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Kurzreferat

Die menschliche Haut besteht aus verschiedenen Kompartimenten, deren Zellpopulationen
durch sog. Stammzellen reguliert werden. Eine Reihe von potentiellen Markern solcher mul-
tipotenter Stammzellen sind in Experimenten an Säugetierhaut, überwiegend Mäusen, be-
schrieben wurden. Unklar ist, ob solche Stammzellen der Haut auch im Rahmen der Kar-
zinogenese und in manifesten Hautmalignomen eine Rolle spielen. Um die Bedeutung von
Stammzellen im Rahmen der Karzinogenese von Basalzellkarzinomen (BCC) genauer zu un-
tersuchen, wurden in dieser Arbeit 45 exzidierte BCCs, mit den Subtypen superfiziell, solide,
sklerodermiform, adenoid und verwildert auf die Expression von Markern wie CK15, Lrig1,
LGR5, SOX9, β-Catenin, Ephrin-Rezeptor B2 N- und C-Terminus, Nestin und CRABP1
untersucht und mit gesunder Haut gleicher Entnahmeregion verglichen. Insgesamt konnte
mit Ausnahme von Ephrin B2C und Nestin eine Anfärbung der BCCs festgestellt werden. β-
Catenin zeigt von allen Markern die stärkste Expression im BCC gefolgt von CK15 und Lrig1.
CRABP1 und Ephrin-Rezeptor B2N zeigen vor allem in den verwilderten BCC-Subtypen ei-
ne stärkere Expression. CK15 verhält sich entgegengesetzt und wird primär in den soliden
und adenoiden Subtypen exprimiert. LGR5 konnte als guter Marker für adenoide BCCs
identifiziert werden. Zudem scheint es der geeignetste potentielle Stammzellmarker des un-
teren Talgdrüsenfollikels zu sein. Lrig1 hingegen markiert die im Mausmodell beschriebenen
basalen potentiellen Stammzellen von Infundibulum und Epidermis auch beim Menschen.
Nestin konnte als Marker des peritumoralen Stromas bestätigt werden und scheint wesent-
lich am Aufbau der bindegewebigen Scheide der BCCs beteiligt. Zusammengefasst wird die
Expression von potentiellen Stammzellmarkern der normalen Haut auch im BCC weitgehend
beibehalten. Jedoch zeigen einige Marker mit zunehmender Entdifferenzierung der BCCs eine
verstärkte (CRABP1, Ephrin B2N) oder verringerte Expression (CK15).
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1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Funktion der Haut

Die menschliche Haut ist mit einer Größe von ca. 1,5-2 m2 eines der größten Organe des
menschlichen Körpers. Sie grenzt den Organismus zur Umwelt ab und übernimmt zahlreiche
lebenswichtige Funktionen, wie z.B. Schutz vor physikalischen, chemischen und mikrobiel-
len Einwirkungen oder die Regulierung des Wärme- und Flüssigkeitshaushaltes. Zudem hat
die Haut als größtes Sinnesorgan wichtige Tast- und Kontaktfunktionen und übernimmt als
Immunorgan eine bedeutende Überwachungsfunktion („Immunosurveillance“) bei der Haut-
tumorentstehung. Die Grundlage dafür bildet ein dreischichtiger Aufbau in Epidermis, Dermis
und Subkutis. Dabei werden die epithelialen Kompartimente, zu denen die Epidermis, der
Talgdrüsenfollikel (TF) und die anhängenden Drüsen gehören, von den mesenchymalen An-
teilen (dermales Bindegewebe) getrennt.
Um ihren zahlreichen Funktionen nachkommen zu könnnen, unterliegt vor allem die Epider-
mis einer permanenten zellulären Erneuerung, welche nach aktuellen Untersuchungen von
sog. Stammzellen (SZ) und ihren Progenitorzellen reguliert wird. Diese Zellen haben ein
nahezu unerschöpfliches Potenzial zur Selbsterneuerung und Regeneration. Derzeit wird an-
genommen, dass die einzelnen Kompartimente der Haut über eigenständige Stammzellnischen
verfügen, welche z.B. nach Verletzungen oder bei der Induktion eines neuen Haarzyklus selbst-
ständig agieren. Die Erforschung dieser einzelnen Stammzellnischen ist derzeit von hohem In-
teresse, denn durch ein besseres Verständnis des biologischen Verhaltens dieser Zellen könnte
man mehr Rückschlüsse auf die Pathogenese von dermatologischen Erkrankungen vorneh-
men.
Auch in der Karzinogenese sind die SZ von Interesse, da sie bei der Entstehung von Haut-
tumoren als verantwortliche Zellen diskutiert werden, u.a. bei dem häufigsten kutanen Ma-
lignom: Dem Basalzellkarzinom (BCC). Das BCC ist zwar durch eine nur geringe Letalität
aber eine lokale Destruktivität sowie eine weltweit ansteigende Inzidenz geprägt. Auch wenn
über ätiologische und pathogenetische Faktoren des BCCs einiges bekannt ist, bleibt eine der
wesentlichsten Fragen noch immer unbeantwortet: Aus welchen aberranten (Stamm)Zellen
entsteht das BCC? Das BCC ist eine der wenigen Tumorentitäten, bei der die Histogenese
nicht abschließend geklärt ist. Das Wissen über seine Tumorbiologie könnte zu neuen präven-
tiven und therapeutischen Optionen führen. Ein wesentlicher Ansatz ist daher zuverlässige
Antikörper als Marker zu entdecken, welche potentielle SZ spezifisch detektieren. Ziel dieser
Arbeit ist es solche Stammzellmarker an den verschiedenen Typen des BCC immunhistoche-
misch zu entdecken, um Rückschlüsse über dessen Histogenese gewinnen zu können.
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1.2. ANATOMIE UND EMBRYOLOGIE DER HAUT

1.2. Anatomie und Embryologie der Haut

1.2.1. Anatomie der Haut

Im Folgenden sollen nur die für diese Arbeit wichtigen Anteile der Haut, die Epidermis, der
Talgdrüsenfollikel (TF) und die Dermis, näher beschrieben werden. Die Epidermis ist ein
mehrschichtiges Plattenepithel, das zu 90% aus Keratinozyten (KZ) besteht und einer Ba-
sallamina aufsitzt. Zudem beinhaltet es die mit ihr in Verbindung stehenden Melanozyten,
Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen. Die KZ werden von potentiellen SZ in der untersten
Schicht, dem Str. basale, vorwiegend der Papillarregion, generiert. Im Anschluss durchlaufen
sie ein strikt reguliertes Differenzierungsprogramm, die terminale Differenzierung, und bilden
die aufsitzenden Schichten: Str. spinosum, Str. granulosum und Str. corneum (Abbildung
1.1 b). Die Zellform verändert sich im Rahmen der Differenzierung von kubisch (basal) über
horizontaloval zu abgeplattet (corneal). Die Grenze zur Dermis, die dermoepidermale Junk-
tionszone, zeigt mehrere Ausstülpungen in beide Richtungen, sog. Reteleisten und dermale
Papillen (Abbildung 1.1) [1, 2].

Abbildung 1.1.:
Aufbau der Haut in der HE-Färbung. (a) Die drei Schichten der Haut in der Übersicht. Der Pfeil
deutet eine dermale Papille zwischen zwei Reteleisten an. (b) Epidermis in der Detailaufnahme.

Der TF ist als Invagination der Epidermis kontinuierlich mit dieser verbunden. Es setzt
sich zusammen aus der das Haar umgebenden röhrenförmigen epithelialen Haarwurzelscheide
(HWS) und dem zwiebelartigen Haarbulbus, der die Matrixzellen beinhaltet (Abbildung 1.2
a). Man unterscheidet einen konstanten oberen und einen dem Zykluswechsel unterworfenen
variablen, unteren Anteil (Abbildung 1.3). Als Grenze wird der sog. Wulst knapp oberhalb
der Ansatzstelle des M. arector pili angesehen [3]. Der obere Anteil wird nochmals in das
trichterförmig erweitere Infundibulum und dem darunterliegenden, durch den einmündenden
Talgdrüsenausführungsgang abgegrenzten, Isthmus gegliedert. Die epitheliale HWS wird in
eine innere (mit Kutikula, mehrschichtiger Huxley- und einschichtiger Henleschicht) und eine

2



1.2. ANATOMIE UND EMBRYOLOGIE DER HAUT

Abbildung 1.2.:
Aufbau des TFs in der HE-Färbung. (a) TF-Bulbus. (b) Detailaufnahme der epithelialen HWS.

äußere HWS unterteilt (Abbildung 1.2 b) und ist von einer Bindegewebsscheide, dem sog.
Haarbalg, umgeben. Dieser mündet in den glockenförmig eingezogenen Bulbus und bildet die
dermale Haarpapille (HP). Diese Beschreibung trifft auf TF zu, die sich in der mehrere Jahre
dauernden Anagen- oder Proliferationsphase befinden (Abbildung 1.3). Während dieser Pha-
se werden der Haarschaft und die innere HWS von den Haarmatrixzellen im Bulbus gebildet
[4]. Anschließend stellt sich eine wenige Wochen dauernde Regressionsphase (katagen) ein,
um letztlich in die etwa vier Monate dauernde Telogenphase zu münden. In der Katagenphase
stellt die Haarmatrix die Proliferation ein und der epitheliale Anteil des TFs unterhalb des
Wulstes bildet sich zum sog. sekundären Haarkeim zurück. In der Telogenphase löst sich die
Verankerung des alten Haarschafts im Follikel (Abbildung 1.3) [5, 6]. Hier soll kurz die Bedeu-
tung von Signalwegen, insbesondere des Wnt- und des Sonic-Hedgehog(SHH)-Weges erläutert
werden. Die Aktivierung dieser Signalwege ist der wichtigste, von den HP-Zellen vermittelte,
Trigger für die potentiellen Wulst-SZ eine neue Anagenphase einzuleiten [7, 8, 9]. In dieser
werden aus den diskutierten SZ des Haarwulstes neue Zellen rekrutiert, die mit der HP in die
Tiefe wachsen und eine neue Matrix sowie eine neue HWS bilden [10]. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass wie auch in der TF-Entwicklung (siehe 1.2.2 und 1.5.5) der SHH-Weg
wichtig für das Tiefenwachstum des Haares ist, aber durch die proliferationsaktivierenden
Signale des Wnt-Weges reguliert wird [7, 11].

Die Dermis besteht aus dem oberen Str. papillare und dem Str. reticulare. Sie ist für die
mechanische Belastbarkeit der Haut von großer Bedeutung und besteht im Wesentlichen aus
Kollagen- und elastische Fasern, welche für die nötige Reißfestigkeit und Dehnbarkeit sorgen.
Zudem beherbergt sie die versorgenden Nerven und Blutgefäße. Letztere werden in einen
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1.2. ANATOMIE UND EMBRYOLOGIE DER HAUT

Abbildung 1.3.:
Haarzyklus und Aufbau des Haares schematisch. Modifiziert nach [10, 5, 6]

oberflächlichen und tiefen Plexus mit vertikalen Verbindungsgefäßen unterteilt (Abbildung
1.1). Hinsichtlich der zellulären Bestandteile findet man vor allem Fibroblasten, Mastzellen
und verschiedene immunologische Zellen. An den Kontaktstellen zu den epithelialen Anteilen
von Drüsen und TF bildet die Dermis separate Bindegewebsscheiden aus [1, 2].

1.2.2. Embryologie der Haut

Die Embryologie der Haut und ihrer Anhangsgebilde, insbesondere des TFs, ist für das Ver-
ständnis der Tumorbiologie des BCC essentiell. Mehrere Studien weisen daraufhin, dass das
BCC in embryonale Entwicklungsmuster zurückfällt und sogar dieselben Differenzierungsmar-
ker wie die entstehende Haarknospe exprimiert. Zudem ist kaum ein anderes Organsystem
von der Entwicklung bis zum Lebensende auf eine derart genau abgestimmte Differenzierung
und Wechselwirkung zweier Gewebeschichten angewiesen. Dies spiegelt sich auch in der kom-
plexen Tumor-Stroma-Interaktion von Hauttumoren wider.

Entwicklung der Epidermis
Die Epidermis entsteht aus dem einschichtigen Oberflächenektoderm. In der 8. Entwicklungs-
woche (EW) entsteht durch Proliferation aus der einlagigen Basalschicht eine zweite ihr auf-
gelagerte Zellschicht, das Periderm. Durch weitere Proliferation der Basalschicht kommt es
in der 11. EW erstmals zu einer Dreischichtung (Abbildung 1.4) mit einer Zwischenschicht,
die bereits aus KZ besteht. Dieses verstärkte Zellwachstum führt auch zur Bildung der Rete-
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1.2. ANATOMIE UND EMBRYOLOGIE DER HAUT

leisten, welche sich in die entwickelnde Dermis vorstülpen. Weitere Differenzierungsprozesse
führen schließlich zur Ablösung des Periderms in der 21. EW. Zu diesem Zeitpunkt besteht
die Epidermisanlage schon aus ihren späteren vier Schichten [12].

Abbildung 1.4.:
Embryologie von Epidermis und Dermis. (1) 8. EW, (2) 11. EW, (3) 21. EW. Modifiziert nach [12].

Entwicklung der Dermis
Die Dermis entwickelt sich aus dem Mesenchym, welches dem Oberflächenektoderm anliegt
und stammt außer am Kopf vom Mesoderm ab. Als Reaktion auf die einwachsenden Reteleis-
ten bilden sich die dermalen Papillen mit dem papillären Gefäßplexus aus, welche durch die
damit größere Oberfläche zwischen Epidermis und Dermis eine stabile Verbindung bilden.
Ab der 11. EW bilden die jetzt als Fibroblasten bezeichneten Mesenchymzellen die ersten
Kollagen- und elastischen Fasern. Anhand der Verteilung der Fasern entsteht das dichtere
und straffere Str. reticulare und das weniger dichte Str. papillare [12].

