Aus der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie
Klinik der Universitat Miinchen

Direktor: Prof. Dr. med. Lars E. French

Differentialdiagnostische Abgrenzung basaloid differenzierter Neoplasien

der Haut mittels immunhistochemischer Methoden

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Zahnmedizin

an der Medizinischen Fakultét der
Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Annika Marina Heuk&ufer
aus

Miinchen

2022



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultiit

der Universitiat Miinchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Michael Flaig

Mitberichterstatter: Prof. Dr. Ortrud Steinlein
Prof. Dr. Peter Bartenstein
Prof. Dr. Nikolaus Plesnila

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: PD Dr. med. habil. Fritjof Eckert

Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Tag der miindlichen Priifung: 02.06.2022



Meinen Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

L. ETRICIIUNG ..oounnnnnnnenneivicciinnnnnenniincssssssssnssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss -1-
1.1 Vorstellung der untersuchten Hauttumore..........cccooovvvvnneereicccissccssnnnennencces -1-
1.1.1 Das BasalzellKarzinom.............coocvuireirniiireeniiieeesiireeeeiieeeeeneeeeeeieeee e -1-

1.1.2 Das TrichOblastom............cccuviieiriiiieeeiiiee et e e e e rree e e eieee e e ees -2-

§ P2 D) 0] T 1) 101 0] (17 -3-

I I I 1)) C: 1 4 (1) 1 -5-

1. 4 Malignitit versus Benignitit unter Betrachtung des Haarfollikels als

UISPIUNE cocciiiiiiiiiiiiiiiiiiisisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss -5-

2. Zielstellung der ArDeit ..........uueuunueeeeevveiiisnnnunnneeniisiosssssssnnesesissssssssssssssssssssssssnns -10-
3. Zusammenfassung der Ergebnisse der Literatur ..........ccennennnnneeeeecccssssssnnnnns -11-
3.1 Histomorphologische CharaKkteristika ..........cccoevvvvuneeeriicciiisissnnnerenccccsnnnns -11 -

3.2 Zusammenfassung immunhistochemischer Merkmale und Ergebnisse der

| D17 11 1) OO -13 -

4. Material UNA MEtROAEN ........aueennnnnnnnnnnneeeeioiisissssssnnennssssssssssssssssssssssssssssssssens -22-
4.1 MAterial....uueeeeciineeeeciiinnneeiiiiinneencissneencsssnneescssssseescssssseescssssseesssssssessssssasesns -22-
O B N 11 31C) 4 1S PSR PP PRI -22 -

4.1.2 Gewebeauswahl..........cccoiiiiiiiiiiee e -23 -

4.1.3 Verwendete Puffer und Reagenzien............c.coccveveevciiieincciene e, -25-

4.1.4 Verwendete Reagenzien und Losungsmittel ............cccceeeveciiereeniinreennnnn.. -26 -

4.2 MeEthOdeN.uuucceeiiuneeiiciinneeeciisnneeccsssnneescsssnneencssssneescsssnesscsssssessssssssassssssaseses -26-
4.2.1 Herstellung der SChNitte...........cevevrciiiieeriiiie e eeieee e -26 -

4.2.2 Vorbehandlung ...........ccccuviieiiiiieeiiiee et ereee e e iree e e s -27 -

4.2.3 Austestung der Vorbehandlung und Verdiinnung .............ccccceevevvveennneen.. -27 -

4.2.4 Immunhistochemische FArbuNg...........cccccvvviiviiiieiniiiieeeiie e, -28 -

4.3. Interne PoSitiVKONLIOlle ......uuueeeecinnneieiiinnneencisnneencisnnneencssnneescssnneencsssaneees -30 -
4.4 AUSWETTUIG «.cuuuueeenrrrereccsisssssnsserencssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssne -31-
4.4.1 Mikroskopie und Bewertung der Farbung...........c.cocovvveviciiriiniiinec. -31-

4.4.2. FOLOZIATIC ... uviiiiiiiiieeeeiiiee ettt et e e e ree e e et ee e e areeeesnnaee s -32-

TSI 721 1] 1 1 TN -32-

R ) ] 7 -33-



5.1 Analyse und statistische Auswertung publizierter Studien.......................
5.2 Figene immunhistochemische Untersuchungen..............ccccovveeviiieeennnienens
5.2.1 DIEDIIN c..ie ittt ettt et et e
5.2 2 NS .ttt ittt ettt et e e e et e bt e et e et e sttt et eebeeesbeeennreeen
5.2.3 ANAIOZENTEZEPLOT ..eeeuiiiieeeiiieeeeiiieeeeeiieeeeeirteeeerreeeeseneeessnsaeeeenssseeennns
5.2.4 Laminin-gammas-5 ...........cccevureeerrrreeersorreeesnnnnreeesssseeessssseeesssssseessnssseesnnns
525 B2 et
5200 CD34. ottt ettt e
5.2.7 CytOKETatin 20 .......ccceeviireeriiiieeersiieeeesiiteeeeirreeesssreeessssneeesssssneeesssseesnns
5.2.8 CYLOKETAtIN .......viiieiiiiireeeiiieeeeiiee e eeiite e eeitteeeenteeeestaeeesssraaeeenssneeaanns
S29PHLDAT Lottt ettt e
5200 BErEPA ... e
5.2.11 CYtoKeratin 15 .....ceeiiuiireieiiieeeiiee e ettt e et e e erreeeestreeesstraeeesnsneeeenns

5.3 Statistische Bewertung der eigenen Versuche..........ccccoeevvuunnneriiccciiiscnnnnns

5.3.1 Clusteranalyse mit Cramers V.........cccooevvvreeriiiieerniiieeesiieeeesineeeesssneeesnns
5.3.1.1 Berechnung des Cramers V .........ccceevecieieeiiiiieeeiiiee e e e
5.3.1.2 Interpretation der Cramers V-Werte und statistische Bewertung der

MEthOAIK ..ot
5.3.1.3 Visualisierung der Werte des Cramers V........cccoocveveeeciieeicciiieeeieee e,
5.3.1.4 Trefferquote der Cramers V-Analyse und Aufstellung eines Kurzleit-

5.3.1.5 Anwendung des Cramers V und dessen Kurzleitfaden an der Test-

EIUPPE 5 F e

5.3.2 Hierarchische Clusteranalyse ............coccvireeriiiieerniiireeiiiieeesiiieeeesnieeeenes

5.3.2.1 Berechnung des hierarchischen Clusters.............cccceveveciieeinciieeniiee e,
5.3.2.2 Silhouetten-Analyse des hierarchischen Clusters und Aufstellung eines

Kurzleitfadens. .......coueovueiiiiiiiiiice e

5.3.2.3 Interpretation der hierarchischen Clusteranalyse.............ccoceerveiineeenneennn

5.3.3 AbschlieBende Analyse und Interpretation der StatistiK.............c.ccccvveeennns

5.4 DiSKUSSION ccceveinnieeriiiineenciiinneencisineeicisssneencsssneescssssseescssssseesssssssassesssssassenss
5301 DIEDIIN ..ttt
R T0 0 A\ 51 B SO UPUTUPUPRRPPO
5.3.3 ANAIOZENTEZEPLOT . eeeeiiiieeeiiiieeeiiieeeeeieeeeeeibeeeeenreeesstraeeesnsaeeeenssseeennns
5.3 LN S e e ettt et et e sttt ea
5.3 5 B2 ettt
5300 CD34 ettt ettt et
5307 CR20 ettt et ettt et ettt et ea
5308 K8 et ettt et ettt et ea



SBOPHLDAT oo -91 -

530 BErEPA ... e -92 -

5.3 1T CKIS ettt e e e e -93 -

0. ZUSAMMEHLASSUNG ovveeuueeeeerivoosssssssnsrressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns -98 -
7. Literatur-, Tabellen- und AbbildungsverzeiCRRIs ..........ccceeeueeeuneeeeeeeecsissssrnnnnns -100 -
7.1 LiteraturverzeiChmis ........ueeeeicieeeeicisnneenciinneencnsnneencsssnneescsssnneescssssseens - 100 -
7.2 TabellenVerzeiChnis.......coccuueeeeicnsneeencissnneencissnneencsssnneencssssneescssssseescssssseces -111 -
7.3 AbbildungsSVerzeiChnis.......ceeeeeeecciiiiivsnnnereiiiccsssssssnneeeeecccssssssnssssnesccsssssnns -113 -

T ) 17 -116 -

9. DANKSAGURNG.couueeeeeeeeeeinnnnnnneniiiicsisssssnssresisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss -117-



1. Einleitung

1.1 Vorstellung der untersuchten Hauttumore

1.1.1 Das Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom wurde synonym auch als Basaliom, Basalzellepitheliom oder
trichoblastisches Karzinom bezeichnet (1). Es wird als eine ,,epitheliale Neoplasie mit
basaloider Differenzierung der Tumorzellen® beschrieben (2). Diese basaloide
Differenzierung entsteht aus Stammzellen im Bereich der Haarfollikel und
interfollikuldren Epidermis (3) und ldsst sich durch die groBe Ahnlichkeit der
Tumorzellen zu normalen Zellen des Stratum basale der Epidermis gut erkennen. Dies
gab dem Tumor seinen Namen. Vorwiegend erscheint dieser daher auch vor allem an
Haarfollikel-tragenden Korperregionen (4) und ,...entspricht dabei in seinen
Differenzierungsmdglichkeiten denen des embryonalen Haarkeims.*, (5). Durch diese
enge Beziechung zum Haarfollikel ldsst sich das Basalzellkarzinom folglich nur schwer

von anderen follikuldren Tumoren, wie dem Trichoblastom, unterscheiden.

Das Basalzellkarzinom weist ein lokal destruktives und invasives Wachstum auf,
wihrend es in der Regel aber nicht metastasiert (6). Metastasen sind lediglich in 0,5%
der Félle aufzufinden (7). Diese geringe Neigung des Streuens ist wahrscheinlich durch
die Stroma-Abhéngigkeit zu erklédren (8). Aufgrund der fehlenden Metastasen wird das
Basalzellkarzinom auch oft als ,,semi-maligne* bezeichnet. Charakteristisch ist ein
langsam fortschreitendes Wachstum. Durch sein infiltratives Verhalten kann das
Basalzellkarzinom jedoch nach ldngerer Zeit schlieflich zu betrdchtlichen

Weichteilschdden und Knochendestruktion fiihren (9).

Das Basalzellkarzinom besitzt ,,eine ungewohnlich grofe klinische Formenvielfalt und
Variationsbreite* (10). Klinisch unterscheidet man mehrere verschiedene Formen. Das
solide, zystische, sklerodermiforme, superfizielle, multizentrische und das pigmentierte
Basalzellkarzinom, sowie das exulzerierte Basalzellkarzinom mit den Formen des Ulcus
rodens und des Ulcus terebrans (11, 12). Allerdings sind diese Subtypen nicht immer
klinisch sicher zu diagnostizieren, da das Basalzellkarzinom klinisch sehr vielféltig
erscheint und sogar in 10 bis 40 % der Fille auch Mischformen aufweist (13). In dieser
Arbeit wird vor allem auf das solide bzw. noduldre Basalzellkarzinom eingegangen, da

dieses erhebliche Ahnlichkeiten mit dem Trichoblastom aufweist.



Derzeit wird die Diagnose des Basalzellkarzinoms histopathologisch durch einen HE!-
Schnitt mit Hilfe des Mikroskops gesichert. Hierbei werden hauptséchlich
histomorphologische ~ Kriterien betrachtet. Durch die Morphologie ist das
Basalzellkarzinom jedoch oft nicht eindeutig von anderen Entitdten abzugrenzen. Vor
allem das Basalzellkarzinom mit adnexaler Differenzierung mit dem ICD-O Code
8089/3 der WHO Klassifikation ist schwer vom gutartigen Trichoblastom abzugrenzen
(1). Die Bestimmung der Malignitdt ist ein wichtiger Bestandteil einer prézisen
Diagnostik. Daher versuchte man in der Vergangenheit bereits eine
immunhistochemische Differenzierung zur Hilfestellung bei der Diagnosestellung zu
finden. Eine sichere immunhistochemisch basierte Differenzierungsmethode gibt es

jedoch bislang nicht.

1.1.2 Das Trichoblastom

Das Trichoblastom zdhlt zu den Adnextumoren, welche ihren gemeinsamen Ursprung in
den Hautanhangsgebilden haben. Im Falle des Trichoblastoms ist dies das Epithel eines
Haarfollikels. Damit gehort das Trichoblastom zu der Klasse der epithelialen Tumoren
(11) bzw. ist es eine ,epitheliale trichogen differenzierte Neoplasie* (2). Es ist ein

dermaler und subkutaner Tumor der Basalzellen (14).

Bereits 1962 beschrieb Headington zusammen mit French einen sogenannten
trichogenen Adnextumor. In den 1960er und 1970er Jahren erschienen umfangreiche
Arbeiten von Headington, welche sich mit der Vielzahl der von Haarfollikeln
ausgehenden Tumoren befassten und diese aufgrund ihrer histologischen Merkmale
einteilten (15-17). 1976 wurden diese trichogenen Adnextumore dann von ihm in vier
verschiedene Subtypen eingeteilt: das Trichoblastom, das trichoblastische Fibrom, das

trichogene Trichoblastom und das trichogene Myxom.

Diese Klassifizierung wurde allerdings 1993 von Ackerman grundlegend erneuert (18).
Er verdffentlichte 1993 die erste Auflage des Buches ,,Neoplamen mit follikulédrer
Differenzierung®, in dem er Tumore mit follikuldrer Differenzierung genau untersucht,
beschreibt und definiert. In diesem Buch fiihrt er auch erstmals den Begriff
,»Irichoblastom* als einen Sammelbegriff ein, welcher von ihm auch in seiner
Monographie iiber follikulire Adnextumore von 2001 (19), fiir alle aus follikuldr
germinativen Zellen abgeleiteten benignen Tumore benutzt wird. Ausgehend von

mikroskopischen Bildern fasst Ackerman folgende Tumore unter dem Begriff

! Himatoxylin-Eosin



Trichoblastom zusammen: den trichogenen Adnextumor, das Trichoblastom, das
trichoblastische Fibrom, das trichogene Trichoblastom und das trichogene Myxom von
Headington. Somit umfasst der neu eingefiihrte Sammelbegriff auch alle vier von
Headington genannten Subtypen. Diese werden dann weiter nach ihrem
morphologischen Wachstumsmuster unterteilt, sodass unter dem Begriff Trichoblastom
eine ganze Gruppe von verschiedenen follikuliren Adnextumoren zusammengefasst

wird.

Aufgrund der unterschiedlichen Gewichtung der morphologischen Strukturen wird
jedoch nicht von allen Autoren dieser Sammelbegriff verwendet. Daher verwenden
verschiedene Autoren eine abweichende, nicht einheitliche Nomenklatur. So findet man
auch die folgenden Bezeichnungen: trichogenes Trichoblastom, trichoblastisches
Fibrom, trichoblastisches Trichoblastom, unreifes Trichoepitheliom, trichogenes
Myxom, trichogenes Fibrom u.a.m. (5). Weitere Autoren schlagen wiederum andere
Einteilungen vor: Kempf et al. zdhlt zu den verschiedenen Varianten des
Trichoblastoms das Trichoepitheliom, das Lymphadenom und das Trichogerminom (2).
Eine weitere mogliche Unterteilung soll das desmoplastische Trichoepitheliom, sowie
das Panfollikulom darstellen (4). Diese variierenden Definitionen sind Vorschlidge der
verschiedenen Autoren und nicht allgemein anerkannt. So bestehen weiterhin

unterschiedliche Nomenklaturen und Unterteilungen.

Klinisch handelt es sich um einen benignen Tumor, der sich in hautfarbenen, méBig
derben Knotchen bis Tumoren duflert (4). Vor allem das solitire Tichoepitheliom kann

klinisch differentialdiagnostisch als Basalzellkarzinom verkannt werden (11).

1.2 Epidemiologie

Das Basalzellkarzinom kommt weltweit vor und ist der haufigste maligne Hauttumor
des Menschen in Mitteleuropa (20-23). Ein Auftreten vor dem 40. Lebensjahr ist selten.
Trotzdem konnen auch Kinder betroffen sein (24). Die Inzidenz steigt etwa linear mit

dem Lebensalter, wobei das Durchschnittsalter der Betroffenen bei 60 Jahren liegt (4).

Allerdings tritt es hauptsédchlich in sonnengeschidigter Haut, sowie bei Menschen mit
UV-empfindlicher bzw. heller Haut auf (25-27). So wurde das Basalzellkarzinom
bereits bei hellhdutigen Menschen als die weltweit hdufigste auftretende maligne
Erkrankung genannt (28). Die Lebenszeitpridvalenz eines hellhdutigen Menschen liegt
bei bereits 30% (29). Bei dunkelhdutigen entsteht es zehnmal seltener als bei

_3-



hellhdutigen Volkern. Ménner, die sich prozentual gesehen haufiger der UV-Strahlung
aussetzen, sind doppelt so hdufig betroffen wie Frauen (4). Aufgrund der héheren UV-
Strahlung werden in Australien deutlich hdhere Inzidenzraten festgestellt.
Beispielsweise kommen Giles et al. 1985 schon auf eine Inzidenzrate von 510

Basalzellkarzinom-Féllen pro 100.000 Personenjahre (30).

Das erhohte Risiko fiir ein Basalzellkarzinom bzw. Hauttumore durch UV-Strahlen wird
damit erkldrt, dass sich Cyclo-butan-Pyrimidin-Dimere (CPD) vor allem in der
Telomerregion der DNS bilden (31) und UV-Strahlen die T-Zellen des Korpers
hemmen (32).

Rassner et al. erkannten nicht nur das Risiko fiir eine Neuerkrankung, sondern stellten
auch einen Zusammenhang zwischen der UV-Belastung und der Haufigkeit des
Auftretens eines Basalzellkarzinoms bei ein und demselben Patienten fest. ,,Da die
meisten Basaliome UV-induziert sind, ist ihr multiples Auftreten nicht erstaunlich.
Patienten mit Basaliomen zeigen in ca. 30% gleichzeitig zwei oder mehr Basaliome, bei
weiteren ca. 30% kommen im Laufe der Jahre weitere Basaliome hinzu.* (10). Auch
Macil et al. beschrieben dieses Phinomen im Jahre 2000. Sollte ein Basalzellkarzinom
festgestellt worden sein, sei die Wahrscheinlichkeit eines weiteren Basalzellkarzinoms
um den Faktor 10 gesteigert (33). Fritsch beschreibt die anfangliche Wahrscheinlichkeit
fiir ein weiteres Basalzellkarzinom mit ca. 50% und auch, dass diese mit jedem

Basalzellkarzinom weiter steigt (4).

Insgesamt steigt die Inzidenz des Basalzellkarzinoms deutlich und stetig (23, 34-37). In
Schweden beispielsweise stieg die Inzidenzrate zwischen 1971 bis 1980 jedes Jahr um
ca. 11,9%. Dadurch hatte sich die Inzidenzrate iiber fast 10 Jahre mehr als verdoppelt
(38). Im Saarlidndischen Krebsregister von 1989 lassen sich dhnliche Inzidenzen und
deren Steigerungswerte finden (39). Eine Studie aus Wales erfasste in ihrer
Untersuchung eine Zunahme der Basalzellkarzinome um 66% innerhalb von 10 Jahren
(37). Laut der ,,American Cancer Society” (2012) wiesen 8 von 10 Patienten mit
Hauttumoren ein Basalzellkarzinom auf, bei mehr als 2 Millionen neuen Fillen pro
Jahr. In Deutschland belduft sich die Inzidenz aktuell auf etwa 200 pro 100.000
Einwohner und pro Jahr (40, 41).

Die Epidemiologie des Trichoblastoms ist weniger gut untersucht, wodurch es wenige
Angaben gibt. Das Trichoblastom tritt erstmals nach der Pubertdt auf und zeigt eine

langsame Progredienz (4).



1.3 Lokalisation

Basalzellkarzinome konnen prinzipiell {iberall am Korper entstehen. Nicht-
follikeltragende Regionen (Handflichen, Fullsohlen) und die Mund- und
Genitalschleimhaut sind kaum betroffen. Bevorzugt ist vor allem der Kopf-Hals-
Bereich mit einer 80%igen Wahrscheinlichkeit (21) und zumeist die Gesichtsmitte
(Nase, Orbital- und Préaurikularregion). Dies hingt mit der dort hoheren UV-

Strahlenexposition zusammen.

Das Verteilungsmuster korreliert allerdings nicht streng mit der kumulativen UV-
Belastung (4, 10). Nicht selten konnen Basalzellkarzinome daher auch an kaum UV-
belasteten Korperstellen (Capillitium, retroaurikuldr) oder auch an Kdérperstellen ohne

deutliche aktinische Vorschdden (Rumpf ) vorkommen (4).

Das Trichoblastom tritt iiberwiegend im Gesicht, vor allem am Sulcus nasolabialis auf,

aber auch lumbosakral (4).

1. 4. Malignitit versus Benignitiit unter Betrachtung des Haarfollikels als
Ursprung

Die in dieser Arbeit herangezogene Klassifikation von Tumoren nach Ackerman
orientiert sich an der follikuldren Differenzierung der verschiedenen Proliferationen, da
der Haarfollikel als Hautanhangsgebilde Ursprung der Adnextumore ist. Die

Betrachtung der Haaranatomie ist somit Grundlage zum Verstindnis der Adnextumore.

Der Haarfollikel wird synonym auch Folliculus pili oder Haarbalg genannt (42). Er
umschlieft von auBlen die Haarwurzel (Radix pili). Der Haarfollikel weist in der

Histologie eine charakteristische, schichtartige Struktur auf.

Diese Schichten lassen sich in zwei Teile gliedern. Einem mesenchymalen Teil, aus
dem Korium stammend und einem epithelialen Teil, aus der Epidermis stammend.
Ersterer gliedert sich in drei weitere Schichten: eine diinne duflere Schicht aus
Bindegewebsfasern und -zellen mit vielen Kapillaren und markhaltigen Nervenfasern
und vereinzelten Fettzellen, die Lingsfaserschicht (als Abkdmmling der Lederhaut),
sowie eine dicke Schicht aus kreisféormig angeordneten Fasern (Ringfaserhaut) und

einer dichten inneren Hyalinschicht (42).

Insgesamt konnen sechs verschiedene Schichtungen erkannt werden, welche je nach

Schnittrichtung des Gewebes einen unterschiedlichen Einblick in diese Schichtungen
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bieten (s. Abb. 1 und 2). Die &ullere Wurzelscheide wird von aullen von einer
glasartigen Basalmembran umgeben. Nach innen grenzt die dullere Wurzelscheide an
die innere Wurzelscheide, welche aus Henle-Schicht, Huxley-Schicht und Kutikula
besteht und das innerste Haarmark umschlieBen (43). Am unteren Ende des

Haarfollikels bildet dieser eine knollenartige Verdickung, die Haarzwiebel (Bulbus pili).

LT T O v
e . d &:@";‘@“ j’”} X ~
5 ; o ‘,5';.-' o

';‘ | .‘;\ 4 =

L TN b

e . s =M
Y ST - : B N S e LS LI,
Abbildung 1: Ldngsschnitt eines Haarfollikels in einer Nestin-Fdrbung an normaler Kopfhaut in
200facher Vergrofierung: Von aufen nach innen: glasartige Basalmembran (1), duflere Haar-
Wurzelscheide (2), Henle-Schicht (3), Huxley-Schicht (4), Kutikula (5), Haarrinde mit Haarmark und

Pigmenten (6).

) &)

= .
A e

R - 5
Fdrbung an normaler Kopfhaut in

Abbildung 2: Querschnitt eines Haarfollikels in einer Nestin-
200facher Vergrofserung. Schichtung analog zur Abb. 1.
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Abbildung 3: Androgenrezeptorfirbung an normaler Kopfhaut in 50facher Vergrofferung: Haarpapille

(1) mit der diese umgebenden Haarmatrix (2) und den dort vorhandenen Pigmenten (3).

Der Haarfollikel weist eine enge Beziehung zu den hier besprochenen Tumoren auf und

ist daher von grof3er Bedeutung:

So tritt das Basalzellkarzinom in Korperregionen, welche Haarfollikel tragen, auf (4)
und entspricht in seinen Differenzierungsmoglichkeiten denen des embryonalen
Haarkeimes (5). Einschridnkend hierzu muss jedoch erwidhnt werden, dass den neuesten
Ergebnissen zufolge, das Basalzellkarzinom auch in Regionen gefunden wurde, die
keine Haarfollikel trugen (Schleimhéute), aber sehr selten sind (44). So machen
beispielsweise Basalzellkarzinome der Vulva jedoch nur 0,01-1,75% aller
Basalzellkarzinome aus (45). Auch vom Basalzellkarzinom am Fuflnagel wurde bereits

berichtet (46).

Das Trichoblastom ist, wie das Basalzellkarzinom, ein Adnextumor ausgehend vom
Haarfollikelepithel (23), bzw. nach der Definition von Headington ein Tumor des

Haarkeimes (17).

Tumore mit einer eindeutig hochdifferenzierten follikuldren Differenzierung lassen

darauf schliefen, dass es sich um eine benigne Neoplasie handelt. So kann man das
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Trichoepitheliom histologisch gut klassifizieren. Beim Basalzellkarzinom kann die
follikuldre Differenzierung histomorphologisch oft nicht erkannt werden (47), da vor
allem bei den malignen Tumoren die eindeutige Verwandtschaft zu dem normalen
Haarfollikelepithel zum Teil nicht nachzuvollziehen ist (47). Diese Gemeinsamkeit und
auch dieser Unterschied sind wichtige differentialdiagnostische Merkmale. So weisen
im histologischen Schnitt sichtbare primitive Haarpapillen auf einen gutartigen Tumor,
in unserem Falle ein Trichoblastom, hin. Von besonderer diagnostischer Bedeutung ist
hierbei der Nachweis eines organoiden Aufbaus der primitiven Haarpapille, bestehend
sowohl aus einem epithelialen, als auch einem mesenchymalen Anteil. So ist der
mesenchymale Anteil mit seinem fibrovaskuldren Stroma, welches vor allem im
Trichblastom zu finden ist, ein entscheidender differentialdiagnostischer Unterschied.
Allgemein ist die Haarpapille eine kegelformige Struktur, umgeben von der Haarmatrix,
im Inneren der Haarzwiebel. Die Papille ist mit zahlreichen Kapillaren versorgt und
weist ein muzindses Bindegewebe mit Fibrozyten auf (sog.: fibrovaskuldrer Anteil). In
den angrenzenden Zellschichten finden Mitosen statt. Der Haarpapille wird vor allem

die Funktion der Kontrolle der epithelialen Zellproduktion zugeschrieben.

Die Unterscheidung eines Basalzellkarzinoms oder Trichoblastoms anhand des
histologischen Befundes entscheidet gleichzeitig dariiber, ob der vorhandene Tumor als
bosartig oder gutartig betrachtet wird. Dies ist von Bedeutung, sowohl fiir den
Patienten, als auch fiir den Behandler, da es unterschiedliche Konsequenzen nach sich

zieht:

Die Diagnose eines bosartigen Tumors ist fiir Patienten eine psychische Belastung. Die
Nachkontrollen, Vorsorgeuntersuchungen, gegebenenfalls anfallenden Nachexzisionen
und die Angst vor einem Rezidiv belasten den Patienten und stellen eine betrichtliche
finanzielle Belastung fiir das Gesundheitssystem dar. Eine Studie aus den Vereinigten
Staaten von Amerika macht deutlich, dass durch die steigende Inzidenz, auch die
Anzahl der Behandlungen zunimmt und das System mit steigenden Kosten immer
weiter belastet wird (48). Doch auch die sozialen Konsequenzen sollten nicht
vernachldssigt werden. So hat die Diagnose eines malignen Tumors weitreichende
Folgen fiir den Betroffenen. Denn abgesehen von den psychologischen Folgen, haben
derartige Diagnosen Einfluss auf die Kreditwiirdigkeit oder die Vertragsmdglichkeiten
bei Versicherungen. Dies kann die Lebensplanung eines Patienten beeintrdchtigen und

macht erneut deutlich, wie wichtig eine prdzise Diagnosestellung ist.



Zu beachten ist, dass bei der Diagnosestellung an mdgliche Syndrome

(Basalzellkarzinomsyndrom, Bazex-Dupré-Christol-Syndrom, Rombo-Syndrom)
gedacht werden muss, welche im Zusammenhang mit der Entstehung des malignen

Tumors stehen konnen. Diese miissen im Einzelfall abgeklért werden.

Nach wie vor sind die zur Beurteilung zusammengefassten Kriterien von Ackerman zur
Differenzierung zwischen gutartigen und bdsartigen Hautneoplasien relevant. Die in
seinem Buch ,,Neoplasms with Follicular Differentiation* beschriebenen Kriterien fasst

die untenstehende Tabelle zusammen. Diese beziehen sich auf die Struktur und

Architektur der Tumore.

Tabelle 1: Beschreibung von Benignitdit und Malignitdit nach Ackerman (18).

Benigne Neoplasien

symmetrisch

scharf abgegrenzt

v-formig

glatte, stufenlose Rénder

kompaktes peripheres fibroses Gewebe
Spalten zwischen dem modifizierten
Stroma, das neoplastische epitheliale
Zellen und fibroses Gewebe einwickelt
,»pops out* oder ,,shells out™ nach der
Inzision

Zellnester sind meist durch reichlich
Stroma voneinander getrennt

Zellnester relativ einheitlich in Form und
Grofle

einzelne Zellnester haben glatte, stufenlose
Rénder

eigenstidndige Anordnung neoplastischer
Zellen

gut differenziert

normale Adnexstruktur

einzelne Aggregationen neigen dazu
deszendierend kleiner zu werden

Maligne Neuoplasien
asymmetrisch

irreguldr, zerkliiftete Rdnder
unkompaktes peripheres fibroses Gewebe
Spalten zwischen neoplastisch
epithelialen Zellen und dem modifizierten
Stroma

neigt zur Ulzeration
Zellnester gedrangt: wenig Stroma

Zellnester variieren deutlich in Form und
Grofle

einzelne Zellnester haben zerkliiftete
Rénder

Anordnung neoplastischer Zellen
geschichtet

Nekrosen in Massen

neoplastische Zellen perineural episodisch
manchmal intravaskulédre neoplastische
Zellen

epitheliale Zellen oft in Stringen
zwischen Kollagenbiindeln

Auch aktuelle Arbeiten beziehen sich auf diese Kriterien (vgl. Malignitétskriterien von

C. Thoms, 2006).



Tabelle 2: Malignitdtskriterien von C. Thoms, 2006:

Malignitatskriterien

Asymmetrie

ungleichméfige Tumorzellformation
leichte bis mittelgradige Kernpolymorphie
vermehrte Mitosen

2. Zielstellung der Arbeit

Das Basalzellkarzinom kann vom Trichoblastom histomorphologisch oft nur schwer
abgegrenzt werden (49, 50). Beides sind Adnextumore und haben ihren Ursprung im
Haarfollikel. Sowohl klinisch, als auch histopathologisch gleichen sich die beiden
Tumore in ihrer jeweiligen Charakteristik, sodass, zumal an einer Probe- oder

Teilexzision, mitunter nur schwer eine eindeutige Diagnose getroffen werden kann.

Es wurde bereits mehrfach versucht, die beiden Tumore histomorphologisch zu
differenzieren, allerdings fiihrte dies bisher zu keinem eindeutigen Ergebnis. Nach wie
vor gibt es keine eindeutige immunhistochemische Differenzierungsmoglichkeit, sodass

der Pathologe im Einzelfall vor einer schwierigen Aufgabe steht.

In der folgenden Arbeit werden alle immunhistochemischen Differenzierungsmoglich-
keiten, die in der Literatur als geeignet in FErwigung gezogen wurden,
zusammengetragen und erneut untersucht und bewertet. Dies stiitzt sich auf die
Eigenschaften und das Férbeverhalten der jeweiligen Antikorper. Es soll untersucht
werden, ob es moglich ist, durch semiquantitative Auswertung der
immunhistochemischen Schnitte dem Pathologen eine sichere Moglichkeit zur
Differenzierung zu bieten. Dann wire auch die Formulierung eines
differentialdiagnostischen Leitfadens zur eindeutigen Diagnostik und Zuordnung

(Basalzellkarzinom versus Trichoblastom) moglich.

Sollte es nicht moglich sein, durch die hier untersuchten immunhistochemischen
Methoden eine Differenzierung zwischen Basalzellkarzinom und Trichoblastom
vorzunehmen, so miisste die Einteilung der Adnextumore weitergehend kritisch
hinterfragt werden (18, 19, 51, 52). Es stellt sich dann nédmlich die Frage, ob es sich
tatsdchlich um zwei Entitidten handelt, welche voneinander differenziert werden konnen
und sollen, oder gegebenenfalls um polare Enden eines diagnostischen Spektrums, an

dessen einem Ende sich ein Trichoblastom und am anderen Ende ein solides oder
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mikronoduldres Basalzellkarzinoms befindet. Diese Mdglichkeit wird in dieser Arbeit

abschlieflend diskutiert.

3. Zusammenfassung der Ergebnisse der Literatur

3.1 Histomorphologische Charakteristika

Ackerman beschreibt die bemerkenswerte Ubereinstimmung der histologischen
Befunde des Basalzellkarzinoms und der des Trichoblastoms und grenzt das
Trichoblastom vom Basalzellkarzinom durch histologische Merkmale anhand folgender
Tabelle (s. Tab. 3) ab.

Tabelle 3: Histomorphologischer Vergleich des Trichoblastoms mit dem noduldren Basalzellkarzinom
nach Ackerman (19):.

TRICHOBLASTOM NODULARES BASALZELLKARZINOM

symmetrisch asymmetrisch

Zellnester mit weichen Begrenzungen = Zellnester mit weichen oder zerkliifteten
Begrenzungen

Spalten im Stroma Spalten zw. Zellnestern und dem Stroma

fibrotisches Stroma Stroma wie Granulationsgewebe

vertikale Orientierung horizontale Orientierung

Hervortreten nach Inzision oberhalb kein Hervortreten

davon

wenig mitotische Bereiche viele mitotische Bereiche

Kern von neoplastischen Zellen Kern teils pleomorph

monomorph

follikuldre Differenzierung keine follikuldre Differenzierung

zystische Strukturen enthalten keine zystischen Strukturen mit Korneozyten

Korneozyten

nicht ulzerierend ulzerierend

netzartiges Muster kein netzartiges Muster

selten Zeichen einer talgdriisigen keinerlei Zeichen einer talgdriisigen

Differenzierung Differenzierung

Stoma gering bis iippig geringes Stoma

Die Tabelle von Ackerman wird durch weitere histomorphologische Kriterien des
Basalzellkarzinoms und des Trichoblastoms vervollstindigt (2, 4-6, 11, 12, 14, 53, 54)
(s. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zusammenfassung der histomorphologischen Kriterien des Basalzellkarzinoms und des

Trichoblastoms (2, 4-6, 11, 12, 14, 53, 54):

Basalzellkarzinom:

groB3e, ovale, uniforme Kerne mit
schmalem Zytoplasmasaum

Driisen- oder follikelartig angeordnete
Tumorstridnge, an deren Rand sich
palisadenartig die Tumorzellen
aneinanderreihen: Periphere
Palisadenstellung

erinnern an basale Epidermiszellen
zwischen den Basalzellkarzinomstringen
liegt das bindegewebige Stroma

hohe Kern-Plasma-Relation (daher
basophil)

scharf abgegrenzte lappige, strang- oder
fingerformige Zellnester

halbmondférmige Retraktionsartefakte
(Stroma-Reaktion), um den Tumor ist das
Bindegewebe schalenartig verdichtet
(fibrosierende Stromareaktion)

vom Oberflachenepithel ausgehende
Proliferation basaloider monomorpher
Zellen

Spaltbildung zwischen dem
Tumorparenchym und dem Stroma
geringe Kernatypien

die Epidermis oberhalb von
Basalzellkarzinomen ist meist atrophisch,
oftmals auch erodiert oder ulzeriert

im angrenzenden Bindegewebe erkennt
man meist Zeichen solarer Elastose
Muzin

direkte Verbindung zur Epidermis
intensiv basophile, scharf begrenzte,
zellreiche Tumorverbénde

Trichoblastom:

kleine Gruppen von basaloiden Zellen, die
zur Peripherie hin hiufig eine
Palisadenstellung aufweisen

das Stroma ist feinfaserig (dem normalen
Bindegewebe der Follikelscheide
entsprechend)

intratumordse Merkelzellen

zahlreiche, gut umschriebene, basaloide
Zellaggregate, umgeben von einem
zellreichen fibrosen Stroma
dazugehoriges Stroma, mit papilldren,
mesenchymalen Zellen

scharf begrenzte Zellnester von
zellreichem Stroma umgeben,
symmetrisch angeordnet und vertikal
wachsend

keine Spaltrdume zwischen
Tumorparenchym und Stroma
charakteristische Spaltbildung zwischen
Tumorepithel und Tumorstroma

dichtes zellreiches, von Schrumpfspalten
begrenztes Stroma

dazugehoriges Stroma, mit papilldren,
mesenchymalen Zellen
kein Muzin

Zeichen einer fortgeschrittenen
Differenzierung (z.B. follikuldre Papillen,
Trichohyalingranula, follikuldre Zysten).

Eine Studie von Brooke et. al (1989) untersuchte verschiedene histomorphologische

Merkmale auf ihre Aussagekraft und Héiufigkeit im Vergleich zwischen einem

keratinisierten Basalzellkarzinom und einem Trichoepitheliom. Brooke et al

schlussfolgerten, dass vor allem drei Kriterien fiir die Differenzierung hilfreich seien.

Zum einen zdhlt hierzu die Spaltbildung zwischen Tumorparenchym und Stroma,
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welche in 77% der Basalzellkarzinome und in 7% der Trichoepitheliome zu finden war,
sowie papilldre, mesenchymale Gebilde (einer Haarpapille dhnlich), welche in 93% der
Trichoepitheliome und nur in 7% der Basalzellkarzinome aufzufinden waren. Zudem
wurde das Vorhandensein einer Ulzeration als Kriterium genannt. Eine Ulzeration war
in keinem der Trichoepitheliomfille zu finden, aber in 40% der Basalzellkarzinome.

(50)

3.2 Zusammenfassung immunhistochemischer Merkmale und Ergebnisse der
Literatur

Die oben beschriebenen morphologischen Charakteristika sind leider oft nicht deutlich
ausgepriagt und nicht spezifisch. Das Trichoblastom und das Basalzellkarzinom
stimmen in Teilen der histomorphologischen Kriterien iiberein. Diese groe Ahnlichkeit
stellt eine Herausforderung in der Diagnosestellung fiir den Pathologen dar. Daher
wurde bereits in zahlreichen Arbeiten versucht, einen immunhistochemischen Marker
zu finden, welcher eine einfache Differenzierung, unabhingig von dem

morphologischen Aufbau der Neoplasie, ermoglicht.

In der folgenden Tabelle werden die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse der
Immunhistochemie zusammengefasst. Es werden in dieser Tabelle und der folgenden
Diskussion Marker betrachtet, die sich als geeignetes Hilfsmittel erwiesen und somit

erfolgversprechend seien kdnnten.

Die vorliegende Tabelle vergleicht die positiven Félle mit der Gesamtanzahl der

untersuchten Fille:

Tabelle 5: Zusammenfassung der bisherigen experimentellen Ergebnisse:

Anti- Quelle Diagnosen: Positive/gesamte Fallzahl
korper
Basalzellkarzinome Trichoblastische Tumore:
(BCO):
Drebrin = Mizutani et. al. (55) solides BCC: 16/20, TB: 2/6, TE: 2/9
fibrosierendes BCC:
2/2, superfizielles
BCC: 3/3
Nestin  Misago et al. (56) BCC: 0/20 TB: 15/15
Leblebici et al. (57) BCC: 19/27 TB: 24/27
AR Izikson et al. (58) BCC: 25/32 TB: 0/4, TE: 0/6
Katona et al. (59) mBCC: 20/31 DTE: 2/15
Bayer-Garner et al. BCC: 21/35
(60)
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Anti- Quelle Diagnosen: Positive/gesamte Fallzahl
korper

Basalzellkarzinome Trichoblastische Tumore:
(BCO):
AR Shimanovich et al. DTE: 0/21
(61) Trichoadenomas: 0/19
Ansai et al. (62) BCC: 15/30
Leblebici etal. (57) BCC: 22/27 TB: 7/27
LN5 Hamasaki et al. (63) BCC: 50/52 TB: 3/26
Bcel2 Yan et al. (64) BCC: 26/32
Poniecka et al. (65) BCC: 9/10 diffus TE: 10/10
MCcNiff et al. (66) BCC: 10/10 TB: 3/10, 7/10
Patil et al. (67) BCC: 9/9
Basarab et al. (68) BCC: 1/15, 6/15 TB: 2/10, 3/10

Ionescu et al. (69) BCC: 13/14

metastasierendes
BCC: 3/4
Swanson et al. (70) BCC: 43/45 TE: 27/29
DTE: 6/7
Sabeti et al. (71) nBCC: 19/22 TE: 10/12
Tebcherani et al. (72) BCC: 311/317 TE: 142/143
Verhaegh et al. (73) BCC: 5/5 TE: 2/5
Mills, A. E. (74) SBCC: 10/10
CD34 Schirren, C. G. (47) skIBCC: 0/10, TB: 21/29, DTE: 6/9,
omBCC: 3/10, nBCC: = TE: 4/12
8/17
MicNiff et al. (66) BCC: 3/10 TB: 4/10
Smith et al. (75) BCC: 0/10 DTE: 0/4
Swanson et al. (70) BCC: 6/45 TE: 18/29
DTE: 2/7
Ishida et al. (76) BCC: 2/20
Tebcherani et al. (72) BCC: 137/302 TE: 109/144
Kirchmann et al. (77) BCC: 0/19 TE: 16/16
Verhaegh et al. (73) BCC: 2/5 TE: 4/4
CK20  Hoang et al. (78) IBCC: 0/10 DTE: 1/8
Katona et al. (59) mBCC: 1/31 DTE: 15/15
Schirren, C. G. (47) skIBCC: 0/10, TB: 0/29, DTE: 0/9, TE:
omBCC: 0/10, nBCC:  0/11
0/17
MCcNiff et. al. (66) BCC: 0/10 TB: 7/10
Misago et al. (79) ,,1B with BCC-like foci‘
0/2, TB: 5/5
Shimanovich et al. DTE: 21/21
(61) Trichoadenomas: 18/19
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Anti- Quelle Diagnosen: Positive/gesamte Fallzahl
korper

Basalzellkarzinome Trichoblastische Tumore:
(BCO):
CK20  Abesamis-Cubillanet mBCC: 1/11 DTE: 14/14
al. (80)
Sellheyer et al. (81) BCC: 1/10 TE: 11/11, TB: 11/11
Tebcherani et al. (72) BCC: 14/311 TE: 29/151
Leblebici et al. (57) BCC: 1/27 TB: 23/27
CKS8 Kurzen et al. (82) sBCC & mn BCC: 0/7 TB: 13/13
SBCC: 0/5
sklerosierendes BCC:
0/6
Schirren, C. G. (47) nBCC: 0/17 TB: 0/27
omBCC: 0/10
skIBCC: 0/10
PHLD  Battistellaet al. (83)  BCC: 0/4 TB: 5/5
Al Sellheyer et al. (81) BCC: 0/10 TE: 11/11, TB: 11/11
Sellheyer et al. (84) BCC: 0/17 DTE: 21/21
Sellheyer & Krahl BCC: 0/14 DTE: 15/16
(85)
Sellheyer & Nelson BCC: 0/11 TE: 19/19
(86)
Leblebici et al. (57) BCC: 5/27 TB: 26/27
BerEP4  Ansai et al. (87) BCC: 30/31 TE: 5/8
nTB: 9/10
DTE: 02
Ansai et al. (62) BCC: 16/30
Swanson et al. (70) BCC: 44/44 TE: 24/29
DTE: 5/7
Smith et al. (75) BCC: 10/10 DTB: 4/4
Shimanovich et al. DTE: 21/21
(61) Trichoadenomas: 4/19
Beer et al. (88) BCC: 39/39
Hoang et al. (78) IBCC: 10/10 DTE: 4/8
Krahl und Sellheyer IBCC: 28/28 DTE: 12/16
(89)
Tellechea et al. (90) BCC: 22/22
Fan et al. (91) BCC: 51/51
Ishida et al. (76) BCC: 20/20
Filho et al. (92) BCC: 20/20
Dasgeb et al. (93) BCC: 24/24 TE: 8/8
Patil et al. (67) BCC: 9/9
Sellheyer et al. (84) BCC: 17/17 DTE: 16/21

Karahan et al. (94) BCC: 20/20
Mashhood et al. (95)  BCC: 29/29
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Anti-
korper

BerEP4

CK15

CK6

Ki-67

CD10

Quelle

Sellheyer et al. (81)

Hoang et al. (78)
Kurzen et al. (82)

Misago et al. (79)

Sabeti et al. (71)
Jih et al. (96)

Choi et al. (97)
Schirren, C. G. (47)

Vega Memije (98)
Lum und Binder (99)
Vega Memije (98)

Ionescu et al. (69)
Yada et al. (100)

Sengul et al. (101)

Pham et al. (102)
Wagoner et al. (103)

Hoang et al. (78)
Tebcherani et al. (72)
Leblebici et al. (57)

Diagnosen: Positive/gesamte Fallzahl

Basalzellkarzinome Trichoblastische Tumore:
(BCQ):
BCC: 10/10 TE: 11/11
TB: 11/11
IBCC: 0/10 DTE: 8/8
sBCC &mn BCC: 0/7 TB: 5/13
SBCC: 0/5
sklerosierendes BCC:
0/6
,, T B with BCC-like
foci: 0/2, TB: 5/5
nBCC:1/ 22 TE: 8/12
nBCC: 7/23 TE: 13/13
keratotisch BCC: 2/7
multizentrisch BCC:
0/3
ekkrin differenziertes
BCC: 1/1
morpheaformes BCC:
0/1
iBCC: 0/1
Total: 10/37
BCC: 12/17 TE: 8/11
skIBCC: 8&/8, TB: 21/21 DTE:7/7,

omBCC:10/10, nBCC
12/12

BCC: 10/10
BCCs: 10/20

BCC: 10/10
BCC: 14/14
BCC: 44/51
(Tumorzellen);
BCC: 32/51
(Stromazellen)

nBCC: 4/18, sBCC:
1/4, iBCC 1/2,
,,mixedBCC*: 5/6
BCC: 20/23

IBCC: 0/2, SBCC:
14/14

IBCC: 6/10

BCC: 307/310
BCC: 5/27

- 16 -

TE:12/12

TB: 1/10
TE: 2/16

TB: 2/10

TB: 4/5 (Tumorzellen);
TB: 3/5 (Stromazellen)

TE: 15/21, TB: 3/5

TE: 12/13

DTE: 0/8
TE: 137/144
TB: 26/27



Tabelle 6: Legende zur Tabelle 5:

BCC Basalzellkarzinom

TB Trichoblastome

nTB nodulédres TB

TE Trichoepitheliome

IBCC infiltratives BCC

DTE desmoplastisches Trichoepitheliom
SBCC superfizielles BCC

skIBCC sklerodermiformes BCC

nBCC noduldres BCC

omBCC oberflachlich-multizentrisches BCC
mBCC morphologisch multiformes BCC
sBCC solides BCC

mnBCC mikronoduldres BCC

Schon héufig wurden in verschiedenen Arbeiten Cytokeratine (CK) getestet: Die
verschiedenen Cytokeratine werden mit arabischen Ziffern nummeriert. Am héiufigsten
beschrieben ist das Cytokeratin-20, ein Merkelzell-Marker. Das Trichoblastom soll
vereinzelte CK20-positive, in der peripheren epidermalen Schicht gelegene
Merkelzellen aufweisen. Merkelzellen sind nur spérlich in den basalen Schichten der
Epidermis und in Haarfollikeln zu finden. Im Basalzellkarzinom sollen Merkelzellen
nicht, oder nur vereinzelt vorkommen. Somit konnen Merkelzellen durch ihre
Anwesenheit im Trichoblastom eventuell einen Hinweis auf dessen organoide
follikuldre Differenzierung geben (57, 104, 105). Auch schon Schulz et al. stellten fest,
dass Merkelzellen in der Basalzellschicht von Trichoblastomen, desmoplastischen
Trichoepitheliomen, den zum Névus sebaceus zugehdrigen trichoblastischen Bereichen
und dem Trichoblastom zu sehen sind. Im Basalzellkarzinom sollen diese Zellen gar
nicht oder kaum zu finden sein (106). Aufgrund dieser Hypothese untersuchten auch
Wiedemeyer et al. 2009 die immunhistochemische Differenzierbarkeit anhand von
CK20. Thr Ergebnis war, dass der Marker zu empfehlen sei und sie eine
Merkelzellhyperplasie als starkes Indiz fiir ein Trichoblastom halten (105). Auch
MCcNiff et al. erachten CK20 als ein gutes Diagnostikum, ebenso auch Tebcherani 2012
und Sellheyer et al. 2013. Allerding sind meist nur wenige CK20-positive Zellen
vorhanden, wodurch vor allem bei kleinen Gewebeproben die Anwendung des
Kriteriums zur Differenzierung schwierig ist und dies zu einer falsch negativen

Einschétzung fiihren kann (57).

