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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Haut

1.1.1. Aufbau

1.1.1.1. Epidermis bzw. Oberhaut

Die Epidermis besteht aus Epithelgewebe, einer der vier Grundgewebearten neben Binde-,
Muskel- und Nervengewebe. Mikroskopisch ist sie aus mehrschichtig verhornendem
Plattenepithel aufgebaut und kann weiter unterteilt werden (in Wachstumsrichtung von innen
nach aulRen)?:

e Das Stratum basale (Basalzellschicht) sitzt auf der Basalmembran als Grenze zur Dermis
und beherbergt epidermale Stammzellen, welche sich kontinuierlich teilen und damit
neue Haut bilden. Zusatzlich sind hier auch Melanozyten ansdssig, welche
neuroektodermaler Herkunft sind und Melanin, das Hautpigment, synthetisieren.

e Das Stratum spinosum (Stachelzellschicht) ist neben dem variablen Stratum corneum
die dickste Schicht und schuldet seinen Namen der stachelartigen Morphologie der
Keratinozyten von histologisch aufbereiteten Hautschnitten. In vivo haften die
Keratinozyten (iber Desmosomen zusammen und akkumulieren Zytokeratin — ein
Verhornungsprozess, der als Keratinisierung bezeichnet wird. Auch Langerhans-Zellen
befinden sich im Stratum spinosum, wo sie als dendritische Zellen beispielsweise
mikrobielle Antigene aufnehmen, prozessieren und prasentieren kdnnen. Nach
Antigenkontakt wandern sie aktiv zu nahegelegenen Lymphknoten.

e Das Stratum granulosum (Kornerzellschicht) ist eine diinne Schicht, in der mehr und
mehr Keratinozyten absterben und deren zunehmendes Zytokeratin mikroskopisch als
Kérnchen/Granula sichtbar wird. Die Zellmorphologie plattet ab und der Zellkern ist
zunehmend weniger sichtbar. AuBerdem geben die Zellen fett- und proteinreiche
Lamellarkorperchen ab.

e Das Stratum lucidum (Glanzschicht) kommt nur bei Leistenhaut der Hand- und
FuBsohlen vor und erscheint histologisch aufgrund des hohen Lipidgehalts und damit
geringeren Brechungsunterschieden transluzent. In der sonst vorkommenden
Felderhaut ist diese Schicht kaum bis gar nicht ausgebildet.

e Das Stratum corneum (Hornzellschicht) ist die duBerste Schicht der Oberhaut und tragt
primar zu deren mechanischen Belastbarkeit bei. Sie setzt sich aus stark
zusammenhaftenden, verhornten, abgestorbenen Korneozyten zusammen, welche
keinerlei Zellorganellen mehr aufweisen.

1.1.1.2. Dermis bzw. Lederhaut

Die Dermis ist eine primar bindegewebige Schicht und hat vielféltige Funktionen.3

Angrenzend zur Epidermis wird sie als Stratum papillare (Papillarschicht) bezeichnet, da hier
Epidermis und Dermis papillenartig ineinandergreifen, um mechanisch eine bessere Stabilitat
zu gewahrleisten und die Nahrstoffdiffusion in die Epidermis zu verbessern. Hier liegen zudem
Mechano- und Thermorezeptoren, welche die Haut zum sensorischen Organ machen. Der
Raum zwischen den Zellen ist mit extrazellularer Matrix gefiillt, die neben Kollagen und Elastin
auch glykosylierte Strukturen wie Glykosaminglukane, Proteoglykane und Glykoproteine
enthélt. Neben den Fibroblasten (Bindegewebszellen) kommen hier auch Abwehrzellen vor,
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wie Makrophagen und Mastzellen, in geringerem Ausmal® auch Plasmazellen, Monozyten,
Granulozyten und Lymphozyten.

Darunter liegt das Stratum reticulare (Retikularschicht), welche meist dicker als das Stratum
papillare ist und mehr elastische Fasern enthilt. Damit tragt sie in besonderem MaRe zur
Starke, Dehnbarkeit und Elastizitat der Haut bei. Neben der Verankerung von Haarfollikeln,
finden sich SchweiB-, Talg- und Duftdriisen, Lymph- und BlutgefaRe in ihr.

1.1.1.3. Subkutis bzw. Unterhaut

Neben den &duReren beiden Schichten, Epidermis und Dermis, welche auch als Kutis
zusammengefasst werden, gibt es noch die Subkutis bzw. Unterhaut. Im engeren Sinne wird sie
trotz des Namens nicht zur Haut als solches gezahlt, wenngleich sie der Verankerung dieser mit
dem Rest des Korpers dient, da sie sich embryologisch vom Mesoderm ableitet. Sie enthalt
lockereres Bindegewebe und neben Fibroblasten und Makrophagen vor allem Adipozyten,
welche als Fettgewebe den Koérper mechanisch und thermisch schiitzen.