Entwicklung des Talgdrüsenfollikels
Die Entwicklung des TFs ist von komplexen Wechselwirkungen zwischen Dermis und Epider-
mis abhängig. Die erste Haaranlage, die sog. Haarknospe oder Haarplakode, entsteht in der
9. - 12. EW durch Signale mesenchymaler Nestin exprimierender Zellen [13] auf die Basal-
zellen der Epidermis. Diese proliferieren und vermitteln durch Rücksignale die Ansammlung
mesenchymaler Zellen, die initiale HP. Durch weitere Proliferation der Basalzellen hat sich
ab der 14. EW bereits der zweischichtige Haarzapfen und in der 16. EW die keulenförmige
Haaranlage mit aufgetriebenem Haarbulbus und eingestülpter mesenchymaler HP gebildet
(Abbildung 1.5). Die epitheliale Anlage der späteren Talgdrüse (TD) entsteht aus der epithe-
lialen Wurzelscheide. In der 22. EW ist das Wachstum der TF abgeschlossen [12]. An dieser
Stelle soll nochmals die Bedeutung des SHH-Weges hervorgehoben werden, da er neben der
TF-Entwicklung auch für die BCC-Entstehung von ausschlaggebender Bedeutung ist. Die
SHH-Signale in den Zellen der initialen HP sind für das Einwachsen der Haarplakode in die
Dermis verantwortlich. So zeigen SHH-Knock-out(KO)-Mäuse zwar eine normale Verteilung
der Haarplakoden, aber es werden keine TF gebildet, weil hier die dermale Signalrückkopplung
über den SHH-Weg fehlt [14]. Der Wnt-Weg übernimmt bei der TF-Entwicklung ebenfalls
eine essentielle Rolle. Im Kapitel 1.5.5 β-Catenin wird darauf näher eingegangen.
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Abbildung 1.5.:
Embryologie des TF. (1) 9.-12. EW, (2) 16. EW, (3) 22. EW. Modifiziert nach [12].

1.3. Stammzellen der Haut

Die Haut ist eines der am stärksten proliferierenden Gewebe des menschlichen Körpers, was
die essentielle Grundlage für ihr schnelles Regenerationspotential z.B. nach Verbrennungen
durch Einwirkung von Ultraviolett(UV)-Strahlung oder mechanischen Verletzungen ist. Die
Kehrseite dieses enormen proliferativen Potentials ist das bei fehlerhafter Reparatur oder
Fehlsteuerung erhöhte kanzerogene Risiko. Die Basis für die stetige Erneuerung der Haut sind
SZ, welche in verschiedenen Kompartimenten liegen. SZ sind langlebige Zellpopulationen, die
die Fähigkeit der Selbstvermehrung und Geweberegeneration über ihre gesamte Lebenszeit
besitzen und sowohl während der normalen Homöostase als auch unter pathologischen Bedin-
gungen agieren. Es gibt zwei Modelle wie SZ den zellulären Haushalt aufrechterhalten. Lange
Zeit dachte man, dass SZ sog. Progenitorzellen (auch transit amplifying cells genannt) bil-
den, die sich für einen definierten Zeitraum teilen und danach der terminalen Differenzierung
unterliegen [15, 16]. Später wurde gezeigt, dass SZ die Fähigkeit zur Polarisation besitzen
und sich daher auch asymmetrisch in eine SZ-Tochter und einer der direkten Differenzie-
rung unterliegenden Zelle teilen können [17]. Allerdings stammt der Großteil der bisherigen
Kenntnisse über die Lage der potentiellen SZ von Studien an Maushaut und ist daher stark
abhängig von Region, Geschlecht und Alter. Außerdem ist unklar, ob sich die Daten über-
haupt und wenn, in welchem Ausmaß auf den Menschen übertragen lassen.
Es gibt drei vermutete Haupt-SZ-Nischen in den epithelialen Anteilen der Haut. Die Wulst-
region des TFs ist die am besten beschriebene potentielle SZ-Nische. Cotsarelis et al. zeigten
1990, dass in diesem Bereich sehr langlebige Zellen, sog. Label-retaining-cells (LRCs), liegen
[18]. In später folgenden Transplantations- und Zelllinienstudien konnte das SZ-Potential der
Wulstzellen untermauert werden [19, 20, 21]. Oberhalb des Wulstes liegt im Isthmus die zwei-
te potentielle SZ-Nische. Die dort über ihren Gang einmündende TD unterliegt im Rahmen
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ihrer holokrinen Sekretion einer permanenten zellulären Erneuerung durch Progenitorzellen.
Jedoch ist nicht geklärt ob diese ein eigenes SZ-Kompartiment darstellen oder aus ausgewan-
derten Zellen von Wulst oder Isthmus, und somit vom TF, abstammen [22, 23, 24, 25]. In
der interfollikulären Epidermis (IFE) wird die dritte, vom TF unabhängige, SZ-Population
vermutet [26]. Jedoch konnten für diese Zellen noch keine zuverlässigen Marker identifiziert
werden [22, 25]. Das in dieser Studie untersuchte Lrig1 könnte ein vielversprechender Regula-
tor und vielleicht auch Marker der potentiellen SZ der IFE sein [27]. Eine weitere Zellgruppe
mit hohem proliferativem Potential liegt in der Haarmatrix. Für sie ist noch nicht abschlie-
ßend geklärt, ob sie in der Anagenphase aus auswandernden Wulstzellen [28, 29] oder aus
Zellen des sekundären Haarkeims gebildet wird [21, 25]. Abbildung 1.6 zeigt die Lage der
diskutierten SZ-Kompartimente und die Expression der für diese Arbeit wichtigen Marker im
Mausmodell.

SZ sind nicht nur bei der Gewebehomöostase sondern auch bei der Tumorentstehung von
großer Bedeutung. So konnte bereits in Leukämien [30] und Brustkrebs [31] gezeigt werden,
dass Tumoren aus mutierten SZ der jeweiligen Gewebe entstehen. Dieser Ansatz ist aktuell
ein Forschungsschwerpunkt der experimentellen Dermatologie, z.B. bei der Suche nach der
Ursprungszelle des BCCs.

Abbildung 1.6.:
(A) Mögliche SZ-Kompartimente der Haut mit Lokalisation von Lrig1, CK15, SOX9 und LGR5 im
Mausmodell. (B) zeigt in (a)-(e) die möglichen Ursprungszellen des BCCs. (a) aus der IFE [32, 33,
34, 35]. (b) aus den SZ des Infundibulums [32]. (c) aus den Wulst-SZ [35, 36]. (d) aus den Zellen der
äußeren HWS [37, 34]. (e) aus den LGR5 positiven SZ des unteren TFs [34, 36]
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1.4. Das Basalzellkarzinom und seine Histogenese

Das BCC ist in der kaukasischen Bevölkerungsgruppe mit einer Lebenszeitprävalenz von 30%
der mit Abstand häufigste maligne Hauttumor [38]. Zudem zeigt es eine weltweit zunehmende
Inzidenz von 3-10% jährlich [39]. Großbritannien verzeichnete von 1999 bis 2010 eine Zunah-
me der BCCs um 70% [40]. Auch wenn das BCC ein Tumor des höheren Lebensalters ist und
nur eine niedrige Letalität aufweist, so wächst es lokal horizontal und vertikal destruierend,
was besonders im Gesichtsbereich eine komplexe Therapie erfordern kann. Zudem zeigt das
BCC, in Abhängigkeit von Subtyp und Therapiemethode, zum Teil hohe Rezidivraten und
nach erstmaliger Erkrankung besteht eine 10fach erhöhte Wahrscheinlichkeit einer Zweitma-
nifestation [41].
Über die ätiologischen Risikofaktoren und die Pathogenese des BCCs ist bereits einiges be-
kannt. Langjährige Sonnenlichtexposition gilt als der wichtigste kanzerogene Faktor, da 80%
aller BCCs in den lichtexponierten Arealen, vor allem den Sonnenterassen des Gesichts, auf-
treten [42]. Die kurzwellige UVB-Strahlung spielt dabei eine größere Rolle als die UVA-
Strahlung [43, 44]. Hohe UVB-Dosen in der Kindheit und im Jugendalter sind als besonders
kritisch zu bewerten [45]. Weiterhin sind ein heller Hauttyp, eine zurückliegende Arsenthera-
pie, radiogene Strahlen, allgemeine Immunsupression (einschließlich Transplantatpatienten),
höheres Lebensalter, sowie bestimmte Medikamente z.B. Calcineurinnhibitoren, Tetrazykline
und Cephalosporine, bekannte Risikofaktoren [45].
Molekulargenetisch hervorzuheben ist der SHH-Signalweg, der bei bis zu 90% der sporadi-
schen BCCs Mutationen im Patched (PTCH)- oder smoothened (SMO)-Gen und weiteren Ge-
nen zeigt [46, 47, 48]. Es kommt zu einer unkontrollierten SHH-Aktivität, die eine erhöhte Pro-
liferation zur Folge hat. Beim autosomal-dominant vererbten [49] nävoiden Basalzellkarzinom-
Syndrom (Gorlin-Goltz-Syndrom) besteht bei allen Patienten eine Keimbahn-PTCH-Mutation,
sodass bereits eine weitere Mutation ausreicht, damit ein BCC entsteht [50]. Auch im Maus-
modell konnte bestätigt werden, dass PTCH1+/- Mäuse verstärkt BCCs und andere Fehlbil-
dungen des Gorlin-Goltz-Syndroms ausbilden [51]. Weiterhin finden sich bei über 50% aller
BCCs eine p53-Genmutation [52], welche jedoch nicht spezifisch für diese Tumorentität ist.
Klinisch werden die BCCs in drei Hauptformen eingeteilt, histologisch sind zahlreiche weitere
Subtypen differenzierbar, was die Inhomogenität dieses Tumors unterstreicht. Das noduläre
oder solide BCC als häufigste Variante, ist durch sein knotiges Wachstum gekennzeichnet
und kann in ein longitudinal wachsendes Ulcus rhodens oder vertikal infiltrierendes Ulcus te-
rebrans, als ulzerierende Form, übergehen. Weitere klinische Varianten sind das superfizielle
und das sklerodermiforme BCC, die oft auch gemischt auftreten. Zystische, pigmentierte oder
adenoide BCCs sind weitere Subtypen, die jedoch nur histologisch differenzierbar sind [1, 2].

Anhand der Fülle der bekannten Informationen über das BCC ist es um so erstaunlicher,
dass die Herkunft des häufigsten Malignoms der Haut nicht vollständig geklärt ist. Der Na-
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me des BCCs entstand aufgrund der morphologischen Ähnlichkeit der Tumorzellen mit den
basalen Zellen der IFE. Lange Zeit wurden diese, wie bereits 1903 von Krombrecher vermu-
tet [53], auch als Ursprungszellen des BCCs angesehen. Erst ein halbes Jahrhundert später
stellte Lever diese These in Frage und postulierte, dass das BCC aus dem primären epithe-
lialen Haarkeim entsteht und damit follikulärer Herkunft wäre [54]. Nachfolgende Studien
unterstützten die Annahme, dass das BCC einen follikulären Ursprung hat. So zeigen z.B.
die äußere HWS des TFs und das BCC dasselbe Cytokeratin-Profil, wohingegen das der
IFE vom BCC abweicht [55, 56, 57, 58]. Zudem wird ein follikulärer Ursprung wahrscheinli-
cher, wenn man die Tumorbiologie genauer betrachtet. Wie bereits erwähnt sind sowohl der
SHH- als auch der Wnt-Signalweg von entscheidender Bedeutung für die TF-Entwicklung und
Haarzyklusinitiierung. Für beide Signalwege wurden verstärkte Aktivitäten im BCC berich-
tet [47, 59]. Diese Tatsache verstärkt die Annahme des follikulären Ursprungs aber beweist
ihn nicht. Jüngste Studien postulieren, dass eine SZ oder Progenitorzelle der IFE Mutationen
im SHH-Weg erfährt, daraufhin in ein embryonales Muster zurückfällt und eine follikuläre
Differenzierung durchläuft. Dadurch kommt es ebenfalls zu einer Wnt-Aktivierung, wodurch
die Proliferation nochmals gesteigert wird und auch eine Reprogrammierung der dermalen
Zellen stattfindet. Aufgrund der stark erhöhten Proliferation entarten schließlich einzelne Zel-
len und es entsteht die BCC-Knospe [32, 33]. Interessant ist, dass hier als Voraussetzung für
die Tumorentstehung der mutierte SHH-Weg den Wnt-Weg aktiviert [59], also umgekehrt wie
bei der Haarentwicklung. Diese Annahme, dass das BCC eine fehlgeleitete TF-Entwicklung
darstellt, wird durch die Ähnlichkeit der Expressionsprofile der initialen Haarknospe mit der
BCC-Knospe [59, 60, 37] unterstützt und erklärt zudem die Expression von follikulären Mar-
kern im BCC. Für eine Entstehung aus der IFE würden zudem die Fakten sprechen, dass der
wichtigste ätiologische Faktor, die UVB-Strahlung, in der IFE deutlich höhere Konzentratio-
nen erreicht als im tiefer gelegenen Haarwulst. Außerdem ließen sich nach dieser Theorie die
vereinzelten BCCs an nicht behaarter Haut erklären. Letztlich konnten im Mausmodell beide
Theorien bestätigt werden [32, 35], (Abbildung 1.6 B).
Hervorzuheben sind die wenig aggressiven superfiziellen BCCs, die hinsichtlich Körperregion
(vor allem an Rumpf und unterer Extremität [61, 62]), Alter (jüngere Patienten [63, 62])
und Geschlecht (bevorzugt Frauen [62]) deutlich andere Verteilungen als die restlichen BCCs
zeigen. Ob biologische Faktoren (Verteilung der Hautadnexe, Geschlecht), andere ätiologische
Faktoren (weniger UVB-Strahlung, eher chemische und andere Kanzerogene) oder vielleicht
auch eine andere Ursprungszelle im Vergleich zu den anderen Subtypen ursächlich dafür sind,
ist nicht vollständig geklärt. Grachtchouk et al. zeigten im Mausmodell, dass es von der SHH-
Aktivität und der mutierten Zelle abhängt, welcher BCC-Subtyp entsteht [34]. Während die
soliden BCCs aus Zellen des unteren Wulstes oder des sekundären Haarkeims entstehen, ent-
springt der superfizielle Subtyp aus Zellen der IFE oder nicht behaarten Epidermis [34]. Bei
reduzierter SHH-Aktivität entstanden statt BCCs Hamartom ähnliche Tumoren, die sich wo-
möglich aus einem irregulären SZ-Pool rekrutieren [34, 64]. Ob diese Daten auf den Menschen
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übertragbar sind, ist jedoch ungewiss. In den letzten Jahren wurde die Entstehung des BCCs
aus den potentiellen Wulst-SZ des TFs bzw. den aus ihnen hervorgehenden Progenitorzellen
am stärksten favoritisiert. Endgültig abgeschlossen ist dieses Thema aber noch lange nicht.