Doch auch weitere Marker wurden untersucht. Vielversprechend schien der

Androgenrezeptor (AR) zu sein. Der Androgenrezeptor wurde in reifen epithelialen
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Strukturen der Haut und in verschiedenen Neoplasien gefunden, so auch im

Basalzellkarzinom und soll in trichogenen Tumoren fehlen (58).

Die Kombination aus der Androgenrezeptor- und Cytokeratin-20-Fiarbung ergaben in
der Studie von Katona et al. sogar, dass eine Androgenrezeptor-Negativitit und
Cytokeratin-20-Positivitit bei 87% (14/15) der desmoplastischen Trichoepitheliome
und im Gegensatz dazu beim Basalzellkarzinom eine Androgenrezeptor-Positivitidt und
Cytokeratin-20-Negativitit bei 61% (19/31) zutraf. Keines der desmoplastischen
Trichoepitheliome war AR-positiv und CK20-negativ und kein Basalzellkarzinom war
AR-negativ, sowie CK20-positiv. Allerdings belegen neuere Studien, dass diese
Untersuchungsweise zwar sehr hilfreich, jedoch zum Teil bei immunpositiven

desmoplastischen Trichoepitheliomen schwer zu diagnostizieren ist (107).

Generell duBern sich jedoch nicht alle Autoren positiv zu den Ergebnissen der
Farbungen mit Cytokeratinen. Schon 1995 stellt Schirren fest, dass anhand von
Intermediérfilamenten die Dignitét des Tumors nicht bestimmt werden kann (47). Die
untersuchten Differenzierungsantigene CK1, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 14, 17, 18, 19, 20,
sowie Involucrin, alpha-SMA, CD34 und Vimentin eignen sich demnach, laut Schirren,
nicht zur Unterscheidung zwischen einem Trichoblastom und einem Basalzellkarzinom.
1997 kommt Schirren in einer neuen Studie zu dhnlichen Ergebnissen. Schirren, C. G. et
al. untersuchten 30 Trichoblastome und 17 noduldre Basalzellkarzinome hinsichtlich
CKS5/6, CK7, CKS, CK13, CK14, CK17, CK18, CK19 und CD34. Aufgrund der starken
Ahnlichkeit der Immunhistochemie folgerten sie, dass Cytokeratine nicht zur
Differenzierung geeignet sind (108). 2001 wurde dies durch Kurzen bestitigt. Die
gefundenen Cytokeratine CK6hf, CK14 und CK17 wiesen in beiden Tumoren das
gleiche Farbungsmuster auf (82). Variabel, und somit nicht aussagekriftig wiirden sich
CK15 und CK19 verhalten. Auch Poniecka stellte fest, dass bei CK7 und CK20, sowie
den Marker CEA, Ham56, HPCA-1 (CD34), CD30 (Ki-1), Cam5.2 kein einheitliches
Schema zur Differenzierung zu erkennen ist (65). 2014 priifte Battistella erneut die
Antigene CK17, 19, 20, 6hf, sowie AE1/AE3 und kam zu demselben Ergebnis. Eine
weitere Veroffentlichung von 2014 stellte die dhnliche Expression der Cytokeratine 1,
CKS5, CK7, CKl14, CKI19 und p53 in beiden Tumoren fest und schlieBt sie als
Diagnostikum aus (98). Die schlechte Differenzierung des Basalzellkarzinoms vom
Trichoblastom durch Merkelzellen erkldrt man sich teils durch verschiedene
Auspriagungen des Tumors: Einige Trichoblastome konnen eine Mutation erfahren,

wodurch sie sich immunhistochemisch dem Basalzellkarzinom ndhern und somit die
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Expression des CK15 verlieren und Merkelzellen verloren gehen (79). So stellte Philip
E. LeBoit in seiner Arbeit ,,Tichoblastoma, Basal Cell Carinoma, and Follikular
Differentiation. What should we trust?*, im Gegensatz zu der vorherigen Aussage von
Schulz T. und seinen Kollegen, fest, dass in seiner Untersuchung Merkelzellen hiufiger
in den Regionen des Basalzellkarzinoms, als in denen des Trichoblastoms vorkommen
(49). Die Bedeutung der Cytokeratine fiir die Diffenrentialdiagnostik bleibt somit

kontrovers diskutiert.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Cytokeratine untersucht. Das
CK20, CK8 und CK15. Die ersten beiden Cytokeratine farben Merkelzellen. CKS soll
lediglich in Merkelzellen des Trichoblastoms exprimiert werden und im
Basalzellkarzinom fehlen (82). Das CK15 soll in langsamen, zyklischen Zellen des

Haarfollikelwulstes vorkommen (82).

CD34 ist ein Transmembranprotein und ein sogenanntes Sialomucin, welches eine
Expression an friihen hidmatopoetischen Vorlduferzellen und vaskuldr assoziiertem
Gewebe zeigt. Es wird von Endothelzellen und hdmatopoetischen Vorlduferzellen
gebildet. CD34 soll spindelformige Zellen der Dermis, sowie das den Haarfollikel
umgebende Stroma farben (77). Es soll ein gutes Diagnostikum sein, da CD34 beim
Trichoepitheliom das peritumorale Stroma stark anfirbe, im Basalzellkarzinom
hingegen Spindelzellen, welche den Tumorknoten umgeben, hierfiir negativ seien (77,
109). Auch Hashimoto K. et al. beschreiben, dass CD34-positive Spindelzellen im
Stroma des Trichoblastoms, aber nicht im Basalzellkarzinom nachgewiesen werden

konnen (54).

Im Gegensatz dazu berichteten McNiff et al. jedoch, dass ihre Farbung mit CD34 zu
keiner sicheren Differenzierung fiihrte (66) und auch Basarab T. et al. schlussfolgerten,
dass CD34 nicht geeignet sei, das Basalzellkarzinom von einem gutartigen
Trichoepitheliom sicher zu unterscheiden (68). Eine Studie von 2012 von Tebcherani et
al., welche eine deutlich groere Fallzahl als bei den bisherigen Arbeiten verwendete,

schloss CD34 ebenfalls wegen schlechter Ergebnisse fiir eine Differenzierung aus (72).

Cordoba et al. stellte fest, dass der Marker CD10 durchaus ein gutes Hilfsmittel
darstellen konnte. CD10 ist eine Metalloendopeptidase, welche bei der Inaktivierung
mehrerer aktiver Peptide mitwirkt (110). Kanitakis et al. beschrieben dann im Jahr 2000
eine Expression in der Haut und vor allem im periadnexalen Mesenchym (111). Sei

entsprechend Cordoba et al. das peritumorale Stroma geférbt, so sei eine Zuordnung zu
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einem Trichoblastom moglich. Bei Firbung des Epithels allein oder des Epithels
zusammen mit dem Stroma entspreche es einem Basalzellkarzinom (112). Ein Jahr
spater 2010 bestdtigte Sengul et al., dass CD10 ein gutes Hilfsmittel zur Differenzierung
darstellen konnte. Auch hier waren die Ergebnisse der stromalen Farbung im
Trichoblastom und Trichoepitheliom deutlich stirker als im Basalzellkarzinom (101).
Auch drei weitere Arbeiten von 2006, 2012 und 2018, welche die Differenzierung
zwischen einem Trichoepitheliom bzw. Trichoblastom und dem Basalzellkarzinom
untersuchten, kamen zu der Schlussfolgerung, dass eine alleinige peritumorale CD10-

Féarbung des Stromas ein gutes diagnostisches Hilfsmittel seien kdnnte (57, 72, 102).

Bcel2 (engl.: B-cell lymphoma 2) wird als Protoonkogen mit einem programmierten
Zelltod in Verbindung gebracht und hat somit einen entscheidenden Einfluss auf die
Regulation der Apoptose, durch Beeinflussung der Mitochondrienmembran.
Immunhistochemisch werden basale Zellen der Epidermis angeférbt. Bei der Farbung
mit Bcl2 ldsst sich ein Farbemuster in basalen Keratinozyten, mesenchymalen Zellen
der follikuldren Papille, klaren Zellen der ekkrinen Driisen und Melanozyten, sowie

Lymphozyten in der Haut erkennen (110).

Poniecka et al. schlieen aus ihrer Studie, dass Bcl2 wahrscheinlich von Nutzen bei der
Differenzierung zwischen einem Basalzellkarzinom und einem Trichoepitheliom sein
konnte, jedoch von der variierenden Qualitit der Firbungen abhingig sei. Der
wichtigste Grundbaustein zur Erhebung der Diagnose sei jedoch immer noch die HE-
Féarbung (65). Auch McNiff et al. halten 1999 Bcl2 fiir eine Mdglichkeit der
Differenzierung (66).

Dieser Ansicht widersprechen allerdings die Arbeiten von Pham et al. (102), sowie von
Cordoba et al. 2009. Hier wies Bcl2 in beiden Tumoren das gleiche Farbungsmuster auf
(112). Auch Tebcheranie et al. konnten mittels Bcl2 das Basalzellkarzinom nicht vom

Trichoepitheliom mit jeweils 317 und 143 Fillen unterscheiden (72).

BerEP4 ist ein monoklonaler, epithelialer Antikorper, welcher zwei Glykopeptide mit
einem Gewicht von 34 und 39kDa erkennt (113). Er wird urspriinglich in vielen
Arbeiten zur Erkennung eines Basalzellkarzinoms bei der Differentialdiagnose eines
Plattenepithelkarzinoms verwendet, da er spezifische Epithel-Glykoprotein-
Adhésionsmolekiille (EpCAM) von Zellen des Basalzellkarzinoms nachweisen soll

(114).
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In sehr vielen Studien (67, 70, 75, 76, 78, 84, 86, 88-95) war eine Expression in allen
Basalzellkarzinomen zu erkennen, bei den Trichoblastomen waren es 134 positive Fille
von insgesamt 175. BerEP4 soll daher nicht zwischen einem Trichoblastom und einem

Basalzellkarzinom unterscheiden. Beide Tumore seien stark positiv fiir diesen Marker

(81).

Allerdings soll PHLDAI1 (engl.: pleckstrin homology-like domain, family A, member
1; TDAGS2), durch das Firben von follikuldren Stammzellen, eine sinnvolle Ergénzung
zur Unterscheidung der beiden Tumoren sein (83). Das desmoplastische
Trichoepitheliom und das Trichoblastom sind positiv fiir diesen Antikorper, das

morpheaforme Basalzellkarzinom negativ (84-86).

2011 wurde dann erstmals von Hamasaki et al. eine differentialdiagnostische
Untersuchung zwischen dem Basalzellkarzinom und dem Trichoblastom mit Hilfe eines
Laminin-Markers durchgefiihrt. Laminin (Ln)-5 ist eines der hdufigsten Strukturen in
der Basalmembran im Gewebe von Erwachsenen. Es besteht aus drei verschiedenen
Ketten: alpha-3, beta-3 und gamma-2. Letzteres wird in Tumorzellen und im Bereich
des invasiven Vorgehens exprimiert. Die Studie ergab, dass Ln5-gamma2 (LNS5) ein
niitzlicher Marker seien konnte. Im Trichoblastom lésst sich LN5 lediglich vereinzelt in
der Peripherie des Tumorknotens finden. Im Gegensatz dazu war LN5 beim
Basalzellkarzinom diffus positiv, bzw. stark positiv im invasiven Bereich des Tumors,

sowie am Ubergang zur Epidermis (63).

Drebrin ist eines der neuesten Marker, die untersucht wurden. Es ist ein F-Aktin
bindendes Protein. Es wurde angenommen, dass es spezifisch fiir neuronale Zellen ist.
Neuerdings findet man jedoch Berichte {iber Drebrin in nicht-neuronalen Zellen. So
reichert es sich beispielsweise stark in Adhésionsverbindungen (AlJs), in geziichteten
primdren Keratinozyten und im Basalzellkarzinom an. Zudem wird diskutiert, ob
Drebrin an einer Tumorentstehung beteiligt seien kann. Fiir diese Arbeit besonders
interessant ist, dass Drebrin auch an follikuldren Strukturen zu finden ist, wie der
duBeren Haarwurzelscheide (115) und in Stammzellen der Schweilldriisen (116). In der
Arbeit von Mizutani et al. wird Drebrin als ein niitzlicher Marker zur Differenzierung
der beiden Tumoren beschrieben. Denn im Gegensatz zur starken und homogenen
Drebrin-Expression des Basalzellkarzinoms, vor allem an Zell-Zell Ubergingen,

exprimiert das Trichoblastom Drebrin nur sehr schwach und inhomogen (55).
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Nestin ist ein Antikorper, der genau wie das Drebrin erst selten untersucht wurde. Mit
Hilfe von Nestin sollen die mesenchymalen Zellen der perifollikuldren Hiille, sowie
sich entwickelnde follikuldre Papillen von embryonalen Haarkeimen angefarbt werden

(56).

Misago et al. sind 2010 zu sehr guten Ergebnissen gekommen, mit einer 100%
stromalen Positivitit des Tichoblastoms im Gegensatz zu 0% beim Basalzellkarzinom
(56). Allerding konnte eine spitere Arbeit von Leblebici et al. in 2018 diesen Erfolg
nicht signifikant (p > 0,05) nachweisen (57).

Auch viele weitere Antikdrper und Proteine wurden untersucht, wie beispielsweise
p27kipl (117), 34BE12 (98), Ki-67 (69, 98, 99) oder auch Calretinin (118). Jedoch
zeigten diese sich als nicht zur Differentialdiagnostik geeignet und wiirden den Rahmen

dieser Arbeit sprengen.

4. Material und Methoden
4.1 Material
4.1.1 Antikorper

Aus der Analyse der Literatur (s. 3.2) wurde fiir die hier vorliegende Arbeit die
folgende Auswahl an Antikorpern (s. Tab. 7) getroffen.

Tabelle 7: Ausgewdhlte Antikérper:

Antikorper  Hersteller Bestell- Isotyp Klon Beschreibung
nummer

Anti-Drebrin =~ Abcam ab12350 IgG1 M2F6 monoklonal,

antibody von der Maus

Anti-Nestin ~ Abcam abl05389  IgG SP103 monoklonal,

antibody vom Hasen

Anti-Human  DAKO M3562 Androgen = AR44 monoklonal,

Androgen bound 1 von der Maus

Receptor receptor

Anti- Sigma-Aldrich MAB1956 IgGl D4B5 monoklonal

Laminin-5 2

(gamma?2

chain)

Anti-Human DAKO M 0887 IgGl, 124 monoklonal,

BCL-2 kappa von der Maus

Oncoprotein
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Antikorper  Hersteller Bestell- Isotyp Klon Beschreibung
nummer
CD34 BECTON 347660 IgGl, Myl0 monoklonal,
DICKENSON heavy von der Maus
chains and
kappa
light
chains
Keratin-K20 PROGEN 61026 IgG2a IT-Ks = monoklonal,
(CK20) 20.8 von der Maus
Anti- BECTON 349205 IgG2a CAM  monoklonal,
Cytokeratin  DICKENSON 5.2 von der Maus
(Protein 8)
TDAG52 Santa Cruz Sc-23866  1gQG2a, RN- monoklonal,
(PHLDA1) Biotechnology kappa 6E2 von der Maus
light chain
Anti-Human DAKO M 0804 IgGl, BerEP  monoklonal,
Epithelial kappa 4 von der Maus
Antigen
Cytokeratin  Invitrogen MAS- IgG2a, LHK  monoklonal,
15 Antibody 11344 kappa 15 von der Maus

4.1.2 Gewebeauswahl

Es wurde formalinfixiertes und paraffin-eingebettetes, archiviertes Tumormaterial
klassischer solider Basalzellkarzinome des Jahres 2012, sowie Trichoblastome ab dem
Jahr 2000 der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen, sowie aus einem externen histopathologischen
Labor in Miinchen (PD Dr. med. habil. Fritjof Eckert) identifiziert. Die Fille wurden
vollstdndig anonymisiert, die bereits vorhandenen Schnitte mit einem neu angefertigten
HE-Schnitt vergleichend mikroskopiert und verifiziert. Es wurden fiir die Versuchsreihe
sowohl Basalzellkarzinome, als auch Trichoblastome ausgewihlt, die in toto? exzidiert
wurden und die fiir die Entitét typischen morphologischen Merkmale aufwiesen. Dabei
wurden letztendlich 17 prototypische Basalzellkarzinomfille und 14 prototypische
Trichoblastomfille eingeschlossen (s. Tab. 8). Zusdtzlich wurden 16 Fille zu einer
,» Lestgruppe zusammengefasst (s. Tab. 8). Hierbei handelt es sich um Fille, die anhand
threr Morphologie selbst fiir erfahrene Pathologen (PD Dr. med. habil. Fritjof Eckert
und Prof. Dr. med. Michael J. Flaig) nicht zweifelsfrei einer der beiden Tumorgruppen
zugeordnet werden konnten. Diese Fille weisen teils Basalzellkarzinom-typische als
auch Trichoblastom-dhnliche Strukturen auf oder verhalten sich sogar teils biphasisch.

Es sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, diese Félle einer der beiden

2 Der Tumor wird als Ganzes mit angrenzendem Gewebe entfernt
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Tumorentititen eindeutig zuzuordnen. Aus den in dieser Arbeit resultierenden
Ergebnissen konnte ein diagnostischer Algorithmus abgeleitet werden, der die beiden
Entitéten sicher differenziert. Gelingt das nicht, ist die Frage zu erortern, ob diese Fille

das Kontinuum zwischen den polaren Enden einer Tumorgattung darstellen.

Tabelle 8: Klinik der ausgewdhiten Gewebeproben:

Fallbezeichnung Geschlecht Lokalisation Alter
T = Trichoblastom m = méannlich

B = Basalzellkarzinom w = weiblich

F = Testgruppe

T1 \W% Nase 40
T2 m hochparietal 57
T3 w supraaurikulér 27
T4 W Nase 73
T5 \W% Stirn 64
T6 m Glabella 19
T7 W Stirn 66
T8 W Nase 48
T9 m Scapula 64
T10 m Ohr 73
T11 m Kniekehle 73
T12 W Hals 65
T13 m Glabella 45
T14 W Kinn 72
B1 m Hals 61
B2 m Brust 89
B3 m sternal 72
B4 W Brust 62
B5 m Brust 52
B6 W Stirn 84
B7 w keine Angabe 28
B8 m Gesicht 79
B9 m Brust 79
B10 W Stirn 81
Bl11 m Stirn 70
B12 m Auge 59
B13 W Arm 74
B14 m Brust 74
B15 m keine Angabe 37
B16 w parietal 31
B17 m Stirn 80
F1 m Nase 48
F2 W Gesicht 84
F3 W Nase 76
F4 \W% Nase 61
F5 W Nase 51
F6 W Auge 41
F7 W Stirn 39
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Fallbezeichnung Geschlecht Lokalisation Alter
T = Trichoblastom m = ménnlich

B = Basalzellkarzinom w = weiblich

F = Testgruppe

F8 m Riicken 81

F9 W Hals 47

F10 w Stirn 39

F11 w Gesicht 51

F12 w Bein 73

F13 W parietal 59

F14 w Nase 56

F15 w Dekolleté 58

F16 m Nase 57
4.1.3 Verwendete Puffer und Reagenzien

Tabelle 9: Die verwendeten Puffer:

Puffer Material und Methode

Protease (Typ XXIV, Smg Protease + 10ml Tris-HCL-Puffer 10 Minuten bei
Sigma) fiir enzymatische Raumtemperatur stehen lassen. Immer frisch ansetzen.
Vorbehandlung

EDTA-Kochpuffer pH 8,0

Citrat pH 6,0

Tris-HCL-Puffer

1%ige KOH

Blockierungslosung
Tris+Milch (Blotto, non-fat
dry milk)

2ml 0,5M EDTA (fertige Losung) in 11 Aqua dest.

pH auf 8,0. Lagerung bei Raumtemperatur
Stammldsung A: 5,25¢g Citronensdure-Monohydrat mit
250ml sterilem Aqua dest.

Lagerung im Kiihlschrank (4°C).

Stammldésung B: 14,7g Tri-Na-Citrat-Dihydrat mit
500ml sterilem Aqua dest.

Lagerung im Kiihlschrank (4°C).

Gebrauchsldsung: 18ml Stammldsung A + 82ml
Stammldsung B mit 1lml sterilem Aqua dest.

Lagerung bei Raumtemperatur.

10x-Tris-Stamml6sung:

60,55g Trizma-Base + 87,66g NaCl auf ca. 900ml mit
sterilem Aqua dest. (Aqua ad iniectabilia) auffiillen und
auf den Magnetriihrer stellen.

Mit ca. 53ml 25%ige Salzsdure auf pH 7,6 einstellen
und dann mit sterilem Aqua dest. auf 1 Liter auffiillen.
Gebrauchslésung:

100ml 10x-Tris-Stammldsung auf 1 Liter mit normalem
Aqua dest. auffiillen und 500ul Tween zugeben.

8.0N Potassium Hydroxide 1:40 mit Aqua dest.
verdiinnen: 200ul 8.0N Potassium Hydroxide + 7800l
Aqua dest.

0,1%ige Milch-Losung aus Tris-HCL-Gebrauchslosung
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4.1.4 Verwendete Reagenzien und Losungsmittel

Tabelle 10: Die verwendeten Reagenzien und Losungsmittel:

Reagenz Hersteller

Dako REAL ™ Detection System DAKO

Alkaline Phosphatase/RED

Rabbit/Mouse

Trizma®base SIGMA-Aldrich®
Primary Standard and Buffer, >99.9% (titration),

crystalline

Sodium chloride SIGMA-Aldrich®
Puriss. P.a., >99.9% (AT)

Aqua ad iniectabilia BRAUN
Losungsmittel zur Herstellung von Parenteralia

Blockierungslosung mit Blotto (non-fat dry Santa Cruz Biotechnology (sc-
milk) 0,1% 2335)

0,2g Blotto auf dem Magnetriihrer
in 200ml Tris-Gebrauchslésung
16sen. Lagerung im Kiihlschrank
(4°C).

,»Substrat + Levamisole* fiir Chromogen 50ml Dako Real AP Substrat Buffer
in Rohrchen geben und 5 Tropfen
Dako Real Levamisole zugeben.
Lagerung im Kiihlschrank (4°C).

Chromogen ,.Substrat+Levamisole® +
Chromogen Red 1C, 2D und 3E in
Abhingigkeit vom Endvolumen.
Immer frisch ansetzen.

Wasser zum Blduen fiir Techmate 500ml Leitungswasser + 250ul
Tween. Lagerung im Kiihlschrank
(4°C).

Héamalaun fiir Techmate 50ml R6hrchen mit 50ml

,2Hadmalaunldsung sauer nach
Mayer* fiillen und 25ul Tween
zugeben. Lagerung bei
Raumtemperatur.

4.2 Methoden
Folgende Literatur wurde zur Erarbeitung der Methoden verwendet: vgl.: (119, 120)

4.2.1 Herstellung der Schnitte

Von den jeweiligen Paraffinblocken wurden, nach 10 Minuten Lagerung auf einer

Kiihlplatte, 4um dicke Schnitte mit Hilfe des Mikrotoms hergestellt, anschliefend im
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Wasserbad gestreckt und auf Objekttrager aufgetragen. Es folgte das Trocknen im
Brutschrank bei 37 Grad Celsius fiir je einen Tag.

4.2.2 Vorbehandlung

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte zweimal fiir jeweils 5 Minuten mit Xylol
(Merck 8688), gefolgt von der Rehydrierung der Schnitte fiir jeweils 2 Minuten in
Alkohol mit absteigender Konzentration (96%, 80%, 70%).

AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal gewissert und in Abhédngigkeit von dem
jeweiligen Primdr-Antikorper vorbehandelt (s. Tab. 11). Die Vorbehandlung demaskiert
das spezifische Antigen/Epitop, sodass der spiter verwendete Antikorper dieses
Antigen/Epitop erkennen und binden kann. Ermdglicht wird diese Demaskierung durch
verschiedene Enzyme oder Hitze. Die entsprechenden Vorbehandlungen mit den
Enzymen oder der Hitzedemaskierung wurden im Labor vor Beginn der Versuchsreihe

ausgetestet und sind in Tabelle 11 aufgelistet.

4.2.3 Austestung der Vorbehandlung und Verdiinnung

Die Antikérper CK15, Drebrin, Nestin, Anti-Laminin-5 und der Androgenrezeptor
wurden neu etabliert. Die genannten Antikdrper wurden mit verschiedenen
Vorbehandlungen und mittels einer Verdiinnungsreihe ausgetestet. Zur Verdiinnung
wurde ein Antikorper Diluent verwendet. Fiir die Austestung der jeweiligen
Verdiinnungskonzentrationen wurde Gewebe normaler Kopthaut verwendet. An diesem
Gewebe konnten die Férbungen der eingesetzten Antikdrper, aufgrund der zahlreichen
haarfollikuldren Strukturen, gut nachvollzogen werden. Die Testreihen wurden
anschlieend unter dem Mikroskop ausgewertet und beurteilt. So konnte schlieBlich die

jeweils optimale Vorbehandlung und Verdiinnung der Antikorper ermittelt werden:

Tabelle 11: Die jeweiligen Antikérper mit ihrer Vorbehandlung und Verdiinnung:

Antikorper Vorbehandlung Antikorper-
Verdiinnung
Drebrin Protease: 1:200
Auf Schnitte auftragen und 10 Minuten
inkubieren.
Nestin Citrat: 1:20

15 Minuten im Dampfdrucktopf mit
Kochpuffer in Kunststoftkiivette

kochen und anschlieBend 10 Minuten
abkihlen.
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Antikorper Vorbehandlung Antikorper-

Verdiinnung

Androgenrezeptor EDTA: 1:50
15 Minuten im Dampfdrucktopf mit
Kochpuffer in Kunststoftkiivette
(Choplin-Jar) kochen und anschlieend
10 Minuten abkiihlen.

LN5 Protease: (analog zu Zeile 1, 1:10
Antikorper Drebrin)

CK15 EDTA: (analog zu Zeile 3, 1:400
Androgenrezeptor)

Bcel2 Citrat: (analog zu Zeile 2, Nestin) 1:150

CD34 KOH: 1:100
1%ige KOH-Losung auf Schnitte
geben und 30 Minuten inkubieren.

CK20 Protease: (analog zu Zeile 1, 1:30
Antikorper Drebrin)

CK8 Protease: (analog zu Zeile 1, 1:25
Antikorper Drebrin)

PHLDAI1 EDTA: (analog zu Zeile 3, 1:100
Androgenrezeptor)

BerEP4 TRS 6.1: 1:2000

15 Minuten im Dampfdrucktopf mit
Kochpuffer in Kunststoftkiivette
kochen und anschlieend 10 Minuten
abkiihlen.

Fiir die Lagerung der entparaffinierten Schnitte bis zum Versuchsbeginn diente ein Tris-

HCL-Gebrauchspuffer.

4.2.4 Immunhistochemische Fiarbung

Gefarbt wurde sowohl mit dem Autostainer TechMate 500 Plus der Firma DAKO-

Cytomation, als auch von Hand.

Bei der manuellen Fiarbung wurde zur Inkubation der Schnitte eine Feuchtkammer
verwendet. Nach den jeweiligen Inkubationsschritten wurde mit einem Tris-HCL-Puffer
gespiilt. Dieser Puffer sittigt unspezifische Reaktionen zwischen Antikérpern und

Proteinen und setzt die Oberflaichenspannung herab.

Zuerst wurde allerdings das Blockungsreagenz mit Milchpulver 0,1%ig fiir 10 Minuten
auf die Schnitte aufgetragen und danach abgegossen. Die hierbei stattfindende
Blockierung ist wichtig, damit unspezifische Bindungen der Proteine und des

Detektionssystems verhindert werden und so unter dem Mikroskop storende
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Hintergrundfdrbungen von unspezifischen Bindungen vermieden werden kdnnen und

daher eine rein spezifische Bindung sichergestellt werden kann (120).

Danach wurde der jeweilige Primédrantikorper mit der entsprechenden Verdiinnung fiir
25 Minuten aufgetragen. Nachfolgend wurden die Schnitte mit dem Tris-HCL-Puffer
drei Mal abgespiilt.

Es folgte die Detektion der gebundenen Primérantikdrper mit dem oben genannten

Detection-System von der Firma DAKO:

Dazu wurde als erstes ,,Link“, ein biotinylierter Sekundérantikorper fiir 5 Minuten
aufgetragen. Dieser mit Biotin markierte Sekundérantikdrper wird als Vermittler
zwischen dem Primérantikérper und dem anschliefend verwendeten Komplex benutzt.
Aufgrund der vermittelnden Funktion wird dieser Sekundérantikorper auch

Briickenantikdrper genannt. (120)

Die verwendete Methode entspricht der Labeled (Strept) Avidin-Biotin-Methode
(LSAB-Methode). Hierbei ist keine Fluoreszenz direkt an den Primérantikdper
gebunden, sondern es wird ein mit Biotin markierter Sekundirantikorper bendtigt, an
welchen sich dann spéter folgend zusitzlich das an ein Enzym gebundene Avidin

binden kann.

Nach den 5 Minuten mit dem aufgetragenen ,,Link* wurden die Schnitte erneut drei Mal
mit dem Tris-HCL-Puffer abgespiilt, um dann das an ein Enzym (alkalischen
Phosphatase) gebundene (labeled) Streptavidin fiir 5 Minuten aufzutragen. Hier nutzt
man die Affinitdt des Avidins zum Biotin. Das Streptavidin-Enzymkonjugat bietet nun

am Sekundérantikorper vier Bindungsstellen fiir das Biotin.

Nach erneutem dreimaligen Abspiilen wurde fiir 10 Minuten das mit Substrat
angemischte Fast Red Chromogen aufgetragen. Die alkalische Phosphatase spaltet
daraufhin hydrolytisch das Substrat Naphtholphosphatester in Phenolverbindungen und
Phosphate. Die Phenole reagieren dann mit den Diazoniumsalzen des Chromogens. Es
entstehen unldsliche Azofarbstoffe. Das Ergebnis ist eine rote Farbung und dient als
Nachweis flir das vom primédren Antikorper erkannte Zielantigen bzw. den hier
verwendeten Komplex. Die spezifische Fiarbung ist spiter unter dem Mikroskop rot zu

erkennen.

Das Chromogen wurde darauthin drei Mal mit dem Tris-HCL-Puffer abgespiilt.

-29.



Als letztes wurde Hdmalaun fiir 30 Sekunden aufgetragen. Das Hdmalaun bewirkt eine
Gegenfiarbung der Zellkerne, wodurch diese blau gefirbt sichtbar werden. Das
Hamalaun wurde abgegossen und in Leitungswasser gespiilt. Die Schnitte blieben

anschlieend zum Blduen fiir 5 Minuten im Leitungswasser stehen.

Danach wurden die Schnitte mit dem wéssrigen Eindeckmedium Glycergel der Firma
DAKO eingedeckt. Das Eindeckmedium musste eine kurze Zeit trocknen. Dann
konnten die Ergebnisse der Fiarbung unter dem Mikroskop mit den verschiedenen

Vergroflerungen betrachtet werden.

Die Férbung mit dem Autostainer TechMate 500 Plus der Firma DAKO-Cytomation
erfolgte analog der oben geschilderten Methode. Die Automatisierung der
Immunhistochemie wird hier durch die Methode des vertikalen Kapillar-Spalt-Systems
ermoglicht. Dadurch miissen die Reagenzien und Losungen nicht mit Hand auf die
Schnitte pipettiert werden, sondern werden durch den Kapillarspalt zwischen zwei
gegeneinander gestellte Schnitte automatisch aufgezogen und auf das Gewebe gebracht.
Bei gleichem Versuchsablauf ist der Versuchsaufbau im Automaten abweichend zur
Farbung von Hand und wird in Tabelle 12 dargestellt. Der Versuchsaufbau ist
abweichend, da bei der automatisierten Methode aufgrund des Kapillarspalts keine

Feuchtkammer benétigt wird.

Tabelle 12: Versuchsaufbau im Autostainer TechMate 500 Plus:

Position 1 2 3 4
D Blockungsreagenz ~ Tris-HCL- Tris-HCL- Leitungswasser +
mit Milch Puffer Puffer Tween
C Pads Pads Pads Pads
B (ggf.: Protease) - Chromogen Hamalaun
Je 300ul Je 300ul Je 500ul
A - Primér- Link AP-Streptavidin
Antikorper Je 300ul Je 300ul
Je 300ul

4.3. Interne Positivkontrolle

Antikorper binden an die fiir sie jeweils spezifischen Antigene im Gewebe. Je nach
Antikorper variieren die Strukturen, die angefarbt und als sogenanntes Kontrollgewebe
dienen konnen. Dieses wird in Tabelle 13 fiir den entsprechenden Antikdrper kurz

vorgestellt. Diese Strukturen sind dann unter dem Mikroskop als rot gefarbt erkennbar.
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Eine interne Positivkontrolle ist notwendig, um die Qualitit der verwendeten Fiarbung
und die Vergleichbarkeit der untersuchten Félle zu sichern. Die internen
Positivkontrollen wurden in dem tumorumgebenden Gewebe definiert. Dies ermdglicht

eine reproduzierbare, auch semiquantitative Beurteilung der Antikorperfarbung.

Tabelle 13: Antikorper und ihr entsprechendes Kontrollgewebe (Positivkontrolle):

Antikorper Interne Positivkontrolle

Drebrin Epidermis

Nestin Kapillaren, Nerven, innere
Haarwurzelscheide

Androgenrezeptor Talgdriise

LNS5 Haarfollikel (AuBere Henle-Schicht)

Bcl2 Lymphozyten

CD34 Basalmembran der Schweifldriisen

CK20 Merkelzellen

CK8 SchweiBdriisen, Epidermis

PHLDA1 dullere Haarwurzelscheide

BerEP4 Schweidriisen

CK15 Basale Epidermiszellen

4.4 Auswertung

4.4.1 Mikroskopie und Bewertung der Fiarbung

Die Auswertung erfolgte semiquantitativ unter dem Mikroskop. Es wurden die rot
gefdrbten Bereiche betrachtet, welche Ausdruck einer Anreicherung des jeweiligen
Antikorpers sind. Die Qualitit der Farbung und ihre Intensitdt wurden mit der internen

Positivkontrolle verglichen und entsprechend gewichtet.

Nach mehrmaligem Mikroskopieren wurden fiir jeden Antikorper spezifische, moglichst
einfach zu reproduzierende Kriterien erarbeitet. Diese Kriterien wurden nochmals
semiquantitativ vierstufig mit Werten von 0 bis 3 gewichtet. Der Wert 3 wurde
iibergreifend fiir alle Antikorper als ,,nicht auswertbar* festgelegt. Die restlichen Werte
von 0 bis 2 wurden fiir den jeweiligen Antikorper wie aus der Tabelle 14 ersichtlich

definiert.
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Tabelle 14: Legende der erarbeiteten mikroskopischen Bewertung mit den Werten 0 bis 2:

Antikorper: 0 1 2

Drebrin negativ schwicher positiv starker positiv als
als die interne die interne
Positivkontrolle Positivkontrolle

Nestin negativ einzelne viele Haarpapillen
Haarpapillen und und mehrere

ein kleiner Anteil Anteile des
des Tumorstromas | Tumorstromas

Androgenrezeptor negativ/vereinzelte  disseminiert disseminiert
Zellen positive Zellen positive Zellen

dhnlich intensiv intensiv wie
wie Talgdriise Talgdriise

LN5 <1/3 positiv <2/3 positiv >2/3 positiv

Bcl2 negativ <30% und >30% und stérker
schwicher als als Lymphozyten
Lymphozyten

CD34 <1/3 positiv <2/3 positiv >2/3 positiv

CK20 negativ schwicher positiv  stérker positiv als
als Positivkontrolle = Positivkontrolle

CK8 negativ positiv -

PHLDALI <1/3 positiv <2/3 positiv >2/3 positiv

BerEP4 <1/3 positiv <2/3 positiv >2/3 positiv

CK15 <10% positiv <50% positiv >50% positiv

4.4.2. Fotografie

Die in dieser Arbeit dargestellten Abbildungen sind ausschlieBlich Fotografien von
Gewebeschnitten eigener Versuche. Die Schnitte wurden mit dem Mikroskop Leica
DMD 108 fotografiert und digitalisiert. Um eine optimale Darstellung der jeweiligen
Strukturen zu ermdglichen wurden 50fache, 100fache, 200fache und 400fache

VergroBerungen verwendet.

4.5 Statistik

Nach Erstellen der Ergebnistabelle wurden die Basalzellkarzinome und die

Trichoblastome jeweils statistisch analysiert.

Fiir die erste Betrachtung der Werte wurde das Programm Excel von Microsoft Office,
sowie Python, in Kombination mit den Paketen NumPy, SciPy und k-Mode, verwendet.
Es wurde versucht, den Zusammenhang zwischen Ausprigung der Antikorperfiarbung

und Tumorentitdten zu eruieren. Da es sich um nominal skalierte Variablen handelt,
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eignet sich der Cramers V Kontingenzkoeffizient. Der Koeffizient leitet sich vom Chi-
Quadrat-Test ab. Die Werte von Cramers V liegen zwischen 0 und 1, wobei 0 fiir keinen

Zusammenhang steht und 1 fiir einen perfekten Zusammenhang.

Zusitzlich wurde zum Cramers V ein Vorhersagewert (p-Wert) angegeben. Dieser
wurde nach dem exakten Test nach Fisher berechnet, um trotz einer geringen Fallzahl

zuverldssige Ergebnisse zu erhalten.

Dariiber hinaus wurde ein sogenanntes Cluster mit den in dieser Arbeit festgelegten
Kriterien durch eine Kategorisierung zu einer der beiden Tumorentititen erstellt. Dazu
wurde die Methode des k-Mode-Clustering verwendet (121). Diese Clusteranalyse soll
die Tumorentititen durch die entsprechenden Kriterien klassifizieren. Ziel des
Verfahrens ist es, separierende Ausprdgungen der Antikorperfirbung zu finden, um
beide Tumorarten voneinander unterscheiden zu konnen und dadurch eine eindeutige

Eingruppierung der Tumore vornehmen zu kdnnen.

Abschliefend wurde eine hierarchische Clustermethode in dem Statistikprogramm R
verwendet und eine sogenannte ,,Heatmap* und Dendrogramme erstellt, um weitere
Ahnlichkeiten bzw. differenzierende Gruppierungen zu erkennen. Diese Methode
untersucht auch durch eine Silhouettenanalyse, ob und wie sicher eine Zuordnung zu

den beiden Entititen moglich ist.

5. Ergebnisse

5.1 Analyse und statistische Auswertung publizierter Studien

Es wurden die Ergebnisse der oben besprochenen Studien verglichen und deren
positiven Fille in Relation zu der Gesamtzahl der Fille betrachtet (s. Tab. 5).
Anschliefend wurden jeweils die positiven und die negativen Félle, sowie die
Gesamtzahl der Fille von den verschiedenen Untersuchungen addiert (s. Tab. 15).
Abschliefend wurde daraus ein kumulativ positiver (PPV = TP /(TP + FP))? und
negativer Vorhersagewert (NPV = TN/ (TN + FN))* fir den Nachweis eines

trichogenen Tumors (T) oder eines Basalzellkarzinoms (B) berechnet.

3 PPV = positiv predictive value; TP = true positive; FP = false negative
#“ NPV = negative predictive value; TN = true negative; FN = false negative
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Tabelle 15: Auswertung der Ergebnisse der Literatur (47, 55-63, 66-68, 70-103):

Antikorper: BCC: Trichogene PPV, NPV fiir

Tumore: den Nachweis
von B bzw. T

Drebrin:

Kummulative Fallzahl: | 25 15

Positive: 21 (84%) 4 (26,67%) PPV (B) = 84%

Negative: 4 (16%) 11 (73,33%) NPV (B) =73%

Nestin:

Kummulative Fallzahl: 47 42

Positive: 19 (40,43%) 39 (92,85%) PPV (T)=67%

Negative: 8 (17,02%) 3 (7,14%) NPV (T) =30%

Androgenrezeptor:

Kummulative Fallzahl: 155 92

Positive: 103 (66,45%) 9(9,78%) PPV (B) =97%

Negative: 52 (33,55%) 83 (90,22%) NP (B)=61%

LNS:

Kummulative Fallzahl: = 52 26

Positive: 50 (96,15%) 3 (11,54%) PPV (B) =94%

Negative: 2 (3,85%) 23 (88,46%) NPV (B) =8%

Bel2:

Kummulative Fallzahl: = 508 246

Positive: 465 (91,54%) 212 (86,18%) PPV (B) = 69%
Negative: 43 (8,46%) 34 (13,82%) NPV (B) =44%
CD34:

Kummulative Fallzahl: = 448 255

Positive: 161 (35,94%) 184 (72,15%) PPV (T) =53%
Negative: 287 (64,06%) 71 (27,84%) NPV (T) = 80%
CK20:

Kummulative Fallzahl: | 447 343

Positive: 18 (4,026%) 155 (45,20%) PPV (T) =90%
Negative: 429 (95,97%) 188 (54,81%) NPV (T) =70%
CKS:

Kummulative Fallzahl: @ 55 40

Positive: 0 (0%) 13 (32,5%) PPV (T) =100%
Negative: 55 (100%) 27 (67,5%) NPV (T) =67%
PHLDAIL:

Kummulative Fallzahl: 83 110

Positive: 5(6,04%) 108 (98,19%) PPV (T) =96%
Negative: 78 (93,98%) 2 (1,82%) NPV (T) =98%
BerEP4:

Kummulative Fallzahl: 414 175

Positive: 399 (96,38%) 134 (76,57%) PPV (B) =75%
Negative: 15 (3,62%) 41 (23,43%) NPV (B) =73%
CK15:

Kummulative Fallzahl: 104 64

Positive: 23 (22,12%) 47 (73,44%) PPV (T)=67%
Negative: 81 (77,88%) 17 (26,56%) NPV (T) =17%

Bei der kumulativen Betrachtung scheint PHLDA1 am besten das Trichoblastom (durch
dessen Positivitidt mit 93,98% der Fille) vom Basalzellkarzinom (mit einer PHLDAI-
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Negativitit in 98,19% der Fille) zu differenzieren. Doch auch die anderen Antikorper
scheinen laut Literatur gute Diagnostika zu sein. So war beispielsweise LNS5 fiir
Basalzellkarzinome zu 96,15% positiv und trichogene Tumore zu 88,46% LN5-negativ.
Nestin wies eine Positivitdt trichogener Tumore (92,85%) und eine Negativitit des
Basalzellkarzinoms (17,02%) auf. Ahnlich verhilt sich CK15 mit einer Positivitit
trichogener Tumore von 73,44% und einer Negativitit der Basalzellkarzinome in

77,88% der Fille.

Bei dieser Kumulation ist jedoch zu beachten, dass die Ergebnisse mancher Autoren
sich in ihren Angaben stark unterscheiden. So sind beispielsweise bei Tebcheranie et. al.
(72) nur 29 der 151 Trichoblastome mit dem Antikérper CK20 positiv, wohingegen bei
weiteren 7 Autoren meist nahezu alle Trichoblastome positiv ausfielen. Somit ist dieses
Ergebnis hier in Tabelle 15 stark durch eine einzelne Autorengruppe, hier Tebcherani
et. al., beeinflusst. Ahnlich verhilt es sich beispielsweise auch bei dem Antikdrper
Nestin, welcher lediglich bei zwei Publikationen untersucht wurde, deren Ergebnisse
aber kontrdr sind. AuBlerdem ist zu beachten, dass die verschiedenen Subtypen der
Basalzellkarzinome und der trichogenen Tumore in Tabelle 15 hier nicht mehr weiter
unterschieden wurden. Zudem sind vereinzelt abweichende Auswertungskriterien bei

den verschiedenen Veroffentlichungen zu beachten.

5.2 Eigene immunhistochemische Untersuchungen

Alle immunhistochemischen Pridparate wurden vergleichend mikroskopiert und
semiquantitativ. ausgewertet. Im Zuge des umfangreichen Mikroskopierens und
Auswertens der Farbemuster wurde ein eigener Kriterienkatalog erarbeitet, welcher eine
unabhingige Auswertung ermdoglichte. Hieraus ergab sich folgende Auswertungstabelle

mit Antikorper-spezifischen Kriterien (s. Tab. 16).

Bei der Farbung von PHLDA1 wurden zusétzliche Melan-A- und SOX-10-Farbungen
der Schnitte durchgefiihrt, zum bestitigendem Nachweis der Melanozyten (Kriterium

B).
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Tabelle 16: Ubersicht der Antikérper und ihre erstellten Kriterien, analog zur Tabelle 14:

Antikorper Nummerierung der Kriterien der positiven Firbung

Kriterien:
Drebrin A mesenchymale Hiillschicht

B <30% Tumorzytoplasma

C Epidermis tiber Tumor

D >90% Tumorzytoplasma
Nestin A fokal mesenchymale Hiillschicht

B Tumorknoten
Androgenrezeptor A Tumorzellkerne
LNS A zentrales Tumorzytoplasma

B peripheres Tumorzytoplasma
Bcel2 A diffus im Tumorknoten

B palisadenartig im Tumorknoten
CD34 A intratumorales Bindegewebe

B peritumorales Bindegewebe
CK20 A Positivitéit ohne ein Kriterium
CK8 A Positivitéit ohne ein Kriterium
PHLDA1 A epithelial

B Melanozyten

C mesenchymale Papille
BerEP4 A periphere Zellen des Tumorknotens

B zentrale Zellen des Tumorknotens
CK15 A Positivitéit ohne ein Kriterium

Die Tabelle 16 ist die Basis der Beurteilung der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Farbungen an den jeweiligen Gewebeproben. Anhand dieser Kriterien
der Tabelle 16 wurden anschlieBend dessen Beurteilungsergebnisse mit den
semiquantitativen Kriterien der Tabelle 14 bewertet. Das Ergebnis ist in der folgenden

Tabelle 17 zu sehen.
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Tabelle 17: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung der Immunhistochemie mit Werten analog zu

Tabelle 14:

SO

pdaadg

IVA'THd
831D
01O

redo

«Pd

SN'T
v

unsoN

uLIqRIq

:Rdagynuy

Kriterie A B C D A B A ABABABA A ABCABA

0

2

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

212122220

2

021100
1

1

Tl

1

2 2 2
1

1

0 0 2 2 00 2

T2

0

2 0 0 0 1
2 00 2 2 2
2 00 0 0 2
2

0 0 0

T3

1
1

1 2 0 1
1 2 2
1 0

2

2

1

1 2 00
0 0 2 01
202 0 2 00

0 0 2

T4

0 2

0

2

TS5

1 0 0 2

0

3

2 2 2 2

T6

001 1 0 0 2

2
0

0
0

0
0

1

3 330

T7

1 00 2 2 1

0

1

0

1

2.0

1

T8

0 2
1
1

0 1
2.2 2 2
2 2 0 2
222 00 0O
0 0200 0O

0 2 0 3 30

T9

2 0 2
212|2

1

1
0 00 0O
2 00 2 0

2
0

0
0

1

0

2

1

2 00
2 00

1
1

0 0202 00

1
1

2 0 2
2102

T10
TI1

1
1

T12
T13
T14

B1

1
2 00
0 0 2

0 3.0 00

1 0 0

0

1

0 0 0 2 2

0
0

1

2
2

0 0 0 01
0 0 0

1
1

2

1
1

2.0 0 0 2

0 2

012120

2.0
1

1
1

2

0 2 2

1
1
1

0

1

0
0 02200 2

B2

1 0 2 2
1 0 2 2

0 00 2 20

0
0

B3

0
0
0
0
0

2. 22 22 20

1

0 0 2
2

0 2 2 1

1
0 22 00 0 2
0 022000

0 0 2

B4

0

1

0 2 0

212

1

B5

0 2 20

1 1
0 1
1
1
0 00 0 2 2

0
0

1

2

B6

0 2 2 1
0 2 0
0 2 2

1
222 2 0 20

2

1

212|3/3/2]|2

B7

1 0 0 1
0 0 2
0 0 2

1
1

2 0 0 0 2

0 0 2
0 0 2
0 0 2

B8

2

B9

0
0
0
0
0
0
0
0

0

B10
B1l1

0 2 0

0 1
0 1
1
1
0 002 20

0
0

2 22 22 00

2
2
0
2

1
2 0 2

0

0 2 20
0 2 2 2

1

0 2 0
0 2 0

1
1

1
1

2
2

1

2

0 0 2

1

B12
B13
B14
B15
B16
B17

0 0 0 2

1

0

1
333 3 330
1
0

0
0

2 20

2.2 0 20

1

2.0 0 0

1
1

2. 00 2 21

0

1
0 000 0 OO

0 02 20

0 0 00
0 0 00

1

1

0
0

Die Ergebnisse der Tabelle 17 werden auf den folgenden Seiten analog zur aufgefiihrten

Antikorper-Reihenfolge der Tabelle besprochen und jeweils exemplarisch mit

fotografischen Abbildungen erldutert.
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5.2.1 Drebrin

In der mikroskopischen Auswertung der immunhistochemischen Féarbung war bei dem
Antikorper Drebrin eine Expression in der mesenchymalen Hiillschicht (Kriterium A)
in 8 von 13 Trichoblastomen (s. Abb. 5 und 6) sichtbar und in lediglich 2 von 16
Basalzellkarzinomen. Bei 5 Trichoblastomen war diese mesenchymale Papille

schwicher positiv als die interne Positivkontrolle, so auch bei einem Basalzellkarzinom.

Zusitzlich wurde das Tumorzytoplasma auf seine Expression untersucht sowie die
direkt an den Tumor angrenzende Epidermis (s. Abb. 4). Die Epidermis (Kriterium C)
war in beiden Entititen markiert. In 11 der Trichoblastome war dieses Kriterium C
starker positiv, als die interne Positivkontrolle und wurde daher mit einem Wert 2
bewertet. Ebenso mit einer 2 konnten 13 der 17 Basalzellkarzinome bewertet werden.

Das Tumorzytoplasma wurde sowohl auf ein geringes (<30%, Kriterium B), als auch
auf ein umfangreiches (>90%, Kriterium D) Ausmal} der Positivitit in beiden Entitdten

untersucht.

Das Kriterium B war lediglich in einem Trichoblastom und in 6 Basalzellkarzinomen
positiv  (davon waren 3 Basalzellkarzinome stirker positiv als die interne

Positivkontrolle und 3 schwicher als diese).
In 7 Trichoblastomen war das Kriterium D schwicher als die interne Positivkontrolle

und ansonsten negativ. So waren 9 der Basalzellkarzinome bei diesem Kriterium positiv

(7 davon schwicher und 2 stirker als die interne Positivkontrolle).
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Abbildung 6: Drebrin in einem Trichoblastom (Fall T14) in 100facher Vergréferung. Klassische
Anordnung der Tumorknoten, dhnlich einer Haarpapille, mit positiver mesenchymaler Hiillschicht.

5.2.2 Nestin

Auch bei dem Antikdrper Nestin war die mesenchymale Hiillschicht (Kriterium A) gut
zu erkennen. Diese war hier sogar in 12 von 13 Trichoblastomen deutlich zu erkennen
(s. Abb. 8, 9, 10 und 11). Hierbei wiesen 7 Trichoblastome eine Positivitdt von vielen
Haarpapillen und einem groflen Anteil des Tumorzytoplasmas auf. Im Gegensatz dazu
fehlte diese Expression im Basalzellkarzinom (1/16 Féllen) fast vollkommen (s. Abb.
7).

Zusitzlich wurde noch der Bereich des Tumorknotens (Kriterium B) betrachtet. Dieses
Kriterium erwies sich als unspezifisch und war bei beiden Tumorentititen nur in je

einem Fall positiv.
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Abbildun rzinom (Fall B3) in 100facher Vergréferung.

Basalzellkarzinom war bei diesem Antikorper iiberwiegend negativ.

Abbilun 8: Nestin in einem asalearznm all 12) in OOaher Verrbﬁemng. Die
mesenchymale Hiillschicht ist hier als Fdarbung nicht zu erkennen.
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5.2.3 Androgenrezeptor

Die Androgenrezeptorfirbung wurde beziiglich ihrer Positivitit bzw. Negativitét in
Zellkernen beurteilt, da diese eindeutig als differenzierend zu erkennen war. Daher
geniigte ein Vergleich der Farbintensitit mit der Positivkontrolle. Die Positivkontrolle,
in diesem Fall die Talgdriisen, konnten hier gut erkannt und so mit dem Tumorgewebe

verglichen werden (s. Abb.12).

Bei der Féarbung der verschiedenen Tumorgewebe-Praparate lieB sich ein deutlicher
Unterschied der beiden Entititen erkennen. Das Trichoblastom war in fast allen Féllen
(13/14 Fillen) komplett negativ (s. Abb. 14), wohingegen das Basalzellkarzinom
deutlich die Zellen des Tumorgewebes anfarbte (13/17 Féllen) (s. Abb. 13).

-43 -



‘.&~<i‘—" N . > =0 Jdod v
Abbildung 12: rogenrezeptor in normaler Kopfhaut in 400facher Vergroferung.
(Talgdriise) ist gut erkennbar.
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Abbildung 13: Androgenrezeptor in einem Basalzellkarzi rung mit
deutlich positiver Firbung.
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Abbildung 14: Androgenrezeptor in einem Basalzellkarzinom (Fall B10) in 400facher Vergrofierung mit
deutlich positiver Firbung.

Abildung 15: Androgenrezeptor in einem Trichoblastom all T4) z50facher Vergrofierung. Negative
Expression des Markers bei deutlich positiver Positivkontrolle.
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5.2.4 Laminin-gamma-5

Bei dem Antikérper Laminin-gamma-5 (LNS) beschrinkte sich die Farbung lediglich
auf das Zytoplasma der Tumorzellen (s. Abb. 15 und 16).

In der Auswertung war eine Unterscheidung der beiden Tumorentititen schwer
moglich. Zur besseren Differenzierung wurde das Tumorzytoplasma zusédtzlich
innerhalb eines Tumorknotens in zentral (Kriterium A) und peripher (Kriterium B)
unterschieden und semiquantitativ (s. Tab. 14) bewertet. Trotz dieser Unterscheidung
konnte bei der Auswertung jedoch kein signifikanter Unterschied gefunden werden.
Alle Fille der beiden Entitdten wiesen eine Positivitit auf. Daher wurde versucht durch

die weitere Bewertung von 0 bis 2 (s. Tab. 14) eine Differenzierung zu ermdglichen.

Es waren 10 von 17 Basalzellkarzinome zu mehr als 2/3 positiv im zentralen
Tumorknoten und im peripheren Tumoranteil in 10 von 17 Féllen. Das Trichoblastom
wies ein dhnliches Féarbemuster auf und war in 8 von 14 Fillen im zentralen
Tumorknoten zu mehr als 2/3 positiv sowie im peripheren Tumorknoten in § von 14
Fille zu mehr als 2/3 positiv. Mit einem Wert 1 (s. Tab. 14) wurde in 1 Trichoblastom
und 4 Basalzellkarzinome bewertet. Ein  Unterscheidungskriterium  zum

Basalzellkarzinom konnte nicht gefunden werden.
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Abbildung 17: LNS5 in einem Trichoblastom (Fall T11) in 50facher Vergréferung.
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5.2.5 Bcl2

Auch beim Antikorper Bel2 lag der Schwerpunkt auf den Tumorknoten und ihrer
Expression. Diese wurden zuerst in ihrer Gesamtheit (Kriterium A) betrachtet.
AnschlieBend wurden die peripher liegenden, palisadenférmig angeordneten
Tumorzellen (Kriterium B) beurteilt. Das Kriterium A und B konnte bei 6 von 14
Trichoblastomen mit einem Wert 2 beurteilt werden. Dieser Wert 2 (s. Tab. 14) besagt,
dass die Féarbung stdarker ist als die interne Positivkontrolle (hier: Lymphozyten) und
dass mehr als 30% des Tumoranteils geférbt ist. Im Vergleich dazu traf genau dies auch
bei 7 (Kriterium A) bzw. 6 (Kriterium B) von 17 Basalzellkarzinomen zu. 2
Basalzellkarzinome und 1 Trichoblastom waren negativ im Kriterium A. Beim
Kriterium B waren es 4 Trichoblastome und 3 Basalzellkarzinome. Daher ist eine
Zuordnung zu einer der beiden Entititen anhand von Bcl-2 nur schwer mdglich.
Uberdies zeigte sich die Bewertung bzw. die Abgrenzung und Einteilung des

Férbeverhaltens bei diesem Antikorper als vergleichsweise besonders schwierig.

AR
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(Fall B14) in 100facher Vergroferung.
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5.2.6 CD34

Im Gegensatz zu den letzten beiden Antikdrpern wurde bei CD34 nicht der
Tumorknoten, sondern das umgebende Bindegewebe betrachtet (s. Abb. 19 und 20).
Diese bindegewebigen Strukturen wurden anhand ihrer Lokalisation innerhalb der

Gewebeprobe in intratumoral (Kriterium A) und in peritumoral (Kriterium B) unterteilt.

Betrachtet man zuerst das Kriterium A, so liel sich ein dhnliches Firbeverhalten
feststellen: beim Basalzellkarzinom waren 4 von 17 Fillen bis zu 2/3 positiv und 3 Félle
sogar in mehr als 2/3 der intratumoralen Bindegewebestrukturen positiv. Beim
Trichoblastom waren es 5 von 14 Féllen mit bis zu 2/3 Positivitit und ebenfalls 3 Fille

mit mehr als 2/3 Positivitit.

Das Kriterium B (das peritumorale Bindegewebe) war in 10 von 17 Fillen des
Basalzellkarzinoms zu mehr als 2/3 positiv und in 4 von 17 Féllen mit bis zu 2/3
positiv. Das Trichoblastom wies in etwas weniger Féllen eine Positivitit des
peritumoralen Bindegewebes auf. So waren 6 von 12 Fillen mit mehr als 2/3 positiv

und nur 2 Fille mit bis zu 2/3 positiv.
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5.2.7 Cytokeratin 20

Das Cytokeratin 20 war in Einzelzellen in 4 von 17 der Basalzellkarzinome positiv und
in 6 von 14 der Trichoblastome. Es erwies sich in jedem einzelnen Fall als sehr
unterschiedlich und wurde daher lediglich hinsichtlich der Positivitit bzw. Negativitit

der Expression im Vergleich zur Positivkontrolle beurteilt. Ein klar differenzierendes

Muster konnte nicht erkannt werden. Exemplarisch hierfiir sind die Abbildungen 21 und

22.

ﬁ/f "’ "“i\ N »

S
el

HEL &@iﬁ; RO TS A R = S AN w7
Abbildung 22: CK20 in einem Basalzellkarzinom (Fall B8) in 50facher Vergréferung.
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5.2.8 Cytokeratin 8

Das Cytokeratin 8 (CK8) erwies sich in allen Basalzellzellkarzinomen, sowie auch in
allen Trichoblastomen, als negativ (s. Abb. 23 und 24). Somit war es nicht

differenzierend.
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5.2.9 PHLDAI1
Der Antikorper PHLDA1 wurde auf die Férbungen der epithelialen Bereiche der

Tumore (Kriterium A), auf angefirbte Melanozyten (Kriterium B) und auf die

Markierung einer mesenchymalen Papille (Kriterium C) untersucht.

Die epithelialen Anteile der Trichoblastome wiesen eine starke Expression auf und
waren in 9 von 14 Fillen in mehr als 2/3 der Tumoranteile positiv. Zusitzlich waren in
3 Féllen zumindest bis zu 2/3 der Tumoranteile positiv. Weniger als 1/3 der

Tumoranteile war lediglich bei einem Trichoblastom zu erkennen.

Im Gegensatz dazu wiesen 15 von 17 Basalzellkarzinome eine Positivitit von kleiner
1/3 der Tumoranteile im epithelialen Anteil auf. Nur ein Basalzellkarzinom zeigte eine
Positivitdt groBer als 1/3 und kleiner als 2/3 und eines mit einer Positivitit groer gleich

2/3.

Sehr gut zu erkennen waren die Melanozyten im Basalzellkarzinom, welche sich als
,wie gepfeffert unter dem Mikroskop darstellten (s. Abb. 25). 12 der 17
Basalzellkarzinome wiesen diese Melanozyten in mehr als 2/3 der Tumorfldche auf.
Beim Trichoblastom zeigte sich dies in keinem der Félle. Lediglich in einem der 14
Trichoblastome waren Melanozyten in bis zu 2/3 der Tumorflache zu erkennen.

Bei den restlichen Trichoblastomen lag der Anteil der darstellbaren Melanozyten

deutlich unter 1/3 der Tumorflédche, so wie bei 5 der 17 Basalzellkarzinome.

Eine Anfirbung mehrerer mesenchymaler Papillen, welches einem Wert 1 entspricht (s.
Tab. 14), konnte in 7 der 14 Trichoblastome gut erkannt werden (s. Abb. 26 und 28). Im
Gegensatz dazu waren es beim Basalzellkarzinom lediglich 2 der 17 Fille mit einem
Wert 1. Die restlichen Félle beider Entititen konnten mit einem Wert 0 bewertet

werden.
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Abbildung 26: PHLDAI in einem Basalzellkarzinom (Fall B17) in 100facher Vergroferung. Die
Expression der Melanozyten ist gut als eine ,, Pfefferung * zu erkennen.

M

Abbildung 2
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Abbildung 28 (Fall B17) in 400facher Vergrofierung.

lastom (Fall T11) in 400facher Vergréfierung.
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5.2.10 BerEP4
Der Antikérper BerEP4 markierte Tumorknoten und wurde auf dessen peripheres

(Kriterium A) und zentrales (Kriterium B) Fiarbeverhalten untersucht.

Der periphere Anteil des Tumors war beim Trichoblastom in 5/14 Féllen zu weniger als
1/3 positiv (Wert 0), beim Basalzellkarzinom in 1/17 Féllen. Bei den zentralen
Tumoranteilen traf dies in 7/14 Trichoblastomfillen, aber in keinem Basalzellkarzinom

Zu.

Ein Wert 1, mehr als 1/3 aber weniger als 2/3 Positivitdt der Tumoranteile, war in den
peripheren Anteilen in 2/14 Trichobastomen und in keinem der Basalzellkarzinome zu
erkennen. Bei Betrachtung der zentralen Anteile waren es 3/14 Trichoblastome und

4/17 Basalzellkarzinome.

In 16 von 17 Basalzellkarzinomen war der periphere Tumorknotenanteil zu mehr als 2/3
markiert. Beim Trichoblastom waren es 7 von 14 (s. Abb. 31 und 32).

Im Gegensatz dazu zeigte sich im zentralen Tumoranteil beim Basalzellkarzinom eine
Markierung zu mehr als 2/3 des Tumorknotens in 13 von 17 Fillen (s. Abb. 29 und 30)

und nur bei 4 von 14 Trichoblastomen.
Dass beide Kriterien mit einer 2 (mehr als 2/3 Positivitit) bewertet wurden, kam beim

Basalzellkarzinom in 12 von 17 Féllen und beim Trichoblastom in nur 3 von 14 Fillen

vor.
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Abbildung 31: BerEP4 in einem Basalzellkarzinom (Fall B13) in 400facher Vergrofferung.
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Abbildung 33: BerEP4 in einem Trichoblastom (Fall T7) in 100facher VergrifSerung.
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5.2.11 Cytokeratin 15

Beim Antikérper CK15 wiesen 3 von 17 Basalzellkarzinome eine positive Expression
mit einem Anteil von groBer als 50% auf. Im Gegensatz dazu waren dies beim

Trichoblastom 7 von 14 Fillen.

5 der 17 Basalzellkarzinome zeigten eine Expression, die geringer als 50%, aber grofer
als 10% der Tumoranteile, war. Ebenso war diese Expression beim Trichoblastom in 5

der 14 Fille sichtbar.

Eine sehr geringe Positivitit (<10%) der Tumoranteile konnte bei 9 der 17
Basalzellkarzinome festgestellt werden. Beim Trichoblastom waren es 2 der 14 Fille

mit weniger als 10%.

Als Positivkontrolle wurden die basalen Zellen mit dem Tumorgewebe verglichen (s.

Abb. 33).

Abbildung 34: CK15 in normaler Kopfhaut in 50facher Vergrofierung.
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5.3 Statistische Bewertung der eigenen Versuche

Zur statistischen Betrachtung der Werte wurden zwei verschiedene Methoden des
sogenannten ,,Clusterings™ verwendet. Hierbei wurden Zusammenhénge der Werte und
damit eine Kategorisierung der Werte zu sogenannten Clustern bzw. Gruppen
untersucht. Das Clustering soll einen Anhaltspunkt geben, wie gut die Zuordnung zu
einem Trichoblastom wund einem Basalzellkarzinom und dadurch auch eine

Unterscheidung mdglich ist.

5.3.1 Clusteranalyse mit Cramers V

5.3.1.1 Berechnung des Cramers V

Eine dieser Cluster-Methoden ist das ,Cramers V. Cramers V ist ein
Kontingenzkoeffizient, der den Zusammenhang zwischen der Ausprigung eines
Kriteriums eines Antikorpers und einer Tumorentitdt misst. Dies bedeutet in unserem
Fall, dass versucht wurde, das mikroskopische Ergebnis des jeweiligen Kriteriums dem
Trichoblastom bzw. Basalzellkarzinom zuzuordnen. Der Kontingenzkoeffizient soll

einen Anhaltspunkt geben, wie gut diese Zuordnung moglich ist.

Im Folgenden wurden mit dieser Methodik des Cramers V die Ergebnisse der
mikroskopischen Auswertung (Tabelle 17) der Trichoblastome und Basalzellkarzinome

getestet. Daraus entstand die Tabelle 18.

Zusitzlich wurde zum Cramers V ein Vorhersagewert (p-Wert) angegeben. Dieser
wurde nach dem exakten Test nach Fisher berechnet, um trotz einer geringen Fallzahl

zuverléssige Ergebnisse zu erhalten. Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05 (123).
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Tabelle 18: Ergebnisse des Kontingenzkoeffizienten Cramers V und dessen Bewertung. Zusdtzlich wurde
Jjeweils ein p-Wert berechnet:

Antikorper Kriterien Cramers Bewertung des p-Wert®
\% Cramers V
(Kontin- (Farbe)®
genzkoef-
fizient)
Drebrin mesenchymale 0,5153 0,01612051
Hiillschicht
fokales 0,3673 - 0,09272031
Tumorzytoplasma
C Epidermis tiber Tumor 0,0442 sehr schwach -
>90% 0,2500 méaBig 1,00000000
Tumorzytoplasma
Nestin fokal mesenchymale  0,8678 0,00000308
A . )
Hiillschicht
B Tumorknoten 0,2655 mafBig stark 1,00000000
Androgen- , Tumorzellkerne 0,7175 0,00017578
rezeptor
LN5 zentrales 0,2696 méBig stark 0,41247641
Tumorzytoplasma
peripheres 0,3556 - 0,19754789
Tumorzytoplasma
Bcel2 A Tumorknoten 0,1373 sehr schwach 0,58620690
palisadenartiger 0,1665 schwach 0,67458493
Tumorknoten
CD34 intratumorales 0,1635 schwach 0,47948776
Bindegewebe
peritumorales 0,1835 schwach 0,40285755
Bindegewebe
CK20 A Positivitit/Negativitit  0,2559 mafBig stark 0,44136319
CK8 A Positivitit/Negativitit  0,0000 kein -
Zusammenhang
PHLDAI1 A Epithel 0,6789 ibermdfig stark  KUNPELA 0
B Melanozyten 0,5742 ibermadBig stark  KUNNILFAAES
C mesenchymale Papille 0,3478  [Statk = 0,04387161
BerEP4 A periphere Zellendes  0,5071 0,06711161
Tumorknotens
zentrale Zellen des 0,6151 0,00130515
Tumorknotens
CK15 A Positivitdt/Negativitdt  0,4332  |[CXITCHUSIAERINNN 0,05702633

> Begriffe dieser Bewertung analog einer Interpretationstabelle (s. Tab. 19) aus einer
Veroffentlichung der Universitdt Toronto im Bereich ,,Computing in the Humanities
and Social Sciences™ (POL242: Lab Manual: Exercise 3a).

® Vorhersagewert (p-Wert) nach dem ,exakten Test nach Fisher“. Bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 sind bei diesem Test Werte < 0,05 als signifikant
anzusehen (hier farbig unterlegt).
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5.3.1.2 Interpretation der Cramers V-Werte und statistische Bewertung der Methodik

Cramers V ist ein Kontingenzkoeffizient. Der Koeffizient leitet sich vom Chi-Quadrat-
Test ab. Die Werte von Cramers V liegen zwischen 0 und 1, wobei O fiir keinen
Zusammenhang steht und 1 fiir einen perfekten Zusammenhang (s. Tab. 19). Daher
sollten die Werte moglichst nahe der 1 liegen, damit davon ausgegangen werden kann,
dass das untersuchte Kriterium gut zwischen einem Trichoblastom und einem

Basalzellkarzinom unterscheidet.

Die in Tabelle 18 aufgefiihrten Werte der Cramers V-Berechnung wurden analog einer
Interpretationstabelle (s. Tab. 19) aus einer Verdffentlichung der Universitdt Toronto im
Bereich ,,Computing in the Humanities and Social Sciences® (POL242: Lab Manual:
Exercise 3a) interpretiert (s.Tab. 18). Hierbei wird eine Abstufung der Zusammenhénge
der Variablen vorgenommen, welche sich vom schlechtesten Ergebnis (,.kein
Zusammenhang*) zum besten Ergebnis (,,bestmdglicher Zusammenhang®) erstreckt (s.

Tab. 19).

Tabelle 19: Interpretationstabelle fiir die Werte des Cramers V:
Grad des Bewertung des Zusammenhangs der Ausprigung eines

Zusammenhangs/ Kriteriums und einer Tumorentitit (T oder B)

Kontingenzkoeffizient:

0,00 kein Zusammenhang

0,00 bis 0,15 sehr schwacher Zusammenhang

0,15 bis 0,20 schwacher Zusammenhang

0,20 bis 0,25 mafBiger Zusammenhang

0,25 bis 0,30 mafig starker Zusammenhang

0,30 bis 0,35

0,35 bis 0,40

0,40 bis 0,50

0,50 bis 0,99 iibermédfig starker Zusammenhang

1,00 maximaler, bestmdglicher Zusammenhang

Erst ab einem Wert von 0,20 ist das Ergebnis als ,,mdBig*“ zu bewerten und somit
akzeptabel. Wiinschenswert wiren jedoch Werte ab 0,25. Je groBer der Wert ist und

somit ndher an 1 liegt, desto starker ist der Grad des Zusammenhangs der Variablen:
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Dies entspricht in dieser Arbeit dem Zusammenhang zwischen der Auspridgung eines
Kriteriums eines Antikorpers und der Tumorentitit. Daher sind vor allem die
Antikorper mit einem Ergebnis nahe dem Wert 1 von Interesse, da sich diese wohl fiir

eine Differenzierung der beiden Tumore eignen.

Zusitzlich wurde ein Vorhersagewert (p-Wert) fiir die Kriterien mit einem Wert des
,Cramers V* von grofler als 0,15 angegeben. Dieser wurde nach dem ,,exakten Test
nach Fisher berechnet, damit trotz der geringen Fallzahl zuverldssige Ergebnisse zu
erwarten sind. Der exakte Test nach Fisher ist ein Signifikanztest fiir die
Unabhingigkeit der Variablen und stellt dabei keine Forderungen an die Fallzahl. Bei
einem angenommenen Signifikanzniveau von p < 0,05 sind bei diesem Test, die in der
Tabelle 18 farbig unterlegten Werte als signifikant anzusehen. Somit sind nach der
Berechnung nach Cramers V hier die Werte beim Drebrin (Kriterium A), dem Nestin
(Kriterium A), dem Androgenrezeptor, dem PHLDA1 und dem BerEP4 (Kriterium B)
signifikant und haben eine geringe Irrtumswahrscheinlichkeit. Die hier nicht farbig
markierten Werte waren bei diesem Test nicht signifikant und lieBen eine

Unterscheidung mit dem Kontingenzkoeffizienten Cramers V nicht zu.

Im Folgenden wurde die Methodik des Clustering mit Cramers V bzw. k-Mode
weitergehend statistisch bewertet (s. Tab. 20):

Tabelle 20: Statistische Bewertung der Clusteranalyse des k-Mode:

Statistik Bewertung des k-Mode: ’

Fehler 12,90%
Genauigkeit 87,10%
Spezifitat = TN/(TN+FP) 85,72%
Sensitivitdt = TP/(TP+FN) 88,24%
PPV = TP/(TP+FP) 15/ (15+2) = 88,24%
NPV = TN/(TN+FN) 12/ (12+2) = 85,72%

Likelihood ratio LR-negativ:
(1-SEN)/SPE = (1 —0,8824) / 0,8572 = 0,1372
Likelihood ratio LR-positiv:
SEN/(1-SPE) = 0,8824 / (1 - 0,8572) = 6,1793

7 Erklidrung der Abkiirzungen:
TN = true negative, TP = true positive, FN = false negative, FP = false positive,
SEN = Sensitivitdt, SPE = Spezifitit
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Es zeigte sich insgesamt in der Untersuchung mit k-Mode bzw. dem Cluster (s. Tab. 18,
21) eine Fehlerquote von 12,90% (s. Tab. 20). Somit ergab die Untersuchung
gleichzeitig eine Genauigkeit von 87,10%. Diese kann jedoch durch Kombinationen der
Kriterien noch weiter verbessert werden. Ebenso wiirde eine groBere Fallzahl die
Ergebnisse belastbarer machen, da die hier verwendete Fallzahl mit insgesamt 31 Féllen
der beiden Kategorien, Trichoblastom und Basalzellkarzinom, als gering einzuschitzen
ist. Durch diese Limitation der Stichprobengrdofle ist die Robustheit des Modells als
kritisch zu bewerten. Die in dieser statistischen Betrachtung berechneten Werte im k-
Mode beziehen sich auf einen unbekannten bzw. neuen Tumor, welcher mit einer
Blaupause gleichzusetzen ist. Aufgrund der geringen Fallzahl konnte sich bereits bei
einem weiteren unbekannten Fall, (mit der Differentialdiagnose Basalzellkarzinom
versus Trichoblastom) mit anderen Werten, die Genauigkeit um ca. 3% (1:31 Fille x
100) verdndern. Dadurch konnte das Modell fiir weitere unbekannte Falle stark
variieren. Aufgrund der geringen Stichprobengrdf3e ist folglich die kritische Robustheit
bei der Betrachtung von hier empfohlenen differentialdiagnostischen Hilfsmitteln zu

beachten.

Anhand der Sensitivitét (s. Methodik und Wert Tab. 20) kann geschlussfolgert werden,
dass ein Basalzellkarzinom zu 88,24% auch als solches erkannt wird. Analog dazu wird

durch die angegebene Spezifitit ein Trichoblastom zu 85,72% erkannt.

Der positive und negative Vorhersagewert (PPV und NPV) gibt eine
Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Trichoblastom nun tatsdchlich einem solchen
entspricht und analog dazu, ein Basalzellkarzinom tatséchlich ein solches ist. Da in
unserer Untersuchung sich die falsch-positiven (FP) und die falsch-negativen (FN) Fille
in der Anzahl nicht unterscheiden, ergaben sich demnach auch die entsprechenden

Werte der Sensitivitét und Spezifitit.

Die ,Likelihood ratio* gibt einen Anhaltspunkt fiir die Wahrscheinlichkeit eines
positiven oder negativen Testresultates unabhingig von der Prdvalenz. Sowohl das
positive Wahrscheinlichkeitsverhéltnis mit einem Wert von 6,1793, als auch das
negative mit einem Wert von 0,1372 entspricht einer relativ hohen diagnostischen

Evidenz.
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5.3.1.3 Visualisierung der Werte des Cramers V

Durch die Untersuchung mit ,,k-Mode“ (121) konnte ein Cluster ermittelt werden,
welches geeignet erscheint, in der Diagnostik die beiden Tumorkategorien korrekt zu
differenzieren®: Das entstandene Cluster (s. Tab. 21) betrachtet mit Hilfe der k-Mode-
Methode die Trichoblastome (T) und die Basalzellkarzinome (B) einzeln. Es teilt diesen
beiden Entitdten einen sogenannten Modus zu. Dieser Modus entspricht den jeweiligen
Eigenschaften bzw. festgelegten Kriterien, welche fiir den entsprechenden Tumor (T
oder B) am hdufigsten vorkamen. Somit ist der jeweils zugeteilte Modus, die
Eigenschaft bzw. das Kriterium, welches am wahrscheinlichsten zutreffend fiir diesen
Tumor sein konnte. Hierbei konnten einige Werte (fett und blau hinterlegt hinterlegt)

ermittelt werden, welche eine Differenzierung ermoglichen konnten (s. Tab. 21).

Dieses Clustering soll eine Methode zur Differenzierung der beiden Entitdten liefern.
Hierfiir wiirden sich, aufgrund ihrer differenzierenden Werte (fett und blau hinterlegt),
die Antikorper Drebrin, Nestin, der Androgenrezeptor, Bel2, CD34, PHLDA1, BerEP4
und das CKI15 eignen. Insgesamt kommt man mit diesen Antikorpern auf 10
differenzierende Kriterien. So konnte laut Tablle 21 beispielsweise bei Nestin die
Féarbung vieler fokaler mesenchymaler Hiillschichten (Kriterium A, Wert 2) darauf
hinweisen, dass es sich hierbei um ein Trichoblastom handelt. Ist diese Farbung nicht zu
erkennen (Wert 0), spricht dies fiir ein Basalzellkarzinom. Das Kriterium B des Nestins

konnte allerdings nicht differenzieren und erhielt somit im k-Mode keinen Modus.

8 Nicht eindeutig zu erkennende Auspriagungen der Antikérper wurden fiir das k-Mode
Verfahren als unbekannt kodiert.
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Tabelle 21: Clusteranalyse der Antikorper und ihrer Kriterien anhand des Cramers V:

Cluster Schwerpunkte:

Antikorper Alphabetische  Kriterien Entitit
Gliederung der mit threm

Kriterien: Modus’

T B

Drebrin A mesenchymale Hiillschicht 0 0

B <30% Tumorzytoplasma 0 0

C Epidermis tiber Tumor 2 2

D >90% Tumorzytoplasma 1 0

Nestin A fokal mesenchymale Hiillschicht 2 0

B Tumorknoten 0 0

Androgenrezeptor A Tumorzellkerne 0 2

LNS A zentrales Tumorzytoplasma 2 2

B peripheres Tumorzytoplasma 2 2

Bcl2 A Tumorknoten 2 1

B palisadenartig Tumorknoten 2 1

CD34 A intratumorales Bindegewebe 1 0

B peritumorales Bindegewebe 2 2

CK20 A Positivitit/Negativitdt 0 0

CK8 A Positivitit/Negativitdt 0 0

PHLDA1 A Epithel 2 0

B Melanozyten 0 1

C mesenchymale Papille 0 0

BerEP4 A periphere Zellen des TK 2 2

B zentrale Zellen des TK 0 2

CK15 A Positivitdt/Negativitét 2 0

Zu beachten dabei ist, dass die Methodik des k-Mode in Python die Variablen der
Auswertung (0, 1, 2) der Tabelle 14 unabhéngig voneinander bewertet. Ist also bei der
Auswertung eines Antikorpers eine der Variablen gleich oft vorhanden, so entscheidet
sich k-Mode in Python fiir die kleinere Variable. Das bedeutet, dass beispielsweise
Drebrin im Kriterium A kein differenzierender Modus zugeteilt wurde, da auch fiir das
Trichoblastom ein Wert 0 festgelegt wurde und somit sowohl T, als auch B den Wert 0

aufweisen und sich nicht unterscheiden lassen.

? Den Entititen (T= Trichoblastom, B= Basalzellkarzinom) wurde der sogenannte
Modus zugeteilt. Dieser Modus ist ein Wert von 0 bis 2 analog der Tabelle 14, welcher
fiir den entsprechenden Tumor am héufigsten vorkam.
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Es kann gegebenenfalls mikroskopisch schwierig sein, zwischen einem Wert 1 und
einem Wert 2 (siche entsprechend festgelegte Kriterien aus der Tab. 14) zu
differenzieren. Einfacher sollte es jedoch sein, einen Wert 0 von einem Wert 2, nach
den jeweiligen Kriterien abzugrenzen. Daher konnten vor allem Nestin, der
Androgenrezeptor, PHLDA1 und CK15 zur korrekten Diagnostik von grolem Interesse

sein.

Um dies zu iiberpriifen und besser zu visualisieren wurde die Tabelle 21 mit dem
urspriinglich erhobenen Datensatz (Tab. 17) verglichen, wodurch die Tabelle 22
entstand. Hierzu wurden die erhobenen Variablen (Tab. 14) mit dem erstellten Cluster
(Tab. 21) so verglichen, dass die entsprechenden Variablen einem Trichoblastom (T)
oder einem Basalzellkarzinom (B) zugeordnet werden konnten. Fiir diese
Kategorisierung bzw. die Veranschaulichung dieser Differenzierung wurden drei Farben
gewihlt: weill = unter dem Mikroskop nicht auswertbar (entspricht dem Wert 3); griin =
der Wert entspricht einem T; rot = der Wert entspricht einem B; gelb = der Wert liegt

zwischen einem klarem T und B.

In der Spalte ,,Auswertung* wurde die Anzahl der Kriterien angegeben, bei welchen die
neu gewihlte Kategorisierung (griin = Trichoblastom (T); rot = Basalzellkarzinom (B)),
anhand des Modus des Clusters (s. Tab. 21), mit der urspriinglichen klinischen

Diagnose iibereinstimmt.
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Tabelle 22: Veranschaulichung der Clusteranalyse anhand unserer Daten:

Erliuterung der Farbenbewertung:

_ der Wert entspricht einem Basalzellkarzinom

Farben:

_ der Wert entspricht einem Trichoblastom

Wert 3 (unter dem Mikroskop nicht auswertbar)

weill
gelb

der Wert liegt zwischen einem klarem T und B
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welchen die neu gewihlte

bei

differenzierenden Kriterien,

der

10 Anzahl

Kategorisierung (griin = Trichoblastom (T); rot = Basalzellkarzinom (B)) anhand des
Clusters (s. Tab. 17) mit der urspriinglichen klinischen Diagnose {libereinstimmt.
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Die durch unser Cluster (s. Tab. 21) vorhergesagte Diagnose eines Tumors, ob es sich
bei dem entsprechenden Gewebe um ein Trichoblastom oder ein Basalzellkarzinom
handelt (s. Tab. 22: Vorhersage), stimmt in 27 von insgesamt 31 Féllen mit dem rein

morphologischen Gold-Standard iiberein.

5.3.1.4 Trefferquote der Cramers V-Analyse und Aufstellung eines Kurzleitfadens

Die Veranschaulichung des Clusters (Tab. 22) ermdglichte eine weitere Auswertung (s.
Tab. 23) zur Darstellung einer ,,Trefferquote” (= Anzahl der Werte der Tabelle 22 der
jeweiligen Kriterien, welche der internen Diagnose entsprechen/ Gesamtanzahl der

Fille).

' Die Spalten p-Wert, Bewertung, Cramers V sind analog zur Tabelle 18, mit der
Farbbewertung des Tabelle 19.
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Tabelle 23: Darstellung der Trefferquote durch Auswertung der Tabelle 22 zusammen mit dem Cluster
der Tabelle 21 :

Antikorper und ihre differenzierenden Kriterien (A-D):

o
~ = < -
= g £ < 5 E e
= 2 S [5g \p
B 3 & S =) o 5 o
s R~ z < 2 Q » 2 Q
§ D A A A B A A B B A
h
T 714 713 13/14  6/14 6/14  5/14 8/14 13/14 7/14 7/14
50% 54% | 93% 43% 43%  36% 57% 93% 50% 50%
B 716 1516 11/17  9/16 7/16 10/17 15/17 12/17 13/17 9/17
44% 94%  65% 56% 44%  58,82%  88% 71% 76% 53%

Die hochste Trefferquote ein Trichoblastom zu erkennen, wies mit der gleich hohen
Trefferquote von 93% der Androgenrezeptor sowie der Antikérper PHLDA1 mit
seinem Kriterium B auf. Zur Erkennung eines Basalzellkarzinoms iiberzeugte in dieser
Untersuchung das Nestin mit einer Trefferquote von 94%, gefolgt vom PHLDA1 mit
dem Kriterium A mit 88%.

Mit Hilfe dieser Trefferquote in Tabelle 23 konnte eine Reihenfolge bzw. Abstufung der
als Indikatoren zu verwendenden Antikorper erstellt werden: Zu empfehlen wéren
demnach das Nestin, gefolgt vom Androgenrezeptor und PHLDAI mit dem Kriterium
B und dem Kriterium A. Hierbei stechen jedoch vor allem zur Erkennung eines
Trichoblastoms der Androgenrezeptor und das PHLDA1 mit dem gewihlten Kriterium
B hervor, da diese in 13 von 14 Fillen das Vorhandensein eines Trichoblastoms durch
eine negative Féarbung erfolgreich bestitigen konnten. Allerdings waren auch 4 von 17
Basalzellkarzinomen negativ fiir den Androgenrezeptor und 5 von 17 PHLDA1 negativ
im Kriterium B. In diesen Fillen konnte aber das Basalzellkarzinom durch ein Nestin
negatives Ergebnis ausgeschlossen werden. 15 von insgesamt 16 Basalzellkarzinomen

waren Nestin negativ, jedoch lediglich 1 von 14 Trichoblastomen.

Orientiert man sich an dem oben genannten Cluster (s. Tab. 21 und 22) konnte zu 100%
die richtige Diagnosevorhersage rein immunhistochemisch gestellt werden, wenn
mindestens 6 der 10 genannten differenzierenden Kriterien dem des jeweiligen Tumors
entsprachen. Diese hier 100%ige Wahrscheinlichkeit scheint als

Routinediagnostikmittel aufgrund der 10 benétigten Antikdrper und den damit
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verbundenen Kosten schwierig umsetzbar, zeigt aber die enormen Moglichkeiten einer

Diagnosesicherheit mit Hilfe dieses Clusters auf.

Durch die Ergebnisse der Trefferquoten aus Tabelle 23 ldsst sich ein diagnostischer
,LKurzleitfaden* zur differentialdiagnostischen  Entscheidung zwischen dem

Trichoblastom und dem Basalzellkarzinom erstellen (s. Tab. 24).

Tabelle 24: , Kurzleitfaden* zur Interpretation der immunhistochemischen Ergebnisse des
Androgenrezeptors (AR), PHLDA Kriterium B und Nestin Kriterium A:

Kurzleitfaden:

Antikorper Kriterium Trichoblastom Basalzellkarzinom

Nestin A  fokal mesenchymale + -
Hiillschicht

AR A Positivitit - +

PHLDA1 B Melanozyten - +

BerEP4 B Zentrale Zellen des - +
Tumorknotens

Die Diagnostik zusammen mit der Androgenrezeptor-Fiarbung iiberzeugte vor allem
auch mikroskopisch. Die positiven Félle waren sehr gut von den negativen abzugrenzen,
genauso gut gelang dieses auch umgekehrt. Dies wiirde dem Pathologen eine leichte
und schnelle mikroskopische Moglichkeit bieten, die klinische Verdachtsdiagnose

abzugleichen.

Fiir diesen Kurzleitfaden (s. Tab. 24) wurde, analog der Methode in Tab. 20, der
positive pradiktive Vorhersagewert (PPV) sowie ein negativer prédiktiver
Vorhersagewert (NPV) der jeweiligen Trichoblastome und Basalzellkarzinome
ermittelt. Zudem wurde eine Sensitivitdt und eine Spezifitit angegeben (s. Tab. 25

unten).
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Zusitzlich wurden in dieser Darstellung die Antikdrperfairbungen nach den Werten des
Cramers V (s. Tab. 18) und der Trefferquote (s. Tab. 23) kombiniert in einer nach rechts
absteigenden Wertigkeit sortiert. Diese Wertigkeit wird mit Hilfe eines nach rechts
zulaufenden Keils visualisiert (s. Tab. 25). Angefangen links mit den besten Werten des
Cramers V (hier Nestin) und absteigend nach rechts: Nestin hat mit 0,8678 bei der
Berechnung des Cramers V den besten Kontingenzkoeffezienten (mit dem grofiten
Zusammenhang zwischen der Auspriagung eines Kriteriums und dem Trichoblastom
oder Basalzellkarzinom) sowie eine hohe Trefferquote mit 93% fiir das
Basalzellkarzinom. Der Androgenrezeptor folgt mit einem Cramers V von 0,7175 und
einer Trefferquote flir das Trichoblastom von 94%. PHLDA1 (Kriterium B) wurde an
die dritte Stelle sortiert, denn obwohl der Wert des Cramers V mit 0,574 etwas geringer
ist als der Wert bei BerEP4, so ist doch die Trefferquote mit 93% fiir ein Trichoblastom
dhnlich hoch wie die Quoten des Nestins und Androgenrezeptors. Bei BerEP4
(Kriterium B) war die Trefferquote mit 76% fiir ein Basalzellkarzinom deutlich
geringer. Daher wurde dieser Wert bei der Vorhersage als schwichstes gewertet und

ganz rechts in der Tabelle 25 aufgefiihrt.

Die einzelnen Spalten bzw. Fille wurden so sortiert, dass ganz oben der eindeutigste
Trichoblastomfall und ganz unten der eindeutigste Basalzellkarzinomfall zu finden ist.
Dabei wurden insbesondere die rot hinterlegten Werte (einem Basalzellkarzinom
entsprechend) und die griin hinterlegten Werte (einem Trichoblastom entsprechend)
beriicksichtigt, da die gelb hinterlegten Werte nicht eindeutig einer der beiden Entitéten

zugeordnet werden kann (s. Tab. 22).

Uberzeugend hierbei sind vor allem die Werte des Nestins, welche bei allen

Berechnungen bei grofler 92% liegen.

Abschliefend wurde die Aussagekraft des Kurzleitfadens bei Auswertung der vier
Antikorperfarbungen beziiglich des Zutreffens der daraus abgeleiteten Diagnose
bestimmt (s. Tab. 25, rechte Spalte: Enddiagnose/Vorhersage). Bei dieser Vorhersage
wurde die festgelegte Reihenfolge der Kriterien, der gemeinsamen Wertigkeit aus
Cramers V und der Trefferquote entsprechend, beriicksichtigt. Daher wurde
beispielsweise fiir den Fall B16 die Enddiagnose eines Basalzellkarzinoms getroffen,

obwohl die Werte des Androgenrezeptors und des PHLDA1 (Kriterium B) fiir ein
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Trichoblastom sprechen, weil die Nestinfairbung mit der hochsten Wertigkeit fiir ein

Basalzellkarzinom spricht und somit als ausschlaggebend bewertet wurde.

Tabelle 25: Anwendung des ,, Kurzleitfadens* an den Fillen des Trichoblastoms und Basalzellkarzinoms
mit Treffen einer Enddiagnose/Vorhersage:

Wertigkeit Kurzleit-
der Kriterien ———=== faden:
ergebend aus:

Cramers V: 0,8678 0,7175 0,5742 0,6151

Trefferquote:  93% (B) 94% (T) 93% (T) 76% (B)

Antikorper: Nestin AR PHLDA1 BerEP4

Kriterien: A Enddiagnose

/ Vorhersage

— >
1
~
N
1



Wertigkeit

der Kriterien
ergebend aus:

Cramers V:
Trefferquote:
Antikorper:
Kriterien:

PPV (T)
TP/(TP+FP)

NPV (T)
TN/TN+FN)

PPV (B)
TP/(TP+FP)

NPV (B)
TN/TN+FN)

Spezifitit (T)

TN/(TN+FP)

Sensitivitit

(D)
TP/(TP+FN)

Spezifitiit (B)

TN/(TN+FP)
Sensitivitit

(B)

TP/(TP+FN)

Enddiagnose Vorhersage:

Richtige Enddiagnose/ Gesamtzahl

|

0,8678 0,7175 0,5742 0,6151
93% (B) 94% (T) 93% (T) 76% (B)
Nestin AR PHLDA1 BerEP4
A A B B
(12/ (12+1))  (13/(13+4)) (13/(13+5)) (7/ (7+7))
x 100 x 100 x 100 x 100
=92% =76% =72% =50%
(15/ (15+1))  (13/(13+1)) (12/(12+ (13/13+4))
x 100 x100 1)) x 100 x 100
=94% =93% =92% =76%
(15/ (15+1)) (13/(13+1)) (12/(12+1)) (13/(13+4))
x 100 x100 x 100 x 100
=94% =93% =92% =76%
(127 (12+1))  (13/(13+4)) (13/(13+5)) (7/ (7+7))
x 100 x 100 x 100 x 100
=92% =76% =72% =50%
(15/ (15+1)) (13/(13+4)) (12/(12+5)) (13/(13+7))
x 100 x 100 x 100 x 100
=94% =76% =T71% =65%
(127 (12+1))  (13/(13+1)) (13/(13+1)) (7/(7+4))
x 100 x100 x 100 x 100
=92% =93% =93% = 64%
(12/ (12+1))  (13/(13+1)) (13/(13+1)) (7/(7+4))
x 100 x 100 x 100 x 100
=92% =93% =93% = 64%
(15/ (15+1)) (13/(13+4)) 12/ (12+5)) (13/(13+7))
x 100 x 100 x 100 x 100
=94% =76% =T71% =65%

dass

Infolgedessen sollte beachtet werden,

Kurzleit-
faden:

Enddiagnose
/ Vorhersage

29/31
X 100
= 94%

die Kombination der Antikdrper

gegebenenfalls eher als eine Art Stufensystem zu verstehen ist, in welcher weitere

Informationen zu der jeweiligen Charakteristik des Falles gesammelt werden,

abnehmend in der Wertigkeit bzw. Aussagekraft des folgenden Antikorpers. Es konnte

auch, aufgrund der abnehmenden Vorhersagekraft, bei jedem weiteren Antikdrper zu

einer weiteren Fehlerquelle kommen. Daher ist bei unklaren Fillen vor allem die

Betrachtung des Nestins zu empfehlen.
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AbschlieBend lassen sich aber sehr gute Ergebnisse nach dieser Vorgehensweise
erkennen: es konnten als Enddiagnose 16 der 17 Basalzellkarzinome korrekt als solche
klassifiziert werden sowie 13 der 14 Trichoblastome. Nur je 1 Fall der beiden Tumore
wurde entgegen dem morphologischen Goldstandard vorhergesagt. Dies entspricht

insgesamt einer Vorhersage von 94%.

5.3.1.5 Anwendung des Cramers V und dessen Kurzleitfaden an der Testgruppe ,,F*

Im Folgenden wurde das Cluster (Tab. 21) auch fiir die dritte Fallgruppe, welche die
bereits vorgestellten mikroskopisch schwer zu diagnostizierenden bzw. morphologisch

uneindeutigen Fille (F-Fille) umfasst, angewendet:

Tabelle 26: Clustering der F-Fille:
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Vorhersage:
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Mit der Annahme der Richtigkeit der Werte des Clusters (Tabelle 21) konnte die
Testgruppe F mit einer ,,Vorhersage“ einer der beiden Tumorentititen zugeordnet
werden. Zu beachten ist, dass die verwendeten ,JF-Fille“ besonders schwer
mikroskopisch zu diagnostizierende Fille waren. Teilweise wiesen diese Fille
verschiedene Tumoranteile auf, welche auf ein biphasisches Verhalten hinweisen

konnen.

In Anbetracht dessen stellt sich die Frage, ob es prinzipiell moglich ist, die beiden
Entitdten, das Trichoblastom und das Basalzellkarzinom, voneinander prézise
abzugrenzen und ob eine Zuordnung zu einer der beiden Entitdten durchgédngig moglich
ist. Eventuell handelt es sich um ein stufenloses, kontinuierliches Spektrum mit zwei
polaren Enden. An dem einem Ende wiirde man dann das Trichoblastom, an dem
anderen das solide oder mikronoduldre Basalzellkarzinom vorfinden. In diesem Fall

sollte die Einteilung in zwei Tumorentitdten hinterfragt werden.

Zur genaueren Betrachtung dieser Fragestellung wurden die F-Fille der Tabelle 26 in
einer neuen Tabelle zu den anderen Fillen analog zur Tabelle 25 (Anwendung des
Kurzleitfadens) hinzugefiigt und sortiert (s. Tabelle 27). Tatsdchlich lassen sich zwei
polare Enden erkennen: Das polare Ende des Trichoblastoms (hier die Félle: T6, T10,
T12, T14) und das des Basalzellkarzinoms (hier die Fille: B1, B3, B4, B6, B12, B13).
Die F-Fille verteilen sich zwischen diesen beiden Enden. Somit wird hier die Annahme

eines Kontinuums gestiitzt.
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Tabelle 27: Visualisierung des Kurzleitfadens. In den Spalten sortiert nach Antikérpern (links:
Antikorper, die am besten ein Trichoblastom von einem Basalzellkarzinom unterscheiden). Die Fdlle in
den jeweiligen Spalten sind sortiert nach ihrer Auswertung (Oben: Fille, bei welchen alle Werte
eindeutig einem Trichoblastom entsprechen; Unten: Fille, bei welchen alle Werte eindeutig einem
Basalzellkarzinom entsprechen,).

Wertigkeit der Kurzleitfaden:
Kriterien ———

ergebend aus:

Cramers V: 0,8678 0,7175 0,5742 0,6151

Trefferquote: 93% (B) 94% (T) 93% (T) 76% (B)

Antikorper: Nestin PHLDA1 BerEP4

Kriterien: Enddiagnose/ Vorhersage
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5.3.2 Hierarchische Clusteranalyse

5.3.2.1 Berechnung des hierarchischen Clusters

Um die Fragestellung der Entitdten bzw. eines kontinuierlichen Spektrums genauer zu
betrachten, wurden weitere statistische Analysen des Datensatzes, unabhingig von der

mikroskopisch gestellten Diagnosestellung erarbeitet:

Die folgende statistische Betrachtung mit der hierarchischen Clustermethode
berticksichtigt somit nicht primdr die Diagnose, sondern nur die Ergebnisse der
immunhistologischen Auswertung. Die hierarchische Clustermethode wurde in dem
statistischen Programm ,R*“ erstellt. Als Mall fiir den Abstand zwischen den
verschiedenen Beobachtungen wurde die Gower’sche Distanz verwendet, da diese
Distanz fiir kategorische Daten, im Vergleich zu beispielsweise der euklidischen

Distanz, besser geeignet ist.

Hierbei entstanden Dendrogramme. Diese geben Aufschluss iliber die Distanz, bei
welcher die Beobachtungen zusammengefasst oder getrennt werden. So wird diese
Distanz, beispielsweise in dem entstandenen Dendrogramm der hier untersuchten Fille,
in verschieden groflen Abstinden (,,Height™ an der y-Achse) skaliert und visualisiert (s.

Abb. 35).
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Abbildung 35: Dendrogramm der untersuchten Fdlle des hierarchischen Clusters.
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Die in dieser Arbeit entstandenen Abstinde im Dendrogramm sind jedoch eher als

gering anzusehen (s. Abb. 35). Ein geringer Abstand spricht fiir eine groBere

Ahnlichkeit der Werte bzw. einen geringeren Unterschied.

Insgesamt konnte durch die hierarchische Clusteranalyse eine sogenannte ,,Heatmap*

(engl.: heat = Hitze, Warme; map = Karte) erstellt werden (s. Abb. 35). Das berechnete

Dendrogramm der untersuchten Félle (Abb. 35) kann in der Heatmap an der y-Achse

wiedergefunden werden. Eine solches Diagramm als Heatmap hilft in einem Datensatz

Ahnlichkeiten bzw. Gruppen als ein sogenanntes Cluster, analog zu einer

Wirmebildkamera, schnell zu erkennen. In der hier entstanden Visualisierung fallt

jedoch auf, dass eine klare Abgrenzung der Félle (hier an der y-Achse der Heatmap) auf

Anbhieb nicht zu erkennen ist.
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Abbildung 36: Heatmap mit der Gower 'schen-Distanz. An der y-Achse befinden sich die Fille. An der x-
Achse die Antikorper mit dem jeweiligen Kriterium (A-D).
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5.3.2.2 Silhouetten-Analyse des hierarchischen Clusters und Aufstellung eines

Kurzleitfadens

Davon ausgehend, dass wir zwei Tumorentititen unterscheiden wollen, wurde
zusitzlich eine Silhouetten-Analyse mit dem hierarchischen Clustering durchgefiihrt.
Dies gibt einen Anhaltspunkt wie gut die Zuordnung zu einem Clustern bzw. einer

Gruppe, also hier den beiden Tumorentitdten, ist.

Fiir jede Beobachtung i wird die Silhouetten-Breite s(7) wie folgt definiert:

Hierbei sei a(i) die durchschnittliche Undhnlichkeit zwischen i und allen anderen
Punkten des Clusters, zu dem i gehdrt. Wenn i die einzige Beobachtung in einem
Cluster ist, dann ist s(i).= 0. Fiir alle anderen Cluster C sei d(i, C) die durchschnittliche
Unihnlichkeit von i zu allen Beobachtungen von C. Das kleinste d gleich mind(i, C) ist
die Undhnlichkeit zwischen i und seinem "Nachbar"-Cluster, d.h. dem nichstgelegenen,
zu dem er nicht gehort. Daraus ergibt sich,

b(i) — a(3)

@) = @@, b))

Beobachtungen mit einem grof3en s(7) (fast 1) werden sehr gut geclustert, ein kleines s(i)
(um 0) bedeutet, dass die Beobachtung zwischen zwei Clustern liegt, und
Beobachtungen mit einem negativen s(i) werden wahrscheinlich in das falsche Cluster

gesetzt.
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Abbildung 37: Silhouetten-Analyse mit zwei Clustern.

-82-



Der Silhouetten-Plot (Abb. 37) bestitigt, dass es sich hier um lediglich 2 Cluster, also
zwei Tumorentititen, handelt. Es sind keine negativen Werte vorhanden. Demnach

konnten alle Werte dem einen oder dem anderen Cluster gut zugeordnet werden.

Die durchschnittliche Silhouetten-Breite s(i) ist mit 0,23 jedoch eher als klein zu
bewerten, da sie ndher an 0 liegt. Ein groBerer durchschnittlicher Wert nahe 1 wire
wiinschenswert, damit eine genaue Zuordnung der Fille zu der jeweiligen Tumorentitét

moglich ist.

5.3.2.3 Interpretation der hierarchischen Clusteranalyse

Betrachtet man das Dendrogramm (Abb. 35), insbesondere die erste Ebene, genauer,
lassen sich fiir alle 47 Félle zwei Cluster erkennen (s. Abb. 38): Eines (hier: links, roter
Kasten) mit hauptsidchlich Basalzellkarzinomen (B-Félle), aber 4 Trichoblastomen (hier:
griine Pfeile), und ein zweites Cluster (hier: rechts, griiner Kasten) mit hauptsachlich
Trichoblastomfillen und einem Basalzellkarzinomfall (hier: roter Pfeil). So scheint es,
dass ein Basalzellkarzinom mit einer besseren Sicherheit klassifiziert werden kann, als
ein Trichoblastom. Die korrekte Klassifizierung von 16 der 17 Basalzellkarzinome
scheint hier iiberzeugend. Die F-Fille sind tiber beide Cluster anndhernd gleich verteilt
zu erkennen. Sie bilden aber, anhand der vorherigen Silhouetten-Analysen berechnet,

keine eigene Gruppe, sondern lassen sich in die beiden Cluster einsortieren.
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Abbildung 38: Cluster Dendrogramm mit der Gower schen Distanz der Heatmap (s. Abb.: 34) und der
Erkennung zweier Cluster bei der Analyse aller 47 Fiille.
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In der vorher erstellten Heatmap (Abb. 38) lésst sich auf Anhieb keine klare Einteilung
in zwei Tumorentititen erkennen. Daher wurde in einem weiteren Schritt eine
Abbildung erstellt, beschrinkt auf die Kriterien, welche bei der hierarchischen
Clustermethode differenzierend waren (s. Abb. 39): BerEP4 (Kriterium B),
Androgenrezeptor, PHLDA1 (Kriterium B), PHLDAT1 (Kriterium A), Nestin (Kiterium
A).

Color Key

BEREP4B

PHLDA1B

PHLDA1A

Abbildung 39: Heatmap mit differenzierenden Antikérpern

Betrachtet man diese neue Heatmap genauer, so konnen, wie bereits bei der Silhouetten-
Analyse berechnet, zwei Cluster erkannt werden (s. Abb. 40). Das erste Cluster (links)
mit hauptsdchlich Basalzellkarzinomen und das zweite Cluster (rechts) mit

hauptséchlich Trichoblastomen.

Doch trotz Selektierung der differenzierenden Antikorper ist insgesamt eine sichere
Zuordnung der Fille nicht mdglich. So befinden sich in dem 1. Cluster auch 2
Trichoblastomfdlle und dem 2. Cluster wurden 5 von 17 Basalzellkarzinome
zugeordnet. Die F-Fille sind in beiden Clustern, mit einer Fallzahl von 7 Féllen im

ersten Cluster und 8 Féllen im zweiten Cluster, anndhernd gleich verteilt.

Bei der Verteilung der Fille, kann in dem jeweiligen Cluster zusétzlich eine Gruppe an
Féllen erkannt werden, welche &hnliche Werte aufweisen. Diese beiden Gruppen
wurden zur besseren Darstellung mit einem Kasten umrahmt. Es handelt sich dabei

jeweils um eine Gruppe von Basalzellkarzinomen (roter Kasten) und Trichoblastomen
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(griiner Kasten). Beim genaueren Betrachten féllt auf, dass diese Félle den eindeutigen

Féllen aus Tabelle 25 entsprechen bzw. den vermuteten polaren Enden.

1. Cluster (B) 2. Cluster (T)

Color Key
0 05 1 15 2 25 3
Value

BEREP4B

PHLDA1B

PHLDATA

NestinA

Dem entgegengesetzten 2 Trichoblastome (griin) I 5 Basalzellkarzinome (rot) |
Cluster zugeordnet (kurzer

Pfeil)

Dem der Diagnose 12 Basalzellkarzinome 12 Trichoblastome
entsprechendem Cluster

zugeordnet

F-Fille (langer gelber Pfeil) 7 F-Fille im 1. Cluster H 8 F-Fille im 2. Cluster H

Eindeutige Basalzellkarzinomfille

Eindeutige Trichoblastomfille

Abbildung 40: Interpretation der Heatmap mit differenzierenden Antikérpern (Abb. 39).

Wendet man den Kurzleitfaden an der Heatmap an (s. Abb. 41), ist zu erkennen, dass
sich diese ,eindeutigen” Fille (hier im roten und griinen Kasten) klar durch den
vorgeschlagenen Leitfaden zu einem Trichoblastom oder Basalzellkarzinom zuordnen

lassen konnen.
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Abbildung 41: Visualisierung des Kurzleitfadens anhand der Heatmap mit differenzierenden Antikérpern.
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Die restlichen Félle sind, je weiter sie von diesen eindeutigen Fillen entfernt liegen,
immer schwerer zuzuordnen. Es ist somit eher davon auszugehen, dass keine klare
Trennlinie getroffen werden kann. Es scheint, dass die ,,eindeutigen Félle* ein polares

Ende bilden und die Fragestellung eines Kontinuums bestétigen.

5.3.3 AbschlieBende Analyse und Interpretation der Statistik

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass in den meisten Féllen keine sichere Differenzierung
zwischen einem Basalzellkarzinom und einem Trichoblastom vorgenommen werden
kann. Vielmehr ldsst sich durch die verschiedenen Visualisierungen ein Kontinuum mit

polaren Enden erkennen.

An den Enden lassen sich die morphologisch eindeutigen Félle des Trichoblastoms und
des Basalzellkarzinoms verorten, welche ein eindeutiges immunhistochemisches
Féarbemuster aufweisen und sich so gut durch den erstellten Leitfaden zu einem der
beiden Entititen zuordnen lassen. Doch zwischen diesen beiden polaren Enden befindet
sich eine groe Anzahl an Fillen, die sich zur Mitte hin mit zunehmender
Ungenauigkeit den beiden Entititen zuordnen lassen. Somit erscheint es eher wie ein

verschwimmendes Farbspektrum — ein Kontinuum (s. Abb. 42).

- 86 -



Wertigkeit Kurzleit-

der —— faden:

Kriterien

Antikor-per: Nestin AR PHLDA1  BerEP4

Kriterien A A B B End-
diagnose/
Vorher-
sage

-
-

w W

W

III a

F14

Pttt et et bt

Eine klare Abgrenzung/

Trennlinie ist anhand des

immunhistochemischen
Farbeverhaltens nicht er-

kennbar

T e

w

Abbildung 42: An der urspriinglichen Tabelle 27 konnen zwei polare Enden sowie ein Kontinuum erkannt
werden. Die Farbe Rot entspricht einem Basalzellkarzinom, Griin einem Trichoblastom. Die Farbe Weif3
entspricht dem Wert 3 (unter dem Mikroskop nicht auswertbar), Gelb dem Wert 1 (Wert liegt zwischen 0
und 2 (s. Tabelle 14)).
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5.4 Diskussion

Das Trichoblastom und das Basalzellkarzinom weisen eine &hnliche histologische
Morphologie auf. Deshalb gibt es bereits einige Literatur, in welcher versucht wurde,
durch immunhistochemische Methoden dem Pathologen eine Differenzierung, einfach

und unabhingig vom morphologischen Autbau des Tumors, zu ermdglichen.

Die Ergebnisse der vorhandenen Literatur wurden aufgearbeitet und qualitativ, wie
quantitativ verglichen (s. Tab. 5). Durch Kumulation der vorhandenen Ergebnisse der
verschiedenen Arbeiten (s. Tab. 15) konnte eine vergleichsweise grole Gesamtzahl an
Féllen im Sinne einer Metaanalyse betrachtet werden. Die meisten Autoren setzen
positive Fille mit der Gesamtzahl der Fille in Beziehung, anders in dieser Arbeit, bei
der auch auf semiquantitative Unterschiede eingegangen wurde. Nur wenige Autoren
definieren Auswertungskriterien. Die Studien unterscheiden sich in ihren Aussagen
stark und ihre Ergebnisse variieren. Tabelle 15 listet diese als Durchschnittswerte. Die
Streuung der Ergebnisse und divergierende Schlussfolgerungen der verschiedenen
Untersuchungen legen eine kritische Auseinandersetzung und Uberpriifung der

Untersuchungen nahe.

In dieser Arbeit wurden auf Grundlage der Literaturrecherche 11 Antikorperfarbungen
(s. Tab. 7) ausgewdhlt, etabliert und auf ihre unterschiedliche immunhistochemische
Anwendbarkeit im Trichoblastom und Basalzellkarzinom untersucht: Antikdrper gegen
Nestin, Drebrin, Androgenrezeptor, LNS5, Bcl2, CD34, CK20, CK8, PHLDA1, CK15,
und EpCAM (BerEP4). Die entsprechenden Methoden wurden etabliert (s. Absatz 4.2),

die Farbungen anhand neu erarbeiteter Kriterien (s. Tab. 14) analysiert.

Im Folgenden werden Ergebnisse dieser Arbeit anhand der Antikdrperauswahl kurz

rekapituliert und diskutiert:

5.3.1. Drebrin

Im Gegensatz zu einer Arbeit von Mizutani et al. (2014) in der 21 von 25
Basalzellkarzinomen ein starke, homogene Drebrin-Expression vor allem an Zell-Zell-
Ubergiingen aufwiesen und eine schwache und inhomogene Expression im
Trichoblastom lediglich in 2 von 6 Fillen zu erkennen war (55), wiesen die eigenen
Fille fiir Zell-Zell-Ubergiinge keine derartig differenzierenden Ergebnisse auf. Die
Féarbung im Tumorzytoplasma beim Trichoblastom war dhnlich wie beim
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Basalzellkarzinom. Allerdings konnte eine Expression der mesenchymalen Hiillschicht
in 8 von 13 Trichoblastomen erkannt werden, welche beim Basalzellkarzinom in nur 2
von 16 Fillen zu erkennen war. Dies stellt einen signifikanten Unterschied dar (s. Tab.
18) und konnte eine Hilfe zur Differenzierung der beiden Tumore sein (vgl. Abb. 4, 5,

6).

5.3.2 Nestin

Der kumulativ positive Vorhersagewert der Literatur ergab fiir einen trichogenen Tumor
67% (s. Tab. 15). Dieser Wert ist in der vorliegenden Arbeit mit einem PPV (T) von
92% hoher (s. Tab. 25). Bei Betrachtung der Literatur wiesen insbesondere die
Versuche von Misago et al. 2010 sehr gute Ergebnisse auf. So konnte bei allen
Trichoblastomen eine Farbung des Stromas erkannt werden, im Gegensatz dazu war
dies bei keinem der Basalzellkarzinome mdglich (56). Dieses Ergebnis konnte in der
vorliegenden Arbeit anndhernd bestétigt werden. So waren 12 von 13 Trichoblastome
im Bereich der Haarpapillen und dem Tumorstroma positiv, wohingegen nur eines von
16 Basalzellkarzinomen eine Positivitdt in diesen Bereichen aufwies. Dieser Befund
ergab im ,,Cramers V* einen sehr guten Wert von 0,8678 mit einer hohen Signifikanz
(p-Wert = 0.00000308). Eine Nestin-Expression im Bereich einer primitiven

Haarpapille im Tumor ist somit ein Hinweis auf einen trichogenen Tumor.

5.3.3 Androgenrezeptor

Die Farbung mit Antikorpern gegen den Androgenrezeptor zeigte in einer Arbeit von
2005 (Ikizon, et. al.) sehr gute Ergebnisse. Hier wies keines der untersuchten
Trichoblastome und Trichoepitheliome eine Expression des Androgenrezeptors auf,
wohingegen 25 der 32 untersuchten Basalzellkarzinome eine Expression zeigten. Ikizon
et al. (58) schlossen daraus, dass der Androgenrezptor ein gutes
differentialdiagnostisches Hilfsmittel zur Unterscheidung eines Basalzellkarzinoms von
einem Trichoblastom ist. Dies bestdtigen auch weitere Arbeiten (59-61). Insgesamt
waren 66% der bisher untersuchten Basalzellkarzinome in anderen Arbeiten positiv fiir
den Androgenrezeptor, sowie nur 10% positiv bzw. 90% der trichogenen Tumore
negativ (s. Tab. 15). Daraus ergab sich ein kumulativ positiver Vorhersagewert von
97% fiir ein Basalzellkarzinom. In der hier vorliegenden Arbeit war lediglich eines der
untersuchten Trichoblastome schwach positiv fiir den Androgenrezeptor. Das
Basalzellkarzinom exprimierte dagegen in 11 Féllen den Androgenrezeptor stark, in 2

Féllen schwach und in 4 Féllen gar nicht. Der gute positive Vorhersagewert fiir ein
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Basalzellkarzinom konnte hier mit 93% bestitigt werden (s. Tab. 25). Eine starke
Expression des Androgenrezeptors konnte somit ein Diagnostikum fiir ein
Basalzellkarzinom sein und damit das Trichoblastom im Falle einer

Differenzialdiagnose ausschliefen.

5.3.4 N5

LN5 wurde in einer Arbeit von Hamasaki et al. 2011 auf seine
differentialdiagnostischen Fiahigkeiten beim Trichoblastom und Basalzellkarzinom
untersucht. Hierbei waren 50 der 52 Basalzellkarzinome positiv und 7 der 27
Trichoblastome. Allerdings soll die Expression im Trichoblastom lediglich peripher im
Tumorknoten zu sehen gewesen sein, wohingegen beim Basalzellkarzinom der ganze
Tumor eine diffuse Positivitdt aufwies. Sie schlussfolgerten, dass LNS ein niitzlicher
Marker zur Differentialdiagnostik sein konnte (63). In der vorliegenden Arbeit konnten
diese Ergebnisse nicht bestitigt werden. Ein Unterschied der beiden Entitdten in der
Expression von LN5 konnte auch bei differenzierter Analyse, mit Abgrenzung
peripherer oder diffuser Expression im gesamten Tumorknoten, nicht herausgearbeitet

werden.

5.3.5 Bcl2

Eine Arbeit von 1999 (Poniecka et al.) untersuchte das Basalzellkarzinom im Vergleich
zum Trichoepitheliom und konnte einen Unterschied im Férbeverhalten der beiden
Tumore erkennen (65). So waren 9 von 10 Basalzellkarzinomen diffus positiv,
wohingegen 10 von 10 Trichoepitheliomen lediglich in der dueren epithelialen Schicht
positiv. waren. Dieser Unterschied konnte in Ubereinstimmung mit zwei weiteren
Studien an den eigenen Fillen nicht nachvollzogen werden (72, 112). Bel2 weist im

Trichoblastom und im Basalzellkarzinom ein dhnliches Farbeverhalten auf.

5.3.6 CD34

Kirchmann et al. kam 1994 mit dem Antikorper gegen CD34 zu sehr guten Ergebnissen.
Keines der 19 Basalzellkarzinome zeigte eine peritumorale Farbung im Stroma. Im
Gegensatz dazu war dies in allen 16 Trichoepitheliomen der Fall. Auch dies konnte in
der eigenen Arbeit nicht nachvollzogen werden. Sowohl peritumoral, als auch
intratumoral, lieB sich auch bei differenzierter Analyse kein signifikanter Unterschied
finden. 6 von 14 Trichoblastomen wiesen eine Expression von weniger als 1/3 des
intratumoralen Bindegewebes auf. Beim Basalzellkarzinom zeigten dies 10 von 17
Fillen. Peritumoral wiesen 4 von 12 Trichoblastomen dieses Kriterium auf, sowie 3 von
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17 Basalzellkarzinomen. Somit dhnelte sich das Expressionsmuster der beiden Tumore
zu sehr, so dass eine Differenzierung nicht moglich erscheint. Die Ergebnisse anderer
Autoren der bisherigen Literatur variieren stark (47, 66, 70, 72, 73, 75, 76).
Zusammenfassend liegen, in Ubereinstimmung mit der Literatur, zu divergierende
Ergebnisse vor, als dass CD34 als geeignetes Differentialdiagnostikum betrachtet

werden kann.

5.3.7 CK20

Die differentialdiagnostische Hypothese besagt, dass Merkelzellen das Trichoblastom,
aber nicht oder kaum das Basalzellkarzinom kolonisieren. Alle Autoren der bisherigen
Literatur empfehlen trotz unterschiedlich guter Ergebnisse den Antikorper (CK20) zur
Differenzialdiagnostik (47, 57, 59, 66, 72, 78, 80, 81). In der hier vorliegenden Arbeit
kann diese Empfehlung nicht bestétigt werden. So waren 4 von 17 Basalzellkarzinomen
und 6 von 14 Trichoblastomen positiv. Die Unterschiede sind nicht signifikant, sodass

sich CK20 nicht zur Differentialdiagnostik eignet.

5.3.8 CK8

Eine CKS8-Firbung ergab in der Arbeit von Kurzen et al. (2001) sehr gute
differentialdiagnostische Hinweise (82). Alle Basalzellkarzinome waren negativ,
wohingegen alle Trichoblastome positiv ausfielen. Diese Ergebnisse konnten in der hier
vorliegenden  Arbeit nicht nachvollzogen werden. Alle Félle, sowohl
Basalzellkarzinome als auch Trichoblastome, waren negativ. Zum Ausschluss eines
methodischen Fehlers wurde CK8 an normaler Kopfhaut mit unauffélliger
Positivkontrolle reguldr gefarbt. Zudem wurde ein Teil der Félle wiederholt mit CK8
mit identem negativ Resultat gefdarbt. Daher bestdtigen die Ergebnisse dieser Arbeit eher
die Beobachtung von Schirren (1995), der weder beim Basalzellkarzinom noch beim
Trichoblastom, eine Expression feststellen konnte. Schlussfolgernd kann ein CKS8
spezifischer Antikorper als Hilfestellung bei der Differentialdiagnostik nicht empfohlen

werden.

5.3.9 PHLDAI

In zahlreichen Arbeiten iiberzeugte der Antikdrper gegen PHLDA1 mit sehr gut
differenzierenden Ergebnissen. Er soll im Basalzellkarzinom negativ und dafiir im
Trichoblastom positiv ausfallen (81, 83-86). Lediglich ein Autor berichtet {iber weniger
signifikante Ergebnisse, kann sich aber dennoch der Meinung, dass PHLDA1 ein gutes
Hilfsmittel zu Differentialdiagnostik ist, anschlieBen (57). In den eigenen Farbungen
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ergab PHLDA1 sehr gute und signifikante Ergebnisse. In den epithelialen Anteilen der
Trichoblastome lieB sich eine starke Farbung in 9 von 14 Fillen (mit mehr als 2/3
Positivitdt der Tumoranteile) erkennen, sowie in 3 von 14 Fillen (mit weniger als 2/3
Positivitdt der Tumoranteile). Beim Basalzellkarzinom waren bei 15 von 17 Fillen

weniger als 1/3 der Tumoranteile positiv.

Anhand der eigenen Fiarbungen wurde ein neues differenzierendes Kriterium gefunden.
Mikroskopisch lieen sich wie ,,gepfeffert (s. Abb. 26) eingestreute Zellen erkennen,
welche wir durch eine Melanan-A- und Sox-10 Testung als Melanozyten identifizierten.
Bei dem Basalzellkarzinomen waren die Melanozyten sehr gut erkennbar und wurden in
12 der 17 Basalzellkarzinome in einem Flichenanteil von bis zu 2/3 gefunden (vgl.
Abb. 28). Im Gegensatz dazu war dies im Trichoblastom lediglich in einem der 14 Fille
in diesem Ausmal zu erkennen. Bei den {ibrigen Trichoblastomen war der Fldchenanteil

deutlich unter 1/3 der Tumoranteile oder gar nicht zu erkennen.

Das Vorhandensein einer primitiven mesenchymalen Papille ist beim Trichoblastom
ofter zu erkennen als beim Basalzellkarzinom (s. Abb. 27 und 29) und gilt als ein
differentialdiagnostisches Kriterium fiir ein Trichoblastom. Dies lieB sich in der
Farbung mit dem Antikorper gegen PHLDAI1 gut nachvollziehen und wurde als
Kriterium C definiert. Dies war in 7 von 14 Trichoblastomen in mehr als 2/3 des
Tumoranteils aufzufinden. Im Gegensatz dazu traf dieses Kriterium lediglich bei 2 von
17 Basalzellkarzinomen zu, wovon eines mehr als 2/3 Positivitit der mesenchymalen
Papille im Verhéltnis zum Tumoranteil aufwies und das andere weniger als 2/3.
Unseren Ergebnissen zufolge liegt ein Trichoblastom vor, wenn mit PHLDA1 keine
bzw. nur sehr wenige und vereinzelte Melanozyten, mesenchymale Papillen in mehr als
1/3 der Tumorfliche und gleichzeitig epitheliale Anteile des Tumors zu mehr als 1/3

erkennbar sind.

5.3.10 BerEP4

Das Farbemuster von BerEP4 sei bisher sowohl im Basalzellkarzinom, als auch im
Trichoblastom stark positiv und nicht differenzierend. Die trichogenen Tumore zeigten
sich in der hier besprochenen Literatur insgesamt zu 76% positiv, das
Basalzellkarzinom zu 96% (67, 70, 75, 76, 78, 81, 84, 86, 88-95). Somit ergab sich ein
kumulativer positiver Vorhersagewert fiir ein Basalzellkarzinom von 75% (s. Tab. 15).
Der hier berechnete positive Vorhersagewert entspricht mit 76% dem kumulativen Wert

der Literatur (s. Tab. 25).
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In der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht die beiden Tumore mittels einer
differenzierten Analyse der peripheren und zentralen Tumorknotenanteile zu
unterscheiden. So zeigten sich 7 von 14 periphere Anteile (vgl. Abb. 32, 33) und 4 von
14 zentrale Anteile des Tumorknotens im Trichoblastom positiv. Im Basalzellkarzinom
waren 16 von 17 Tumore peripher (Kriterium A) und 13 von 17 zentral (Kriterium B)
positiv (vgl. Abb. 30, 31). Das Kriterium B ergab in der Betrachtung der Statistik des
Cramers V, welches eine genauere Betrachtung und Uberpriifung der Werte durch die
Beriicksichtigung der verschiedenen Abstufungen vornimmt, ein signifikantes Ergebnis
auch des p-Wertes (s. Tab. 17) und konnte somit ein guter Anhaltspunkt zur
Differenzierung sein. Sind zentrale Tumoranteile in mehr als 2/3 BerEP4-positiv, so
wiirde dieses Ergebnis fiir ein Basalzellkarzinom sprechen (vgl. Abb. 30, 31). Ist es
zudem im peripheren Bereich stark positiv, wiirde dies die Diagnose des

Basalzellkarzinoms weiterhin unterstiitzen.

5.3.11 CKI15

Bei dem Cytokeratin 15 besteht die Hypothese, dass das Basalzellkarzinom eine
schwache bis negative Expression und das Trichoepitheliom (71, 78, 96), sowie das
Trichoblastom, eine positive Expression aufweisen (79, 82). Insgesamt war das
Basalzellkarzinom zu 78% negativ und die trichogenen Tumore zu 73% positiv. In der
Auswertung der hier vorliegenden Arbeit waren bei 9 von 17 Basalzellkarzinomen
weniger als 10% des Tumoranteiles positiv oder negativ. Dafiir waren die Tumoranteile
des Trichoblastoms nur in 2 von 14 Fillen zu weniger als 10% positiv. 5
Trichoblastome wiesen eine Positivitit der Tumoranteile mit einem Anteil von mehr als
10%, aber weniger als 50% auf und 7 Félle mit mehr als 50%. Das CK15 konnte
beziiglich seiner Expression daher einen Anhaltspunkt auf ein Trichoblastom geben und
bei der differentialdiagnostischen Entscheidung helfen. Es erreichte jedoch im

Vergleich zu den anderen untersuchten Antikorpern nicht so signifikante Werte.
Abschlielend betrachtet lisst sich folgendes feststellen:

Der Antikorper LN5 konnte in dieser Arbeit nicht ausreichend gut differenzieren,
ebenso wie die Antikdrper Bcel2, CD34, CK20 und CKS8. Aber es konnten die guten
Ergebnisse von Nestin, AR, PHLDAI1, Drebrin, sowie auch BerEP4 in dieser Arbeit
bestitigt werden. Bei Nestin und dem Androgenrezeptor ergaben sich die besten Werte

(s. Tab. 18, 21, 22, 23).
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Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen ein Leitfaden abgeleitet werden,
welcher zur Differenzierung zwischen einem Trichoblastom und einem
Basalzellkarzinom herangezogen werden kann (s. Tab. 28). Dieser Leitfaden deckt sich
mit den Ergebnissen des oben besprochenen k-Mode-Clusters und dem des
hierarchischen Clusters, bei welchen beispielsweise mit Hilfe des Kurzleitfadens 12 der
13 Trichoblastome und 16 der 17 Basalzellkarzinome mit der zutreffenden Enddiagnose

vorhergesagt werden konnten (s. Abb. 25).

Zusitzlich zum oben erstellten Kurzleitfaden (Tab. 24) wurde hier das Drebrin
hinzugefiigt. Aufgrund der verschiedenen Cluster-Methodiken, welche unter anderem
eine unabhingige Betrachtung der Werte vornehmen, konnte Drebrin nicht in den
obigen Kurzleitfaden inkludiert werden. Betrachtet man jedoch analog, ohne eine
statistische Methodik, die Auswertung des Drebrins und fasst die Werte 1 und 2 (analog
der Tabelle 14) zusammen, so lassen sich mit diesen beiden Werten die Trichoblastome
sehr gut von den Basalzellkarzinomen unterscheiden. Das Basalzellkarzinom war hier in

der Fiarbung negativ.

Tabelle 28: Empfohlener Leitfaden dieser Arbeit:

Maoglicher Leitfaden:

Antikorper: Kiriterien der positiven Trichoblastom  Basalzell-
Firbung karzinom

Nestin fokal mesenchymale + -
Hiillschicht

AR Tumorzellkerne - +

PHLDA1 epithelial + - (<1/3 positiv)
Melanozyten - (<1/3 positiv)  +
mesenchymale Papille + - (<1/3 positiv)

BerEP4 epitheliale Tumorzellen - +

Drebrin mesenchymale Hiillschicht + -

Zur Veranschaulichung wurde dieser Leitfaden (Tab. 28) in Tabelle 29 mit

entsprechenden mikroskopischen Fotografien bebildert.
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Tabelle 29: Immunhistochemische Visualisierung des moglichen Leitfadens:

Antikor-

per:

Basalzellkarzinom

Nestin

AR

PHLDA1

BerEP4

(vgl. Abb. 30)
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Antikor- Trichoblastom Basalzellkarzinom
per:

Drebrin

s

&\
(vgl. Abb. 6) ' (vgl. Abb. 4)

Die Ahnlichkeit von Trichoblastomen und Basalzellkarzinomen fiihrt nicht nur zu
Diskussionen  beziliglich der morphologischen und immunhistochemischen
Differenzierbarkeit, sondern auch zu Fragen der Klassifizierung. So entwickelte sich die
Idee, das Basalzellkarzinom als ,.trichogenes Karzinom* (19) oder ,trichoblastisches
Karzinom* und das Trichoepitheliom sowie Varianten anderer gutartiger Tumore mit
dhnlichen Merkmalen als Gruppe, mit der Bezeichnung ,,Trichoblastom® zu benennen

(124).

Doch nicht nur die Morphologie gibt Anlass fiir Uberlegungen zu einer neuen
Klassifikation, da auch iiber Félle berichtet wird, in welchen das Trichoblastom maligne
Verinderungen aufweist (125). Ein anfinglich benignes Trichoblastom wurde
beschrieben, welches sich im Laufe klinisch aggressiv maligne entwickelte und auch zu
Metastasen fiihrte. Dies soll jedoch vor allem bei langem Bestehen des Tumors und bei

immunsuppressiven Menschen auftreten. (126)

Daher wurde in der hier vorliegenden Arbeit untersucht, ob es sich bei diesen beiden
Tumoren nicht eventuell um ein morphologisches Kontinuum mit zwei polaren Enden
(dem Trichoblastom und dem soliden oder mikronoduléren Basalzellkarzinom) handeln
konnte, bei welchem keine klare Differenzierung erfolgen kann. Dazu wurde eine
statistische Cluster-Analyse in dem Statistikprogramm R durchgefiihrt. Hierbei konnte
anhand eines Dendrogramms (s. Abb. 35 und 37) und einer Heatmap (s. Abb. 35) die
These eines Kontinuums unterstiitzt werden. FErginzend dazu waren in der
durchgefiihrten Silhouetten-Analyse (s. Abb. 36) die Werte der Silhouetten-Breite mit

0,23 ndher am Wert 0, als am Wert 1 und lassen daher schlussfolgern, dass eine
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Zuordnung der Félle zu einer der beiden Entititen nur schwer moglich ist. Die beiden
polaren Enden des Kontinuums koénnen jedoch, entsprechend des empfohlenen
Kurzleitfadens, eindeutig zugeordnet werden, was wiederum mit den praktischen
Erfahrungen der dermatopathologischen Routinediagnostik einhergeht. Somit entsteht
der Eindruck, dass es sich ggf. nur um eine Entitdt handelt mit zwei Formen der

Ausprigung.

Philip E. LeBoit stellte 2003 fest, dass man sich nicht allein auf die Immunhistochemie
verlassen sollte. Man sollte sich eher darauf konzentrieren, wie sich das Karzinom
klinisch verhélt bzw. wie und ob es sich verdndert. Offensichtlich lassen auch der
klinische Verlauf und das klinische Erscheinungsbild Uberlappungen erkennen.
Ghigliotti et al. beschrieben 2016, dass im Dermatoskop blaue ovoide Nester bei 64%
der trichoblastischen Basalzellkarzinome und bei 15% der Trichoblastome, vorkommen.
Die Ahnlichkeit sei immens und die Histologie stets der Goldstandard zur genaueren

Differenzierung (127).

Somit ist festzuhalten, dass sowohl klinisch, als auch histomorphologisch und
immunhistochemisch, eine eindeutige Differenzierung nicht immer moglich ist.
Vielmehr konnte hier ein Kontinuum erkannt werden, mit zwei polaren Enden (den
beiden Entitdten entsprechend). Fiir die polaren Enden ergaben sich teils sehr gute und
signifikante, sowie stark differenzierende Kriterien, wodurch sich ein Leitfaden ergab:
Ein Trichoblastom kann durch eine Androgenrezeptor-, und Nestin- und Drebrin-
positive Expression sowie durch eine PHLDAI positive Expression der epithelialen
Anteile und an der mesenchymalen Papille, bei gleichzeitiger geringer Kolonisierung an
PHLDA1-positiven Melanozyten, charakterisiert werden. Das Basalzellkarzinom

verhélt sich dazu kontrér.
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6. Zusammenfassung

Schon Philip E. LeBoit hat sich 2003 die Frage gestellt, ob man die follikuldre
Differenzierung als sichere Grundlage fiir die Differenzialdiagnose eines
Trichoblastoms und eines Basalzellkarzinoms verwenden kann. Die histologische
Unterscheidung der beiden Tumore sei ndmlich fiir den Pathologen trotz diverser

Untersuchungen immer noch ein Dilemma (49).

Das Basalzellkarzinom und das Trichoblastom weisen eine grof3e histomorphologische
Ahnlichkeit auf. Daher wurde versucht eine immunhistochemische Differenzierungs-

moglichkeit mit einem Panel an spezifischen Antikorpern zu finden.

Hierfiir wurden aus dem Archiv der Dermatologie und Allergologie der LMU-
Miinchen, sowie aus einem externen Histopathologischen Labor (PD Dr. med. habil.
Fritjof Eckert) Gewebeproben von 14 Trichoblastomen, 17 Basalzellkarzinomen und 16
differenzialdiagnostisch schwierigen Féllen identifiziert. Basierend auf einer
umfassenden Literaturrecherche (s. Tab. 5) wurden abschlieBend 11 verschiedene
Antikorper ausgewdhlt (s. Tab. 7). Mit dieser Auswahl wurden alle Fille
immunhistochemisch gefiarbt und mikroskopisch ausgewertet. Hierbei wurden
mikroskopische Bewertungskriterien festgelegt (s. Tab. 14, Werte 0 bis 2) und
semiquantitative Differentialkriterien (s. Tab. 16, alphabetisch A bis D) erarbeitet.
AnschlieBend erfolgte eine statistische Untersuchung anhand einer Clusteranalyse des

,Cramers V* und einer hierarchischen Clusteranalyse.

Hieraus konnte ein Leitfaden fiir das immunhistochemische Féarbeverhalten und somit
auch die Differenzierung des Trichoblastoms vom Basalzellkarzinom abgeleitet werden
(s. Tab. 28 und 29). In diesen gehen qualitative und quantitative Kriterien des
Férbeverhaltens der Antikorper gegen Nestin, Androgenrezeptor, PHLDA1, BerEP4
und das Drebrin ein. Besonders wertvoll scheint das Nestin. So kann in der hier
vorliegenden Arbeit von einem Trichoblastom mit einem positiven Vorhersagewert von
92% ausgegangen werden, wenn der Tumor Nestin positiv ist. Ist Nestin negativ, so

kann zu 94% von einem Basalzellkarzinom ausgegangen werden (s. Tab 25).

Auch bei der Aufstellung eines sogenannten Kurzleitfadens mit lediglich vier
Antikorpern (Nestin, AR, PHLDA1, BerEP4) und je einem Kriterium dazu (s. Tabelle
16, 24, 25), konnten sehr gute Ergebnisse erzielt werden: Es konnten 16 der 17

Basalzellkarzinome als solche erkannt werden und 13 der 14 Trichoblastome. Dies
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entspricht insgesamt einem Vorhersagewert der richtigen Enddiagnose von 94%.
Sprechen alle vier Antikdrperfarbungen gleichermallen fiir einen der beiden Tumore (s.
Tab. 25), so konnten hier alle Félle sicher einem Trichoblastom oder Basalzellkarzinom
zugeordnet werden. Dies entspricht einer 100%igen Sensitivitdt und Spezifitit. Hierbei
kann festgehalten werden, dass die Kombination Nestin-positiv (fokale mesenchymale
Hiillschicht), Androgenrezeptor-negativ (Tumorzellkerne), PHLDA I-negativ
(Melanozyten), BerEP4-negativ (Zellen des Tumorknotens) ein Trichoblastom beweist.
Das Basalzellkarzinom verhélt sich dazu kontrér. Betrachtet man die Sensitivitét so liegt
diese beim Nestin fiir das Trichoblastom bei 92% und das Basalzellkarzinom bei 94%,
gefolgt vom AR mit 93% (Sens. T) und 76% (Sens. B), PHLDA1 mit 93% (Sens. T)
und 71% (Sens. B), sowie dem BerEP4 mit 64% (Sens. T) und 65%(sens. B) (s. Tab.
25). Dieser Kurzleitfaden soll helfen im Zusammenhang mit dem klinischen und
histomorphologischen Erscheinungsbild die schwierige Differentialdiagnose zwischen
einem Trichoblastom und einem Basalzellkarzinom zu optimieren (s. Kurzleitfaden

Tab. 25 und Leitfaden Tab. 28, 29).

Trotz dieser guten Werte konnte durch die Visualisierungen der beiden Clusteranalysen
des Cramers-V (s. Abb. 21, 22, 26, 27) und der hierarchischen Clusteranalyse (s. Abb.
36, 40, 42) festgestellt werden, dass es keine klare Trennlinie zur Unterscheidung der
Entitdten gibt. Daher ist hier eine sichere Differenzierung derartiger basaloid
differenzierter Neoplasien der Haut mit der Einteilung in zwei Entitdten nicht in allen
Féllen moglich. Vielmehr ldsst sich ein Kontinuum erkennen (s. Abb. 42), welches
durch eindeutig als Basalzellkarzinom oder als Trichoblastom zu diagnostizierende
Tumore aufgespannt wird. Dazwischen befindet sich ein kontinuierlich abgestuftes
Spektrum an Fillen mit einem zunehmend von den Prototypen abweichenden

Férbeverhalten und histomorphologischen Kriterien.
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differenzierenden AntiKOIPern.........ccccvveeeeeiiiieeeriiiieeeeiieee e

An der urspriinglichen Tabelle 27 konnen zwei polare Enden
sowie ein Kontinuum erkannt werden. Die Farbe Rot
entspricht  einem  Basalzellkarzinom, Griin  einem
Trichoblastom. Die Farbe Weil} entspricht dem Wert 3 (unter
dem Mikroskop nicht auswertbar), Gelb dem Wert 1 (Wert
liegt zwischen 0 und 2 (s. Tabelle 14)). .....ccccveeeviiiiieeniiieeeee,
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8. Anhang

Eidesstattliche Versicherung

,lch, Annika Marina Heukédufer, geboren am 06.04.1993 in Miinchen, versichere an

Eides statt, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema

,Differentialdiagnostische Abgrenzung basaloid differenzierter Neoplasien

der Haut mittels immunhistochemischer Methoden*

selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt,
ohne die (unzuléssige Hilfe) Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer

Arbeiten dargestellt habe.*

Miinchen, den 05.06.2022 Annika Marina Heukdufer
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