1.1.2. Funktion

Als grofRtes Organ des Menschen hat die Haut zahlreiche Funktionen:

e Sie dient als Schutz vor Umwelteinflissen und Pathogenen (Viren, Bakterien, Pilze) und
ist Teil des adaptiven Immunsystems (Langerhans-Zellen).

e Als sensibles Organ nimmt die Haut mit freien Nervenendigungen Informationen aus
der Umwelt wahr, wie Berlihrung, Druck, Vibration, Warme und Kalte, sowie
Gewebeschaden.

e Uber ihre groRe Oberfliche reguliert der Kérper seine Temperatur (Thermoregulation)
im Inneren, indem SchweiR produziert oder die Haut starker oder schwacher
durchblutet wird. Das Aufrichten von Koérperhaar zur Thermoregulation hat beim
Menschen eine zu vernachlassigende Rolle.

e Der Wasserhaushalt des Korpers wird teilweise Gber die Haut reguliert. Unkontrollierter
Wasserverlust wird Uber die fettreiche Hautbarriere minimiert. Ebenso schitzt diese
Barriere den Korper davor, dass Nahrstoffe der Haut im Kontakt mit Wasser einfach
ausgeschwemmt werden.

e Die Absorptionskapazitit der Haut wird vor allem pharmazeutisch genutzt, um
pflegende und pharmakologisch aktive Wirkstoffe in die tiefere Haut und den Kérper
gelangen zu lassen. Die Absorption von Gasen, primar Sauerstoff, ist nur fir die
dullersten Schichten (0,25-0,4 mm) der Epidermis relevant, flir den Gesamtorganismus
jedoch nicht von Bedeutung.®

1.2 Inflammation

Die Inflammation oder Entziindung ist eine komplexe Reaktion des Korpers auf potenziell
schadigende Umwelteinfliisse, wie Pathogene, geschadigte Gewebestrukturen oder Reizstoffe.

1.2.1. Kardinalzeichen einer Entziindung

Die fiinf Kardinalzeichen einer Entziindung sind calor (lat. Warme), dolor (lat. Schmerz), rubor
(lat. Rdtung), tumor (lat. Schwellung) und functio laesa (lat. Funktionsverlust).® Die ersten vier
Zeichen wurden bereits von Celsus (30 v. Chr.-38 n. Chr.) formuliert,” wahrend andere Gelehrte
spater den Funktionsverlust ergidnzten.810
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Entziindung ist eine ungerichtete Immunantwort und wird daher der angeborenen Immunitat
zugerechnet.

1.2.2. Arten der Entziindung

1.2.2.1. Akute Entziindung

Im Rahmen der akuten Entzindung reagieren die ortsansassigen Immunzellen, wie
Makrophagen, dendritische Zellen, Histiozyten, Kupffer-Zellen und Mastzellen, auf
verschiedene schadliche Einfllisse. Mit ihren pattern recognition receptors (PRRs) kdnnen sie
zwei Klassen von Signalen erkennen: pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und
damage-associated molecular patterns (DAMPs). Erstere sind im Kérper nicht vorkommende
molekulare Strukturen wie z.B. Lipopolysaccharide von gramnegativen Bakterien, Zweitere sind
Strukturen von geschadigtem Gewebe. Werden mit PRRs PAMPs oder DAMPs erkannt, setzt
die Immunzelle inflammatorische Botenstoffe frei. Dies fihrt zu Vasodilatation (rubor und
calor) und erhéhter Permeabilitat der BlutgefafSe mit Austritt von Blutplasma in das umliegende
Gewebe (tumor). Einige Botenstoffe, so wie Bradykinin, erhéhen die Schmerzsensitivitat
(dolor). Uber Botenstoffe werden auch Leukozyten aus dem Blut in das entziindete Gewebe
gelockt, hauptsdachlich neutrophile Granulozyten und Makrophagen. Neben der
zellvermittelten existiert auch noch eine humorale Immunantwort, welche U{iber das
Komplement-, das Koagulations- und das Fibrinolysesystem im Blut vermittelt wird.*°

1.2.2.2. Chronische Entziindung

Chronische Inflammation entwickelt sich auf der Basis von persistenten akuten Entziindungen.
Beispielsweise, wenn der Ausldser nicht eliminiert werden kann (Fremdkdrper), sich zu schnell
vermehrt (Bakterien) oder physiologisch dauerhaft vorhanden ist (Autoimmunerkrankungen).
Chronische Entziindungen koénnen Uber Monate bis Jahre hinweg aktiv sein und heilen
eventuell fibrotisch oder nekrotisch ab.

1.2.2.3. Vaskulare Phase

Die GefaBantwort auf einen inflammatorischen Stimulus ist die erste von zwei Phasen der
akuten Entzlindung. Hierbei schiitten Makrophagen und Mastzellen nach Kontakt mit PAMPs
vasoaktive Amine (Histamin und Serotonin) und Eicosanoide (Prostaglandin E2 und
Leukotrien B4) aus. Zudem setzen Makrophagen sowie Endothelzellen Stickstoffmonoxid frei.
Diese Botenstoffe weiten und permeabilisieren die Gefalle, wodurch Plasma in das umliegende
Gewebe gelangt. Hierin sind Komplementfaktoren, Lysozym und Antikorper enthalten, welche
direkt Pathogene eliminieren kénnen. Die vermehrte Flissigkeit schwemmt wiederum auch
Pathogene Uber die LymphgefaBe zu den Lymphknoten, wo sie vom adaptiven Immunsystem
erkannt werden kdnnen. Durch den erhohten Gewebedruck wird zudem die Geschwindigkeit
des Blutzuflusses reduziert, wodurch die in der zelluldaren Phase agierenden Leukozyten erst
durch die GefdaRwand in das Gewebe einwandern kénnen.

1.2.2.4. Zelluldre Phase

Die zellulare Phase beginnt mit Einwanderung der Leukozyten in das entziindete Gewebe.
Dabei adharieren sie zuerst an der Gefdalwand und zeigen mikroskopisch eine rollende
Bewegung, dann folgt der Durchtritt (Transmigration) mittels Diapedese und schliefRlich die
Chemotaxis-vermittelte Bewegung im entziindeten Gewebe.! Hier phagozytieren sie
Pathogene, setzen hydrolytische Enzyme und inflammatorische Botenstoffe frei. Bei der akuten
Entziindung kommen eher Granulozyten (initial neutrophile, spater basophile Granulozyten,



Einleitung

bei Helminthen und Parasiten eosinophile Granulozyten) zum Tragen, bei einer chronischen
Entziindung eher mononukledre Zellen wie Monozyten und Lymphozyten.

1.2.3 Krebs-bedingte Entziindung

Die Mikro-Umgebung von Neoplasien ist meist inflammatorisch gepragt — einerseits, da das
Immunsystem versucht den als Gewebeschaden erkannten Strukturen (DAMPs) Herr zu
werden, andererseits nutzt der Tumor jedoch auch gezielt die gewebeauflockernden und
permeabilisierenden Effekte der Entziindung zur Invasion, Migration und Metastasierung. Die
unbehandelt andauernde Entziindung sorgt zudem fiir eine Akkumulierung von zufalligen
Mutationen der Krebszellen.!?

Schon Rudolf Virchow mutmaRte 1863, dass Krebserkrankungen durch chronische
Entzindungen entstehen wirden.'3'* Heute weiR man, dass dies nicht der einzige
pathophysiologische Mechanismus zur Krebsentstehung ist, jedoch in etwa 20% aller Falle
vorliegt.t>"%7

Hierbei stehen mechanistisch vor allem reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive
Stickstoffspezies (RNS) im Mittelpunkt, die von rekrutierten Leukozyten und andern
phagozytiren Zellen zur Abwehr gebildet werden.'3'® Reaktive Sauerstoffspezies alleine
kébnnen mehr als 20 verschiedene Arten von DNA-Schiden hervorrufen.’® Neben DNA-
Mutationen |6sen sie zudem auch epigenetische und damit ebenso potenziell karzinogene
Veranderungen aus.'416:18

1.3. Hautkrebs

Hautkrebs ist global die haufigste Krebserkrankung bezogen auf die Neuerkrankungen.?%2! Dies
bezieht sich vor allem auf weiBen Hautkrebs (NMSC, engl. non-melanoma skin cancer), der in
80% als Basalzellkarzinom und zu 20% als Plattenepithelkarzinom auftritt.?? Seltener, jedoch
mit ungleich schlechterer Prognose verbunden, treten maligne Melanome (schwarzer
Hautkrebs) auf.

1.3.1. Vorstufen

Als relevante Krebsvorstufen von weillem Hautkrebs sind vor allem die aktinische Keratose
(auch solare Keratose, Licht-Keratose und aktinische Prdakanzerose genannt) und der Morbus
Bowen (auch Bowen-Karzinom, Dyskeratosis maligna, Dermatosis praecancerosa Bowen, bei
betroffener Genitalschleimhaut: Erythroplasie Queyrat) anzufiihren. Beide Formen stellen ein
karzinoma in situ dar, kdnnen also jederzeit zu einem Plattenepithelkarzinom entarten und sind
daher per definitionem behandlungsbeddrftig.

Aktinische Keratosen sind dabei durch UV-Strahlung hervorgerufene Hautldsionen, welche
insbesondere hellhdutige Menschen ab dem 50. Lebensjahr treffen. Initial bildet sich ein
erythematoser, atrophischer Herd aus, der sich spater zu einer gelblich-braunlichen, krustigen
Keratose entwickelt.

Im Gegensatz hierzu kann der Morbus Bowen am gesamten Kérper auftreten, meist sind jedoch
Rumpf, Gesicht, Unterschenkel und Finger betroffen. Es finden sich solitdre, unregelmaRig
konfigurierte, scharf begrenzte, erythematdse Handverdnderungen mit Schuppung.

Als Vorstufe eines malignen Melanoms zahlt die Lentigo maligna (auch Melanoma in situ), bei
der eine intraepitheliale Proliferation dysplastischer Melanozyten auftritt. Haufig tritt sie erst
sehr spat im Leben auf und ist eine unscharf begrenzte, unregelmaRig graubraun bis schwarze,
variabel grolRe Makula.
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1.3.2. Basalzellkarzinom

Basalzellkarzinome, auch BCC (engl. basal cell carcinoma) oder friiher Basaliome genannt, sind
die haufigsten Hauttumore und prdsentieren sich lblicherweise als erhabene, glatte, perlartig
durchscheinende bis hautfarbene Tumore, die teilweise mit Teleangiektasien (feinen Gefallen)
durchzogen sind. Im Verlauf zeigt sich im Zentrum oft eine Blutung, die spater verkrustet. Diese
Form des weilden Hautkrebses ist die gutartigste mit der besten Prognose und streut so gut wie
nie, kann jedoch lokal destruktiv in umliegende Gewebestrukturen einwachsen. Sie tritt vor
allem an den sonnenexponierten Korperarealen, wie Gesicht, Hals, Schultern und Dekolleté,
auf.

1.3.3. Plattenepithelkarzinom

Weniger haufig sind Plattenepithelkarzinome, welche auch SCC (engl. squamous cell
carcinoma) genannt werden, frilher auch Spinalzellkarzinome oder Spinaliome. Sie
prasentieren sich als oft rasch wachsende, erhabene, verdickte, schuppende Stellen auf
sonnenexponierter Haut. Auch sie kénnen ulzerieren, bluten und verkrusten. Im Gegensatz zum
Basalzellkarzinom metastasiert diese Tumorentitat haufiger, im Vergleich zum Melanom jedoch
seltener.

1.3.4. Malignes Melanom

Am seltensten, jedoch auch mit der schlechtesten Prognose und haufiger Metastasierung,
treten maligne Melanome (MM) auf. Sie lassen sich von gewo6hnlichen Naevi durch
verschiedene Merkmale unterscheiden, die als ABCDE-Regel zusammengefasst werden:
Asymmetrie, unregelmaRige Begrenzung, uneinheitliches Kolorit (Pigmentierung, engl. Color),
Durchmesser groBer 5 mm und Erhabenheit Gber das Hautniveau. Auflerdem bietet es sich fir
den Laien auch an nach dem sogenannten ,hasslichen Entlein” zu suchen, besonders verdachtig
sind also Pigmentmale, die stark von allen anderen abweichen.?3

1.3.5. Weitere Arten

Weitere Hautkrebsformen, wenn auch sehr seltene, sind:

e Angiosarkom: bosartiger Gefdallendotheltumor in der Dermis

e Drusenkarzinom (z.B. Porokarzinom): bosartiges Karzinom des Driisenepithels

e Fibrosarkom: bosartiger Bindegewebszelltumor der Dermis

e Kaposi-Sarkom: eine vor allem AlDS-assoziierte vaskulare Neoplasie durch das humane
Herpesvirus 8

o Merkelzellkarzinom: bosartiger Tumor, der aus Merkelzellen (Druck-Rezeptoren) des
Stratum papillare hervorgeht

e Talgdrisentumor: bosartiger Tumor, der von Sebozyten ausgeht

1.4. Atiologie des Hautkrebses

1.4.1. Physikalische Ursachen

Wichtigste Ursache aller Hautkrebsarten ist die natiirliche UV-Strahlung der Sonne.?4-%6

Weitere Arten von Strahlung, wie Rontgenstrahlung (z.B. bei Radiodermatitis chronica) und
kiinstliche UV-Strahlung (Solarium) fiihrt ebenso zu Hautkrebs.?>

Chronische Entziindungen, die beispielsweise durch Druck hervorgerufen werden, kénnen
ebenso zu Hautkrebs flihren; eine bei uns sehr seltene Form hiervon ist der Sari-Hautkrebs
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(Sari: traditionelles indisches Gewand, dessen Unterrock eng um die Hiften geschnirt ist),
haufiger sind jedoch nicht heilende Wunden, wie etwa Marjolin-Ulzera (auch Narbenkarzinom
genannt). Eine weitere, umstrittene Form ist das Trichotillobasalzellkarzinom, ein von den
Terminalhaarfollikeln ausgehendes, vermeintlich durch konstantes HaareausreiRen
verursachtes Karzinom.

1.4.2. Chemische Ursachen

Karzinogene Stoffe (u.a. Arsen, Alkohol, Tabakrauch)® und Medikamente wie
Immunsuppressiva (u.a. Ciclosporin A, Azathioprin)?’ fiihren nachgewiesenermaBen zur
vermehrten Entstehung von Hautkrebs.

1.4.3. Biologische Ursachen

Bei den biologischen Ursachen wird zwischen endogenen und exogenen unterschieden.
Endogene Ursachen sind genetische (kongenitale oder erworbene) Erkrankungen, wie u. a.
Mutationen des p53 Tumorsuppressorgens, des Hedgehog-Signalwegs, des Ras/Raf/MAPK-
Signalwegs, Xeroderma pigmentosum, Albinismus, das Gorlin-Goltz-Syndrom, das Rombo-
Syndrom und das Bazex-Dupré-Christol-Syndrom.

Exogene biologische Ursachen sind vor allem Viren (humanes Papillomvirus (HPV), Epstein-
Barr-Virus (EBV), humanes Herpesvirus 8 (HHV-8), Merkelzell-Polyomavirus (MCPyV)), unter
denen insbesondere HPV eine immense Rolle spielt.?®73% Neuere Studien sehen neben der
direkten kanzerogenen Wirkung des HPV zusatzlich die chronische Entziindung als
kanzerogenen Kofaktor.31-33

1.5. Therapie des Hautkrebses

Die Therapie des Hautkrebses ist stark abhangig von der Art, Gr6Re und Dignitat des Tumors,
der anatomischen Lage, des Patientenalters und anderen Begleitumstanden.

1.5.1. Physikalische Behandlung

Generell ist fur kleine Tumore in glnstiger Lokalisation die Exzision mittels mikroskopisch
kontrollierter Operationstechnik (Mohs Technik oder CCPDMA (complete circumferential
peripheral and deep margin assessment)) die beste Option. Bei adlteren Patienten oder
schwieriger Lokalisation kommt fiir nicht-Melanom-Tumore statt einer Exzision auch eine
Radiotherapie, Brachytherapie, Kryotherapie, Kiirettage oder Elektrodesikkation, sowie
photodynamische Therapie (in Kombination mit einem Photosensibilisator wie 5-
Aminolavulinsdure) in Betracht.3

1.5.2. Chemotherapeutische Behandlung

Die alleinige medikamentose Behandlung von Basalzellkarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen ist Mittel der zweiten Wahl und umfasst meist die topische
Anwendung von Imiquimod (immunstimulierend und proinflammatorisch) oder 5-Fluorouracil
(5-FU) (Antimetabolit/Zytostatikum). Bei Metastasen des Basalzellkarzinoms kommt orales
Vismodegib zum Einsatz, bei Metastasen des Plattenepithelkarzinoms systemisch Cisplatin und
5-FU, bei Nichtansprechen auch Cetuximab (chimarer Antikdrper gegen den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor).3°

Die medikamentdse Therapie bei malighen Melanomen erfolgt in der Regel nur bei
unvollstindiger Resektion oder Metastasierung.
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Aktuell finden bei entsprechend erfillten Kriterien zumeist gezielte Therapien statt. Bei c-Kit-
mutierten Melanomen sind Tyrosinkinaseinhibitoren (Imatinib, seltener Sunitinib und
Dastinib), bei B-Raf-mutierten Melanomen sind Raf-Kinaseinhibitoren (Vemurafenib,
Dabrafenib, Encorafenib), teils in Kombination mit MEK-Inhibitoren (Trametinib, Binimetinib),
im klinischen Einsatz. Bei Nichtansprechen oder fehlender Mutation greift man auf dltere und
unspezifischere klinische Wirkstoffe zuriick, insbesondere Alkylanzien (Dacarbazin, Fotemustin,
Temozolomid), Mitoseinhibitoren (Vinblastin, Vincristin, Paclitaxel) und Cisplatin, welche
jedoch weitaus ausgepragtere Nebenwirkungsspektren haben.

1.5.3. Immuntherapie

Die bislang erfolgreichste Therapie des malignen Melanoms stellen Checkpoint-Inhibitoren wie
CTLA-4-Antikorper  (Ipilimumab, Tremelimumab) und PD-1-Antikorper (Nivolumab,
Pembrolizumab) dar. Sie maskieren Oberflachenproteine, die von den Tumorzellen zur
Herabregulation der Aktivitdt der cytotoxischen T-Zellen vermehrt gebildet werden, was in
gesundem Gewebe eine GiberschieRende Immunantwort bremsen soll.

1.6.Fazit

Inflammation geht mit der Dermatoonkologie Hand in Hand. Entziindung kann zu Hautkrebs
flhren, fordert die Proliferation und Malignitat, wird jedoch auch kurativ gegen bestimmte
Formen von Hautkrebs eingesetzt und tritt bei anderen Therapien wiederum als unerwiinschte
Nebenwirkung auf.
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2. Veroffentlichung |

2.1. Fragestellung und Zielsetzung

In der Veroffentlichung ,Distribution of high-risk a-genus human papillomavirus genotypes
impacts cutaneous neoplasms” wird das Vorkommen von humanen Papillomaviren in Proben
von histologisch bestdtigten kutanen Plattenepithelkarzinomen, Morbus Bowen und
aktinischen Keratosen untersucht und beziiglich relevanter Risikofaktoren ausgewertet. Die
Studie soll dazu dienen das Ausmal’ und die Beteiligung von HPV an dermatoonkologischen
Erkrankungen naher zu beleuchten.

2.2. Methodik

Formalin-fixierte, paraffin-eingebettete, klinische Biopsate verschiedener maliger und pra-
maligner Hautveranderungen wurden untersucht. Die Proben wurden mit gesunder Haut als
Negativkontrolle bezlglich des Vorkommens von HPV-Subtypen und relevanter Risikofaktoren
analysiert.

Hierzu wurde die DNA aus entparaffinisierten Dinnschnitten der Proben extrahiert, per PCR
amplifiziert und mittels eines HPV-Mikroarrays hinsichtlich der auftretenden Subtypen
analysiert. Anschlieend wurden probenspezifisch Risikofaktoren wie Alter, Nikotinabusus,
immunologisch-relevante medizinische Vorgeschichte (Krebserkrankung,
Organtransplantation), die personliche Sonnenexposition (Berufsanamnese und
Freizeitverhalten) und die Lokalisation des Biopsats (Sonnenexposition) ausgewertet.

2.3. Ergebnisse und Diskussion

Die Auswertung zeigte, dass vor allem Hochrisiko-HPV-Subtypen vermehrt in kutanen
Plattenepithelkarzinomen zu finden waren (57,9%), weniger in Morbus Bowen-Lasionen
(38,2%) und kaum auf gesunder Haut (10,0%) und aktinischen Keratosen (0,0%). Zudem war die
Pravalenz dieser Subtypen in Proben junger Patienten (unter 60 Jahren) signifikant erhéht
(65,8% vs. 50,0%; p=0,031). Der haufigste Subtyp in lUber 90% der Plattenepithelkarzinom-
Proben war HPV Typ 16. Mehrfachinfektionen mit verschiedenen Hochrisiko-Subtypen wurden
in Uber 20% der Plattenepithelkarzinom-Proben gefunden, in Morbus Bowen-Proben jedoch
nur Monoinfektionen mit HPV Typ 16. Zudem waren nicht sonnenexponierte
Plattenepithelkarzinom-Proben ofter mit Hochrisiko-HPV-Subtypen infiziert als Proben von
sonnenexponierter Haut.

Durch unsere Studie konnte die immer noch kontroverse Diskussion der Beteiligung von HPV
an Plattenepithelkarzinomen um einige Argumente bereichert werden. Wir konnten zeigen,
dass das Vorhandensein von HPV mit der Krankheitsprogression positiv korreliert, was durch
die Annahme gestitzt wird, dass das Auftreten mehrerer Subtypen zu vermehrten
Genomveranderungen fihren kann.

Starke Sonnenexposition kann lGber direkte DNA-Schaden und inflammatorische Signalwege zu
Plattenepithelkarzinomen fiihren. Die negative Korrelation der Sonnenexposition mit dem
Auftreten von HPV-positiven Plattenepithelkarzinomen deutet daher darauf hin, dass auch
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Hochrisiko-HPV-Infektionen alleine zur Onkogenese fiihren kdnnen. Dass eine UV-Exposition
mittels lokaler Immunsuppression zu vermehrter HPV-bedingter Karzinogenese fiihrt, lieB sich
nicht aus unseren Daten folgern.

Hinsichtlich des Immunstatus zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, jedoch war die
Pravalenz von Hochrisiko-HPV-Subtypen in Morbus Bowen-Proben immunsupprimierter
Patienten gesteigert (50,0% vs. 14,3%; p=0,096).

AbschlieBend zeigen unsere Daten, dass Hochrisiko-HPV-Subtypen ein relevanter Risikofaktor
fur die Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen sein koénnten, wodurch sich neue
therapeutische Optionen ergeben wirden.

2.4. Arbeitsanteil

Die Veroffentlichung wurde von PD Dr. med. Markus Reinholz, Ph.D. konzipiert und designt,
von Frau Dr. Rui Aoki, Herr PD Dr. med. Markus Reinholz, Ph.D. und mir, Benjamin Clanner-
Engelshofen, experimentell durchgefiihrt, ebenso wurden die gewonnenen Daten von Frau Dr.
Aoki, Herrn PD Dr. Reinholz und mir analysiert und interpretiert. Das Manuskript wurde in
seiner ersten Fassung von Frau Dr. Aoki geschrieben, nach Vorschldgen der Ko-Autoren
revidiert und zur Publikation eingereicht.

Die Ko-Autoren Sara Charnowski und Prof. Dr. Dr. Thomas Ruzicka haben zur Durchfiihrung der
Experimente beraten und Hilfestellung gewahrt, das Manuskript kritisch revidiert und die
wissenschaftliche Infrastruktur bereitgestellt.

Distribution of high-risk a-genus human papillomavirus genotypes impacts cutaneous
neoplasms

Veroffentlicht in:

Aoki R, Clanner-Engelshofen BM, Charnowski S, Ruzicka T, Reinholz M. Distribution of high-risk
a-genus human papillomavirus genotypes impacts cutaneous neoplasms. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2019 Jul;33(7):1304-1311.

DOI: 10.1111/jdv.15547
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3. Veroffentlichung Il

3.1. Fragestellung und Zielsetzung

In der Veroffentlichung ,,Comparative analysis of the phototoxicity induced by BRAF inhibitors
and alleviation through antioxidants“ wurde das phototoxische Potenzial verschiedener
experimenteller, praklinischer und klinischer B-Raf-Inhibitoren untersucht.

Zudem wurden mechanistische Untersuchungen zur Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies durchgefiihrt und versucht deren cytotoxischen Effekt mit Hilfe von
Antioxidantien abzumildern.

3.2. Methodik

Es wurden 17 experimentelle, praklinische und klinische B-Raf-Inhibitoren untersucht (AZ628,
CEP-32496, Dabrafenib, Encorafenib, GDC-0879, GW5074, LY3009120, MLN2480, NVP-
BHG712, PLX-4720, RAF265, RO5126766, SB590885, Sorafenib Tosylat, TAK-632, Vemurafenib
und ZM336372).

Da die Lichtabsorption im UVA- und UVB-Bereich Voraussetzung fir phototoxische Effekte ist,
wurden zunachst UV-Spektren der Substanzen aufgenommen.

AnschlieBend wurde die Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS: Singulett-Sauerstoff
und Superoxid-Anionen) unter UVA- und UVB-Exposition in chemico getestet.

Um auch nicht ROS-vermittelte phototoxische Effekte zu erfassen, wurden alle Substanzen
zudem in vitro mittels Neutralrot-Viabilitdtstest an 3T3-Zellen nach OECD/OCDE-Leitlinie
Uberpruft.

Die klinisch zugelassenen Substanzen Vemurafenib, Dabrafenib und Encorafenib wurden
zudem noch mit den Antioxidantien Vitamin C, Vitamin E Phosphat, Trolox (Vitamin E Derivat)
und Glutathion in verschiedenen Konzentrationen behandelt, um phototoxische Effekte
abzumildern.

3.3. Ergebnisse und Diskussion

Die hochste kumulative UV-Absorption zeigte Vemurafenib. Reaktive Sauerstoffspezies
entstanden vor allem unter UVA-Bestrahlung. Die Phototoxizitatprifung mittels Neutralrot-
Methode wies acht Substanzen als phototoxisch aus, inklusive der zugelassenen Wirkstoffe
Vemurafenib, Dabrafenib und Encorafenib. Weitere 3 Substanzen wurden als moglicherweise
phototoxisch bestimmt und 6 Substanzen waren nicht phototoxisch. Die Ergebnisse der ROS-
Entstehung korrelierten signifikant mit denen des Neutralrot-Viabilitatstests (Singulett-
Sauerstoff: p=0,026; Superoxid-Anion: p<0,001). Die Phototoxizitdt von Vemurafenib konnte im
Zellkulturversuch mit hohen Dosen Glutathion (10mM) aufgehoben werden.

Das hohe phototoxische Potenzial von Vemurafenib wurde bereits oft in der Literatur
beschrieben. Unsere Studie stellt erstmals in komparativem Design samtliche bislang
verfligbaren B-Raf-Inhibitoren einander gegeniliber um diese zu evaluieren.

Interessant ist hierbei, dass es zu Vemurafenib die meisten Fallberichte bezliglich
phototoxischer Reaktionen gibt, es jedoch in vitro weniger phototoxisch ist als Dabrafenib
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(Faktor >160) und Encorafenib (Faktor ~10). Vemurafenib fihrte unter UVA- und UVB-
Bestrahlung auch nicht zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, jedoch konnte die
Phototoxizitat mittels Glutathion abgemildert werden.

3.4. Arbeitsanteil

Die Veroffentlichung wurde von PD Dr. Markus Reinholz und mir, Benjamin Clanner-
Engelshofen, konzipiert und designt. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte durch Claudia
Kammerbauer und mich. Die gewonnenen Daten wurden von Dr. Markus Heppt, Anja Wessely
und mir analysiert und interpretiert. Das Manuskript wurde in seiner ersten Fassung von Dr.
Markus Heppt und mir geschrieben, nach Vorschlagen der Ko-Autoren revidiert und zur
Publikation eingereicht.

Die Ko-Autoren Enklajd Marsela, Prof. Dr. Bernhard Przybilla, Prof. Dr. Lars French, Prof. Dr.
Carola Berking und PD Dr. Markus Reinholz haben zur Durchfiihrung der Experimente beraten
und Hilfestellung gewahrt, das Manuskript kritisch revidiert und die wissenschaftliche
Infrastruktur bereitgestellt.

Comparative analysis of the phototoxicity induced by BRAF inhibitors and alleviation through
antioxidants

Veroffentlicht in:

Heppt MV*, Clanner-Engelshofen BM*, Marsela E, Wessely A, Kammerbauer C, Przybilla B,
French LE, Berking C, Reinholz M. Comparative analysis of the phototoxicity induced by BRAF
inhibitors and alleviation through antioxidants. Photodermatol Photoimmunol Photomed
2020;36(2):126-134.

*contributed equally

DOI: 10.1111/phpp.12520
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4. Ausblick

In der vorliegenden kumulativen Dissertation wurden Studien zu verschiedenen
dermatoonkologischen Fragestellungen mit dem Fokus Inflammation durchgefiihrt.

Einerseits wurde Inflammation durch UV-Exposition als Faktor bei der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen im Kontext der HPV-Infektion untersucht, andererseits als
unerwinschte Arzneimittelreaktion bei der Behandlung dermatoonkologischer Erkrankungen.

Die dermatoonkologische und dermatoimmunologische Forschung haben auch in diesem

Aspekt weitreichende, gemeinsame Schnittmengen und sollten daher nie isoliert betrachtet
werden, da beide Forschungsfelder immens voneinander profitieren kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Deutsch

Inflammation spielt in jedem Aspekt des Hautkrebses eine Rolle. Entziindungen kdnnen
Ausloser und Kofaktor bei der Entstehung dermatologischer Tumoren sein. Sie tragen zur
Migration, Invasion und Metastasierung bei und steigern durch eine Anhaufung von
Mutationen potenziell die Malignitat. Auch jedoch werden sie therapeutisch gegen Tumore
eingesetzt, beispielsweise bei der Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Imiquimod oder
der photodynamischen Therapie. Ebenso als Nebenwirkung, etwa bei der Behandlung des
malignen Melanoms mit dem B-Raf-Inhibitor Vemurafenib, treten Entziindungen im Rahmen
einer phototoxischen Hautreaktion auf.

Diese kumulative Arbeit untersucht in Veroffentlichung | die Pravalenz verschiedener HPV-
Subtypen in kutanen Prdkanzerosen und Karzinomen mittels eines PCR-basierten DNA-
Mikroarrays anhand von histologischen Gewebeproben. Dabei zeigte sich, dass besonders in
Biopsaten von kutanen Plattenepithelkarzinomen haufig high-risk HPV-Subtypen zu finden
waren —oft auch in Morbus Bowen Prdkanzerosen—, signifikant haufiger auch in jingeren
Patienten (unter 60 Jahren) im Vergleich zu dlteren Patienten. Dies stiitzt die Theorie, dass HPV-
Infektionen haufiger als UV-Exposition alleine zu maligner Entartung der Haut fihren.

In Veroffentlichung 1l wird die Phototoxizitdt unterschiedlicher klinischer, praklinischer und
experimenteller B-Raf-Inhibitoren in chemico und in vitro gegeneinander verglichen. Ebenso
wird der vermutete Pathomechanismus (ROS-Entwicklung und dadurch Zellschadigung)
evaluiert und versucht durch den Zusatz von Antioxidantien (Vitamin C, Vitamin E und
Glutathion) abzumildern.

English

Inflammation plays a role in every aspect of skin cancer. Inflammation can be a trigger and a
cofactor in the development of dermatological tumors, it contributes to migration, invasion
and metastasis, it potentially increases malignancy through an accumulation of mutations,
but it is also used therapeutically against tumors, for example in treatment with the
chemotherapeutic agent imiquimod or photodynamic therapy. Inflammation also occurs as a
side effect, for example in the treatment of malignant melanoma with the B-Raf inhibitor
vemurafenib, triggering a phototoxic skin reaction.

This cumulative work investigates in publication | the prevalence of different HPV subtypes in
cutaneous precanceroses and carcinomas using a PCR-based DNA microarray on histological
tissue samples. It showed that especially in biopsies of cutaneous spinal cell carcinomas often
high-risk HPV subtypes are found —additionally also in precancerous Bowen's disease—,
significantly more often also in younger patients (under 60 years) compared to older patients.
This supports the theory that HPV infections more frequently than UV exposure alone lead to
malignant skin transformation.

Publication Il compares the phototoxicity of different clinical, preclinical, and experimental B-
Raf inhibitors in chemico and in vitro. The assumed pathomechanism (ROS development and
resulting cell damage) is additionally evaluated and an attempt is made to alleviate it by
addition of antioxidants (vitamin C, vitamin E, and glutathione).
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6. Veroffentlichung |

Distribution of high-risk a-genus human papillomavirus genotypes impacts cutaneous
neoplasms

Veroffentlicht in:

Aoki R, Clanner-Engelshofen BM, Charnowski S, Ruzicka T, Reinholz M. Distribution of high-risk
a-genus human papillomavirus genotypes impacts cutaneous neoplasms. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2019 Jul;33(7):1304-1311.

DOI: 10.1111/jdv.15547
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and Venereology in der Kategorie “Dermatology” (2019): 5/68 (92,6%)
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Comparative analysis of the phototoxicity induced by BRAF inhibitors and alleviation through
antioxidants

Veroffentlicht in:
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