Schon angedeutet ist die Bedeutung des Tumorstromas für die BCC-Entwicklung und Auf-
rechterhaltung nicht zu vergessen. Bereits 1961 konnte gezeigt werden, dass transplantierte
BCCs ohne Tumorstroma degenerieren oder komplett absterben, wohingegen die BCCs mit
Stroma sich normal weiter entwickeln [65]. Dass die stromalen Fibroblasten eine Rolle bei der
malignen Entartung der epithelialen Zellen übernehmen ist denkbar, da auch die dermalen
Zellen bei der BCC-Entstehung eine Reprogrammierung durchlaufen [33].

1.5. Relevante Marker in der BCC-Histogenese

1.5.1. Cytokeratin 15

Cytokeratin 15 (CK15) ist ein Protein der Keratinfamilie, eine Untergruppe der Intermediär-
filamente, welche spezifisch in Epithelien exprimiert werden [66, 67]. Es gehört zur Keratin-
Gruppe 1, den kleineren CKs, und bildet eine Ausnahme, da es keinen Keratin-Partner an
sich bindet, wie es für viele andere CKs beschrieben ist. Die Verteilung der einzelnen CKs in
den epithelialen Anteilen der Haut ist ein Zeichen für Differenzierung und Spezialisierung der
verschiedenen Zellschichten [66, 67]. CK15 wird in den basalen KZ der Epidermis exprimiert
und wird in aktivierter bzw. stark proliferierender Haut, wie z.B. Psoriasis oder hypertrophen
Narben, herunterreguliert [68].

Besondere Bedeutung erlangte CK15 als 1998 Lyle et al. zeigten, dass die im TF-Wulst gele-
genen potentiellen SZ spezifisch mit dem cluster of differentiation (CD)8-Antikörper (DAKO
Klon C8/144B) angefärbt werden können und dieser mit CK15 kreuzreagiert [69]. Ein Jahr
später stellten Waseem et al. einen weiteren, monoklonalen, CK15 Klon her (LHK15), der
ein unspezifischeres Färbeprofil zeigte, da er zusätzlich zu den Wulstzellen auch diskontinu-
ierlich die basale Epidermis färbte [68]. Pontiggia et al. demonstrierten, dass es sich dabei um
potentielle SZ der IFE handeln könnte [70]. Weitere immunhistochemische Studien mit teils
neuen und den bereits bekannten Klonen folgten mit uneinheitlichen Ergebnissen [71, 70].
Insgesamt gibt es einige Gründe, die für CK15 als möglichen SZ-Marker sprechen, wie z.B.
die spezifische Anfärbung der fraglichen Wulst-SZ des C8/144 Klons [70], oder das die CK15
positiven (pos.) Wulst-Zellen unter homöostatischen Bedingungen den kompletten TF rege-
nerieren können [19]. Zudem demonstrierten Wang et al. im PTCH +/- Mausmodell, dass
das BCC aus den CK15 pos., potentiellen SZ des TF-Wulstes entstehen [35].
Wichtig ist es aufgrund der unterschiedlichen Färbeprofile die CK15-Antikörper getrennt zu
betrachten. Auch wenn CK15 als potentieller SZ-Marker umstritten ist [72, 73], bleibt es
einer der geeignetsten Wulstzell-Marker und ist somit von hohem Interesse hinsichtlich der
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Herkunft des BCCs. In dieser Studie wird der meines Wissens noch nicht an BCCs getestete
EPR1614Y-Klon vom C-Terminus des CK15 Proteins verwendet.

1.5.2. Lrig1

Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 1 (Lrig1) wurde erstmals 2001
von Nilsson et al. als transmembranäres Zelloberflächenprotein im menschlichen Körper be-
schrieben [74]. Es besteht aus 15 leucin-reichen Regionen, 3 immunglobulin-ähnlichen Do-
mänen, einer Transmembrandomäne sowie einem zytoplasmatischen Anteil und zeigt sehr
große Ähnlichkeit zu dem Lig1 der Maus [74]. Es ist ubiquitär im menschlichen Körper ver-
breitet, z.B. in Epidermis und Drüsengeweben, wie der Talgdrüse oder der Prostata [75].
Lrig1 inhibiert den Epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor der ErbB-Familie nach dessen
Aktivierung, sodass ein negativer Feedbackmechanismus besteht. Somit hemmt es die EGF
vermittelten Wachstums- und Proliferationsprozesse [76].

Lrig1 ist für die Kompartimente der Haut an der Maus weitaus besser erforscht. Es wird
von potentiellen SZ, die in der sog. Junctionalzone des TFs (oberer Isthmus) zwischen In-
fundibulum, TD-Gang und dem Wulst liegen, exprimiert [23]. Sie sind klar getrennt von den
CK15 und CD34 pos. Zellen des Wulstes. Die Lrig1 pos., potentiellen SZ können sich sowohl
zu Zellen des Infundibulums als auch der TD differenzieren [23]. In der TD bilden sie den
basalen Sebozyt, der bei weiterer Differenzierung Lrig1 verliert [77]. Eine weitere Lrig1 pos.
Zellpopulation mit SZ-Potential befindet sich in der IFE, welche in vitro alle Zelllinien der
Epidermis bilden kann [23]. Diese zwei möglichen SZ-Nischen scheinen außer im Rahmen der
Wundheilung, wo Zellen des Isthmus in die IFE auswandern, unabhängig voneinander zu
agieren [77]. Aufgrund dieser Eigenschaft wird Lrig1 als SZ-Marker vermutet. Zudem findet
man Lrig1 in der Anagenphase des TFs auch in der äußeren HWS [23, 77]. Es wird angenom-
men, dass Lrig1 als Wachstums- und Proliferationshemmer die potentiellen SZ von Isthmus
und IFE in Ruhe hält und somit wichtig für die Homöostase der IFE ist [23]. Dafür spricht
der Fakt, dass es beim Fehlen von Lrig1, sowohl in Maushaut als auch in menschlichen KZ-
Kulturen, zur Epidermishyperproliferation kommt [78, 23, 79]. Der TF und die TD zeigen im
Lrig1-KO-Modell von Jensen et al. hingegen keine erhöhte Proliferationsbereitschaft [23].
Als potentieller SZ-Marker der IFE und des TF-Isthmus könnte die Expression von Lrig1 im
BCC neue Erkenntnisse zu seiner Histogenese ermöglichen.

1.5.3. LGR5

Leucine-rich Repeat-containing, G-protein coupled Receptor (LGR) sind eine Untergruppe
der großen 7-Transmembrandomänenrezeptoren [80]. LGR 5 gehört mit 16-18 Leucine-rich
repeats zur B-Klasse der LGRs. Ihre sehr lange extrazelluläre Domäne dient als Bindestelle
für ihre Liganden, die R-Spondine [81]. LGR 5 ist weit im menschlichen Körper verbreitet, am
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stärksten in der Muskulatur, aber auch in Plazenta und ZNS [80]. Als potentieller SZ-Marker
wurde es erstmals im Kolon der Maus [82] und später in zahlreichen weiteren Mausgeweben,
u.a. dem TF [21] und der Brustdrüse [83] beschrieben. Hinsichtlich der Funktion von LGR5
wurde gezeigt, dass es ein Zielgen des Wnt-Signalweges im Kolonkarzinom ist [84, 85] und
die Aktivierung von LGR5 pos. Zellen zu einem erhöhten β-Cateninumsatz führt [81].

Erstmalig wurde LGR5 mRNA in den Wulstzellen des telogenen Maus-TFs beschrieben [19].
Später zeigten Jaks et al., ebenfalls im Mausmodell, dass die LGR5 Expression auf eine sich
aktiv teilende Zellpopulation im telogenen unteren Haarwulst und dem sekundären Haarkeim
beschränkt ist. Interessanterweise ist es während der Anagenphase und der Embryogenese je-
doch nur in der äußeren HWS des unteren TFs zu finden [21]. Jaks et al. vermuteten daher,
dass in der frühen Anagenphase die Bildung der äußeren HWS des unteren TFs von LGR5
pos. Zellen des sekundären Haarkeims ausgeht und nicht wie bisher angenommen vom Wulst,
da dieser in der Anagenphase nicht mehr LGR5 markiert ist [21].
In Transplantationsversuchen mit LGR5 pos. Zellen konnten diese alle regulären Schichten
des TFs bilden, was ihr SZ-Potential sowie ihre regenerative Kapazität verdeutlicht [21].
Zudem wurde in den LGR5 pos. Zellen elevierte mRNA von Mediatoren des Wnt- und SHH-
Weges gefunden [21], was die essentielle Rolle dieser Zellen in der TF-Differenzierung und
möglicherweise der BCC-Entstehung bekräftigt. In Bezug auf die Herkunft des BCCs ist her-
vorzuheben, dass LGR5 (in der Maus) unter homöostatischen Bedingungen nur im unteren
Bereich des TFs zu finden ist, nicht jedoch in Infundibulum oder IFE [21]. Allerdings wurde
gezeigt, dass bei Verletzung der Epidermis LGR5 pos. Zellen aus dem unteren TF rekrutiert
werden und zum Wundverschluss der IFE sowie verstärktem Haarwuchs beitragen [86].
Zusammengefasst markiert LGR5 eine sich aktiv teilende Zellgruppe im TF, welche unter
normalen Bedingungen den sich teilenden, unteren Part des TFs aufrechterhält. Unter pa-
thologischen Bedingungen können die LGR5 pos. Zellen jedoch auch Nachkommen bilden,
welche sich an der Wundheilung des Infundibulums und der IFE beteiligen.

1.5.4. SOX9

SOX9 steht für Sry(Sex-determining region of Y)-related HMG-box-transcriptionfactor 9 und
ist eines von 24 bekannten Sox-Genen [87]. Es ist als wichtiger Transkriptionsfaktor u.a. re-
gulierend wirksam für die Ausbildung des männlichen Geschlechtes in Vertebraten und wird
während der weiblichen Embryogenese herrunterreguliert [88]. Folglich kommt es bei SOX9
Mutationen zu Fehlbildungen in der Geschlechtsentwicklung, aber auch schweren Skelett-
fehlbildungen, wie der Campomele-Dysplasie [89]. Auch in der Chondrogenese und Bildung
anderer Gewebe hat SOX9 eine herausragende Bedeutung [90].

Dass SOX9 auch für die Maushaut eine Rolle spielt, zeigten 2005 Vidal et al. zeigten. Erst-
mals in der embryonalen Haarplakode erscheinend initiiert es ein Programm für die follikuläre
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Differenzierung der Zellen der äußeren HWS [91]. Wird SOX9 in der Haut ausgeknockt, ent-
stehen haarlose Mäuse mit degenerierten Wulst-SZ, die kein CD34 mehr bilden und die äußere
HWS zeigt eine epidermale Differenzierung [91]. Genauere molekulare Analysen erbrachten
zudem, dass SOX9 durch den SHH-Signalweg reguliert wird, was seine Bedeutung für die
Haardifferenzierung nochmals hervorhebt [91].
Letztlich ist SOX9 wahrscheinlich kein spezifischer SZ-Marker, aber es greift direkt in die Re-
gulation der TF-SZ ein und könnte über den SHH-Weg auch eine entscheidende Bedeutung
bei der BCC-Entstehung mittragen.

1.5.5. β-Catenin

β-Catenin wurde erstmals 1989 als Bestandteil von Zell-Zell-Verbindungen in Epithelien be-
schrieben [92]. Darüber hinaus ist es in diversen Signalkaskaden, bei der Tumorentstehung,
der Embryogenese und an zahlreichen Wachstumsprozessen beteiligt [93]. β-Catenin hat zwei
Hauptfunktionen in epithelialen Geweben. Primär ist es das stabilisierende Bindeglied zwi-
schen E-Cadherin, einem transmembranärem Protein der Zellmembran, und dem Aktinzy-
toskelett [92, 94]. Neben dieser membranären Lokalisation kommt es frei im Zytoplasma vor,
wird jedoch unter normalen Bedingungen gleich von einem Zerstörer-Komplex gebunden und
ubiquitinabhängig proteolysiert [95, 93]. Wird der Abbau durch den aktivierten kanonischen
Wnt-Signalweg inhibiert, akkumuliert β-Catenin im Zytoplasma und wird auch in den Kern
transportiert [95, 96]. Dort kann es die Transkription von Wnt-Zielgenen über TCF/LEF-1
Bindungen aktivieren, aber auch als Inhibitor wirken [97, 98, 93].

β-Catenin nimmt als zentraler Baustein des kanonischen Wnt-Signalweges eine Schlüssel-
rolle in der TF-Entwicklung und -Differenzierung ein [99]. Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass der ebenfalls für die Haarentwicklung bedeutsame SHH-Weg dem Wnt-Weg
nachgeschaltet ist [7, 11]. β-Catenin hat zwei wesentliche Funktionen am TF: Erstens ist es
an der Formierung der embryonalen Haarplakode in der Maus beteiligt und zweitens ver-
mittelt es eine follikuläre Differenzierung der TF-SZ im Wulst [7, 11]. Im Knock-Out und
Knock-In Mausmodell der Haut konnte die Bedeutung von β-Catenin für den TF untermau-
ert werden. Fehlt β-Catenin in der Embryogenese, wird keine Haarplakode angelegt und die
Mäuse werden fast haarlos geboren [7]. Fehlt es bei der adulten Maus stoppt der Haarzyklus in
der Katagenphase mit nachfolgender Bildung epidermaler Zysten [7]. Umgekehrt initiiert die
erhöhte β-Catenin Expression in telogenen TF die Anagenphase [8, 100] und fördert die Ent-
stehung von zahlreichen neuen aberranten TF [11, 100]. Bei exzessiver β-Catenin-Expression
entstehen sogar Trichofollikulom- und Pilomatrixom-ähnliche Tumoren [11, 8].
β-Catenin nimmt als wichtigster Mediator des Wnt-Weges in den epithelialen und mesenchy-
malen Zellen der Haut eine essentielle Bedeutung bei der TF-Entstehung ein. Da das BCC
auch als fehlgeleitete Haarentwicklung diskutiert wird, soll in dieser Arbeit die β-Catenin
Expression am BCC untersucht werden.
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1.5.6. Ephrin B2 Rezeptor, N- und C-Terminus

Ephrinrezeptoren (Eph) sind die größte bisher bekannte Subfamilie der transmembran-tyrosin-
kinase Rezeptoren. Sie werden anhand ihrer Struktur und den bindenden Liganden in die
Ephrin-A-Rezeptoren (EphA) 1-8, die Ephrin-A 1-5 binden, und die Ephrin-B-Rezeptoren
(EphB) 1-4,6, die Ephrin-B 1-3 binden, eingeteilt [101, 102]. Der bidirektionale Signalfluss
[103] erfolgt nur zwischen benachbarte Zellen, da sowohl Ligand als auch Rezeptor membran-
ständig sind. Für Eph wurden zahlreiche Funktionen, z.B. im Aktinzytoskelett, bei Zellform
und -bewegung sowie bei Zelldifferenzierung und -proliferation beschrieben [104, 105]. Ins-
besondere die EphB übernehmen eine Schlüsselrolle in der Entstehung und Regulierung des
ZNS [106] und der Vaskulogenese [107, 108]. Zudem ist ihre Expression in zahlreichen poten-
tiellen SZ-Nischen, z.B. des Intestinuums [105] oder des Haarwulstes [29], beschrieben wurden.

EphB2 konnte an Maushaut in der IFE, der TD und im TF nachgewiesen werden [109].
Im TF markiert es die Wulstregion, die äußere HWS und die Haarmatrix unabhängig vom
Haarzyklusstadium. Hervorzuheben ist zudem die Anfärbung der HP [109]. Allerdings bleibt
fraglich ob sich diese Daten auf den Menschen übertragen lassen, da einzelne Eph und ihre
Liganden ein unterschiedliches Expressionsmuster in Maus- und Menschenhaut zeigen [110]
und ihre Expression stark vom Entwicklungsstadium der Haut abhängig ist [111]. Die genaue
Funktion der Eph in der Haut ist unbekannt. Im Mausmodell konnte durch Injektionen von
Eph oder Ephrinen gezeigt werden, dass der normale Eph/Ephrin Signalweg die Proliferation
der KZ inhibiert, also negativ reguliert [109].
Zusammenfassend stellen die Eph eine heterogene Gruppe von membrangebundenen Rezep-
toren dar, denen im Mausmodell eine Rolle als Proliferationsregulator von KZ zugewiesen
wurde. EphB2 wurde meines Wissens noch nicht per Immunhistochemie an menschlicher
Haut sowie am BCC untersucht, weshalb es in diese Studie aufgenommen wurde.

1.5.7. Nestin

Nestin ist ein Klasse VI Intermediärfilament, das im zentralen Nervensystem während der frü-
hen Embryonalperiode in neuroepithelialen SZ exprimiert [112, 113] und mit zunehmender
Differenzierung der Zellen durch andere Intermediärfilamente ersetzt wird [114]. Außerdem
konnte es auch in Progenitorzellen anderer ausgewachsener Gewebe, wie z.B. mesenchymalen
SZ des Knochenmarks [115], der Muskulatur [116] und der Lunge [117] sowie in Tumoren
(Malignes Melanom [118, 119], Dermatofibrosarcoma protuberans [120], Glioblastom [121])
nachgewiesen werden. Im Rahmen der Angiogenese, vor allem in der Embryonalphase [122],
wurde es zudem als Marker von Endothelzellen beschrieben und scheint in vielen Tumoren
die Gefäßneubildung zu stimulieren, z.B. im Malignen Melanom [123] und Glioblastom [124].

Nestin ist in transgenen Mäusen mit Nestin gekoppeltem grün fluoreszierendem Protein als
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Marker für potentielle Haarwulst-SZ beschrieben wurden [125]. Dabei variiert die genaue
Lokalisation der Nestin exprimierenden Zellen mit dem Stadium des Haarzyklus. Während
der Telogen- und der frühen Anagenphase befinden sie sich nur im Wulst, währenddessen
sie in der weiteren Anagenphase auch in den oberen zwei Dritteln der äußeren HWS und
den basalen Zellen der TD zu finden sind [125]. In später folgenden Transplantationsstudien
konnte das SZ-Potential der Nestin pos. Wulstzellen weiter untermauert werden [126, 127].
Beispielsweise sind kutltivierte Nestin+ Wulst-SZ in der Lage sich in Neurone, KZ, glatte
Muskelzellen und Melanozyten zu differenzieren [128].
Allerdings zeigt sich beim Menschen ein komplett kontrastäres Muster. Nestin wird hier vor-
nehmlich in den mesenchymalen Anteilen der Dermis exprimiert [129, 130, 131, 13]. Welche
Rolle Nestin im dermalen Bindegewebe übernimmt und ob es in den mesenchymalen oder
epithelialen Anteilen des BCCs exprimiert wird, soll in dieser Studie ermittelt werden.

1.5.8. CRABP1

CRABP1, cellular retinoic-acid binding protein 1, wurde erstmals 1975 als zelluläres lipid-
bindendes Protein beschrieben [132]. Es ist im Körper von Vertebraten ubiquitär verbreitet
[133] und zeigt wie sein verwandtes Protein CRABP2 eine starke Affinität für all-trans-
Retinsäure (RA) aus der Familie der Retinoide [134]. RA vermittelt seine Funktion über
Bindung an Kernrezeptoren, bekannt als RA Rezeptoren (RARs) und Retinoid X Rezep-
toren (RXRs), und greift in Transkriptionsprozesse ein, die u. a. eine Schlüsselrolle in der
Hautentwicklung und -differenzierung spielen [133]. Die genaue Funktion von CRABP1 ist
bislang unklar. Einige Autoren vermuten, dass es den Abbau von RA induziert [135]. Andere
nehmen an, dass CRABP1 eine Reservoir- und Transportfunktion von RA in der Zelle hat,
da es sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma vorkommen kann [136, 137]. Interessant
ist, dass im Tiermodell die Funktion von CRABP1 an der Haut entbehrlich zu sein scheint,
wie Studien an KO-Mäusen zeigten [138, 139].

In der Maushaut wird CRABP1 initial in der frühen Embryonalperiode exprimiert. Dabei
markiert es das dermale Zellkonvolut aus dem später die HP hervorgeht [140]. Zudem sind
in der Embryonalperiode zahlreiche Fibroblasten-artige Zellen, die über die Dermis verstreut
sind und auch dichter im Interface von Dermis zu Epidermis liegen, CRABP1 pos.. In adulter
Haut markiert CRABP1 haarzyklusunabhängig die HP und eine dermale Zellgruppe direkt
neben der TD [140]. Vermutlich handelt es sich dabei um neurogene mesenchymale Pro-
genitorzellen. Hervorzuheben ist, dass die CRABP1 Expression durch RA, sowie den Wnt-
Signalweg reguliert werden kann [140].
Insgesamt konnte CRABP1 im Mausmodell als Marker der initialen Zellen der HP dargestellt
werden. Da diesen Zellen eine große Bedeutung in der TF-Entstehung zukommt, soll in dieser
Arbeit die Rolle von CRABP1 im Stroma des BCCs untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Geräte und Reaktionsstoffe

Siehe Tabelle A.1 (Verwendete Geräte) und Tabelle A.2 (Verwendete Reaktionsstoffe).

2.1.2. Verwendete Primärantikörper

Primär-
antikörper

Firma Bestell-
nummer

Ursprung Klonalität Klon

CK15 abcam ab52816 Hase Monoklonal EPR1614Y

Lrig1 abcam ab36707 Hase Polyklonal

SOX9 abcam ab26414 Hase Polyklonal

LGR5 SIGMA B33620 Hase Polyklonal

β-Catenin abcam ab6302 Hase Polyklonal

EphB2N Epitomics T2599 Hase Polyklonal

EphB2C Epitomics T2600 Hase Polyklonal

Nestin abcam ab22035 Maus Monoklonal 10C2

CRABP1 abcam ab2816 Maus Monoklonal C-1

Tabelle 2.1.: Verwendete Primärantikörper

2.2. Methoden

2.2.1. Untersuchungskollektiv und Basalzellkarzinomtypisierung

An der Klinik für Dermatologie und Venerologie der Otto-von-Guericke Universität Magde-
burg wurden retrospektiv 45 Patientenakten mit BCCs herausgesucht. Alle Patienten wur-
den zwischen 2005 und 2009 in der Klinik für Dermatologie operativ versorgt und über die
Entnahme und histologische Analyse der OP-Resektate aufgeklärt und haben dieser zuge-
stimmt. Die Aufarbeitung des Tumormaterials erfolgte im Rahmen der histologischen Dia-
gnostik sowie nach Empfehlung der Ethikkomission des Universitätsklinikums Magdeburg

16



2.2. METHODEN

der Medizinischen Fakultät gemäß der Empfehlungen des zentralen Ethikrats der Deutschen
Ärzteschaft. Die exzidierten Tumoren wurden in Formalin fixiert und in Paraffin eingebet-
tet. Die Diagnose der Tumorentität erfolgte klinisch und histologisch an Hämatoxylin- und
Eosin- gefärbten Paraffinschnittpräparaten in der konventionellen Lichtmikroskopie anhand
der bekannten Kriterien eines BCCs durch einen Dermatohistopathologen. Gelegentlich wur-
de diese unter Verwendung anderer immunhistochemischer Färbungen zusätzlich gesichert.
Alle Patientendaten wurden anonymisiert.
Aufgrund der morphologischen Vielfalt der BCCs erfolgte eine histologische Subtypisierung in
die Kategorien: solide (n=13), superfiziell (n=8), sklerodermiform (n=9), adenoid (n=7, da-
von 3 trichoadenoide und 4 adenoid-zystische), verwildert (n=8). Da die BCCs oftmals nicht
in Reinform auftreten, sondern mehrere Anteile verschiedener Subtypen aufweisen, erfolgte
die Zuordnung dieser BCCs zu dem dominierenden histologischen Subtyp. Zudem wurden
weit fortgeschrittene BCCs in Form eines Ulcus terebrans (n=8) mit in die Arbeit aufgenom-
men, sowie BCCs von Patienten, welche an einem angeborenen Gendefekt im PTCH1-Gen,
dem Gorlin-Goltz-Syndrom (n=8) leiden. Diese BCCs sind entsprechend ihres histologischen
Subtyps in der histologischen Klassifikation inbegriffen. Die Kriterien nach denen die histo-
logische Einteilung erfolgte, sind in Tabelle 2.2 dargestellt.

Histologische Kriterien

BCC
allge-
mein

- noduläre basaloide Tumorzellproliferationen umgeben von einem meist in par-
allelen Bündeln angeordneten bindegewebigen, oft fibrosierten, Stroma
- typische zystische Spalten zwischen Tumorstroma und peripheren Tumorzellen,
sodass der Tumor scharf abgegrenzt ist
- ausgeprägte Basophilie der Tumorzellen, ähnlich der Zellen des Str. basale
(großer ovaler, basophiler Kern mit schmalem, kaum sichtbaren Zytoplasmasaum)
- palisadenartige Zellaufreihung am Tumorrand, zentrale Zellen ungeordnet
- Tumorzellen erscheinen uniform, viele Mitosen, wenige Nekrosen
- unterschiedlich ausgeprägtes lymphoidzelliges Infiltrat
- Differenzierungstendenzen zu den Hautanhangsgebilden, insbesondere dem TF,
aber auch undifferenzierte Formen sind möglich

Solide

- siehe allgemeine BCC-Kriterien, häufigster Subtyp
- asymmetrisch knotiger Aufbau mit Kontakt zur Epidermis
- scharf begrenzte Tumorknospen mit Eindringen ins Str. retikulare
- oft mit zentral zystischen oder keratotischen Degenerationen

Super-
fiziell

- multifokal auftretende tropfen- bis knospenförmige Tumorinseln, welche der
dermoepidermalen Junktionszone anhaften
- Palisadenzellen und Spaltbildung wie bei den soliden BCCs
- reguläre Architektur der zwischen den Knospen liegenden Dermis und Epidermis
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Sklero-
dermi-
form

- Hirschgeweihartige 1-2 zelllagige Basalzellkarzinomausläufer
- oft tiefe dermale Infiltration mit stark fibrotischer Stromareaktion
- unscharfe Begrenzung, meist ohne die typische Palisadenstellung

Ade-
noid

- Unterscheidung in trichoadenoide (TF-Imitatoren) und adenoid-zystische BCCs
(Imitatoren der apokrinen und ekkrinen SD), oft Verbindung zur Epidermis
- viele schmale Epithelstränge die miteinander anastomosieren und netzförmig
dazwischen liegende Bindegewebsinseln einschließen
- innerhalb der verzweigten Tumorzellen sind drüsenartige Strukturen erkennbar,
die meist Lumen mit umgebenden sekretorischen Zellen darstellen

Verwil-
dert

- auch basosquamöses Karzinom genannt
- atypische basaloide und dyskeratotische spinozelluläre Tumorzellverbände
- Tumorzellen mit stärker entdifferenzierten Charakter und mehr Kernatypien
- aggressives, infiltrierendes Wachstumsmuster (selten auch in Knochen) mit
meist nur geringer Bindegewebsfibrose

Tabelle 2.2.: Histologische Einteilung der BCCs [1, 2].

2.2.2. Immunhistochemie und Herovici-Färbung

Immunhistochemie

Für die immunhistochemischen Färbungen wurden manuell 2 µm dicke Paraffinschnitte mit
dem Leica SM 2000 R Schlittenmikrotom angefertigt, im Warmwasserbad bei ca. 35°C ge-
glättet und anschließend auf Superfrost-Plus-Objektträger aufgetragen. Um einen besseren
Vergleich der späteren Färbung zu erhalten, wurden je zwei Paraffinschnitte auf einen Ob-
jektträger aufgetragen. Im Anschluss erfolgte die Trocknung der Objektträger bei 60°C im
Wärmeinkubator für eine Stunde. Bei der Entparaffinierung der Schnitte im Färbeautomat
Shandon Varistain 24-4 (Programm 2) wurde eine dreimalige Behandlung mit Xylolersatz
über vier Minuten und darauffolgend die jeweils eine Minute dauerende Rehydrierung der
Schnitte in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 75%) durchgeführt. Die An-
tigendemaskierung erfolgte Antikörper-abhängig mit Citrat-Puffer oder EDTA-Puffer. Zur
Herstellung der Puffer wurden je 20ml der Zytomed Pufferlösung mit 180ml destiliiertem
Wasser im Inkubationsbehälter angesetzt. Die fertigen Puffer wurden für zehn Minuten im
Dampfgarer vorgewärmt und anschließend mit den Schnitten in die Inkubationsbehälter ge-
geben und für weitere 25 Minuten im Dampfgarer inkubiert. Danach erfolgte die gründliche
Spülung der Schnitte unter fließendem Leitungswasser für zehn Minuten. Im Anschluss wur-
den die Schnitte vorsichtig abgetrocknet, mit dem Dako Pen wasseraberrierend umkreist und
im Waschpuffer gelagert. Ggf. erfolgte vor Auftragen des Primärantikörpers noch ein Blocking
und anschließendes dreimaliges Spülen mit dem Waschpuffer. Nach dieser Grundbehandlung
wurde für jeden Antikörper nach einem speziellen Protokoll verfahren (Tabelle 2.3).
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Alle Färbereaktionen entsprechen dabei der Streptavidin-Biotin-Methode:

1. Primärantikörper auf die Schnitte auftragen und bei der angegebenen Temperatur die
vorgeschriebene Zeit inkubieren lassen. Dabei wird der Antikörper mit einer speziellen
Verdünnungslösung verdünnt.

2. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer.

3. Auftragen des biotinylierten Sekundärantikörpers und für 15 Minuten inkubieren.

4. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer.

5. Auftragen des mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Streptavidins und für 15 Mi-
nuten in einer feuchten Kammer einwirken lassen.

6. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer.

7. Den Chromogenfarbstoff Permanent AP Red Kit frisch herstellen ( 1ml Permanent AP
Red Puffer und 16µl Permanent AP Red) und auf die Schnitte auftragen.

8. Abbruch der Färbereaktion nach Kontrolle unter dem Lichtmikrokop durch Spülen der
Schnitte mit destilliertem Wasser.

9. Gegenfärben der Schnitte mit Hämatoxylin durch kurzes Eintauchen in die entspre-
chende Lösung und schnelles Spülen mit Wasser.

10. Dehydrieren der Schnitte am Färbeautomaten THERMO SHANDON Varistain 24-4
(Programm 3): Schnitte eine Minute mit Wasser spülen, anschließend Rehydrierung in
aufsteigender Ethanolreihe (80% für 20s, zweimal 96% für eine Minute, dreimal 100%
für 1 Minute). Abschließend dreimalige Behandlung mit Xylolersatz für zweimal eine
Minute und einmal 2,5 Minuten.

11. Eindecken der Schnitte am CONSUL Eindeckautomat.

Herovici-Färbung

Für die Herovici-Färbung werden die Schnitte analog entparaffiniert und in Wasser gespült.
Anschließend müssen die zu gleichen Anteilen aus Weigert A (1g Hämatoxylin in 100ml
96%igem Ethanol) und B (1.16g Eisen(III)-chlorid in 99ml destilliertem Wasser lösen und
1ml 25%ige Salzsäure zusetzen) bestehende Weigert-Hämatoxylinlösung und die aus 25ml
Herovici-Lösung A und 30ml Lösung B angesetzte Herovici-Lösung frisch hergestellt werden.
Zunächst werden die Schnitte für fünf Minuten in der Weigert-Lösung inkubiert und danach
gründlich mit Wasser gespült. Im Anschluss erfolgt die je zweiminütige Inkubation in der
Herovici-Lösung und Spülung der Schnitte mit 1% Essigsäure. Weiter wird mit Schritt zehn
der oben genannten Anleitung verfahren.
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Primär-
antikörper

Vorbe-
handlung

Blockierlösung Verdün-
nung

Einwirkzeit und
-temperatur

CK15 Citrat 10min 10% Kalbsserum in
PBS

1:400 1 h bei Raum-
temperatur

Lrig1 Citrat Keine 1:100 45 Minuten bei
Raumtemperatur

SOX9 Citrat 30min in 0,25% Fischgelatine,
10% Kalbsserum, 1% huma-
nem Serumalbumin in PBS

1:1000 1 h bei 37°C

LGR5 Citrat Keine 1:250 45 Minuten bei
37°C

β-Catenin Citrat Keine 1:1000 1 h bei Raum-
temperatur

EphB2N EDTA Keine 1:50 1 h bei Raum-
temperatur

EphB2C EDTA Keine 1:250 1 h bei Raum-
temperatur

Nestin Citrat Keine 1:300 1 h bei Raum-
temperatur

CRABP1 EDTA Keine 1:1000 30 Minuten bei
Raumtemperatur

Tabelle 2.3.:
Behandlung der Primärantikörper. Alle Antikörper ohne Blocking wurden mit der Standard- An-
tikörperverdünnungslösung verdünnt. Die Antikörper mit Blocking wurden mit der entsprechenden
Blockierlösung verdünnt.

2.2.3. Histologische Auswertung

Auswertung der Tumoren

Die Auswertung erfolgte an einem konventionellen Lichtmikroskop des Typs Leica Leitz DM-
RB in 25-, 100-, 200- und 400-facher Vergrößerung (Angabe unten rechts im Bild). Der Tumor
wurde in zwei Anteile gegliedert: den epithelialen und den mesenchymalen Anteil. Der epithe-
liale Anteil ist der Tumor im eigentlichen Sinne und wurde für alle histologischen Varianten
räumlich in die Tumorperipherie (Invasionsfront) und das Tumorzentrum unterteilt. Für je-
den BCC-Subtyp erfolgte anschließend eine detailliertere Beschreibung der Verteilung des
Antikörpers im Tumorgewebe. So wurde z.B. bei den soliden BCCs eine Differenzierung zwi-
schen der Anfärbung der Palisadenzellen und der zentralen Tumorzellen vorgenommen oder
bei den verwilderten BCCs der entdifferenzierten und der differenzierten Zellen.
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2.2. METHODEN

Der mesenchymale Anteil der BCCs, das Tumorstroma, ist das vom Tumor rekrutierte bzw.
das ihn umgebende Bindegewebe (BG) und wurde in Tumorsepten (TS), Tumorinterface
(TI), Bindegewebsscheide (BGS) und umgebendes Infiltrat unterteilt. Mit den TS ist das
zwischen den epithelialen Zellsträngen des Tumors gelegene BG gemeint. Die BGS beschreibt
das äußere BG des Tumors, wobei die Zone des direkten Kontakts zwischen den äußersten
epithelialen Tumorzellen und ihrem umgebenden BG als TI bezeichnet wird. Das Infiltrat ist
das sich an die BGS angelagerte dermale BG mit eingewanderten Leukozyten.
Die Ermittlung der Färbestärke erfolgte für die epithelialen und mesenchymalen Tumoran-
teile (mit Untergruppen) durch eine Schätzung der positiven Zellen an der Gesamtzellzahl
der jeweiligen Kategorie. Es konnten die Werte 0, 1, 2 oder 3 erreicht werden. Dabei steht
0 für einen geschätzten Anteil positiver Zellen im Bereich 0-1%, 1 für 1-33%, 2 für 34-66%
und 3 für 67-100%. Aus den ermittelten Daten wurden das arithmetische Mittel und der
Standardfehler berechnet. Abschließend wurde das Färbemuster, beispielsweise als gekörnt
oder homogen, sowie die zelluläre Lokalisation beurteilt.

Auswertung der gesunden Haut

Es wurden die Bereiche Epidermis (Str. corneum, Str. spinosum, Str. granulosum, Str. basa-
le), Talgdrüsenfollikel (epidermale HWS, äußere HWS, innere HWS, Haarmatrix, Präsump-
tiver Cortex), Talgdrüse (basale Sebozyten, suprabasale Sebozyten) mit Ausführungsgang
(luminale Zellen, basale Zellen) und ekkrine Schweißdrüse (SD) mit Ausführungsgang (Azini;
luminale und basale Gangzellen) bewertet. Dabei wurde die Stärke der Anfärbung unterteilt
in 0 für keine Anfärbung, 1 für schwache Anfärbung, 2 für mittelstarke Anfärbung, 3 für
starke Anfärbung. Die Beurteilung des Färbemusters und der zellulären Lokalisation erfolgte
nach denselben Kriterien wie bei den Tumoren.

2.2.4. Statistische Methoden

In Zusammenarbeit mit dem Institut für Biometrie und Medizinische Informatik der Otto-
von-Guericke Universität Magdeburg erfolgten weitere statistische Analysen. Für den Ver-
gleich der histologischen BCC-Subtypen hinsichtlich der Expression eines Antikörpers wurde
der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test angewandt. Als statistisch signifikant gilt ein ad-
justiertes Signifikanzniveau kleiner als 0,05. Für den Vergleich der Expression der Antikörper
untereinander wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Ein positiver
Trend wurde ab einem Koeffizienten von 0,3 gewertet.

2.2.5. Verwendete Software

Für das Erstellen der Bilder wurde das Programm PixeLINK Capture OEM 2.3.5.0. verwen-
det. Die Verwaltung der Literatur erfolgte mit Citavi 3.4.0. Für die statistischen Berechnungen
wurde SPSS 21 genutzt. Das Schreiben der Arbeit erfolgte mit dem Programm LATEX.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von CK15 im BCC und in gesunder Haut

3.1.1. CK15 Expression in gesunder Haut

CK15 wird in der Epidermis stark im Str. basale und vereinzelt in den unteren Zellschich-
ten des Str. spinosum exprimiert. In den darüber liegenden epidermalen Schichten findet
es sich nicht (Abbildung 3.1 b). Die Anfärbung der basalen Zellschichten setzt sich im TF-
Infundibulum und dem TD-Ausführungsgang fort und geht in die äußere HWS über, welche
ebenfalls nur in den basalen Schichten CK15 exprimiert (Abbildung 3.1 a, c). Die inneren
Schichten und die innere HWS sind nicht angefärbt, jedoch zeigen die Haarmatrixzellen ei-
ne schwache CK15 Expression (Abbildung 3.1 d). Die basalen Sebozyten weisen eine starke
Anfärbung auf, wohingegen die suprabasalen Stufen nicht homogen und nur schwächer pos.
sind. In den Azini der ekkrinen SD kommen stark pos. und negative Zellen vor. In der Dermis
wird CK15 nicht exprimiert. Das Färbemuster ist homogen zytoplasmatisch ohne nukleäre
Reaktion, teilweise mit eine perinukleärer Verdichtung, z.B. im Str. basale. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Abbildung 3.1.:
CK15 Expression in gesunder Haut. (a) TF-Infundibulum mit pos. basalen KZ und basalen Zellen des
TD-Ausführungsganges. (b) IFE mit starker Anfärbung des Str. basale und des unteren Str. spinosum.
(c) TF im Querschnitt mit kräftig pos. äußerer und negativer innerer HWS. (d) Haarbulbus mit
negativer HP und schwach pos. Matrixzellen. Darüber beginnt die stark angefärbte äußere HWS.
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3.1. EXPRESSION VON CK15 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

3.1.2. CK15 Expression im BCC

Insgesamt exprimieren 38 der 45 BCCs komplett oder partiell CK15. Die genauen Zahlen
zeigt Tabelle 3.1. Bei den soliden BCCs reagieren zunächst alle Tumoren fokal (6 von 13)
oder komplett (7 von 13) pos.. Dabei zeigen die partiell pos. BCCs ein kontrastäres Muster im
Vergleich zu den HWSen da hier die zentralen Tumorbereiche CK15 exprimieren. In der Tu-
morperipherie verliert sich die Anfärbung, sodass die Palisadenzellen negativ sind (Abbildung
3.2 f, g). Auffällig ist der Verlust von CK15 in der peritumoralen Epidermis einiger BCCs
(Abbildung 3.2 a, c). Die superfiziellen und verwilderten BCCs zeigen insgesamt die wenigs-
tens pos. Reaktionen, jedoch ist bei den pos. Tumoren eine meist komplette Anfärbung zu
verzeichnen. Die sklerodermiformen und adenoiden BCCs zeigen analog zum soliden Subtyp
durchgängig eine starke Anfärbung (Abbildung 3.2 b, e). Wie bei den soliden BCCs verliert
sich zum Teil die CK15 Expression in der Tumorperipherie (Invasionszone). Besonders inter-
essant sind die drei trichoadenoiden BCCs, welche peripher kräftig CK15 exprimieren aber
zentral negativ bleiben und somit die Anfärbung des TFs imitieren (Abbildung 3.2 h, i). Die-
ses Muster ist komplett kontrastär zu den anderen Subtypen. Die adenoid-zystischen BCCs
hingegen zeigen das bereits bekannte Muster mit Abschwächung der CK15 Expression in der
Peripherie. Bei den klinischen Sondergruppen (Ulcus terebrans und Gorlin-Goltz-Syndrom)
waren keine Besonderheiten im Vergleich zu den histologischen Subtypen festzustellen.

BCC-Subtyp Positive Tumoren Anfärbestärke
solide (13) 13/13(100%) 2, 38 ± 0, 16
superfiziell (8) 5/8(63%) 1 ± 0, 33
sklerodermiform (9) 9/9(100%) 2, 78 ± 0, 15
adenoid (7) 7/7(100%) 2, 86 ± 0, 14
verwildert (8) 4/8(50%) 1, 13 ± 0, 48

Gorlin-Goltz-Syndrom (8) 5/8(63%) 1, 38 ± 0, 46
Ulcus terebrans (8) 7/8(88%) 2 ± 0, 38

Gesamt (45) 38/45 (84%) 2, 07 ± 0, 16

Tabelle 3.1.:
CK15 Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei: Pos.
Tumoren absolut und in Prozent, Spalte drei: Mittelwert (0-3) und Standardfehler der Anfärbestärke.

Zusammenfassend ist CK15 verglichen mit den anderen Antikörpern dieser Arbeit außeror-
dentlich stark in den BCCs exprimiert (84%). Nur bei einigen superfiziellen und verwilderten
BCCs konnten keine pos. Reaktionen festgestellt werden. Hauptsächlich zeigen die Tumo-
ren eine komplette Anfärbung oder eine Betonung des Tumorzentrums mit Abschwächung
oder Verlust der CK15 Expression in der Peripherie. Analog zu gesunder Haut zeigt sich ein
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3.2. EXPRESSION VON LRIG1 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

zytoplasmatisches Färbemuster, teils mit Betonung der perinukleären Region.

Abbildung 3.2.:
CK15 Expression im BCC. (a) Übersicht eines komplett pos. soliden BCCs mit Verlust von CK15 in der
Epidermis (Pfeil) oberhalb des Tumors. (b) Übersicht eines komplett pos. sklerodermiformen BCCs.
(c) Solides palmares BCC mit Verlust von CK15 in der Epidermis (Pfeil). (d) Detailaufnahme eines
soliden BCCs mit zytoplasmatischem Färbemuster und perinukleärer Verdichtung. (e) Detailaufnahme
eines sklerodermiformen BCCs mit homogen zytoplasmatischem Färbemuster. (f) und (g) Solide BCCs
mit Anfärbung des Tumorzentrums und negativer -peripherie. (h) und (i) Partial pos. trichoadenoides
BCC in Übersicht (h) und Nahaufnahme (i) mit einem TF ähnlichem CK15 Expressionsmuster.

3.2. Expression von Lrig1 im BCC und in gesunder Haut

3.2.1. Lrig1 Expression in gesunder Haut

Lrig1 zeigt ein nukleäres und zytoplasmatisches Verteilungsmuster. In der Epidermis findet
sich in den suprabasalen Schichten eine starke zytoplasmatische Lrig1 Expression, wohingegen
im Str. basale einzelne Zellen eine schwächere nukleäre Anfärbung aufweisen (Abbildung 3.3
b). Ein analoges Expressionsmuster zeigt sich in der epidermalen HWS des Infundibulums
und dem TD-Ausführungsgang (Abbildung 3.3 a). In der TD werden nur die Kerne der
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3.2. EXPRESSION VON LRIG1 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

basalen und suprabasalen Sebozyten durch Lrig1 markiert, wo die proliferierenden Zellen zu
erwarten sind. Die äußere HWS des unteren TFs zeigt eine homogene mittelstarke Anfärbung
mit nukleärer und zytoplasmatischer Lokalisation (Abbildung 3.3 c). Die stärkste Expression
von Lrig1 findet sich in der Scheidenkutikula der inneren HWS, etwas schwächer werden die
Zellen der Haarmatrix angefärbt (Abbildung 3.3 d). In den Ausführungsgängen der ekkrinen
SD konnte eine mittelstarke Lrig1 Expression festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Abbildung 3.3.:
Lrig1 Expression in gesunder Haut. (a) TF-Infundibulum mit überwiegend nukleärer Anfärbung der
basalen Schicht (Pfeil) und starker zytoplamatischer Markierung der übrigen epidermalen HWS. Unten
angeschnitten die TD mit pos. Kernfärbung der basalen und suprabasalen Sebozyten. (b) Epidermis
mit analogem Muster zur epidermalen HWS. Pos. Nuklei (Pfeil) sind im Str. basale und Str. spinosum
zu erkennen. (c) TF im Querschnitt mit mittelstarker Anfärbung der äußeren HWS. (d) TF-Bulbus
mit stark pos. Scheidenkutikula (Pfeil) und mittelstark pos. präsumptiven Kortex.

3.2.2. Lrig1 Expression im BCC

Lrig1 wird in 38 von 45 BCCs mit einer durchschnittlichen Färbestärke von 1,67 von 3 ex-
primiert (Tabelle 3.2). Von den 38 pos. BCCs zeigen 17 eine mehr kernbetonte Färbung und
21 ein zytoplasmatisch dominierendes Expressionsmuster, wobei jedoch meistens beide zel-
lulären Verteilungen parallel auftreten (Abbildung 3.4 a-c). Die Lrig1 Expression ist bei den
superfiziellen und den sklerodermiformen BCCs mehr nukleär lokalisiert und bei den soliden,
adenoiden und verwilderten Subtypen hauptsächlich im Zytoplasma zu finden. Insgesamt zei-
gen die BCCs mit stärkerer zytoplasmatischer Anfärbung auch eine höhere Lrig1 Expression,
vor allem die verwilderten und adenoiden (Abbildung 3.4 h, i) im Vergleich zu den skleroder-
miformen und superfiziellen BCCs (Tabelle 3.2). Eine charakteristische Verteilung von Lrig1
im Tumorgewebe der einzelnen Subtypen ist nicht zu erkennen. Bei einigen BCCs verstärkt
sich die Expression im Invasionsbereich (Abbildung 3.4 d) und verliert sich in den zentralen
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3.2. EXPRESSION VON LRIG1 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

Tumoranteilen, bei anderen verhält sich die Verteilung genau spiegelbildlich (Abbildung 3.4
e). Auffällig ist jedoch die inhomogene Anfärbung der superfiziellen BCCs: Die fortgeschritte-
nen superfiziellen BCCs zeigen im Durchschnitt eine schwache Lrig1 Expression, wohingegen
die initiale Tumor-Knospe eine deutlich stärkere Anfärbung aufweist (Abbildung 3.4 d, f).
Bei den klinischen Sondergruppen zeigten sich keine Auffälligkeiten.

Abbildung 3.4.:
Lrig1 Expression im BCC. (a) Solides BCC mit nukleärem und zytoplasmatischem Expressionsmuster.
(b) Detailaufnahme eines soliden BCCs mit starker Kernfärbung. (c) Detailaufnahme eines adenoiden
BCCs mit rein zytoplasmatischer Expression von Lrig1. (d) Fortgeschrittenes superfizielles BCC mit
schwacher Lrig1 Expression, Betonung der Invasionsfront. (e) Ausschnitt eines verwilderten BCCs
mit Färbung der zentralen Anteile der Tumorinseln und Verlust von Lrig1 in der Peripherie. (f) Im
Vergleich zu (d) zwei initiale superfizielle BCC-Knospen mit starker Lrig1 Expression. (g) Sklerodermi-
formes BCC mit homogen zytoplasmatischer Färbung. (h) Übersicht eines stark Lrig1 exprimierenden
adenoiden BCCs. (i) Übersicht eines mittelstark pos. verwilderten BCCs.

Resümierend wird Lrig1 in 84% der BCCs exprimiert und zeigt die stärkste Anfärbung im
adenoiden und verwilderten Subtyp. Auffällig sind die zwei verschiedenen Färbemuster (zy-
toplasmatisch und nukleär), welche in den Tumoren und auch in gesunder Haut zu finden
sind. Es konnten jedoch keine Zusammenhänge zwischen der Lrig1 Verteilung und dem BCC-
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3.3. EXPRESSION VON LGR5 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

Subtyp festgestellt werden.

BCC-Subtyp Positive Anfärbestärke Färbemuster
Tumoren

solide (13) 12/13(92%) 1, 69 ± 0, 26 zytoplasmatisch betont (7/12)
superfiziell (8) 7/8(88%) 1, 25 ± 0, 31 nukleär betont (5/7)
sklerodermiform (9) 6/9(67%) 1, 44 ± 0, 44 nukleär betont (4/6)
adenoid (7) 6/7(86%) 2 ± 0, 44 zytoplasmatisch betont (4/6)
verwildert (8) 7/8(88%) 2 ± 0, 38 zytoplasmatisch betont (5/7)

Gorlin-Goltz-Syndrom (8) 8/8(100%) 1, 88 ± 0, 35 Keine Betonung erkennbar
Ulcus terebrans (8) 7/8(88%) 1, 38 ± 0, 32 Keine Betonung erkennbar

Gesamt (45) 38/45 (84%) 1, 67 ± 0, 16 17 Kern-, 21 zytopl. betont

Tabelle 3.2.:
Lrig1 Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei: Pos.
Tumoren absolut und in Prozent, Spalte drei: Mittelwert (0-3) und Standardfehler der Anfärbestärke,
Spalte vier: Überwiegende zelluläre Lokalisation von Lrig1.

3.3. Expression von LGR5 im BCC und in gesunder Haut

3.3.1. LGR5 Expression in gesunder Haut

Abbildung 3.5.:
LGR5 Expression in gesunder Haut. (a) Die Epidermis exprimiert kein LGR5. (b) Quergestreifte
Skelettmuskulatur mit starker LGR5 Expression. (c) Unterer TF im Längsschnitt. Innere HWS (vor-
nehmlich Huxley-Schicht, weißer Pfeil) und innerste Schicht der äußeren HWS (schwarzer Pfeil) werden
durch LGR5 markiert. (d) Unterer TF mit Bulbus im Längsschnitt. Innere HWS stark pos., schwache
Reaktion in der äußeren HWS. Der präsumptive Kortex ist ebenfalls schwach pos. (Pfeil).
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3.3. EXPRESSION VON LGR5 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

LGR5 zeigt ein homogen zytoplasmatisches Färbemuster und wird mit Betonung der inners-
ten Schicht in der äußeren HWS des unteren TFs exprimiert (Abbildung 3.5 c, d). Die stärkste
Anfärbung ist in der Huxley-Schicht der inneren HWS zu finden. Zudem konnte eine leichte
LGR5 Expression in den Zellen des präsumptiven Kortex festgestellt werden (Abbildung 3.5
d). In der Epidermis und dem oberem TF zeigen sich keine pos. Reaktionen mit Ausnahme
einer leichten Anfärbung der suprabasalen Sebozyten, die als Artefakt gewertet wird. Auffäl-
lig ist die starke Expression von LGR5 in der quergestreiften Muskulatur (Abbildung 3.5 b).
Die ekkrinen SD und ihre Ducti sind negativ.

3.3.2. LGR5 Expression im BCC

BCC-Subtyp Positive Tumoren Anfärbestärke
solide (13) 3/13 (23%) 0, 23 ± 0, 12
superfiziell (8) 0/8 (0%) 0
sklerodermiform (9) 2/9 (22%) 0, 44 ± 0, 29
adenoid (7) 5/7 (71%) 1, 57 ± 0, 53
verwildert (8) 1/8 (13%) 0, 38 ± 0, 38

Gorlin-Goltz-Syndrom (8) 3/8 (38%) 0, 63 ± 0, 38
Ulcus terebrans (8) 2/8 (25%) 0, 38 ± 0, 26

Gesamt (45) 11/45 (24%) 0, 47 ± 0, 14

Tabelle 3.3.:
LGR5 Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei: Pos.
Tumoren absolut und in %, Spalte drei: Mittelwert (0-3) und Standardfehler der Anfärbestärke.

Insgesamt zeigen nur 11 der 45 BCCs eine zytoplasmatische LGR5 Expression. Ein charakte-
ristisches Verteilungsmuster konnte nicht festgestellt werden, jedoch ist die Anzahl der pos.
Tumoren in den einzelnen Subtypen unterschiedlich. Die adenoiden BCCs zeigen die stärkste
Expression von LGR5 mit 71 % pos. Tumoren (Abbildung 3.6 a-c). Innerhalb dieser Gruppe
heben sich die vier pos. adenoid-zystischen BCCs von den trichoadenoiden BCCs ab, wo nur
einer von drei Tumoren pos. ist. In den superfiziellen BCCs, von denen eine TF-unabhängige
Entstehung diskutiert wird, findet sich gar keine LGR5 Expression (Abbildung 3.6 f). Die
drei pos. BCCs der acht Patienten mit Gorlin-Goltz-Syndrom kommen durch zwei adenoide
und ein solides BCC zustande. Ein Zusammenhang zwischen den wenigen pos. Tumoren der
nicht-adenoiden Subtypen konnte nicht eruiert werden. Einlagerungen des LGR5-Antikörpers
in die keratotischen Anteile einiger BCCs wurden als unspezifisch gewertet.
Im Vergleich zu den anderen potentiellen SZ-Markern dieser Arbeit zeigen die BCCs eine
sehr schwache Expression von LGR5. Nur die adenoiden, insbesondere die zystisch differen-
zierten, BCCs fallen durch eine starke Anfärbung auf. LGR5 wird von den pos. Tumorzellen
durchgängig zytoplasmatisch exprimiert.
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3.4. EXPRESSION VON SOX9 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

Abbildung 3.6.:
LGR5 Expression im BCC. (a) Adenoid-zystisches BCC mit mittelstarker Expression von LGR5 in
der Übersicht. (b) Adenoides BCC mit starker LGR5 Expression. (c) Nahaufnahme eines adenoid-
zystischen BCCs mit zytoplasmatischer Anfärbung. (d) Pos. verwildertes BCC (Ausnahme). (e) Nah-
aufnahme eines soliden BCCs mit homogener LGR5 Expression. (f) Negatives superfizielles BCC.

3.4. Expression von SOX9 im BCC und in gesunder Haut

3.4.1. SOX9 Expression in gesunder Haut

SOX9 zeigt sowohl eine nukleäre als auch eine zytoplasmatische Anfärbung. Die genaue Ver-
teilung der Färbemuster ist in Tabelle 3.9 aufgelistet. In der Epidermis zeigt sich das Str.
basale negativ und in den darüber liegenden Schichten eine mittelstarke SOX9 Expression
(Abbildung 3.7 a). Analog ist die SOX9 Verteilung in der epidermalen HWS des Infundibu-
lums (Abbildung 3.7 b). Im mittleren TF findet sich in der äußeren HWS eine homogene
Anfärbung mit Betonung der innersten Schicht und eine stärkere SOX9 Expression in der
inneren HWS (Abbildung 3.7 c). Im unteren TF nimmt die SOX9 Expression in der äußeren
HWS ab, aber die Zellen des präsumptiven Kortex zeigen eine schwache Reaktion (Abbildung
3.7 e). Am auffälligsten ist die Anfärbung der luminalen Schicht der SD-Ausführungsgänge,
wohingegen die basale Schicht und die Azini negativ bleiben (Abbildung 3.7 d). Analog zeigt
die luminale Schicht des TD-Ausführungsganges eine starke SOX9 Expression.

3.4.2. SOX9 Expression im BCC

SOX9 zeigt insgesamt eine schwache Anfärbung mit einer mittleren Färbestärke von 0,47 bei
nur 18 pos. Tumoren. Es finden sich primär zytoplasmatische Färbemuster und bei wenigen
stärker SOX9 exprimierenden Tumoren auch Anfärbungen der Nuklei (Abbildung 3.8 d, c).
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3.4. EXPRESSION VON SOX9 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

Abbildung 3.7.:
SOX9 Expression in gesunder Haut. (a) Epidermis mit negativem Str. basale aber SOX9 Expression in
den suprabasalen Schichten. (b) TF-Infundibulum mit analoger Anfärbung im Vergleich zur Epidermis.
(c) Mittlerer TF im Querschnitt. SOX9 markiert die äußere HWS mit Betonung der innersten Schicht.
Die Innere HWS ist stärker angefärbt (Pfeil). (d) Ekkrine SD mit starker SOX9 Expression in der
luminalen Schicht der Ducti. (e) Unterer TF im Längsschnitt. Die SOX9 Expression der äußeren HWS
nimmt zum Bulbus hin ab. Der präsumptive Kortex ist leicht pos. (Pfeil).

Auffällig ist die SOX9 Verteilung in den Tumoren. Meistens sind nur die epidermisnahen
Tumorbereiche gefärbt wohingegen die zentralen und in die Tiefe infiltrierenden Tumoran-
teile SOX9 verlieren (Abbildung 3.8 a, b). Dieses Muster ähnelt der äußeren HWS des TFs,
da hier auch im unteren Follikel-Bereich die SOX9 Expression abnimmt (Abbildung 3.7 e).
Passend dazu exprimieren die stärker infiltrierenden verwilderten BCCs auch weniger SOX9
als die superfiziellen und initialen soliden BCCs (Tabelle 3.4). Andererseits zeigen die pos.
sklerodermiformen BCCs und Ulcus terebrans die größte Anfärbestärke von allen Subtypen
(Abbildung 3.8 e). Die Einlagerung von SOX9 in keratotische Einschlüsse der BCCs wurden
als unspezifisch gewertet (Abbildung 3.8 f).

BCC-Subtyp Positive Tumoren Anfärbestärke
solide (13) 6/13 (46%) 0, 54 ± 0, 18
superfiziell (8) 4/8 (50%) 0, 5 ± 0, 19
sklerodermiform (9) 4/9 (44%) 0, 67 ± 0, 33
adenoid (7) 2/7 (29%) 0, 29 ± 0, 18
verwildert (8) 2/8 (25%) 0, 25 ± 0, 16

Gorlin-Goltz (8) 3/8 (38%) 0, 38 ± 0, 18
Ulcus terebrans (8) 3/8 (38%) 0, 75 ± 0, 41

Gesamt (45) 18/45 (40%) 0, 47 ± 0, 10

Tabelle 3.4.:
SOX9 Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei: Pos.
Tumoren absolut und in Prozent, Spalte drei: Mittelwert (0-3) und Standardfehler der Anfärbestärke.
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3.5. EXPRESSION VON β-CATENIN IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

Zusammenfassend wird SOX9 im Vergleich zu den anderen TF-Markern dieser Arbeit nur
schwach und meistens in den epidermisnahen Bereichen der BCCs exprimiert. Die eher in-
itialen superfiziellen und soliden BCCs zeigen absolut die häufigsten Anfärbungen, dafür sind
die tiefer infiltrierenden sklerodermiformen BCCs und Ulcus terebrans stärker angefärbt. Ins-
gesamt lässt sich kein durchgehend typisches Muster in den BCC-Subtypen erkennen.

Abbildung 3.8.:
SOX9 Expression im BCC. (a) Solides palmar gelegenes BCC. Nur die Übergänge der aus der Epi-
dermis ziehenden Tumorstränge sind schwach pos. (Pfeile). (b) Superfizielles BCC mit verstärkter
SOX9 Expression am Übergang zur IFE (Pfeil). (c) Nahaufnahme eines stärker pos. adenoiden BCCs
mit nukleärer Expression von SOX9. (d) Nahaufnahme eines schwach pos. sklerodermiformen BCCs
mit zytoplasmatischer Anfärbung. (e) Tiefeninfiltrierende Bereiche eines Ulcus terebrans mit starker
SOX9 Expression. (f) Anteile eines negativen soliden BCCs mit gefärbten keratotischen Einschlüssen.

3.5. Expression von β-Catenin im BCC und in gesunder Haut

3.5.1. β-Catenin Expression in gesunder Haut

β-Catenin ist als Strukturprotein der Zell-Zell-Kontakte und wichtiger Signalmediator nahezu
ubiquitär in der Haut exprimiert. In der Epidermis zeigt sich im Str. basale und Str. spinosum
eine starke membranäre Anfärbung, die zum Str. corneum hin abnimmt (Abbildung 3.9 b). In
der epidermalen HWS des Infundibulums und der äußeren HWS des unteren TFs findet sich
ebenfalls eine starke membranäre Expression (Abbildung 3.9 a, c, d). Im präsumptiven Kortex
und den Haarmatrixzellen hingegen ist eine zytoplasmatische und nukleäre Verteilung von
β-Catenin zu finden (Abbildung 3.9 d). In den Ausführungsgängen der ekkrinen SD und der
TD zeigen primär die basalen Zellen eine starke β-Catenin Expression, die luminal deutlich
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schwächer ausgeprägt ist. Die basalen Sebozyten und die Azini der ekkrinen SD färben sich
ebenfalls stark pos. an. Die genauen Ergebnisse liefert Tabelle 3.9.

Abbildung 3.9.:
β-Catenin Expression in gesunder Haut. (a) Infundibulum mit starker membranärer β-Catenin Ex-
pression in der epidermalen HWS. (b) Starke membranäre Anfärbung im Str. basale und Str. spinosum
der Epidermis. (c) TF im Längsschnitt. Oben angeschnitten ist der Haarschaft mit darunterliegender
pos. innerer HWS (weißer Pfeil) und kräftig pos. äußerer HWS (schwarzer Pfeil). (d) Unterer TF im
Längsschnitt. Starke zytoplasmatische und nukleäre Expression von β-Catenin in den Haarmatrixzel-
len und dem präsumptiven Kortex.

3.5.2. β-Catenin Expression im BCC

β-Catenin ist bei einer durchschnittlichen Anfärbestärke von 2,22 und 44 von 45 pos. BCCs
der am stärksten exprimierte Marker dieser Arbeit. Trotz der scheinbar ubiquitären Verbrei-
tung finden sich Unterschiede in der Verteilung von β-Catenin in den Tumoren. Im Vergleich
zur Epidermis ist die Anfärbestärke in den BCCs meist eine Stufe schwächer (Abbildung
3.10 a-c). Auch beim Färbemuster zeigen sich deutliche Unterschiede. β-Catenin findet sich
primär im Zytoplasma der Tumorzellen und bei starker Expression auch im Zellkern, wo es
sich linienförmig im Randbereich ablagert (Abbildung 3.10 c-e). Daneben zeigt sich, vor al-
lem in den keratotischen Einschlüssen, das bekannte membranäre Muster (Abbildung 3.10
i). Etwa die Hälfte aller BCCs exprimieren nukleäres β-Catenin, wobei meist nur einzelne
Zellen pos. sind. Vor allem bei den soliden BCCs sammeln sich diese Zellen in der äußersten
Schicht des Tumors (Palisadenzellen) an und bilden eine Art Invasionsfront (Abbildung 3.10
a, b, d). Daneben fallen die verwilderten BCCs auf, die eine diffuse Verteilung von nukleärem
β-Catenin im Tumor zeigen (Abbildung 3.10 g). Die Anfärbestärke im BCC ist ebenfalls
sehr inhomogen. Meist deckt sich eine stärkere Anfärbung mit einer nukleären β-Catenin
Expression. Daher findet sich bei den soliden BCCs wieder eine deutliche Betonung der Pali-
sadenzellen (Abbildung 3.10 a, b, d). Aber auch bei den anderen Subtypen ist eine Zunahme
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der β-Catenin Expression in den peripheren Tumorbereichen zu erkennen (Abbildung 3.10 f).
Die schwächer β-Catenin exprimierenden, meist zentralen, Tumorbereiche sind in der Regel
zytoplasmatisch angefärbt. Unterschiede zwischen den einzelnen BCC-Subtypen zeigen sich
primär in der Anzahl und Verteilung der angefärbten Tumornuklei (Tabelle 3.5).

Abbildung 3.10.:
β-Catenin Expression im BCC. (a) Solides BCC mit starker β-Catenin-Expression in den Palisadenzel-
len (Pfeil). (b) Solides BCC mit Betonung der Palisadenzellen. Die Epidermis (Pfeil) ist im Vergleich
zum Tumorgewebe stärker pos.. (c) Palmares solides BCC. Auffällig ist der Übergang von Epidermis
(schwarzer Pfeil) mit membranärer β-Catenin-Expression zum zytoplasmatisch gefärbten Tumorgewe-
be (weißer Pfeil). (d) Solides BCC mit nukleärer Färbung der Palisadenzellen und zytoplasmatischer
Färbung der zentralen Tumorzellen. (e) Solides BCC mit teils nukleärer β-Catenin-Expression (Pfeil).
(f) Sklerodermiformes BCC mit verstärkter β-Catenin-Expression in den tiefer infiltrierenden Tumo-
rinseln. (g) Überwiegend verwildertes BCC. Links im Bild sind die stärker gefärbten verwilderten
Anteile, rechts die mehr knotigen Anteile. (h) Stark pos. verwildertes BCC. (i) Solides BCC mit
keratotischen Einschlüssen. Auffällig ist die unterschiedliche Verteilung von β-Catenin.

Resümierend wird β-Catenin im Vergleich zu den anderen Markern dieser Arbeit sehr stark
im BCC exprimiert. Es finden sich membranäre, zytoplasmatische (meist Tumorzentrum) und
auch nukleäre (meist Tumorperipherie) Lokalisationen. Auffällig ist die stärkere Expression
in den peripheren Tumorzellen im Vergleich zu den zentralen Tumorbereichen.
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BCC-Subtyp Positive Tumoren Anfärbestärke Kernfärbung
solide (13) 12/13 (92%) 2, 23 ± 0, 28 9/13 (69%)
superfiziell (8) 8/8 (100%) 2, 25 ± 0, 25 2/8 (25%)
sklerodermiform (9) 9/9 (100%) 2, 22 ± 0, 28 4/9 (44%)
adenoid (7) 7/7 (100%) 1, 86 ± 0, 34 2/7 (29%)
verwildert (8) 8/8 (100%) 2, 0 ± 0, 33 5/8 (63%)

Gorlin-Goltz-Syndrom (8) 7/8 (88%) 2, 13 ± 0, 40 3/8 (38%)
Ulcus terebrans (8) 8/8 (100%) 2, 38 ± 0, 26 4/8 (50%)

Gesamt (45) 44/45 (98%) 2, 13 ± 0, 13 22/45 (49%)

Tabelle 3.5.:
β-Catenin Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei:
Pos. Tumoren absolut und in Prozent, Spalte drei: Mittelwert (0-3) und Standardfehler der Anfärbe-
stärke. Spalte 4: Angefärbte Zellkerne im BCC

3.6. Expression von Ephrin B2-Rezeptor im BCC und in gesunder
Haut

3.6.1. Ephrin B2-Rezeptor Expression in gesunder Haut

EphB2 N-Terminus

EphB2N zeigt hinsichtlich der epithelialen Kompartimenten der Haut nur in der äußeren und
inneren HWS, sowie den Haarmatrixzellen schwache zytoplasmatische Anfärbungen (Abbil-
dung 3.11 a-c). Auffällig dagegen ist die starke EphB2N Expression in einer dermalen Zell-
gruppe, welche in gesunder und entzündlicher Dermis sowie in den BGSn der TF und Drüsen
vorkommt. Vermutlich handelt es sich dabei um Mastzellen, da die als Kontrollfärbung die-
nende Mastozytose stark pos. ist (Abbildung 3.11 d). Angesichts dieser starken Anfärbung
ist fraglich ob die follikulären Reaktionen spezifisch sind.

EphB2 C-Terminus

Das Färbeprofil von EphB2C unterscheidet sich deutlich vom N-Terminus. In der Epidermis
hebt sich das Str. granulosum durch eine starke zytoplasmatische Anfärbung von den an-
deren Schichten ab (Abbildung 3.12 b). Dieses Muster setzt sich in der epidermalen HWS
fort, wo sich nur die inneren Zellschichten pos. zeigen (Abbildung 3.12 a). Im unteren TF
wird EphB2C stark im präsumptiven Kortex und der inneren HWS exprimiert. Die äußere
HWS ist schwächer angefärbt, allerdings wieder im Bereich der innersten Schicht stärker pos.
(Abbildung 3.12 c, d). Im Bereich der Drüsen und ihrer Ausführungsgänge sind keine spe-
zifischen Reaktionen zu verzeichnen. Der C-Terminus-Antikörper zeigt keine Anfärbung der
Mastzellen. Die genauen Ergebnisse für beide EphB2-Antikörper zeigt Tabelle 3.10.
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Abbildung 3.11.:
EphB2N Expression in gesunder Haut. (a) TF-Bulbus im Längsschnitt mit schwach pos. HWSn und
epithelialem Bulbus. Im Haarbalg fallen die stark angefärbten Mastzellen auf. (b) Die Epidermis ist
negativ. (c) TF im Querschnitt mit pos. HWSn. (d) Mastozytose mit sehr starker Anfärbung.

Abbildung 3.12.:
EphB2C Expression in gesunder Haut. (a) TF-Infundibulum mit starker EphB2C Expression in den
inneren Schichten der epidermalen HWS. (b) Epidermis mit starker Anfärbung des Str. granulosum
und schwacher Reaktion im oberen Str. spinosum. (c) TF im Querschnitt. Stark angefärbte innere
HWS (weißer Pfeil) und schwächer pos. äußere HWS mit Betonung der innersten Schicht (schwarzer
Pfeil). (d) Unterer TF im Längsschnitt mit stark pos. präsumptiven Kortex (Pfeil).

3.6.2. Ephrin B2-Rezeptor Expression im BCC

EphB2 N-Terminus

Zunächst fällt auch im Tumorstroma die Anfärbung der verstärkt auftretenden Mastzellen
auf (Abbildung 3.13 a). EphB2N wird in fast einem Drittel der BCCs exprimiert, wobei die
verwilderten BCCs, gefolgt von den Ulcus terebrans eine deutlich stärkere Anfärbung als die
anderen Subtypen zeigen. Die Anfärbungen der anderen Gruppen sind größtenteils kritisch
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zu werten, da meist nicht mehr als fünf Prozent der Tumormasse pos. reagieren (Vergleich
der Anfärbestärken in Tabelle 3.6). Das Färbemuster ist insgesamt uneinheitlich. Bei etwa
zwei Drittel der Tumoren finden sich zytoplasmatische Reaktionen, darunter alle verwilderten
BCCs (Abbildung 3.13 e, f). Bei den restlichen BCCs zeigen sich Tumorinseln mit pos. Nuklei
fraglicher Spezifität (Abbildung 3.13 b, c). Auffällig ist, dass sich EphB2N bei ca. 25% der
Tumoren im hemidesmosomalen Kontaktbereich niederschlägt (Abbildung 3.13 d).
Insgesamt zeigt EphB2N eine starke Anfärbung der Mastzellen im BCC-Stroma und in ge-
sunder Haut. Bei den Tumoren heben sich die verwilderten BCCs mit 75% pos. Reaktionen
von den anderen Subtypen ab. Die Anfärbung ist zumeist homogen zytoplasmatisch.

Abbildung 3.13.:
EphB2N Expression im BCC. (a) Negatives trichoadenoides BCC mit vielen angefärbten Mastzellen
im Stroma. (b) Solides BCC mit schwacher Anfärbung der Nuklei. Im Vergleich sind die Mastzellen
deutlich stärker pos.. (c) Schwach pos. BCCs mit angefärbten Nuklei. (d) Schwach pos. superfizielles
BCC mit Betonung des hemidesmosomalen Kontaktbereiches (Pfeil). (e) Stark pos. verwildertes BCC
mit zytoplasmatischer Anfärbung. (f) Mittelstark angefärbtes verwildertes BCCs.

EphB2 C-Terminus

Auch bei dem C-Terminus-Antikörper fällt die Affinität zu Zellen im Infiltrat um die BC-
Cs auf. Morphologisch handelt es sich dabei am ehesten um Plasmazellen (Abbildung 3.14
a, b). Bei den BCCs finden sich keine spezifischen pos. Reaktion. Wie bereits bei gesunder
Haut zeigt der EphB2C-Antikörper starke Affinität zu keratotischen Einschlüssen der BCCs
(Abbildung 3.14 c). Zum Teil greift diese homogen zytoplasmatische Anfärbung auf die be-
nachbarten Tumorzellen über, was aber nie mehr als ein Prozent der geschätzten Tumormasse
ausmacht, sodass diese BCCs auch als negativ gewertet wurden.
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BCC-Subtyp EphB2N Anfärbestärke EphB2C Anfärbestärke
solide (13) 3/13 (23%) 0, 38 ± 0, 21 0/13 (0%) 0
superfiziell (8) 1/8 (13%) 0, 25 ± 0, 25 0/8 (0%) 0
sklerodermiform (9) 2/9 (22%) 0, 22 ± 0, 15 0/9 (0%) 0
adenoid (7) 2/7 (29%) 0, 43 ± 0, 30 0/7 (0%) 0
verwildert (8) 6/8 (75%) 1, 63 ± 0, 46 0/8 (0%) 0

Gorlin-Goltz-Syndrom (8) 2/8 (25%) 0, 5 ± 0, 33 0/8 (0%) 0
Ulcus terebrans (8) 4/8 (50%) 0, 63 ± 0, 26 0/8 (0%) 0

Gesamt (45) 14/45 (31%) 0, 56 ± 0, 14 0/45 (0%) 0

Tabelle 3.6.:
EphB2 Expression in BCCs. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen, Spalte zwei und
vier: Pos. Tumoren absolut und in Prozent von EphB2N und C, Spalte drei und fünf: Mittelwert (0-3)
und Standardfehler der Anfärbestärke von EphB2N und C.

Abbildung 3.14.:
EphB2C Expression im BCC. (a) Leicht angefärbte Plasmazellen im Infiltrat um ein solides negati-
ves BCC. (b) Nahaufnahme von mittelstark angefärbten Plasmazellen im umgebenden Infiltrat eines
verwilderten BCCs. (c) Adenoides BCC. Nur die keratotischen Einschlüsse sind angefärbt.

3.7. Expression von Nestin im BCC und in gesunder Haut

3.7.1. Nestin Expression in gesunder Haut

Nestin konnte mit Ausnahme der innersten Schicht der äußeren HWS nicht in den epithelialen
Kompartimenten der Haut gefunden werden (Abbildung 3.15 a, b). Dafür markiert es in den
BGSn des TFs, der TD und der ekkrinen SD, sowie in der HP einzelne fibroblastenartige
Zellen bei ansonsten negativer Dermis (Abbildung 3.15 b, c, e, f). Nur in den Gefäßen der
Dermis und ihren umgebenden BGSn wird Nestin ebenfalls exprimiert (Abbildung 3.15 d).
Die Anfärbung aller Zellen ist homogen zytoplasmatisch.

3.7.2. Nestin Expression im BCC und seinem Stroma

Analog zur Expression in gesunder Haut markiert Nestin vorwiegend Zellen im Stroma der
BCCs. Jedoch wird auch in den BCCs eine Zellpopulation stark angefärbt, die durch ihre
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Abbildung 3.15.:
Nestin Expression in gesunder Haut. (a) TF im Querschnitt mit pos. innerster Schicht der äußeren
HWS. (b) TF im Längsschnitt mit pos. fibroblastenartigen Zellen im Haarbalg (Pfeil). (c) Haarbulbus
mit wenigen pos. Zellen in der HP (Pfeil). (d) Nestinexpression in der Wand dermaler Gefäße. Zum
Vergleich die negative Epidermis. (e) Pos. Zellen in der BGS der TD. (f) Nestin Expression in Zellen
und Gefäßen der BGS der ekkrinen SD.

dendritischen Ausläufer auffällt (Abbildung 3.16 a, b). Die Verteilung dieser Zellen im Tumor
ist uneinheitlich und zeigt keine Häufung bei einem bestimmten Subtyp. Sie machen geschätzt
nie mehr als fünf Prozent der Tumorzellen aus. Da diese Zellen sich von den epithelialen
Tumorzellen unterscheiden und keine anderen Tumorzellen pos. sind, wurden alle BCCs als
negativ gewertet und die pos. Zellen dem dermalen Kompartiment zugeordnet.
Bei den mesenchymalen Tumoranteilen wird Nestin am stärksten in den TS exprimiert. Dabei
färben sich vor allem die den Tumor versorgenden Gefäße, wie bereits in gesunder Haut
beschrieben, aber auch andere dermale Zellen an (Abbildung 3.16 c, d). Mehr als die Hälfte
aller BCCs zeigen in ihren TS Nestin pos. Zellen, vor allem die superfiziellen BCCs. Im TI
konnten vor allem bei den superfiziellen und den adenoiden BCCs pos. Reaktionen verzeichnet
werden (Abbildung 3.16 e, f), wohingegen die verwilderten und sklerodermiformen BCCs fast
gar keine angefärbten Zellen zeigten. Insgesamt waren bei 16 BCCs Nestin exprimierende
Zellen im TI zu finden. In der BGS der BCCs konnten analog zu den TS pos. Gefäße und
weitere dermale Zellen bei 14 BCCs gefunden werden (Abbildung 3.16 g, h). Hier zeigten
ebenfalls die superfiziellen BCCs die höchste Färberate. Im Infiltrat um die Tumorinseln wird
Nestin fast überhaupt nicht exprimiert. Das Färbemuster ist durchgängig zytoplasmatisch.
Zusammengefasst wird Nestin in einer bestimmten Zellpopulation in den BCCs, sowie in den
Tumor versorgenden und normalen Gefäßen exprimiert (Abbildung 3.16 i). Als potentieller
mesenchymaler SZ-Marker findet es sich zudem in dermalen Zellen, die bei etwa einem Drittel
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der Tumoren im TI oder der BGS und bei der Hälfte der BCCs in den TS liegen.

Abbildung 3.16.:
Nestin Expression im BCC und seinem Stroma. (a) Solides BCCmit zahlreichen Nestin exprimierenden
dendritischen Zellen. (b) Nahaufnahme eines sklerodermiformen BCCs mit pos. dendritischen Zellen.
(c) Ulcus terebrans in der Übersicht mit stark angefärbten TS. (d) Solides BCC mit pos. Gefäßen
und dermalen Zellen in den TS. (e) Übersicht und Nahaufnahme (f) eines soliden BCCs mit starker
Anfärbung des TI. (g) Übersicht und Nahaufnahme (h) eines adenoid-zystischen BCCs mit starker
Anfärbung der BGS um den Tumor. (i) Pos. Gefäße in einem soliden BCC.

Auffällig ist, dass die Nestin pos. Zellen nur im Tumorstroma, aber nicht im übrigen der-
malen BG vorkommen, was die Frage aufwirft ob sie am Aufbau des Stromas beteiligt sind.
Mit der Herovici-Methode (Siehe Material und Methoden) kann junges kollagenes BG (blau
gefärbt) von älterem BG (rot gefärbt) differenziert werden. Wie erwartet zeigen die BCCs
einen den Tumor umgebenden Saum von jungem kollagenen BG, der sich vom älteren BG
der Dermis abgrenzt (Abbildung 3.17 a, b). Das BG der TS ist insgesamt nochmal jünger, als
das der umgebenden BGS (Abbildung 3.17 c). Auffällig ist, dass vor allem bei großen BCCs
das junge Kollagen sehr inhomogen verteilt ist und sich meist an bestimmten Tumorarealen
konzentriert. Insgesamt bestehen TS, TI und zum Teil auch die BGS der BCCs, und somit
die Umgebung der Nestin pos. Zellen, überwiegend aus jungem Kollagen.
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Abbildung 3.17.:
Herovici-Färbung im BCC und seinem Stroma. (a) Solides BCC. Das BCC-Stroma enthält junges BG
(schwarzer Pfeil). Die dermalen Kollagenfasern unterhalb des Tumors sind älter (weißer Pfeil). (b)
Sklerodermiformes BCC mit jungem BG um die Tumorinseln (schwarzer Pfeil) und älterem angren-
zenden BG (weißer Pfeil). (c) Trichoadenoides BCC mit reichlich neuem Kollagen in den TS (schwarzer
Pfeil) und gemischt älterem und neuerem Kollagen in der umgebenden BGS (weißer Pfeil).

BCC- Tumor- Interface Bindege- Infiltrat dendrit.
Subtyp septen websscheide Zellen pos.
sol (13) 8/13 (62%) 5/13 (38%) 3/13 (23%) 1/13 (8%) 6/13 (46%)

0, 92 ± 0, 24 0, 38 ± 0, 14 0, 23 ± 0, 12 0, 08 ± 0, 08
sup (8) 6/8 (75%) 5/8 (63%) 4/8 (50%) 0/8 (0%) 3/8 (38%)

0, 75 ± 0, 16 0, 75 ± 0, 25 0, 63 ± 0, 26 0
skl (9) 6/9 (67%) 2/9 (22%) 3/9 (33%) 2/9 (22%) 5/9 (56%)

0, 89 ± 0, 26 0, 33 ± 0, 24 0, 44 ± 0, 24 0, 22 ± 0, 15
ade (7) 4/7 (57%) 4/7 (57%) 2/7 (29%) 0/7 (0%) 3/7 (43%)

0, 57 ± 0, 20 0, 57 ± 0, 20 0, 43 ± 0, 30 0
ver (8) 4/8 (50%) 0/8 (0%) 2/8 (25%) 0/8 (0%) 1/8 (13%)

0, 5 ± 0, 19 0 0, 25 ± 0, 16 0

GGS (8) 2/8 (25%) 2/8 (25%) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 3/8 (38%)
0, 25 ± 0, 16 0, 25 ± 0, 16 0 0

UT (8) 5/8 (63%) 2/8 (25%) 1/8 (13%) 0/8 (0%) 2/8 (25%)
0, 75 ± 0, 25 0, 25 ± 0, 16 0, 13 ± 0, 13 0

Ges (45) 28/45 (62%) 16/45 (36%) 14/45 (31%) 3/45 (7%) 18/45 (40%)
0, 76 ± 0, 10 0, 4 ± 0, 09 0, 38 ± 0, 09 0, 07 ± 0, 038

Tabelle 3.7.:
Nestin Expression in BCCs und ihrem Stroma. Spalte eins: histologische und klinische BCC-Gruppen,
Spalte zwei: Pos. Zellen in den TS; Spalte drei: Pos. Zellen im TI; Spalte vier: Pos. Zellen in der BGS;
Spalte fünf: Pos. Zellen im Infiltrat um die BCCs; Spalte sechs: Angefärbte dendritische Zellen im BCC.
Angabe jeweils absolut und in Prozent (oberes Zeilenfeld) sowie Mittelwert (0-3) und Standardfehler
der Anfärbestärke (unteres Zeilenfeld).
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3.8. Expression von CRABP1 im BCC und in gesunder Haut

3.8.1. CRABP1 Expression in gesunder Haut

CRABP1 zeigt in den epithelialen Anteilen der Haut keine spezifischen Reaktionen. Haupt-
sächlich wird es in den dermalen Zellen der BGSn von TF, TD und Gefäßen, sowie im Interface
der dermoepidermalen Junktionszone exprimiert (Abbildung 3.18 a, b). Das Färbemuster ist
dabei sowohl zytoplasmatisch als auch nukleär. Die meisten CRABP1 pos. Zellen sind in der
HP und dem Haarbalg zu finden (Abbildung 3.18 c, d). Bei der TD fällt auf, dass primär die
bindegewebigen Septen zwischen den einzelnen Läppchen und weniger die äußere BGS um
die gesamte TD pos. Zellen enthält (Abbildung 3.18 e). Im umgebenden BG der ekkrinen SD
sind nur wenige CRABP1 pos. Zellen zu finden (Abbildung 3.18 f). Die angefärbten Zellen
im Interface der IFE fallen durch ihre dendritischen Ausläufer auf und unterscheiden sich
morphologisch von den übrigen CRABP1 pos. Zellen.

Abbildung 3.18.:
CRABP1 Expression in gesunder Haut. (a) Stark pos. dendritisch anmutende Zellen im Interface
der IFE. (b) Detailaufnahme der Epidermis. (c) TF-Bulbus mit starker Anfärbung dermaler Zellen
in der HP. (d) Detailaufnahme eines TFs im Längsschnitt mit pos. