oder undifferenzierten Zellen der
aulleren Haarwurzelscheide ihren Ursprung nehmen, womit sich auch das Auftreten der
Basalzellkarzinome nahezu ausschliel3lich an der behaarten Haut erklaren liel3e [24, 25, 54,
189]. Jungste Erkenntnisse jedoch zeigen, dass Basalzellkarzinome aus den langfristig
angesiedelten Vorlauferzellen der interfollikuldren Epidermis und des oberen Infundibulums
hervorgehen, wobei die vom Infundibulum abstammenden Basalzellkarzinome weitaus
seltener (7%) und Kleiner sind als die der interfollikuldren Epidermis entspringenden
Basalzellkarzinome (93%) [212]. Auch diese These spricht fir ein fast ausschlieBlich auf
die behaarte Haut beschrénktes Auftreten der Basalzellkarzinome.

1.1.2. Epidemiologie und Atiopathogenese

Das Basalzellkarzinom ist der haufigste (semi-) maligne Tumor der noérdlichen Hemisphare.
Seit den 1960er Jahren steigt die Inzidenz stetig an, mit einer durchschnittlichen Zunahme
um 3-8% pro Jahr. Je nach Intensitdt der Sonnenbestrahlung liegt die Zahl der
Neuerkrankungen bei etwa 110 bis 130 pro 100 000 Einwohner in Deutschland und
England, und in Australien, dem Land mit der hochsten Inzidenz unter der hellhdutigen



Bevolkerung, liegt sie nahezu 20-fach hoher [24, 176]. Auch die Inzidenz in der
dunkelhdutigen Bevolkerung (Hauttyp IV-VI), in der Basalzellkarzinome viel seltener
auftreten, ist in den letzten 10 Jahren deutlich angestiegen. Bemerkenswert ist, dass bei
dunkelhdutigen Betroffenen Basalzellkarzinome ofter an Korperregionen auftreten, die vor
UV-Strahlung geschitzt sind, was zur Annahme flhrt, dass sich die Pathogenese von
Basalzellkarzinomen bei dunkelhdutigen Patienten von der hellhdutiger unterscheidet [16,
42]. Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen der 6. und 8. Lebensdekade, wobei die Zahl an
Neuerkrankungen etwa linear mit dem Lebensalter steigt. Ein Auftreten vor dem 40.
Lebensjahr ist relativ selten und kann wegweisend fiir das Vorliegen einer erblichen
Erkrankung (Gorlin-Goltz-Syndrom) sein [24, 25, 54].

Manner und Frauen sind etwa gleich h&ufig betroffen (m:f = 1,3:1), mit Ausnahme der
Lokalisation an der Oberlippe. Hier tberwiegt mit einem Verhaltnis von etwa 3,5:1 die
Anzahl weiblicher Patientinnen [162].

Atiopathogenetisch spielen fiir die Entstehung von Basalzellkarzinomen verschiedene
Faktoren eine Rolle. Der wesentliche Faktor ist jedoch das UV-Licht, wobei speziell der
UV-B-Anteil (290-320 nm) fiir die Induktion von DNA-Mutationen bedeutsam ist [103].
Folglich sind Patienten mit hellem Hauttyp (Typ | und Il nach Fitzpatrick) und Menschen,
die in threm Leben viel der Sonne ausgesetzt waren, besonders gefahrdet. Neben dem
natlrlichen Sonnenlicht kann auch UV-Strahlung aus kiinstlichen Bestrahlungsquellen, wie
etwa Sonnenbank, Phototherapie oder Photochemotherapie, zur Entstehung von
Basalzellkarzinomen beitragen. Eine langdauernde PUVA-Therapie mit hohen kumulativen
Gesamtdosen erhoht somit nicht nur das Risiko flr Plattenepithelkarzinome, sondern auch
das Risiko fiir Basalzellkarzinome [166]. Dabei muss bis zum Auftreten der Tumore mit
langen Latenzzeiten (>15 Jahre) gerechnet werden. Bemerkenswert und unerklart bleibt
allerdings, dass Basalzellkarzinome an den chronisch sonnenexponierten Handriicken sehr
selten vorkommen [25]. Weitere Induktoren der Basaliomentstehung sind
Immunsuppression mit Beeintrdchtigung der T-Zell-vermittelten Immuntiberwachung,
ionisierende Strahlen, Aufnahme von trivalentem anorganischem Arsen, chronische
Hautschadigungen, wie z.B. langbestehende Ulzera, mechanisch beanspruchte Narben und
genetische Syndrome wie das Gorlin-Goltz-Syndrom oder Xeroderma pigmentosum [6, 24,
26, 56, 82, 165].



1.1.3. Klinik und histologische Einteilung

Klinisch imponiert das Basalzellkarzinom typischerweise als sogenanntes
»,Basaliomknotchen®, ein halbkugeliges, bis mehrere Millimeter groRes, derbes,
hautfarbenes Knoétchen mit perlmuttartigem Glanz, von Teleangiektasien durchzogen oder,
im Falle groRerer Basalzellkarzinome, als Induration mit einem, durch die typisch
randstdndige Anordnung der Basaliomknétchen, perlschnurartigen Randwall.
Préadilektionsstelle ist das Gesicht, wobei die Nase mit 30% am hé&ufigsten betroffen ist. Mit
abnehmender Haufigkeit folgen Rumpf, unteres Gesichtsdrittel, Kapillitium und die Gbrigen
Hautareale. Basalzellkarzinome entstehen, im Gegensatz zu Plattenepithelkarzinomen,
gewohnlich auf klinisch unauffélliger Haut ohne Vorstufen. Das Tumorwachstum erstreckt
sich dabei Gber mehrere Monate bis Jahre [21, 24, 25, 54]. Klinisch und histologisch lasst
sich das Basalzellkarzinom dabei in verschiedene Subtypen unterteilen:

Das noduldre oder solide Basalzellkarzinom stellt den h&ufigsten Subtyp dar. Klinisch zeigt
sich ein scharf begrenzter, der Haut breitbasig aufsitzender, kuppelartiger Tumor von
wachsartig-glasiger Farbe und derb-harter Konsistenz. Charakteristisch ist ein
perlschnurartig aufgeworfener Randsaum, der von Teleangiektasien durchzogen ist. Haufig
findet sich eine zentrale Einsenkung.

Das superfizielle Basalzellkarzinom wird auch oberflachlich multizentrisches,
erythematoides, ekzematoides, pagetoides Basalzellkarzinom oder Rumpfhautbasaliom
genannt. Es tritt haufig in Mehrzahl auf, wéchst langsam und nur sehr oberfl&chlich und
imponiert als scharf, aber unregelmalig begrenzte erythemato-squamése, leicht erhabene
Plaque. Der Durchmesser variiert dabei von wenigen Millimetern bis zu mehreren
Zentimetern. Eine Ulzeration kommt selbst bei groBen Tumoren selten vor.
Préadilektionsstellen sind der Rumpf und die Extremitaten.

Das zystische Basalzellkarzinom ist ein weicher, der Hautoberflache breitbasig aufsitzender,
blaulich-weiBlich durchscheinender, glasiger Tumor, der von Teleangiektasien durchzogen
ist und Uberwiegend im Lid- und oberen Wangenbereich auftritt.

Sklerodermiforme oder Morphea-artige Basalzellkarzinome imponieren klinisch als
unscharf begrenzte, atrophische oder leicht erhabene, narbenartige Plaques, die von
Teleangiektasien durchzogen sind und nur selten ulzerieren. Uberschreitet der Tumor das
Hautniveau, kann der Tumor ein keloidiformes Aussehen annehmen. Bevorzugte
Lokalisation sind Stirn, Nase und Wangen.



Das ulzerierte Basalzellkarzinom, auch Basalioma exulcerans genannt, tritt h&ufig im
Gesicht und am Kapillitium auf. Dabei unterscheidet man das Ulcus rodens, welches
schmerzlos ulzeriert, das Korium nicht tberschreitet und zu hamorrhagischer Verkrustung
neigt, vom Ulcus terebrans, dem ,bohrenden Ulkus“, bei dem die Destruktion tiefer
gelegener Gewebsschichten lebensbedrohliche Komplikationen wie Blutungen, Infektionen
und Eroffnung der Schadelhohle verursachen kann.

Das pigmentierte Basalzellkarzinom stellt eine Variante des noduléren Basalzellkarzinoms
mit Melanineinlagerungen dar, welches durch eine derbe Konsistenz und einen
unterschiedlich hohen Melaningehalt gekennzeichnet ist. Die typischen Merkmale,
perlschnurartig aufgeworfener Randsaum und glasige Oberflache mit Teleangiektasien,
konnen aufgrund der Pigmentierung schwer zu erkennen sein. Die Haufigkeit liegt zwischen
1,1 und 8%. Im Vergleich zur hellhdutigen Bevolkerung erkranken dunkel Pigmentierte, wie
z.B. lateinamerikanische Patienten, insgesamt hdufiger an pigmentiertem
Basalzellkarzinom, obwohl sie insgesamt seltener Hauttumore entwickeln [110].
Basalzellkarzinome koénnen auch auf vorgeschéadigter Haut und mechanisch beanspruchten
Narben entstehen. Hier spricht man dann von Narbenbasalzellkarzinomen. Sie sind
typischerweise schmerzlos. Wichtig ist diese von Tumoren abzugrenzen, die in der Narbe
eines bereits vorbehandelten Basalzellkarzinoms entstehen [81, 136]

Das Fibroepitheliom, auch Pinkus-Tumor und fibroepitheliales Basalzellkarzinom genannt,
stellt mit 0,5 % aller Basaliome eine seltene Variante dar. Es handelt sich dabei um
breitbasig aufsitzende, hautfarbene, gelegentlich zart gerotete, meist weiche Knotchen, die
klinisch am ehesten an Fibrome erinnern. Histologisch besteht das Fibroepitheliom aus
einem teils epithelialien und einem teils mesenchymalen Netzwerk, wobei vermutet wird,
dass die fibroepithelialen Basalzellkarzinome von ekkrinen intraepidermalen Géngen
abstammen und dann weiter in die Dermis proliferieren [96]. Sie treten Uberwiegend im
unteren Rumpfbereich, in der Leistengegend und an den Oberschenkeln auf.

Das polypoide Basalzellkarzinom, eine seltene Kklinische Sonderform, zeigt einen
exophytischen, gestielt wachsenden Tumor mit glatter oder verrukoser Oberflache.
Préadilektionsstelle ist das Kapillitium.

Beim metatypischen Basalzellkarzinom handelt es sich ebenfalls um eine sehr seltene
Variante, die histologisch sowohl Anteile eines Basalzellkarzinoms als auch eines
Plattenepithelkarzinoms enthé&lt. Klinisch und morphologisch zeigt es zwar die Merkmale
eines noduldren Basalzellkarzinoms, zeichnet sich jedoch durch die Fahigkeit zur
Metastasierung und ein schnelleres und aggressiveres Wachstum aus [88].



Metastasierende Basalzellkarzinome sind eine grof3e Ausnahme und treten in etwa 0,003-0,1
% der Félle auf. Entscheidend scheinen hierbei die Beziehung zwischen den Tumorzellen
und den stromalen BlutgefaRen, die Invasion in tiefere Gewebsschichten und das
perineurale Wachstumsmuster zu sein. Von groRer Bedeutung fur das
Metastasierungsverhalten ist auBerdem die GroRe des Primartumors. Bei einem Tumor mit
einem Durchmesser > 3 cm kommt es mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,9% zur
Metastasierung. Bei Tumoren > 10 cm liegt die Metastasierungsrate bereits bei 50%. Die
Metastasierung erfolgt dabei zu etwa 40-83% in die regionalen Lymphknoten und nahezu
ebenso oft hamatogen, mit bevorzugter Absiedlung in Lunge (35-53%), Knochen (20-28%)
und Haut (10-17%) [139].

1.1.4. Diagnostik, Therapie und Prognose

Die Diagnose des Basalzellkarzinoms kann mit den typischen Merkmalen eines
wachsartigen Tumors mit perlschnurartigem Randsaum, Teleangiektasien und
gegebenenfalls einer zentralen Einsenkung hé&ufig bereits klinisch gestellt werden. Im
Vergleich zum Plattenepithelkarzinom und malignen Melanom ist dabei die diagnostische
Genauigkeit beim Basalzellkarzinom am hochsten [69]. In Zweifelsfallen, wenn eine
komplette Exzision nur durch einen komplizierten Eingriff zu erzielen ist, muss vor der
Therapie eine Probeexzision enthommen und die Diagnose histologisch gesichert werden.
Bei einem ulzerierten Knoten, der nicht weiter einzugrenzen ist, kann eine zytologische
Untersuchung, bei einer pigmentierten Veranderung die Dermatoskopie sehr hilfreich sein
[24, 25].

Zur Therapie des Basalzellkarzinoms steht eine Vielzahl an Methoden zur Verfiigung. Dabei
wird in Abhangigkeit von der Grol3e, der Lokalisation und dem klinisch-histologischen
Subtyp des Basalzellkarzinoms (ber die Therapieform entschieden. Wichtig hierfur sind
zusétzlich auch der Allgemeinzustand und der Wunsch des Patienten sowie die personlichen
Fahigkeiten des Arztes. Goldstandard in der Behandlung des Basalzellkarzinoms ist die
Exzision mit anschlieRender histologischer Untersuchung [138]. Die Exzision entlang des
nattrlichen Tumorrandes zeigt dabei im Vergleich zur Exzision mit einem
Sicherheitsabstand von 3-10 mm keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Rate der
unvollstandigen Resektionen [194]. Die mikrographisch kontrollierten chirurgischen



Techniken (MKC) werden besonders bei sklerodermiformen und rezidivierenden
Basalzellkarzinomen am Kopf und an den distalen Extremitatenabschnitten sowie bei sehr
groBen Tumoren und Tumoren in Problemlokalisationen wie Nase, Auge und Ohr
angewandt. Die Strahlentherapie stellt eine nicht-invasive und effektive Alternative zur
Exzision dar und findet insbesondere bei soliden und aggressiven Basalzellkarzinomen
alterer Patienten und zur Weiterbehandlung bei nicht im Gesunden exzidierten Tumoren
ihren Einsatz. Als Alternative kdnnen die CO,-Laser-Ablation und die PDT, ebenso wie die
Kurettage, die Elektrodesikkation, die Kryotherapie und die zytostatische Behandlung mit
5-Fluorouracil nur zur Behandlung superfizieller Basalzellkarzinome eingesetzt werden. Die
Immuntherapie mit Imiquimod stellt eine zusatzliche Behandlungsoption fiur kleine
superfizielle Basalzellkarzinome dar [25, 43, 138].

Die Prognose des Basalkarzinoms ist insgesamt sehr gut. Die Heilungsraten nach Therapie
liegen bei etwa 95-99%, fur Rezidivtumore bei etwa 90%. Die Rezidivrate und das Risiko
eines weiteren Primértumors sind in den ersten 3 Jahren am hoéchsten [24, 25]. Fiur das
Risiko, weitere Basalzellkarzinome zu entwickeln, ist die Kombination aus Lokalisation des
Priméartumors und seinem histologischen Subtyp von Bedeutung. Patienten mit einem am
Rumpf lokalisierten, superfiziellen Basalzellkarzinom sind dabei am haufigsten vom Befall
weiterer Primartumore betroffen [123]. Patienten, die sowohl an einem Basalzell- als auch
an einem Plattenepiethelkarzinom erkrankt sind, entwickeln seltener weitere Primértumore
als Patienten, die lediglich an Basalzellkarzinomen leiden [157].

1.2. Das Basalzellnaevus-Syndrom

1.2.1. Synonyme und Definition

Das Basalzellnaevus-Syndrom (BCNS), auch névoides Basalzellkarzinom-Syndrom
(NBCCS) und Gorlin-Goltz-Syndrom genannt, wurde erstmals 1960 von Gorlin und Goltz
beschrieben [63]. Diese Erkrankung wird mit hoher Penetranz und variabler Expressivitat
autosomal-dominant vererbt, wobei etwa 40% der Krankheitsfalle durch Neumutationen
entstehen [38]. Das Syndrom ist durch das Auftreten multipler Basalzellkarzinome bereits
im frihen Erwachsenenalter sowie durch Fehlbildungen verschiedener Organsysteme



gekennzeichnet ist. Das Manifestationsalter liegt zwischen der 2. und 4. Lebensdekade [25,
54].

1.2.2. Epidemiologie und Atiopathogenese

Die Préavalenz variiert stark in Abhéngigkeit von der Region und liegt in England bei etwa
1/55.600 [50], in Australien bei 1/164.000 [167] und in Italien bei etwa 1/256.000 [118].
Ménner und Frauen sind gleichermalen betroffen (m:f = 1:1). Bis zu 60% aller Betroffenen
haben kein am Basalzellnaevus-Syndrom erkranktes Familienmitglied [22].

Hervorgerufen wird das Syndrom durch heterozygote Keimbahnmutationen in dem auf
Chromosom 9 (g22.3-g31) lokalisierten Ptch-Tumorsuppressorgen, einem humanen Analog
des ,,patched“-Gens der Fruchtfliege (Drosophila) [1, 115, 116]. Das Ptch-Gen kodiert fir
ein Transmembranprotein mit 12 hydrophoben membranstandigen Domanen, intrazelluléren
carboxy- und aminoterminalen (C- und N-terminalen) Regionen und zwei grof3en
extrazellularen Schleifen, die die Sonic-Hedgehog-Ligandenbindung vermitteln. Dieses
Rezeptormolekil wirkt normalerweise hemmend auf den Sonic-Hedgehog-Signalweg, der
essentiell ist wahrend der Embryogenese und der Differenzierung adulter Gewebe und somit
fir die normale Entwicklung des Skeletts, des Zentralnervensystems und der Haut eine
wichtige Rolle spielt [12, 25, 148]. Die Molekularbiologie der im Rahmen des Gorlin-
Goltz-Syndroms entstehenden Karzinome ist ahnlich der des Retinoblastoms und wird
durch die Knudson-Two-Hit-Hypothese gestltzt. Die sogenannte Multi-Mutationen-Theorie
besagt, dass betroffene Zellen mindestens zwei aufeinander folgende DNA-Mutationen
benoétigen, bevor sie zur Tumorentwicklung beféhigt sind [93]. Die Patienten weisen
zunachst in einer von zwei Kopien des Ptch-Gens, welches hier als klassisches
Tumorsuppressorgen agiert, einen anlagebedingten Keimbahndefekt in der DNA-Sequenz
auf. Man spricht von einer Haploinsuffizienz, bei der eine von zwei Kopien eines diploiden
Gens durch eine vererbte Mutation funktionsunfdhig geworden ist. Die andere
funktionierende Kopie des Gens ist nicht in der Lage eine ausreichende Menge des
Genproduktes herzustellen und fiihrt damit zum Ausbruch der Erbkrankheit. Die beim
Gorlin-Goltz-Syndrom auftretenden Entwicklungsanomalien sind demnach Folge der
Haploinsuffizienz [202]. Ein Defekt in lediglich einer der beiden Kopien flhrt allerdings
noch nicht zur Ausbildung eines Karzinoms. Mutanten auf einem Allel begtinstigen jedoch



die gleiche Mutation auf dem zweiten Allel durch eine mitotische Rekombination oder
durch ein Copy-Choice bei der DNA-Replikation. Kommt es somit postnatal zu einem
zweiten DNA-Schaden oder zum Verlust des gesunden Allels im gleichen Genlokus (The
Second Hit), kann die betroffene Zelle maligne werden und ein Karzinom entstehen. Dieser
durch inaktivierende Mutationen im Ptch-Gen hervorgerufene Verlust der Heterozygotie
fuhrt somit zu unkontrollierter Aktivitat des Signalweges und ist in etwa 90% der im
Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms auftretenden, hereditiren Basalzellkarzinome, in 70%
der odontogenen Kieferzysten und in der Mehrheit der ovarialen Fibrome bei
Basalzellnaevus-Syndrom nachzuweisen [2, 13, 168]. Dieser Verlust wurde auch bei
sporadischen Basalzellkarzinomen und Basalzellkarzinomen bei Patienten mit Xeroderma
pigmentosum, im Medulloblastom und in sporadisch auftretenden, odontogenen
Kieferzysten beobachtet [20, 61, 119, 130, 153]. Dadurch werden Storungen in der
Regulation von Zellzyklus und Apoptose verursacht, die in Fehlbildungen und Tumoren
resultieren.

1.2.3. Klinik und Histopathogenese

Klinisch imponiert das Basalzellnaevus-Syndrom durch eine Vielfalt an Symptomen. Zu
den diagnostischen Hauptkriterien z&hlen dabei das Auftreten multipler Basalzellkarzinome
(50-97%) und odontogener Kieferzysten (65-75%) bereits ab der 1. Lebensdekade, multiple
gribchenformige Einsenkungen an Palmae und Plantae, sog. ,pits* (60-90%) und
Verkalkungen der Falx cerebri (37-79%) [50, 148].

Die Basalzellkarzinome treten bevorzugt in lichtexponierten Arealen, typischerweise im
Gesicht und am Rumpf auf. Dunkelhdutige erkranken insgesamt sehr selten am
Basalzellnaevus-Syndrom und machen weniger als 5% der Falle aus [66]. Im Falle eines
Basalzellnaevus-Syndroms treten bei nur 40% der dunkelh&utigen Patienten
Basalzellkarzinome auf, was auf die vermehrte Pigmentierung und den damit verbundenen
Schutzmechanismus der Haut vor UV-Strahlung zuriickgefiihrt wird [59]. Eine Ausnahme
bilden dunkelhdutige Patienten, die mit Radiotherapie behandelt wurden. Hier kommt es im
Bereich der Bestrahlung, bedingt durch die erhthte Strahlensensibilitdt bei Patienten mit
Basalzellnaevus-Syndrom [14], ebenfalls zum Auftreten multipler Basalzellkarzinome.



Klinisch verhalten sich die Basalzellkarzinome beim Gorlin-Goltz-Syndrom genauso wie
sporadisch auftretende Basalzellkarzinome und weisen meist erst nach der Pubertdt ein
aggressives und lokal destruierendes Wachstum auf [50]. Auch histopathologisch
unterscheiden sich die Basalzellkarzinome eines Basalzellnaevus-Syndroms nicht von den
spontan auftretenden. Alle Formen des Basalzellkarzinoms kommen vor, wobei 30% der
Patienten sogar zwei oder mehrere Subtypen (sklerodermiform, solid, superfiziell, zystisch,
fibroepithelial) gleichzeitig aufweisen [60]. In circa 30-50% der Falle treten aullerdem,
sowohl in der tumordsen als auch in der gesunden Haut, neben Basalzellinseln kalzifizierte
Herde auf [60]. Eine Kalzifizierung gilt jedoch nicht als zuverl&ssiges Zeichen.

Weitere Fehlbildungen des Basalzellnaevus-Syndroms sind kongenitale Skelettanomalien,
wie z.B. Verschmelzung der Wirbelkdrper, Kyphoskoliose, Spina bifida,
Rippenfehlbildungen, Hohlbrust oder Poly- und Syndaktylie. Auch Hochwuchs konnte mit
dem Gorlin-Goltz-Syndrom in Verbindung gebracht werden. Die durchschnittliche
KorpergroRe von Basalzellnaevus-Syndrom-Patienten liegt mit 1,83 m bei Méannern und
1,74m bei Frauen (ber dem Durchschnitt. Etwa 15% aller Patienten sind extrem
hochgewachsen [60, 127]. Verdnderungen im Kopfbereich, die zu einer typischen Fazies
fuhren, sind eine Makrozephalie mit weitem frontooccipitalem Umfang, eine Vorwdlbung
der Stirn mit StirnhOckern, ein okulérer Hypertelorismus sowie Spaltbildungen des
Gaumens und der Lippe. Intrakraniell lassen sich neben der Verkalkung der Falx cerebri
auch Verkalkungen des Tentorium cerebelli und der Dura mater sowie bei 10% der
Betroffenen eine Agenesie des Corpus callosum nachweisen [25, 54, 116]. Zusatzlich haben
Patienten mit Basalzellnaevus-Syndrom ein erhohtes Risiko fiir andere benigne und maligne
Tumoren. Die Inzidenz eines Medulloblastoms infolge eines Basalzellnaevus-Syndroms
liegt bei etwa 5% und mindestens 10% treten bereits vor dem 2. Lebensjahr auf, wéhrend
der Haufigkeitsgipfel bei spontan auftretenden Medulloblastomen zwischen dem 4. und 9.
Lebensjahr liegt [39]. Ein friihes Auftreten dieses Tumors, vor allem des desmoplastischen
Subtyps [7], ebenso wie die Entstehung multipler Basalzellkarzinome im Bestrahlungsfeld
nach kraniospinaler Radiotherapie, kann somit bereits das erste Zeichen eines vorliegenden
Basalzellnaevus-Syndroms sein. Umgekehrt entwickeln etwa 3% aller an einem
Medulloblastom erkrankten Patienten im weiteren Verlauf ein Basalzellnaevus-Syndrom
[7]. Den haufigsten benignen, mit dem Syndrom assoziierten Tumor, stellt bei den
weiblichen Patientinnen das Ovarialfibrom (24%) dar [50].
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1.2.4. Diagnostik, Therapie und Prognose

Die Diagnose des Basalzellnaevus-Syndroms kann durch Zusammenschau der vorhandenen
Symptome gestellt werden. Dabei gilt die Diagnose als gesichert, wenn zwei Hauptkriterien
oder ein Hauptkriterium und zwei Nebenkriterien erflllt sind [53, 90].

Hauptkriterien

Multiple (> 2) BCCs oder ein BCC vor dem 20. Lebensjahr
Odontogene Kieferzysten, histopathologisch gesichert
Palmoplantare Pits (> 2)

Verkalkung der Falx cerebri

Rippenanomalien
Verwandte 1. Grades mit BCNS

o 0k~ wdhPE

Nebenkriterien

Angeborene Skelettanomalien, zum Beispiel Spina bifida, Hemivertebrae
Frontookzipitaler Kopfumfang > 97. Perzentile

Kardiale und ovariale Fibrome

Medulloblastom

ok~ e

Kongenitale Fehlbildung: Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, Polydaktylie, Katarakt,
Iriskolobom

Bei positiver Familienanamnese sollte unmittelbar nach der Geburt eine eingehende
Untersuchung erfolgen. Dabei sollte vor allem auf einen vergréRerten Kopfumfang mit
prominenter Stirn und das Vorhandensein einer Lippen- oder Gaumenspalte [172] sowie auf
Anomalien im Bereich der Augen und der Wirbelsaule und das Bestehen einer Gabelrippe
geachtet werden [62, 90]. Um friihzeitig ein Medulloblastom diagnostizieren zu kdnnen,
sind neurologische Kontrollen im Abstand von sechs Monaten indiziert. Zwischen dem 3.
und 7. Lebensjahr konnen diese jahrlich erfolgen. Danach ist das Auftreten eines
Medulloblastoms sehr unwahrscheinlich. Zusatzlich werden jahrliche Réntgenaufnahmen
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des Kiefers ab einem Alter von 8 Jahren und jéhrliche dermatologische Kontrollen mit
Beginn der Pubertat empfohlen [50, 117].

Diagnostisch beweisend und hilfreich als préasymptomatische Diagnostik sind auch
molekularbiologische Untersuchungen (Genmutation auf Chromosom 9g22-31).

Die Behandlung des Basalzellnaevus-Syndroms beruht auf der spezifischen Therapie des
jeweiligen Klinischen Befundes. Die Therapie der im Rahmen des Syndroms auftretenden
Basalzellkarzinome unterscheidet sich nicht wesentlich von der Therapie der sporadischen
Basalzellkarzinome. Die chirurgische Exzision ist bei Patienten mit einer begrenzten Anzahl
an Basalzellkarzinomen Therapie der Wahl. Alternativen, die bei multiplen Basaliomen
eingesetzt werden, sind die photodynamische Therapie, die auch problemlos groRflachig
angewandt werden kann [32], die CO,-Laser-Ablation, die Elektrodesikkation, die
Kryotherapie und eine lokale oder systemische Behandlung mit Retinoiden. Die topische
Immuntherapie mit 5% Imiquimod allein oder in Kombination mit vorangegangener
Kirettage stellen eine ebenfalls sehr wirksame Behandlungsmethode dar [52, 142, 178]. Die
Rontgenweichstrahlentherape ist aufgrund der erhdhten Strahlensensibilitat der Patienten
kontraindiziert [14, 90]. Zur Prophylaxe ist auch ein konsequenter Lichtschutz anzuraten.
Das mit dem Syndrom assoziierte Medulloblastom ist zwar selten, kann jedoch zu einer
verkirzten Lebenszeit, gegebenenfalls sogar zum Tod im Kindesalter fihren. Die im
Rahmen des Basalzellnaevus-Syndroms auftretenden desmoplastischen Medulloblastome
haben aber in der Regel eine bessere Prognose als die sporadisch auftretende klassische
Form [97, 116].

1.3. Die Sonic-Hedgehog-/ Patched-Signalkaskade

1.3.1. Die Molekularbiologie des Sonic-Hedgehog-Signalweges

Der Sonic-Hedgehog-Signalweg ist einer der wichtigsten Signallibertragungswege in der
Embryogenese und ist essentiell fir die Entwicklung des Neuralrohres, des axialen Skeletts,
der Extremitéten, der Lunge, der Haare, Haut und Z&hne [11, 17, 68, 72, 129, 174].

Die wéhrend eines Mutationsscreenings gefundenen Gene Hedgehog (Hh) und Patched
(Ptch) wurden 1980 erstmals in Drosophila melanogaster beschrieben [143]. Der Name
Hedgehog rihrt von der phanotypischen Veranderung der Fliegenlarven-Mutante. Durch die
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vermehrter Borstenbildung brachte die an einen lgel erinnernde Drosophila-Mutante dem
Gen schlussendlich den Namen Hedgehog ein. Im Vergleich zu D. melanogaster wurden in
Vertebraten drei zu Hh und drei zu Ptc homologe Gene identifiziert. Zu den Homologen des
Hedgehog Gens zéhlen Sonic Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog (Dhh) und Indian
Hedgehog (lhh), wobei Shh mit seinem Einfluss auf die Entwicklung von Gehirn,
Rickenmark, Achsenskelett und Gliedmalien die grolRte Rolle spielt [36]. Zu den Ptc-
Homologen zahlen Patched (Ptch), Patched 2 (Ptch2) und Translocation in renal carcinoma
in chromosome 8 (Trc8). Das wichtigste und in Vertebraten am besten untersuchte Homolog
ist hier Patched (Ptch), welches bei Mutation zu zahlreichen kongenitalen Defekten fiihrt
[65]. Shh und Ptch sind in den gemeinsamen Sonic-Hedgehog-/ Patched-Signalweg
involviert, bei dem Ptch der Rezeptor fir Shh ist [128, 179]. Ein weiteres, flr den
Signalweg wichtiges Gen ist Smoothened (Smo), welches als Trigger der intrazelludren
Signaltransduktion und der anschlieBenden Aktvierung der Zielgene dient [203]. In
Abwesenheit von Shh bindet Ptch an Smo und blockiert somit dessen Aktivitat. Diese
Blockade wird dabei durch eine Kkatalytische Interaktion zwischen Ptch und Smo
hervorgerufen [182]. Die Hemmnug der Aktivitdt von Smo bewirkt, dass die
Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie, die essentiell sind wéhrend der Embryogenese und
der Differenzierung adulter Gewebe [201], Uber eine Reihe zytoplasmatischer Proteine
gebunden bleiben und keine transkriptionelle Funktion austben kdnnen. Bindet Shh an
Ptch, so wird Ptch in seiner Funktion blockiert, Smo wird aktiviert und ist zur
Signaltransduktion beféhigt. Dies flhrt zur Freisetzung der zytoplasmatisch gebundenen
Gli-Proteine, welche daraufhin in den Nukleus transportiert werden und die Expression ihrer
Zielgene aktivieren [76, 140]. Nach erfolgter Stimulation des Sonic-Hedgehog-/ Patched-
Signalweges durch Shh fuhrt die Gli-abhéngige Expression von Ptch zu einer negativen
Autoregulation der Signalwegsaktivitdt, wodurch die Kaskade wieder in ihren
unstimulierten Zustand zurlickversetzt wird. Bereits ein Ptch-Molekul reicht aus, um eine
fast 80%ige Aktivitdtshemmung von Smo zu bewirken [182]. Dies verdeutlicht, wie wichtig
die Expression von funktionellem Ptch fiir die Regulierung des Shh-/ Ptch- Signalweges ist.
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Abbildung 1.1. Diagramm des Sonic-Hedgehog-Signalweges. Durch die Bindung von Sonic Hedgehog an
den Patched-Rezeptor wird das fiir den Signalweg wichtige Gen Smoothened aktiviert. Dies
flihrt zur Freisetzung der zytoplasmatisch gebundenen Gli-Proteine, die daraufhin in den
Zellkern transportiert werden und mit der Transkription ihrer Zielgene beginnen kénnen.
Sufu ist ein intrazellulares Molekdl und bildet eine Repressor-Einheit, welche die Gli-
Aktivitat hemmt.

1.3.2. Die Sonic-Hedgehog-/ Patched-assoziierte Tumorgenese

Einige der Bestandteile des Shh-/Ptch-Signalweges konnten mit Tumorgenese und
dysmorphen Syndromen in Verbindung gebracht werden. So zum Beispiel das zur Gli-
Familie gehtrende Glil, welches erstmals im menschlichen Glioblastom isoliert und mit
dessen Entstehung in Zusammenhang gebracht werden konnte [37, 91]. Das humane
Patched-Gen wurde erstmalig mit Tumorgenese assoziiert, als heterozygote
Keimbahnmutationen in Ptch als Ursache fiir das Basalzellnaevus-Syndrom nachgewiesen
wurden [65, 80].

In Abwesenheit eines funktionellen Ptch kann Smo nicht mehr durch Ptch inhibiert werden.
Folge ist eine, von der negativen Autoregulation unabhangige, durchgehende Aktivitat von
Smo, die zur Uberexpression der Zielgene und des Patched-Gens fiihrt [179]. Dies resultiert
in einer vermehrten Proliferation auf Kosten der Zelldifferenzierung. Eine dauerhaft
hochregulierte Ptch-Transkription konnte sowohl bei Basalzellkarzinomen des
Basalzellnaevus-Syndroms als auch bei 12-38% der sporadischen Basalzellkarzinome
nachgewiesen werden [10, 57, 193]. Dem Patched-Gen wurde dabei die Rolle des
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»,Gatekeepers® zugeschrieben, in diesem Fall einem Tumorsuppressorgen, das an der
Regulation der Zellteilung beteiligt ist und durch seine Inaktivierung zur Entstehung von
Basalzellkarzinomen flhrt [92, 169]. Da jedoch auch eine Aktivierung von Smo, ebenso wie
eine Inaktivierung von Ptch, zu einer vermehrten Transkription der Zielgene fihrt, und
aktivierende Smo-Mutationen in sporadischen Basalzellkarzinomen nachgewiesen wurden
[206], sollte man eher den Rezeptorkomplex bestehend aus Ptch und Smo als ,,Gatekeeper*
betrachten.

Insgesamt findet sich eine Fehlregulation des Sonic-Hedgehog-Signalweges, bedingt durch
die Inaktivierung von Ptch oder die onkogene Aktvierung von Smo, in fast allen
Basalzellkarzinomen.

Gegenwartig ist bekannt, dass auch mit Xeroderma pigmentosum assoziierte Basaliome
[20], Medulloblastome [145] und Rhabdomyosarkome [190] durch somatische Mutationen
in Ptch entstehen. Auch in vielen anderen Tumoren, wie beispielsweise in Tumoren der
Brustdruse [94] und der Harnblase [67], sind Mutationen in Ptch gefunden worden. Dariiber
hinaus konnen Fehlregulationen des Signalweges, bedingt durch Mutationen in anderen
Genen der Shh-/ Ptch-Signalkaskade oder auch durch die Uberexpression von Shh selbst
[147], zu den oben genannten Tumoren sowie zusétzlich zu Tumoren des Verdauungstraktes
[18], des Pankreas [188] und der Lunge [200] fihren.

1.4. Die 14-3-3-6-/ IKKa-Signalkaskade

1.4.1. 14-3-3-c - Ein G2/M-Zellzyklus-Checkpoint-Gen

Bei den Mitgliedern der 14-3-3-Familie handelt es sich um homo- und heterodimere
Proteine, die in allen eukaryotischen Zellen zu finden sind [3, 55, 204]. Diese Familie
ubiquitérer und hoch konservierter Proteine beinhaltet 7 Isotypen, die in der menschlichen
Zelle durch Bindung an diverse Proteine fur eine Vielfalt zelluldrer Prozesse verantwortlich
sind [207]. Zu den Signaltransduktionswegen, die von den Proteinen der 14-3-3-Familie
gesteuert werden, zéhlen unter anderem die Ras/MAPK-Signalkaskade, bei der durch
Bindung von 14-3-3 an das Serin-phosphorylierte Raf die Aktivitat der Raf-Kinase reguliert
wird [160, 191]. Weitere Funktionen der 14-3-3-Proteine sind die mit einem Mitglied der



15

Bcl-2 Familie, BAD, assoziierte Kontrolle der Apoptose [215] und die Steuerung des
Zellzyklus-Checkpoints am G2/M-Ubergang durch Bindung an Cdc25C [122, 154].

14-3-3-c, auch Stratifin oder HME-1 (Human Mammary Epithelium-Specific Marker-1)
[156] genannt, ist einer der 7 Isotypen der 14-3-3-Familie. Die o-Isoform kommt speziell in
Keratinozyten und Epithelzellen vor [44, 104] und spielt neben der Regulierung der
Signaltransduktion und der zelluldren Differenzierung besonders in der Kontrolle des
Zellzyklus eine entscheidende Rolle [45, 149, 196]. Das Tumorsuppressorgen p53, welches
als eine der wichtigsten Kontrollinstanzen fur das Zellwachstum gilt, erhéht infolge eines
DNA-Schadens die Expression von 14-3-3-c-mRNA [71]. Die Zunahme von 14-3-3-c fiihrt
zu einem G2/M-Arrest, bei dem 14-3-3-c als negativer Regulator des Zellzyklus an die
Proteine Cdc2 und Cyclin B1, die fir die Einleitung der Mitose verantwortlich sind bindet,
und durch deren Sequestrierung ihren Eintritt in den Nukleus hemmt. Der Zellzyklus-Arrest
ermoglicht den Zellen genetischen Schaden zu reparieren und sich somit vor Mutagenese
und genomischer Instabilitdt zu schiitzen [30, 71]. Untersuchungen zeigten, dass 14-3-3-¢ [
Zellen aulerstande waren einen G2/M-Checkpoint-Arrest aufrechtzuerhalten. Nach
Behandlung mit Adriamycin trat schlie3lich die mitotische Katastrophe, ein durch eine
Mitoseaberration hervorgerufener Zelltod, ein [29]. Weiter konnte gezeigt werden, dass eine
Inaktivierung des 14-3-3-c-Gens zur Immortalisierung von menschlichen Keratinozyten
flhrt [44]. Weitere Studien haben gezeigt, dass 14-3-3-c durch seine Bindung an die Cyclin-
abhangige-Kinase 2 (CDK2) und die damit verbundene Inhibition der Cyclin-CDK-
Aktivitat auch Einfluss auf den Verlauf der G1/S-Phase zu haben scheint [99]. Die
genannten experimentellen Beobachtungen machen verstandlich weshalb 14-3-3-c an der
Entwicklung von Tumoren beteiligt ist. In vielen epithelialen Tumoren des Menschen,
beispielsweise dem Mamma- oder Prostatakarzinom, kann eine deutlich verminderte
14-3-3-c-Expression nachgewiesen werden [51, 99, 120]. Umgekehrt flihrt ein Anstieg von
14-3-3-c in den menschlichen Brustkrebszellen zu einer Hemmung der Tumorgenitat der
HER2-transoformierten Tumorzellen [195, 211]. Auch das Basalzellkarzinom zeigt eine
teilweise beziehungsweise vollstandige Minderung der 14-3-3-c-Expression, wohingegen
andere hyperproliferative Krankheitsbilder wie Psoriasis vulgaris, Condylomata acuminata,
aktinische Keratosen und das spinozellulare Karzinom die gleiche 14-3-3-c-Expression wie
die normale angrenzenden Epidermis aufweisen [121]. Verantwortlich flr die Inaktivierung
von 14-3-3-c in humanen Krebszellen ist die epigenetische Hypermethylierung der CpG-
Inseln in der 5°-Region des Promotors [51]. Die CpG-Inseln, die der Regulation der
Genexpression dienen, verlieren durch die Methylierung die Fahigkeit das zugehorige Gen



16

zu exprimieren, wodurch es zur Stilllegung der Gene (Gen-Silencing) kommt. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Hypermethylierung der 5°-Region mit einer verminderten
Expression von 14-3-3-¢ in den Krebszellen korreliert. Durch eine Behandlung mit dem
Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2"-Deoxycytidin kann die DNA-Hypermethylierung
aufgehoben und die Genreaktivierung eingeleitet werden. Des Weiteren zeigten sich in
Krebszellen, infolge einer Inaktivierung von 14-3-3-c durch Hypermethylierung, sowohl
Schéden in der Kontrolle des G2-Checkpoints als auch Beeintrachtigungen der Funktion des
Tumorsuppressorgens p53 [181]. Umgekehrt fand man heraus, dass das Protein 14-3-3-c die
Stabilitat und die transkriptionelle Aktivitat von p53 erhoht und damit das Tumorwachstum
unterdriickt [211]. 14-3-3-c, das G2/M-Zellzyklus-Checkpoint-Gen, spielt demnach mit
seiner tumorsuppressiven Aktivitdat und der stimulierenden Wirkung auf den
Tumorsuppressor p53 in der Pravention der Tumorentstehung eine entscheidende Rolle.

1.4.2. IKKa - Eine katalytische Untereinheit des kB Kinase-Komplexes

Nuklearer Faktor-kB (NF-«xB), ein Transkriptionsfaktor, der in nahezu jedem Zelltyp
vorhanden ist, nimmt bei Entziindungsprozessen und in der Tumorentstehung eine
Schlusselstellung ein [85]. NF-xB spielt in der Embryonalentwicklung, bei der
Koordinierung von Entzindungs- und Immunantworten und bei der Zellteilung eine
entscheidende Rolle [134]. Physiologischerweise wird NF-kB im nicht-aktivierten Zustand
von Proteinen der IkB-Familie im Zytoplasma zurlickgehalten. Durch die Stimulation mit
Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a), einem Zytokin, welches als Folge von entzindlichen
Prozessen, Infektionen oder Verletzungen produziert wird [15], werden diese inhibitorischen
Proteine durch den IkB-Kinase- (IKK-) Komplex phosphoryliert. Die sich anschlieRende
Ubiquitinierung und Degradierung der IxB-Proteine hat zur Folge, dass NF-xB frei im
Zytoplasma vorliegt und nun ungehindert in den Zellkern eintreten und dort die
Transkription von Zytokingenen aktivieren kann [86]. Der IKK-Komplex stellt somit einen
entscheidenden Faktor der NF-kB-Regulierung und eine wichtige Komponente des TNF-a-
Signaltransduktionsweges dar.

Der IkB-Kinase-Komplex besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten, IKKao und IKK,
[46, 135, 214] und einer regulatorischen Untereinheit IKKy oder NEMO (NF-xB
essenzieller Modulator) [161, 208]. Trotz der &hnlichen Struktur und der Tatsache, dass
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sowohl IKKa als auch IKKp zur in vitro Phosphorylierung von 1kB beféahigt sind [213],
unterscheiden sich die zwei katalytischen Untereinheiten in ihrer Funktion. Mal3gebend fur
die Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes und die Regulierung der NF-xB-Aktivitat ist
dabei IKKp, wahrend IKKo in Abwesenheit von IKKP fur die Aktivatoren des IKK-
Komplexes unempfénglich ist und somit einen Verlust von IKKB nur teilweise
kompensieren kann [109, 185]. IKKo hat demnach zwar geringen Einfluss auf die
Regulierung der NF-kB-Aktivitat, spielt jedoch eine signifikante Rolle in der von seiner
Proteinkinase- und der NF-kB-Aktivitdt unabhangigen epidermalen Differenzierung von
Keratinozyten und in der Skelett-Morphogenese [73, 74, 108, 183]. Neugeborene IKKa /-
Méuse prasentieren sich mit fehlerhafter epidermaler Differenzierung in Form wvon
gldnzender, transparenter und verdickter Haut. Die Epidermis ist durch eine stark
proliferierte basale und suprabasale Zellschicht und ein komplettes Fehlen von Stratum
granulosum und corneum gekennzeichnet. Diese Mé&use sterben kurz nach der Geburt. Die
Reexpression von IKKo oder eines Kinase-inaktiven IKKa fihrt zur Induktion der
terminalen Differenzierung von Keratinozyten und zur Hemmung der Hyperproliferation in
vitro und in vivo [74, 170]. Zusatzlich weisen die M&use multiple, das Skelett betreffende
morphologische Defekte und eine abnorme kraniofaziale Morphogenese auf [73, 183].
Untersuchungen diesbeziiglich zeigten, dass IKKa in der Epidermis die Ausschuttung von
FGF (Fibroblast Growth Factor) Proteinen hemmt und somit neben der Epidermogenese,
auch die Morphogenese des vom Mesoderm ausgehenden Knochengewebes reguliert [170].
Eine weitere wichtige Rolle, die IKKa nach neuesten Erkenntnissen zugewiesen werden
kann, ist die Pravention von Hautkrebs. Durch Unterbindung einer vermehrten Mitose,
Induktion der terminalen Differenzierung und durch Unterdriickung des Epidermal-Growth-
Factor-Receptor- (EGFR-) gesteuerten autokrinen Regelkreises, ist IKKo befdhigt die
Entstehung von Hauttumoren zu verhindern [113]. In der Mehrzahl aller humanen
Plattenepithelkarzinome konnten IKKa-Mutationen im Exon 15 und eine verminderte
IKKa-Expression nachgewiesen werden. Zwischen der Expression von IKKa und der
Aggressivitat des Tumors wurde ein gegenlaufiger Zusammenhang ermittelt. Bei Méausen
fihrte eine Uberexpression von IKKa durch Unterdriickung der mitogenetischen und
angiogenetischen Aktivitat zu einer Hemmung der Tumor- und Metastasenentstehung [112].
IKKa ist demnach ein wichtiger Faktor in der Aufrechterhaltung der epidermalen
Homd@ostase und der Pravention von Hautkrebs.
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1.4.3. Die 14-3-3-¢ / IKKa-assoziierte Tumorgenese

Wahrend bereits bekannt ist, dass 14-3-3-c / Zellen nicht in der Lage sind einen G2/M-
Arrest aufrechtzuerhalten, konnten jlngst auch bei IKKa-defizienten Keratinozyten Defekte
im G2/M-Zellzyklus-Arrest nachgewiesen werden [216]. Ursachlich war auch hierfir die,
durch einen DNA Schaden und durch die anschlieBende Hypermethylierung verursachte
Inaktivierung von 14-3-3-c. Das Histon H3, eines der finf Haupt-Histon-Proteine im
Chromatin eukaryotischer Zellen, spielt dabei durch seine Beteiligung an der DNA-
Methylierung eine entscheidende Rolle [105]. Das trimethylierte Histon H3 Lysin 9 (H3-
K9) gilt als Grundvoraussetzung fur die Entstehung von DNA-Methylierungsmustern, die
fir die Unterdriickung der Transkription und das Gen-Silencing verantwortlich sind [78,
105, 184]. Die H3-K9-Trimethylierung wird dabei durch die Trimethyltransferase Suv39h1l
reguliert [159, 177]. Zwischen dem Histon H3 des Proteins 14-3-3-c und der katalytischen
Untereinheit des IkB-Kinase-Komplexes, IKKa, konnte zuletzt eine Verbindung hergestellt
werden. Untersuchungen diesbeziiglich zeigten, dass IKKa den Zugriff von Suv39hl auf H3
hemmte und somit 14-3-3-c vor Hypermethylierung und Inaktivierung schitzte. Gestltzt
wird diese These durch die Tatsache, dass ein Verlust von IKKa zu einer verminderten
14-3-3-c-Expression in Keratinozyten fiihrte und umgekehrt eine Reaktivierung von IKKa,
die Ausschittung von 14-3-3-c¢ ansteigen liel} [216]. IKKa reguliert demnach indirekt den
G2/M-Zellzyklus-Arrest, indem es 14-3-3-c vor Hypermethylierung und vor Gen-Silencing
schitzt und bewahrt somit die genomische Stabilitat der Keratinozyten.

1.5. Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es sporadisch auftretende Basalzellkarzinome mit Basalzellkarzinomen,
die im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms auftreten, unter Verwendung zweier Antikorper
immunhistochemisch zu charakterisieren und miteinander zu vergleichen.

Zunachst wurde die Expression des Proteins 14-3-3-c in sporadischen Basalzellkarzinomen
und in Basalzellkarzinomen des Gorlin-Goltz-Syndroms immunbhistologisch untersucht, mit
der Zielsetzung einen moglichen Zusammenhang zwischen der Sonic-Hedgehog-/ Patched-
Signalkaskade und dem 14-3-3-c-Signaltransduktionsweg aufzudecken. Sporadisch
auftretende Basalzellkarzinome gehen mit einer verminderten oder sogar fehlenden
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Expression von 14-3-3-c einher. Die erste Fragestellung unserer Arbeit war somit, ob auch
Basalzellkarzinome, die im Rahmen des Sonic-Hedgehog-assoziierten Basalzellnaevus-
Syndroms auftreten, ein Silencing von 14-3-3-c¢ aufweisen. Hierfur wurden 33
Gewebeschnitte von Patienten mit sporadischen Basalzellkarzinomen und 26
Basalzellkarzinom-Schnitte von Patienten mit Gorlin-Goltz-Syndrom angefertigt, mit dem
14-3-3-c-Antikorper angefarbt und beziglich der 14-3-3-c-Expression unter dem
Mikroskop beurteilt und miteinander verglichen.

Im Anschluss wollten wir, mit dem Hintergrund, dass IKKo das G2/M-Zellzyklus-
Checkpoint-Gen 14-3-3-¢ vor Hypermethylierung und somit vor Gen-Silencing schiitzt,
untersuchen ob eine verminderte Expression von 14-3-3-c in den Basalzellkarzinomen
beider Gruppen auch mit einer herunterregulierten Expression von IKKa einhergeht. Dafuir
wurden unter gleichen Farbebedingungen erneut 33 sporadische Basalzellkarzinome und 26,
im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms auftretende Basalzellkarzinomen mit dem IKKa-
Antikorper angeféarbt. Unter Beriicksichtigung der Befunde der 14-3-3-c-Expression
erfolgte eine Auswertung und ein Vergleich der mikroskopischen Ergebnisse.



2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1 Software
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AxioVision 3.1

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Windows XP

Microsoft Co., Redmond, USA

2.1.2. Geréte

AxioCam MRc5

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Axioskop 2

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Dampfdrucktopf

Silit Werke GmbH, Burgau

Elektrische Becherwarmhalteplatte ,,ETW12*

ece - Ing. Ehlers&Co. GmbH, Ludenscheid

Horizontale Farbebehalter

Thermo Scientific Shandon, Dreieich

Immunféarbeautomat

Dako TechMate 500 Plus, Hamburg

Kochplatte RCT basic

IKA Labortechnik, Janke&Kunkel GmbH, Staufen

Kihlplatte COP 30

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

Mikroskop

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

pH-Tester “Checker”

Hanna Instruments GmbH, Kehl am Rhein

Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ply

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenhalter

Eppendorf AG, Hamburg

Rotationsmikrotom HM 355 s-2

Microm International GmbH, Walldorf

Wasser-Streckbad TFB 45

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

2.1.3. Verbrauchsmaterial

Absorbant Pads for TechMate Horizon

Dako Real TM, Hamburg

Capillary Gap Microscope Slides 75 um

Dako Real TM, Hamburg

Cryo-Spray 400 ml

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

Deckglaser fir Mikroskopie 24x24 mm

Menzel-Glaser GmbH & Co. KG, Braunschweig
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Absorbant Pads for TechMate Horizon

Dako Real TM, Hamburg

Pipettenspitzen 10 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Pipettenspitzen 200 pl gelb, 1000 pl blau

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht

Pipettenspitzen 50 - 1000 pl ep T.I.P.S.

Eppendorf AG, Hamburg

PS-Roéhrchen 12 ml, Schraubverschluss

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Reagent Trays

Dako Real TM, Hamburg

Reagiergefat 1,5 ml

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht

2.1.4. Chemikalien und Reagenzien

Antibody Diluent 500 ml ready-to-use

Zytomed Systems GmbH, Berlin

AP Substrate Buffer 250 ml

Dako Real TM, Hamburg

Agua dest.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Biotinylated Secondary Antibodies 100 ml

Dako Real TM, Hamburg

Blotto non fat dry milk, sc-2325

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Chromogen Red 1-3, 8 ml

Dako Real TM, Hamburg

EZ-DeWax Solution, Concentrated

Bio Genex, San Ramon, CA, USA

Hamalaun nach Mayer

Merck KGaA, Darmstadt

Kaisers Glyceringelatine 100 g

Merck KGaA, Darmstadt

Levamisol 1 ml

Dako Real TM, Hamburg

Salzsdure (HCI)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) 100 ml

Dako REAL TM, Hamburg

Tris- (Hydroxymethyl-) Aminomethan

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tween 20

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Zitronensaure

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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2.1.5. Puffer und L6sungen

EZ-DeWax Solution:
100 ml DeWax Konzentrat vermischt mit 90 ml Ethanol (96%ig).

Citratpuffer pH 6,0:

Stammldsung A: 5,25 g Zitronensaure in 250 ml Aqua dest. aufldsen.

Stammldsung B: 14,7 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat in 500 ml Aqua dest. aufldsen.
Gebrauchsldsung:

18 ml Stamml6ésung A mit 82 ml Stammldsung B in 1 Liter Aqua dest. mischen. 10 Min.
kochen und 10 Min. bei Raumtemperatur abkihlen lassen.

Tris-HCI pH 7,6:

10 x Stammlésung

Salz A: 60,55 g Tris-Base gelost in 1 Liter Aqua dest.

Salz B: 87,66 g NaCl gelost in 1 Liter Aqua dest.

Durchfuhrung:

Salze A und B einwiegen und mit Aqua dest. auf ca. 900 ml auffiillen. Den pH-Wert von 7,6
mit ca. 53 ml 25%iger Salzs&ure einstellen und anschlieBend mit Aqua dest. auf 1 Liter
auffullen.

Gebrauchslésung:

100 ml Tris-Puffer-Stammlosung (10x) auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen. Anschlielend
500 pl Tween zugeben.

Blockierungsreagenz mit non fat dry milk (Blotto):
500 ml 0,1% Tris-HCI-Puffer (Gebrauchslésung siehe oben) mit 0,5 g Milchpulver mischen.

Chromogen-Substrat:

Die Substrat-Arbeitslosung (CHROM) wird angesetzt indem AP-Substrat-Puffer und
Chromogen Red 1, 2 und 3 in genau dieser Reihenfolge in Abhangigkeit vom Endvolumen
(siehe Tabelle 1.1.) zugegeben werden. Wird erwartet, dass die endogene Phosphatase eine
unerwiinschte unspezifische Farbung hervorruft, kann durch Zugabe von 1 Tropfen
Levamisol auf 10 ml Substrat AP eine Blockade der endogenen alkalischen Phosphatase
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erfolgen. Levamisol muss dabei vor Zugabe der Chromogen Red Komponenten zugegeben
und gemischt werden. Die Substrat-Arbeitslosung erst 20 Minuten vor Gebrauch ansetzen!

Tabelle 1.1. Chromogen-Ansatz bei der AP-Methode

Endvolumen | 010 | 020 | 025 | 030 | 040 | 050 | 060 | 075 | 0,90
(mi)

AP-Puffer (ul) 100 200 250 300 400 500 600 750 900

Chr.Red 1(ul) | 4 8 10 12 16 20 24 30 36
Chr.Red 2(ul) | 4 8 10 12 16 20 24 30 36
Chr.Red 3(ul) | 4 8 10 12 16 20 24 30 36

Endvolumen | 1,00 | 1,25 | 150 | 1,75 | 200 | 225 | 250 | 275 | 3,00
(ml)

AP-Puffer(ml) | 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00

Chr.Red 1(ul) | 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Chr.Red 2(ul) | 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Chr.Red 3(ul) | 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Endvolumen | 325 | 350 | 375 | 400 | 425 | 450 | 475 | 500 | 525
(ml)

AP-Puffer(ml) | 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50 4,75 5,00 5,25

Chr. Red 1(ul) 130 140 150 160 170 180 190 200 210

Chr. Red 2(pl) 130 140 150 160 170 180 190 200 210

Chr. Red 3(ul) | 130 140 150 160 170 180 190 200 210

Endvolumen | 550 | 575 | 600 | 625 | 650 | 675 | 700 | 725 | 7,50
(ml)

AP-Puffer(ml) | 5,50 5,75 6,00 6,25 6,50 6,75 7,00 7,25 7,50

Chr. Red 1(ul) | 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Chr. Red 2(ul) | 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Chr. Red 3(ul) | 220 230 240 250 260 270 280 290 300
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Endvolumen | 7,75 | 800 | 825 | 850 | 875 | 900 | 925 | 950 | 975
(mi)

AP-Puffer(ml) | 7,75 8,00 8,25 8,50 8,75 9,00 9,25 9,25 9,75

Chr. Red 1(pl) | 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Chr. Red 2(ul) | 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Chr. Red 3(ul) | 310 320 330 340 350 360 370 380 390

2.1.6. Antikorper

Anti-Human 14-3-3-c Rabbit IgG Affinity Purified IBL International GmbH, Hamburg
(1:200)
IKKa-Antibody Rabbit (M-110) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
(1:50)

2.1.7. Tumorgewebe und Patientenselektion

Es wurden 33 Patienten mit der Diagnose sporadisches Basalzellkarzinom und 26 Gorlin-
Goltz-Patienten, die in ihrer Krankengeschichte multiple Basalzellkarzinome aufwiesen, aus
einer Datei histopathologischer Befunde herausgesucht und die jeweiligen Paraffinblocke
aus dem Archiv der Histologie entnommen. Dabei waren sowohl verschiedene Tumor-
Lokalisationen, als auch unterschiedliche Altersklassen vertreten.

2.2. Methoden

2.2.1. Anfertigung von Paraffinschnitten

Die ausgewahlten Paraffinblocke wurden zunéchst etwa 15 Minuten lang auf eine
Kihlplatte gelegt. Im Anschluss wurden mit Hilfe des Rotationsmikrotoms 4-6 um dicke
Schnitte angefertigt und nach Streckung im Wasser-Streckbad flach und faltenfrei auf
saubere Objekttrager gezogen. Die Paraffinschnitte trockneten anschlieBend 12-24 Stunden
bei Raumtemperatur, bevor mit der Farbung begonnen werden konnte.
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2.2.2. Ermittlung der optimalen Antikdrper-Konzentration mittels Verdiinnungsreihe

Um die ideale Konzentration der bestellten Antikdrper zu bestimmen, wurden Positiv- und
Negativkontrollen mit verschiedenen Verdinnungen des jeweiligen Antikorpers angefarbt.
(Farbemethode siehe 2.2.3.). Die Auswertung der gefarbten Schnitte und somit die
Entscheidung tber die optimale Verdunnung des Antikorpers erfolgte unter dem Mikroskop.
Die Konzentration des Antikdpers Anti-Human 14-3-3-c Rabbit 1gG Affinity Purified wurde
auf 1:200 festgelegt, die des Antikorpers IKKa-Antibody Rabbit auf 1:50. Zur Verdiinnung
der Antikorper benutzten wir ein Antikérper-Diluent.

2.2.3. Immunhistochemische Farbung der Gewebeschnitte

2.2.3.1. Immunhistochemische Vorbehandlung

Bevor mit der Farbung der Gewebeschnitte begonnen werden konnte, musste zunéchst eine
hierfur spezifische Vorbehandlung durchgefiihrt werden.

Zu Beginn wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert. Hierflir mussten die Objekttrager bei
Raumtemperatur 5 Minuten lang in EZ-DeWax inkubiert werden, das Bad einmal
gewechselt und die Inkubation in einem frischen EZ-DeWax-Bad fur weitere 5 Minuten
wiederholt werden. Die Objekttrager wurden anschliellend in Leitungswasser gespult. Die
Entparaffinierung dient dabei der Freilegung der Epitope fir die nachfolgende
immunhistochemische Prozedur und verhindert durch vollstandiges Entfernen des Paraffins
das Auftreten unspezifischer Farbe-Ergebnisse.

Im né&chsten Schritt erfolgte die Antigendemaskierung (Antigen Retrieval). Um die
Epitopstruktur des Gewebes wiederherzustellen und die Antikérperbindung freizulegen,
wurde das Verfahren der hitzeinduzierten Epitopdemaskierung (HIER) angewandt. Die
Objekttrager wurden hierfir etwa 10 Minuten lang in einem mit Citratpuffer pH 6,0
gefillten Dampfdrucktopf gekocht. Wichtig dabei war, die Objekttrager-Halterung komplett
mit Objekttrdgern zu beladen, auch wenn nicht alle Objekttrager Gewebe enthielten.
Hierdurch konnte eine einheitliche Erwarmung der Schnitte bei jedem einzelnen Durchlauf
gewadhrleistet werden. AnschlieBend wurde der Topf unter kaltes Wasser gehalten und
geoOffnet. Die Schnitte blieben zur Abkiihlung 25 Minuten lang in der Pufferldsung.
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Um eine Farbung des Hintergrundes und eine damit verbundene Ergebnis-Verfalschung
oder ein zu hohes Hintergrundsignal zu verhindern, wurden im né&chsten Schritt die
Objekttrager 10 Minuten lang in einem Gemisch aus Milch (Blotto non fat dry milk) und
Detergens geblockt. Danach waren die Gewebeschnitte fir die Inkubation mit dem
Antikorper bereit.

2.2.3.2. Grundlage der LSAB-Farbemethode

Die Farbung der Gewebeschnitte beruht auf der sogenannten Labelled-Streptavidin-Biotin-
(LSAB-) Methode, einem indirekten Streptavidin-Biotin-Farbeverfahren, dessen Prinzip auf
der starken Affinitdt von Streptavidin, einem Glykoprotein, das aus dem Bakterium
Streptomyces avidinii extrahiert wird, zum Vitamin Biotin basiert. Streptavidin besteht aus
vier identischen Untereinheiten, die jeweils ber eine Biotin-Bindungsstelle verfligen.
Nachdem die Bindung eines unkonjugierten PrimarantikOrpers an das Gewebsantigen
erfolgt ist, wird eine Inkubation mit einem biotinylierten Sekundarantikérper durchgefunhrt.
Im dritten Schritt kann nun ein enzymmarkierter Streptavidinkomplex an die
Biotinmolekule des Sekundérantikdrpers binden.

Die grundsatzliche Abfolge der Reagenzien bei dieser Methode lautet somit:

1. unkonjugierter Primarantikorper, 2. biotinmarkierter (biotinylierter) Sekundarantikrper
und 3. enzymmarkiertes Streptavidin.

Als Enzyme kommen Peroxidase oder die hier verwendete alkalische Phosphatase (AP) in
Frage, die fur die Farbreaktion bei der Umwandlung eines Substrates verantwortlich sind.
Die alkalische Phosphatase zeichnet sich aufgrund ihrer hoheren Substrat-Umsatzrate im
\ergleich zur Peroxidase durch eine héhere Sensitivitat aus. Hierbei muss das Problem der
endogenen alkalische Phosphatase-Aktivitat berlcksichtigt werden, welche durch eine
vorherige Zugabe von Levamisol blockiert werden kann.
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Streptavidin-Enzymkonjugat
Biotinylierter Sekundarantikorper
Priméarantikorper

Gewebsantigen

Abbildung 1.2. Schema der LSAB-Methode mit Darstellung des Gewebsantigens, des Primarantikorpers,
des biotinylierten Sekundérantikérpers und des Streptavidin-Enzymkonjugats

2.2.3.3. Durchfiihrung der LSAB-Farbemethode

Die sich der immunhistochemischen Vorbehandlung (2.2.3.1.) anschliellenden
Arbeitsschritte wurden je nach Anzahl der zu farbenden Objekttrager entweder manuell oder
mit Hilfe des Immunfarbeautomaten durchgefiihrt. Bei der manuellen Farbung wurde zur
Inkubation der Schnitte eine Feuchtkammer verwendet.

Die Gewebeschnitte wurden zundchst 25 Minuten lang mit dem Primarantikorper (14-3-3-c-
AK oder IKKa-AK) beschichtet. Anschlielfend folgte eine je flinfminutige Inkubation mit
dem biotinylierten Sekundérantikérper gegen Maus- oder Kaninchen-Immunglobuline und
der Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) bei Raumtemperatur. Nach jedem einzelnen
Inkubations-Schritt wurde drei mal mit Tris-HClI pH 7,6, einer LoOsung, die die
Oberflachenspannung herabsetzt und die unspezifische Antikorper-Protein-Interaktion
absattigt, gespdlt.

Um die Antikorper-Reaktion sichtbar zu machen wurden die Gewebeschnitte anschlielRend
mit dem zuvor frisch angesetzten Chromogen-Substrat (siehe 2.1.5.) beschichtet und 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spulung der Schnitte erfolgte mit destilliertem
Wasser. Zuletzt fihrten wir eine Kern-Gegenfarbung durch. Hierbei wurde 20 Sekunden
lang in Mayers Hamalaunlosung gefdarbt und im Anschluss 5 Minuten lang in
Leitungswasser gebldut. Zum Schluss folgte die Eindeckung der Gewebeschnitte mit
Glycerin-Gelatine in wassrigem Medium.
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2.2.4. Auswertung

2.2.4.1. Mikroskopie

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte erfolgte unter dem
Mikroskop. Besonderes Augenmerk galt dabei der AntikOrperanreicherung im Bereich des
Basalzellkarzinoms im Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis. Auch andere
Strukturen wie Haarfollikel, Talg- und SchweiRdriisen wurden zur Gegendiiberstellung und
Bewertung der Antikorperanreicherung begutachtet. Zu Vergleichszwecken, um das
Basalzellkarzinom und die angrenzende gesunde Haut im mikroskopischen Bild besser
nebeneinander beurteilen zu kdénnen, wurde eine geringe VergroRerung (5,0- bis 10,0-fach
Zoom) gewahlt.

2.2.4.2. Bewertungskriterien

Eine Rotfarbung, die eine Positivreaktion in den entsprechenden Bereichen der
Gewebeschnitte darstellt, spricht fir eine Anreicherung des getesteten Antikorpers und
somit seines jeweiligen Antigens. Um das Ausmal’ der Anreicherung beziehungsweise des
Verlustes des Antikorpers abzustufen, wurde die Rotfarbung und somit die 14-3-3-6- und
die IKKa-Expression im Bereich des Basalzellkarzinoms im Vergleich zur angrenzenden
normalen Epidermis und Strukturen wie Haarfollikeln, Talg- und SchweiRdriisen beurteilt.
Die Auswertung erfolgte semiquantitativ (positiv oder negativ). Eine verminderte
Rotfarbung beziehungsweise ein Antikoérperverlust im Bereich des Basalzellkarzinoms im
Vergleich zur gesunden Haut wurde demnach als negativ (-) und eine im Vergleich zur
angrenzenden normalen Epidermis gleiche oder sogar starkere Rotfarbung, somit eine
Antikorperanreicherung, als positiv (+) gewertet. Die Bewertung der Antikorperexpression
im Bereich des Tumors richtete sich dabei nicht nach einem festgelegten Score, sondern
erfolgte nach einem ,internen Standard“, bei dem das Ausmal} der Anreicherung
beziehungsweise des Verlustes des Antikdrpers stets im Bezug auf die gesunde Epidermis
und die Hautanhangsgebilde des jeweiligen Gewebeschnittes beurteilt wurde.
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2.2.5. Fotografie

Zur digitalen Aufnahme der mikroskopischen Bilder wurde eine Mikroskop-Kamera
verwendet. Die Einstellung wurde dabei so gewahlt, dass Basalzellkarzinom und
angrenzende normale Epidermis und gegebenenfalls andere Strukturen wie Talg- und
SchweiRdriisen nebeneinander abgebildet und beurteilbar waren.

3. ERGEBNISSE

3.1. Auswertung der 14-3-3-6-Expression

3.1.1. Sporadische Basalzellkarzinome

Tabelle 1.2. 14-3-3-c-Expression im Bereich der sporadischen Basalzellkarzinome im Vergleich zur
angrenzenden normalen Epidermis

verminderte oder fehlende gleiche 14-3-3-6-Expression
14-3-3-0-Expression

Sporadische BCC 29/33 4/33
(88%) (12%)

Von den insgesamt 33 sporadischen Basalzellkarzinom-Schnitten zeigten 29
Gewebeschnitte im Bereich des Basalzellkarzinoms eine im Vergleich zur angrenzenden
gesunden Epidermis verminderte oder fehlende 14-3-3-c-Expression (88%). 4 der 33
Gewebeschnitte wiesen im Abschnitt des Basalzellkarzinoms keine verminderte Rotfarbung
auf und préasentierten sich somit mit einer der angrenzenden normalen Epidermis
aquivalenten 14-3-3-c-Expression (12%).
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Tabelle 1.3. Verminderte oder fehlende 14-3-3-c-Expression (-) bzw. gleiche 14-3-3-c-Expression (+) im
Bereich der sporadischen Basalzellkarzinome im Vergleich zur normalen angrenzenden
Epidermis: Abhangigkeit von der Tumorlokalisation

Lokalisation Patienten Nr. 14-3-3-0-Expression

Gesicht 1 -

2 -

10 +

11 -

13 +

15 -

17 -

Kapillitium 18 -

19 -

Rumpf 20 -

21 -

22 +

24 -

25 -
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26 -

27 -

28 -

Extremitaten 29 -

30 -

31 -

32 -

33 -

Eine im \ergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis, verminderte oder fehlende
14-3-3-0-Expression zeigte sich bei 14 von 17 sporadischen Basalzellkarzinomen im
Bereich des Gesichtes (82%), bei 2 von 2 Basalzellkarzinomen des Kapillitiums (100%), bei
8 von 9 sporadischen Basalzellkarzinomen im Bereich des Rumpfes (89%) und bei 5 von 5
Basalzellkarzinomen im Bereich der oberen und unteren Extremitaten (1009%).

Folgende Abbildungen zeigen Ausschnitte von sporadischen Basalzellkarzinomen, die mit
dem Antikérper Anti-Human 14-3-3-c Rabbit 1gG Affinity Purified angefarbt wurden. In
Anbetracht der 14-3-3-c-Expression der angrenzenden gesunden Epidermis und anderer
Strukturen, wie Haarfollikeln und Talgdrisen, zeigen diese eine deutlich geringere
Antikorperanreicherung (Rotfarbung) im Bereich des Tumors und présentieren sich somit
mit einer verminderten 14-3-3-c-Expression.
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Abbildung 1.3. a)-c) Solide Basalzellkarzinome, Lokalisation: Stirn rechts a) medial, b) und c) lateral

Abbildung 1.4. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Wange rechts
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Abbildung 1.5. a)-d) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium rechts temporal

Abbildung 1.6. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium frontal
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Abbildung 1.7. a)-c) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Brust rechts

Abbildung 1.8. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Oberarm links
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3.1.2. Basalzellkarzinome bei Basalzellnaevus-Syndrom

Tabelle 1.4. 14-3-3-c-Expression im Bereich der Basalzellkarzinome bei Basalzellnaevus-Syndrom im
Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis

verminderte oder fehlende gleiche 14-3-3-c-Expression
14-3-3-c-Expression

Basalzellnaevus-Syndrom 24126 2126
(92%) (8%)

\Von den insgesamt 26 Gewebeschnitten bei im Rahmen des Basalzellnaevus-Syndroms
auftretenden Basalzellkarzinomen wiesen im Bereich des Karzinoms 24 Schnitte eine im
Vergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis verminderte oder fehlende 14-3-3-c-
Expression auf (92%). 2 der 26 Gewebeschnitte zeigten im Abschnitt des
Basalzellkarzinoms die gleiche 14-3-3-c-Expression wie die angrenzende normale
Epidermis (8%).

Tabelle 1.5. Verminderte oder fehlende 14-3-3-c-Expression (-) bzw. gleiche 14-3-3-c-Expression (+) im
Bereich der Basalzellkarzinome des Basalzellnaevus-Syndroms im Vergleich zur normalen
angrenzenden Epidermis: Abhangigkeit von der Tumorlokalisation

Lokalisation Patienten Nr. 14-3-3-0-Expression

Gesicht 1 +

2 -
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10 -

12 -

13 -

14 -

15 -

Kapillitium 16 -

17 -

18 -

19 +

20 -

Rumpf 21 -

22 -

23 -

Extremitaten 24 -

25 -

Im Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis wiesen 14 von 15 Gewebeschnitten bei
im Rahmen des Basalzellnaevus-Syndroms auftretenden Basalzellkarzinomen im Bereich
des Gesichtes eine verminderte oder fehlende 14-3-3-c-Expression auf (93%). 4 von 5
Basalzellkarzinomen im Bereich des Kapillitiums (80%), 3 von 3 Basalzellkarzinomen des
Rumpfes (100%) und der oberen und unteren Extremitaten (100%) prasentierten sich
ebenfalls mit einer im Tumorabschnitt verminderten oder fehlenden 14-3-3-c-Expression.
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Folgende Abbildungen zeigen Ausschnitte von im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms

auftretenden Basalzellkarzinomen, die mit dem 14-3-3-c-Antikorper angeféarbt wurden und
im Bereich des Tumors eine im \ergleich zur angrenzenden normalen Epidermis

verminderte 14-3-3-c-Expression aufweisen.

Abbildung 1.9. a)-b) Solide Basalzellkarzinome, Lokalisation: Stirn rechts a) medial und b) lateral

Abbildung 2.1. a)-b) Solide Basalzellkarzinome, Lokalisation: Wange links
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Abbildung 2.2. a)-c) Solide Basalzellkarzinome, Lokalisation: Wange rechts

Abbildung 2.3. Oberfl&chlich-multizentrisches Basalzellkarzinom, Lokalisation: Wange rechts
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Abbildung 2.4. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium links parietal

Abbildung 2.5. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium links temporal

Abbildung 2.6. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium rechts temporal
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Abbildung 2.7. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Brust rechts sternal

Abbildung 2.8. Oberfl&chlich-multizentrisches Basalzellkarzinom, Lokalisation: Oberarm rechts
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3.2. Auswertung der IKKa-Expression

3.2.1. Sporadische Basalzellkarzinome

Tabelle 1.6. IKKa-Expression im Bereich der sporadischen Basalzellkarzinome im Vergleich zur
angrenzenden normalen Epidermis

verminderte oder fehlende
IKKa-Expression

gleiche IKKa-Expression

Sporadische BCC

27133
(82%)

6/33
(18%)

27 der insgesamt 33 sporadischen Basalzellkarzinomen, die mit dem Antikorper IKKa-
Antibody Rabbit angefarbt wurden, wiesen im Bereich des Tumors eine, verglichen mit der
angrenzenden gesunden Epidermis und Strukturen wie Haarfollikeln und Talgdrisen,
verminderte oder sogar fehlende IKKa-Expression auf (82%). Von den insgesamt 33
Gewebeschnitten zeigten 6 Basalzellkarzinome die identische IKKa-Expression wie die

angrenzende normalen Haut (18%).

Tabelle 1.7. Verminderte oder fehlende IKKa-Expression (-) bzw. gleiche IKKa-Expression (+) im
Bereich der sporadischen Basalzellkarzinome im Vergleich zur normalen angrenzenden
Epidermis: Abhangigkeit von der Tumorlokalisation

Lokalisation

Patienten Nr.

IKKa-Expression

Gesicht

1

2
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10

11

12

13

14

15

16

17

Kapillitium

18

19

Rumpf

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Extremitaten

29

30

31

32

33
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Eine im Vergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis verminderte IKKa-Expression
zeigte sich bei 15 von 17 sporadischen Basalzellkarzinomen im Bereich des Gesichtes
(82%) und bei 2 von 2 Basalzellkarzinomen im Bereich des Kapillitiums (100%). 7 von 9
sporadischen Basalzellkarzinomen des Rumpfes (78%) und 4 von 5 Basalzellkarzinomen
der oberen und unteren Extremitdten (80%) prasentierten sich ebenfalls mit einer
verminderten IKKa-Expression.

Folgende Abbildungen zeigen Ausschnitte von sporadischen Basalzellkarzinomen, angefarbt
mit dem IKKa-Antikérper, die im Bereich des Tumors eine Abnahme der
Antikorperanreicherung und somit eine verminderte IKKa-Expression aufweisen.

2) b)

Abbildung 2.9. a)-c) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Stirn rechts lateral
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Abbildung 3.1. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Wange rechts

Abbildung 3.2. a)-d) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium rechts temporal
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Abbildung 3.3. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium frontal

Abbildung 3.4. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Brust rechts

Abbildung 3.5. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Oberarm links
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3.2.2. Basalzellkarzinome bei Basalzellnaevus-Syndrom

Tabelle 1.8. IKKa-Expression im Bereich der Basalzellkarzinome des Basalzellnaevus-Syndroms im
Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis

verminderte oder fehlende gleiche IKKa-Expression
IKKa-Expression

Basalzellnaevus-Syndrom 22126 4/26
(85%) (15%)

Von den insgesamt 26 im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms aufgetretenen
Basalzellkarzinomen, die mit dem Antikorper IKKa-Antibody Rabbit angefarbt wurden,
prasentierten sich 22 mit einer verminderten oder fehlenden IKKa-Expression im Bereich
des Tumors (85%). 4 von 26 Basalzellkarzinomen zeigten die gleiche IKKa-Expression wie
die angrenzende gesunde Epidermis oder Hautanhangsgebilde, wie Haarfollikel und
Talgdrusen (15%).

Tabelle 1.9. Verminderte oder fehlende IKKa-Expression (-) bzw. gleiche IKKa-Expression (+) im
Bereich der Basalzellkarzinome des Basalzellnaevus-Syndroms im Vergleich zur normalen
angrenzenden Epidermis: Abhangigkeit von der Tumorlokalisation

Lokalisation Patienten Nr. IKKa-Expression

Gesicht 1 +

2 +
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11 -

12 -

13 -

14 -

Kapillitium 16 -

17 -

18 -

19 +

20 -

Rumpf 21 -

22 -

23 +

Extremitaten 24 -

25 -

26 -

Im Bereich des Gesichtes zeigten 13 von 15 Basalzellkarzinomen bei Basalzellnaevus-
Snydrom eine im Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis verminderte oder sogar
fehlende IKKa-Expression (87%), ebenso wie 4 von 5 Basalzellkarzinomen im Bereich des
Kapillitiums (80%), 2 von 3 Basalzellkarzinomen des Rumpfes (67%) und 3 von 3
Basalzellkarzinomen im Bereich der oberen und unteren Extremitaten (100%).
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Folgende Abbildungen zeigen Ausschnitte von Basalzellkarzinomen im Rahmen des Gorlin-
Goltz-Syndroms, die, angefarbt mit dem IKKa-Antikorper, im Bereich des Tumors eine
geringere Antikorperanreicherung aufweisen als die angrenzende gesunde Haut und sich
somit im Abschnitt des Basalzellkarzinoms mit einer verminderten IKKa-Expression
prasentieren.

Abbildung 3.6. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Stirn rechts a) medial und b) lateral

Abbildung 3.7. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Stirn links
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Abbildung 3.8. a)-b) Oberflachlich-multizentrische Basalzellkarzinome, Lokalisation: Wange rechts

Abbildung 3.9. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Wange links

Abbildung 4.1. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Wange rechts
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Abbildung 4.2. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Kapillitium links parietal

Abbildung 4.3. a)-b) Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Brust rechts sternal

Abbildung 4.4. Solides Basalzellkarzinom, Lokalisation: Oberarm rechts
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Abbildung 4.5. a)-b) Oberflachlich-multizentrisches Basalzellkarzinom, Lokalisation: Oberarm rechts

3.3. Korrelation der Expression von 14-3-3-6 und IKKa

3.3.1. Sporadische Basalzellkarzinome

Tabelle 2.1. Positive (+) bzw. negative (-) Korrelation zwischen 14-3-3-¢6- und IKKa-Expression im
Bereich der sporadischen Basalzellkarzinome

Sporadische Basalzellkarzinome
Patienten Nr. 14-3-3-c-Expression IKKa-Expression Korrelation
1 - - +
2 - - +
3 - - +
4 - - +
5 - - +
6 - - +
7 - - +
8 + + +
9 - - +
10 + - -
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11 - - +
12 - + -
13 + + +
14 - - +
15 - - +
16 - - +
17 - - +
18 - - +
19 - - +
20 - - +
21 - + -
22 + - -
23 - - +
24 - - +
25 - - +
26 - + -
27 - - +
28 - - +
29 - + -
30 - - +
31 - - +
32 - - +
33 - - +

\Von den insgesamt 33 sporadischen Basalzellkarzinomen zeigten 27 Basalzellkarzinome
eine im Vergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis Ubereinstimmende 14-3-3-c- und
IKKa-Expression. Eine positive Korrelation war somit bei 82% der sporadischen
Basalzellkarzinome zu verzeichnen. Eine negative Korrelation zwischen der 14-3-3-c- und
der IKKa-Expression wiesen 6 von 33 sporadischen Basalzellkarzinomen auf (18%).
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Tabelle 2.2. Korrelation zwischen 14-3-3-6- und IKKa-Expression bei sporadischen

Basalzellkarzinomen

positive Korrelation zwischen
14-3-3-6- und IKKa-Expression

negative Korrelation zwischen
14-3-3-6- und IKKa-Expression

Sporadische BCC

27133
(82%)

6/33
(18%)

Folgenden Abbildungen zeigen analoge Ausschnitte von sporadischen Basalzellkarzinomen,
die jeweils mit dem 14-3-3-c- beziehungsweise dem IKKa-Antikorper angefarbt wurden.
Verglichen mit der normalen angrenzenden Epidermis lassen sie im Bereich des Tumors
eine verminderte Expression des jeweiligen Antigens erkennen und zeigen somit Beispiele
fur eine positive Korrelation zwischen der 14-3-3-0- und der IKKa-Expression bei
sporadischen Basalzellkarzinomen auf.
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a) €)
b) f)
c) 9)
d) h)

Abbildung 4.6. a)-h) Sporadische Basalzellkarzinome, Expression von a)-d) 14-3-3-c und €)-h) IKKa
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3.3.2. Basalzellkarzinome bei Basalzellnaevus-Syndrom

Tabelle 2.3. Positive (+) bzw. negative (-) Korrelation zwischen 14-3-3-c- und IKKa-Expression im
Bereich der Basalzellkarzinome bei Basalzellnaevus-Syndrom

Basalzellnaevus-Syndrom
Patienten Nr. 14-3-3-c-Expression IKKa-Expression Korrelation
1 + + +
2 - + -
3 - - +
4 - - +
5 - - +
6 - - +
7 - - +
8 - - +
9 - - +
10 - - +
11 - - +
12 - ) +
13 - - +
14 - - +
15 - - +
16 - - +
17 - ) +
18 - - +
19 + + +
20 - ) +
21 - ) +
22 ; ) +
23 - + -
24 - - +
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25 ; ] +

26 ; ] +

Von den insgesamt 26 im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms auftretenden
Basalzellkarzinomen wiesen 24 eine im Vergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis
ubereinstimmende 14-3-3-c- und IKKa-Expression auf. Eine positive Korrelation zwischen
der Expression von 14-3-3-c und IKKa zeigte sich somit in 92% der Félle. Eine negative
Korrelation konnte bei 2 von 26 Basalzellkarzinomen bei Basalzellnaevus-Syndrom
verzeichnet werden (8%).

Tabelle 2.4. Korrelation zwischen 14-3-3-c- und IKKa-Expression bei Basalezellkarzinomen bei
Basalzellnaevus-Syndrom

positive Korrelation zwischen negative Korrelation zwischen
14-3-3-6- und IKKa-Expression | 14-3-3-c- und IKKa-Expression

Basalzellnaevus-Syndrom 24126 2126
(92%) (8%)

Folgende Abbildungen zeigen entsprechende, jeweils mit dem 14-3-3-c- beziehungsweise
dem IKKa-Antikérper angefdarbte Ausschnitte von Basalzellkarzinomen bei
Basalzellnaevus-Syndrom, die, verglichen mit umliegenden Strukturen wie Haarfollikeln
oder Talgdrisen und der normalen angrenzenden Epidermis, eine verminderte Expression
des jeweiligen Antigens im Bereich des Tumors aufweisen. Sie zeigen somit Beispiele fiir
positiv korrelierende 14-3-3-6- und IKKa-Expression bei Basalzellkarzinomen im Rahmen
des Gorlin-Goltz-Syndroms.
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a) €)
b) f)
c) 9)
d) h)

Abbildung 4.7. a)-h) Basalzellkarzinome bei BCNS, Expression von a)-d) 14-3-3-c und e)-h) IKKa



58

4. DISKUSSION

4.1. Minderung der 14-3-3-6- und IKKa-Expression bei sporadischen und
hereditaren Basalzellkarzinomen

4.1.1. 14-3-3-c-Expression und der Sonic-Hedgehog-Signalweg

Untersuchungen zeigen, dass das Protein 14-3-3-c, welches neben der Regulierung der
Signaltransduktion und der zelluldren Differenzierung vor allem in der Kontrolle des
Zellzyklus [45, 149, 196] und in der Pravention der Tumorentstehung [210] eine
entscheidende Rolle spielt, an der Entstehung zahlreicher Tumore beteiligt ist [120, 205].
Beispielsweise im Mamma- oder Prostatakarzinom konnte eine deutlich verminderte
14-3-3-c-Expression nachgewiesen werden [51, 99, 120]. Auch in sporadischen
Basalzellkarzinomen ist eine teilweise bis vollstandige Minderung der 14-3-3-c-Expression
zu beobachten [121]. Diese Beobachtung kann anhand der Daten und Ergebnisse unserer
Arbeit ebenfalls bestétigt werden. In 88% der von uns untersuchten Félle ist eine im
Vergleich zur angrenzenden normalen Epidermis verminderte bis fehlende 14-3-3-c-
Expression zu beobachten.

Hereditare Basalzellkarzinome im Rahmen eines Gorlin-Goltz-Syndroms, welche durch
inaktivierende Keimbahnmutationen im Ptch-Tumorsuppressorgen hervorgerufen werden
[1, 115, 116], wurden bislang noch nicht in Hinsicht auf die 14-3-3-c-Expression
untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Basalzellkarzinome, die im Rahmen eines
Basalzellnaevus-Syndroms auftreten, in 92% der Falle mit einer im \ergleich zur
angrenzenden gesunden  Epidermis verminderten bis fehlenden 14-3-3-c-Expression
einhergehen. Andererseits konnten vorangegangene Studien zeigen, dass die bei den
hereditaren Basalzellkarzinomen des Basalzellnaevus-Syndrom beschriebenen,
inaktivierenden Mutationen im Ptch-Gen mit Verlust der Heterozygotie auch bei
sporadischen Basalzellkarzinomen vorzufinden sind [28, 61, 130, 153]. Demnach spielen
vermutlich sowohl bei den sporadischen als auch bei den hereditidren Basalzellkarzinomen
des Gorlin-Goltz-Syndroms die Hypermethylierung der CpG-Inseln in der 5°-Region, die
zum Silencing von 14-3-3-c fiihrt, und die heterozygoten Keimbahnmutatuionen im Ptch-
Gen mit Dysregulation des Sonic-Hedgehog-Singalweges als Ursache fiir die
Tumorentstehung eine wesentliche Rolle. Es ist somit von einem gemeinsamen
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Mechanismus der Tumorentstehung bei sporadischen und hereditaren Basalzellkarzinomen
des Gorlin-Goltz-Syndroms auszugehen.

In Hinischt auf die Tumorgenese der sporadischen und hereditaren Basalzellkarzinome ist
somit ein Zusammenhang zwischen dem 14-3-3-c-Signalweg und der Sonic-Hedgehog-
Signalkaskade ebenfalls sehr wahrscheinlich. Eine Fehlregulation des Sonic-Hedgehog-
Signalweges, durch Inaktivierung des Ptch-Gens, durch Mutationen in anderen Genen der
Signalkaskade oder durch die Uberexpression von Shh selbst wurde nicht nur in fast allen
Basalzellkarzinomen, sondern auch in Tumoren der Brustdrise [41, 94, 173, 197], in
Leberzellkarzninomen [35, 146, 155], in Tumoren des Gastrointestinaltraktes [133, 164,
186, 187], des Ovars [19, 40, 107], der Prostata [8, 31, 34] der Lunge [75, 126, 200] und in
Pankreaskarzinomen [47, 48, 89, 188] gefunden. Korrelierend dazu konnte in diversen
Studien gezeigt werden, dass auch der Signalweg des Zellzyklus-Checkpoint-Gens 14-3-3-c¢
in zahlreichen epithelialen Tumoren gestort ist. In Mammakarzinomen [51, 124, 131, 171,
192, 217], ebenso wie in Leberzellkarzinomen [70, 77, 181], Magen- [181] und
Lungenkarzinomen [23, 120], Pankreas- [95, 180], Ovarial- [4, 84] und Prostatakarzinomen
[120, 158] konnte mehrfach ein durch Hypermethylierung vermitteltes Silencing und somit
eine verminderte Expression von 14-3-3-c nachgewiesen werden. Genannte Tumore weisen
demnach sowohl eine Mutation im Sonic-Hedgehog-Signalweg, als auch eine verminderte
14-3-3-c-Expression auf, ebenso wie die von uns immunhistochemisch untersuchten
Basalzellkarzinome des Gorlin-Goltz-Syndroms. In Zusammenschau mit den genannten
Daten wirde sich ein Zusammenhang zwischen beiden Signalwegen somit als
wahrscheinlich erweisen, eine direkte Verbindung konnte bislang jedoch nicht gezeigt
werden. Es stellt sich die Frage ob die verminderte Expression von 14-3-3-c eine mogliche
Ursache fur eine Fehlregulation der Sonic-Hedgehog-Signalkaskade ist oder ob das
Silencing von 14-3-3-c womdglich die Folge von Mutationen im Sonic-Hedgehog-
Signalweg ist.

Die Proteine der 14-3-3-Familie sind an der Steuerung zahlreicher Signaltransudktionswege
beteiligt, unter anderem an der Ras/MAPK-Signalkaskade [49, 137, 160, 191, 199], welche
an der Regulation des Zellwachstums, der Zellproliferation und der Differenzierung
beteiligt ist und in 30% aller Karzinome hyperaktiviert ist [58, 198]. Auch fiir den Sonic-
Hedgehog-Signalweg konnten Verbindungen zur Ras/MAPK-Signalkaskade nachgewiesen
werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Hedgehog/Ras-Interaktionen das
frihe Stadium von Pankreaskarzinomen regulieren [152], dass das onkogene KRAS als
Bestandteil der Ras/MAPK-Signalkaskade direkt in die Aktivierung des Sonic-Hedgehog-
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Signalweges in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas involviert ist [79], und dass der
Synergismus zwischen der Ras- und der Sonic-Hedgehog-Signalkaskade neben der
Bedeutung in der Tumorentstehung des Pankreas auch an der Karzinogenese von Lunge und
Colon beteiligt zu sein scheint [100]. Auch in Melanomen konnte eine Interaktion zwischen
Glil, einem mit Tumorgenese assoziierten Bestandteil des Sonic-Hedgehog-Signalweges,
und der Ras-Signalkaskade nachgewiesen werden. In der Entstehung von Ras-induzierten
Tumoren spielt demnach der Sonic-Hedgehog-Signalweg ebenfalls eine essentielle Rolle
[175].

Nuklearer Faktor-xB (NF-kB), ein Transkriptionsfaktor, der bei Entziindungsprozessen und
in der Tumorentstehung eine Schlisselstellung einnimmt [85], und in der
Embryonalentwicklung, bei der Koordinierung von Entziindungs- und Immunantworten und
bei der Zellteilung eine entscheidende Rolle spielt, [134] konnte ebenfalls mit beiden
Signalwegen in Verbindung gebracht werden. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass NF-
kB die Expression von Sonic Hedgehog reguliert. Es konnte eine vermeintliche NF-«xB-
Bindungsstelle in der humanen Shh-Promoterregion identifiziert werden, die speziell an NF-
kB-Komplexe bindet. Durch eine NF-xB-vermittelte Shh-Expression steuert der Sonic-
Hedgehog-Signalweg somit zur Apoptoseresistenz und Proliferation und dadurch zum
Tumorwachstum bei [87]. Als Beispiel hierfiir zeigten zwei Arbeiten, dass in Zellen von
Pankreaskarzinomen der Transkriptionsfaktor NF-xB zur Uberexpression von Shh
beisteuert und der dadurch aktivierte Sonic-Hedgehog-Signalweg die Proliferation in
Krebszellen des Pankreas fordert [141, 209]. Auch zwischen den Proteinen der 14-3-3-
Familie und dem Transkripitionsfaktor NF-xB konnte ein Zusammenhang hergestellt
werden. Es zeigte sich, dass MEKKS3, eine Proteinkinase, die fir die Aktivierung von NF-
kB relevant ist, an 14-3-3-Proteine bindet und dadurch die Aktivierung des nukleéren
Faktors-xB negativ reguliert [132].

Zudem konnte in einer Arbeit von Asaoka et al. bereits eine direkte Verbindung zwischen
dem Sonic-Hedgehog-Signalweg und den Proteinen der 14-3-3-Familie nachgewiesen
werden. Es zeigte sich eine Interaktion zwischen 14-3-3-¢, einer Isoform der 14-3-3-
Familie, die in der neuronalen Entwicklung und in der Tumorgenese eine wichtige Rolle
spielt, und den Gli-Proteinen, Transkriptionsfaktoren und Bestandteile der Sonic-Hedgehog-
Signalkaskade, denen ebenfalls eine signifikante Bedeutung in der Tumorentstehung
eingeraumt wird. Man fand heraus, dass 14-3-3-¢, das neu identifizierte Gli-Interaktions-
Protein, den Sonic-Hedgehog-Signalweg durch Gli2 und Gli3 negativ reguliert und
demnach unterdrtickt [9].
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Fakt ist, dass beide Signalwege 14-3-3-c und Sonic Hedgehog in der zelluldren
Differenzierung, in der Zellproliferation und in der Tumorentstehung eine wesentliche Rolle
spielen. Beide Signalkaskaden sind an der Karzinogenese derselben Organe beteiligt,
interagieren und kollaborieren mit den selben Signalkaskaden und konnten bereits direkt
miteinander in Verbindung gebracht werden, was demnach eine gemeinsame Strecke beider
Signalwege in der Tumorentstehung sehr wahrscheinlich macht.

4.1.2. IKKa-Expression und der Sonic-Hedgehog-Signalweg

IKKa, eine von zwei katalytischen Untereinheiten des IkB-Kinase-Komplexes, spielt neben
der Regulierung des Nukledren Faktors-kB (NF-xB) und des Signaltransduktionsweges von
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) [33, 64, 86, 101, 102] vor allem in der epidermalen
Differenzierung von Keratinozyten, in der Skelett-Morphogenese [73, 74, 108, 114, 183] , in
der Aufrechterhaltung der epidermalen Homoostase und somit in der Prévention von
Hautkrebs eine entscheidende Rolle [112, 113]. Neben NF-kB- sind allerdings auch f-
Catenin-Proteine, die als onkogene Transkriptionsfaktoren fur die Entstehung einiger
Krebsarten verantwortlich sind, wichtige Regulatoren der Genexpression und der
Zellproliferation. Studien konnten zeigen, dass IKKa die transkriptionelle Aktivitat von -
Catenin erhoht [98]. Eine IKKa-vermittelte Phosphorylierung von p-Catenin fihrt zur
Hemmung der B-Catenin Ubiquitinierung und Degradierung, damit zur Stimulierung der
Expression des Cyclin-D1-Gens, welches wichtige Regulatoren der Zellproliferation
kodiert, die schlielich die Tumorproliferation férdern [5, 27]. Eine IKKa-vermittelte
Zellproliferation konnte bei Mammakarzinomen [111, 151] und Prostatakarzinomen [125]
nachgewiesen werden. In humanen Plattenepithelkarzinomen konnten IKKa-Mutationen
und eine verminderte IKKa-Expression aufgezeigt werden [113, 150].

Unsere Arbeit untersuchte unter anderem die IKKa-Expression in sporadischen und
hereditdren Basalzellkarzinomen des Basalzellnaevus-Syndroms, welche bislang noch nicht
erforscht worden ist. Es zeigte sich entsprechend den Ergebnissen bei humanen
Plattenepithelkarzinomen sowohl in den sporadischen (82%) als auch in den hereditaren
Basalzellkarzinomen (85%) eine deutlich verminderte Expression von IKKa. Somit stellt
sich auch hier die Frage nach Parallelen zum Sonic-Hedgehog-Signalweg, welcher wie
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bereits erwahnt, ebenfalls bei der Entstehung von Basalzellkarzinomen, Mamma- und
Prostatakarzinomen eine wichtige Rolle spielt.

Ebenso wie bei Patienten mit Gorlin-Goltz-Syndrom und einer somit dysregulierten Sonic-
Hedgehog-Signalkaskade durch Keimbahnmutationen des Ptch-Tumorsuppressorgens,
finden sich auch bei Mausen mit mangelndem IKKa das Skelett betreffende
morphologische Defekte [73]. Zu den klinischen Manifestationen im muskuloskelettalen
Bereich zéhlen bei Patienten mit Basalzellnaevus-Syndrom unter anderem zweigeteilte,
eingeschmolzene, gespreizte oder fehlende Rippen, eine Spina bifida und Skoliosis,
Wirbelkorperverwachsungen, eine Sprengel Deformitét, eine prominente Stirn mit einem
uberdurchschnittlichen frontookzipitalen Kopfumfang, Polydaktylien und Syndaktylien
[106, 115, 116, 148]. Der Knock-out von IKKa in Mausen fuhrt zu perinataler Letalitat und
ausgepragten Entwicklungsdefekten. Das Skelett betreffende Abnormitéten waren getrennte
Sternebrae sowie unvollstandig ausgebildete, in die Haut eingewickelte Extremitaten und
Schwanze, die nicht regelrecht aus dem Kdorperstamm heraus ragten [108, 183]. Zwischen
der Kklinischen Manifestation von skelettalen Anomalien bei Patienten mit gestértem Sonic-
Hedgehog-Signalweg und Mausen mit mangelndem IKKa fehlen demnach direkte
Analogien, in Bezug auf das stomatologische System konnten jedoch gleichartige Defekte
nachgewiesen werden. Sowohl Gorlin-Goltz-Patienten als auch die in den Studien
untersuchten IKKo / Mause wiesen eine Lippen-Gaumenspalte sowie deformierte Zahne
auf [108, 116, 163, 172]. Es konnte gezeigt werden, dass IKKa an der ontogenetischen
Entwicklung der Zahne beteiligt ist. Durch die Regulierung von NF-«xB ist IKKa in die
Bildung der Zahnhdcker involviert, eine NF-kB-unabhdngige Rolle spielt IKKa in der
epithelialen Entwicklung der Schneidez&hne. In Schneidezahn-Epithelien von IKKa-
Mutanten konnten Veranderungen der Shh-Expression nachgewiesen werden, so dass
anzunehmen ist, dass diese Funktion in der Zahnentwicklung unter anderem durch den
Sonic-Hedgehog-Signalweg vermittelt wird [144]. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass eine Storung des IKK-vermittelten NF-kB-Signalweges in humanen Hepatozyten die
Proliferation der Zellen hemmt, jedoch die Produktion von Sonic-Hedgehog-Liganden
fordert [83]. IKKa konnte in der Vergangenheit somit bereits mit der Sonic-Hedgehog-
Signalkaskade in Verbindung gebracht werden.

Zudem interagieren, wie oben bereits erwéhnt, sowohl der Sonic-Hedgehog-Signalweg als
auch IKKa mit dem Transkriptionsfaktor NF-xB. Der Nukledre-Faktor-«B bindet an Sonic
Hedgehog, reguliert damit seine Expression und bewirkt in Krebszellen eine zunehmende
Apoptoseresistenz, Proliferation, und fordert somit das Tumorwachstum [87, 141, 209].



63

IKKa, welches neben der zweiten katalytischen Untereinheit IKKp eine Schlisselrolle in
der NF-xB-Regulierung einnimmt, ist der NF-kB-vermittelten Sonic-Hedgehog-Expression
somit vorgeschaltet und demnach ebenfalls an der Steuerung der Shh-Expression beteiligt.
IKKa konnte folglich mit der Entstehung von Tumoren, bei denen auch die Sonic-
Hedgehog-Signalkaskade von ausschlaggebender Bedeutung ist, in Verbindung gebracht
werden. Es konnten Parallelen zu den morphologischen Defekten bei Patienten mit
Basalzellnaevus-Syndrom gezogen werden und in der Vergangenheit konnte anhand der
ontogenetischen Zahnentwicklung und der Untersuchung von Leberzellschdaden ein
Zusammenhang zwischen IKKa und Shh hergestellt werden. Des Weiteren bestétigt die
Tatsache, dass IKKo NF-kB-vermittelt die Sonic-Hedgehog-Expression reguliert, die durch
die Ergebnisse unserer Arbeit gestiitzte Annahme, dass IKKa und die Sonic-Hedgehog-
Signalkaskade miteinander interagieren.

4.1.3. Gleichlaufigkeit der 14-3-3-6- und IKKa-Expression

Bisherige Studien haben gezeigt, dass IKKa indirekt den G2/M-Zellzyklus-Arrest reguliert,
indem es 14-3-3-c vor Hypermethylierung und somit vor Gen-Silencing schiitzt. Der Verlust
von IKKa fiihrte zu einer verminderten 14-3-3-c-Expression in Keratinozyten, und
umgekehrt kam es nach Reaktivierung von IKKa zu einer vermehrten Ausschittung von
14-3-3-c [216]. Diese Daten finden ihre Entsprechung in den Ergebnissen unserer Arbeit.
Im Falle sporadischer Basalzellkarzinome zeigte sich in 82% aller untersuchten Félle eine
gleichlaufige Expression von 14-3-3-c und IKKa. Bei den hereditiaren Basalzellkarzinomen
des Gorlin-Goltz-Syndroms lag die Korrelation der 14-3-3-o- und IKKa-Expression bei
92%. Demnach kann angenommen werden, dass sowohl in sporadischen als auch in
hereditaren Basalzellkarzinomen ein Mangel an IKKa und somit der fehlende Schutz vor
Hypermethylierung und Inaktivierung von 14-3-3-c die Ursache fir eine verminderte
14-3-3-c-Expression und die damit verbundene Tumorentstehung ist.

Eine verminderte IKKa-Expression im \ergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis
konnte in vorangegangenen Studien in der Mehrzahl aller humaner Plattenepithelkarzinome
nachgewiesen werden [112], wohingegen die 14-3-3-c-Expression im Bereich des
Plattenepitelkarzinoms verglichen mit der normalen Epidermis keine Minderung aufwies
[121]. Anzunehmen ist folglich, dass 14-3-3-c, im Gegensatz zu IKKa, nicht an der
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Tumorentstehung von spinozelluldren Karzinomen beteiligt ist und hier ein anderer
pathogenetischer Mechanismus vorliegt als bei der Bildung von Basalzellkarzinomen. In
Mamma- und Prostatakarzinomen, die mit einer verminderten 14-3-3-c-Expression
einhergehen [51, 124, 158], konnte andererseits bislang zwar tber eine IKKa-vermittelte
Tumorproliferation, jedoch nicht tber eine verminderte Expression der Proteinkinase IKKa
berichtet werden. Die Tatsache, dass IKKa in Keratinozyten 14-3-3-¢ vor
Hypermethylierung schitzt, und vermehrte Hypermethylierung von 14-3-3-¢ sowohl in
Mamma- als auch in Prostatakarzinomen nachgewiesen werden konnte, wirft die Frage auf,
ob IKKa seine Schutzfunktion auch in nicht-epidermalen Karzinomen aufrecht halt.
Diesbezlglich und auch in Hinsicht auf eine therapeutische Konsequenz ware eine
Untersuchung der IKKa-Expression in genannten, und weiteren, mit einer verminderten
14-3-3-c-Expression einhergehenden Karzinomen von grofiem Interesse.

Fakt ist, dass 14-3-3-c und IKKo miteinander interagieren und durch einen gemeinsamen
Signalweg den G2/M-Zellzyklus regulieren. Im Falle einer Mutation oder Minderexpression
der vorgeschalteten Protein-Kinase IKKa kommt es zum Gen-Silencing von 14-3-3-c und
nachfolgend zur Karzinogenese.

4.2. Die Sonic-Hedgehog-/ Patched-Signalkaskade und die 14-3-3-6-/
IKKa-assoziierte Tumorgenese

Letztlich konnte gezeigt werden, dass sowohl 14-3-3-c als auch IKKa in sporadischen und
hereditdren Basalzellkarzinomen vermindert ist, dass beide Proteine in der Tumorgenese
von Basalzellkarzinomen Teil eines gemeinsamen Signalweges sind, der fiir die genomische
Stabilitat in Kertinozyten, fur die Aufrechterhaltung der epidermalen Homdostase und fur
die Prévention von Hautkrebs eine entscheidende Rolle spielt. Es ist anzunehmen, dass
sowohl 14-3-3-c als auch IKKa mit der Sonic-Hedgehog-/ Patched-Signalkaskade
interagieren, so dass der gemeinsame 14-3-3-c-/ IKKa-Signalweg und die Sonic-
Hedgehog-/ Patched-Signalkaskade, die beide an der Entstehung von sporadischen und
hereditdren Basalzellkarzinomen im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms beteiligt sind,
womaoglich eine gemeinsame Strecke in der Karzinogenese der Basalzellkarzinome
ausmachen. Der unmittelbare empirische Nachweis einer solchen Verbindung ist bislang
jedoch nicht erbracht worden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Basalzellkarzinome sind die h&ufigsten infiltrierenden und destruierend wachsenden
Tumore der Haut, bei denen UV-Licht den wesentlichen Faktor fir die Entstehung
ausmacht. Basalzellkarzinome kdénnen auch hereditdr im Rahmen eines genetischen
Syndroms, wie zum Beispiel eines Basalzellnaevus- (Gorlin-Goltz-) Syndroms auftreten.
Dem Basalzellnaevus-Syndrom liegt eine heterozygote Keimbahnmutation des Ptch-
Tumorsuppressorgens und somit eine Dysregulation des Sonic-Hedgehog-Signalweges
zugrunde, die neben einer Vielfalt an kongenitalen, muskuloskelettalen, stomatologischen
und intrakraniellen Symptomen auch mutliple, Giberwiegend an den lichtexponierten Arealen
auftretende Basalzellkarzinome hervorruft. Eine Dysregulation des Sonic-Hedgehog-/
Patched-Signalweges konnte neben den Basalzellkarzinomen eines Gorlin-Goltz-Syndroms
auch mit sporadischen Basalzellkarzinomen in Verbindung gebracht werden. An der
Entstehung von sporadischen Basalzellkarzinomen beteiligt ist auch 14-3-3-c, ein G2/M-
Zellzyklus-Checkpoint-Gen, das speziell in Keratinozyten und Epithelzellen vorkommt und
in der Signaltransduktion, der zelluldren Differenzierung und in der Prévention der
Tumorentstehung von essentieller Bedeutubg ist. IKKa, eine katalytische Untereinheit des
IxB-Kinase-Komplexes, hat Einfluss auf die Regulierung des Nuklearen Faktors-kB, ist
jedoch primér an der epidermalen Differenzierung von Keratinozyten beteiligt. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass IKKa indirekt den G2/M-Zellzyklus-Arrest reguliert,
indem es 14-3-3-c vor Hypermethylierung und somit vor Gen-Silencing schitzt.

Ziel der Arbeit war es sporadisch auftretende Basalzellkarzinome mit Basalzellkarzinomen,
die im Rahmen des Gorlin-Goltz-Syndroms auftreten, immunhistochemisch zu
charakterisieren und zu vergleichen. Die Fragestellung bestand darin zu untersuchen, ob
14-3-3-c auch in Basalzellkarzinomen des Basalzellnaevus-Syndroms eine verminderte
Expression aufweist, ob IKKa seiner Rolle als Schutzmechanismus vor 14-3-3-o0-Gen-
Silencing in den untersuchten Basalzellkarzinomen gerecht wird, und letztlich ob ein
Zusammenhang zwischen der Sonic-Hedgehog- /Patched-Signalkaskade und dem 14-3-3-
o-/ IKKa-Signaltransduktionsweg zu eruieren ist.

Es erfolgte die immunhistochemische Farbung der ausgewahlten Gewebeschnitte
sporadischer und hereditdrer Basalzellkarzinome mittels der sogenannten Labelled-
Streptavidin-Biotin- (LSAB-) Methode mit den jeweiligen Antikdrpern Anti-Human 14-3-3-
o Rabbit 1gG Affinity Purified und IKKa-Antibody Rabbit. Anschliefend wurden anhand
eines internen Standards unter Berucksichtigung der Antikorperanreicherung und somit der
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Antigenexpression im Bereich des Basalzellkarzinoms die Gewebeschnitte unter dem
Mikroskop ausgewertet und letztlich die korrelierenden Abschnitte in der jeweiligen 14-3-3-
o- und IKKa-Farbung miteinander verglichen.

Von den insgesamt 33 untersuchten Gewebeschnitten sporadischer Basalzellkarzinome
zeigten 29 (88%) und von den 26 Gewebeschnitten mit Basalzellkarzinomen im Rahmen
eines Gorlin-Goltz-Syndroms zeigten 24 (92%) eine im \ergleich zur angrenzenden
normalen Epidermis verminderte oder fehlende 14-3-3-c-Expression im Bereich des
Tumors. Eine im Bereich des Karzinoms verminderte oder fehlende IKKa-Expression im
Vergleich zur angrenzenden gesunden Epidermis konnte in 27 von 33 (82%) untersuchten
Fallen sporadischer Basalzellkarzinome und in 22 von 26 (84%) Basalzellkarzinomen eines
Gorlin-Goltz-Syndroms nachgewiesen werden. Eine Ubereinstimmende 14-3-3-6- und
IKKa-Expression zeigten 27 von 33 (82%) sporadischen und 24 von 26 (92%)
Basalzellkarzinomen eines Basalzellnaevus-Syndroms.

Die Ergebnisse der Arbeit konnten somit zum einen zeigen, dass sowohl sporadische als
auch hereditdre Basalzellkarzinome des Gorlin-Goltz-Syndroms eine im Vergleich zur
gesunden angrenzenden Epidermis teilweise bis vollstindige Minderung der 14-3-3-c-
Expression aufweisen. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass sich IKKa
gleichlaufig zur Expression von 14-3-3-¢ verhalt und somit ebenfalls in der Mehrheit der
untersuchten sporadischen und hereditdren Basalzellkarzinome eine im Vergleich zur
normalen angrenzenden Epidermis verminderte Expression aufzeigt. Es ist folglich bei der
Entstehung von Basalzellkarzinomen von einem gemeinsamen 14-3-3-6- /IKKa- Signalweg
auszugehen. Auch die Sonic-Hedgehog-Signalkaskade ist durch inaktivierende
Keimbahnmutationen im Ptch-Tumorsuppressorgen an der Entstehung sowohl sporadischer
als auch hereditéarer Basalzellkarzinome des Basalzellnaevus-Syndroms beteiligt. Der Sonic-
Hedgehog-Signalweg konnte in bisherigen Studien indirekt sowohl mit 14-3-3-c¢ als auch
mit IKKao in Verbindung gebracht werden. Es konnte gezeigt werden, dass 14-3-3-c und
IKKa an der Entstehung von Tumoren beteiligt sind, bei denen auch die Sonic-Hedgehog-
Signalkaskade eine Schlusselrolle einnimmt. Zudem konnten bei beiden Signalkaskaden
Interaktionen und Kollaborationen mit den gleichen Signalwegen nachgewiesen werden, so
dass anzunehmen ist, dass der 14-3-3-o0-/ IKKa- und der Sonic-Hedgehog-/ Patched-
Signalweg miteinander in Verbindung stehen und bei der Karzinogenese der
Basalzellkarzinome eine gemeinsame Strecke ausmachen.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AP

BAD

BCC
BCNS
CDK
CpG-Inseln

Dhh
DNA
EGFR
HCI
HER2
Hh
HME-1
H3-K9
Ihh
IKK
KRAS
LSAB
MAPK
MEKK3

MKC
MRNA
NBCCS
NEMO
NF-xB
PDT
Ptch
PUVA
Raf

Alkalische Phosphatase

Mitglied der Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) Familie
Basalzellkarzinom

Basalzellnaevus-Syndrom

Cyclin-abhangige Kinase
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin-Inseln, Regionen im Genom von
Eukaryoten mit statistisch erhohter CpG-Dinukleotid-Dichte
Drosophila Hedgehog

Desoxyribonukleinséure

Epidermal growth factor receptor

Chlorwasserstoff

Human epidermal growth factor receptor 2

Hedgehog

Human mammary epithelium-specific marker-1
Trimethyliertes Histon H3 Lysin 9

Indian Hedgehog

IxB-Kinase

Kirsten rat sarcoma viral oncogene
Labelled-Streptavidin-Biotin

Mitogen activated protein kinase

MAP/ERK kinase kinase 3, MAP3K3, Mitogen activated protein kinase
kinase kinase 3

Mikrographisch kontrollierte Chirurgie
Messenger-Ribonukleinséure

Né&voides Basalzellkarzinom-Syndrom

NF-«xB essenzieller Modulator

Nuklearer Faktor-«B

Photodynamische Therapie

Patched

Psoralen plus UV-A, Photochemotherapie in der Dermatologie
Rapidly growing fibrosarcoma, Familie von Proteinkinasen, zu den
Proteinkinasen der heterogenen Klasse EC 2.7.11.1 zugehorig



Ras
Shh
Smo
Sufu
TNF-a
Trc8
uv
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Siehe KRAS

Sonic Hedgehog

Smoothened

Suppressor of Fused

Tumor-Nekrose-Faktor-a

Translocation in renal carcinoma in chromosome 8
Ultraviolett
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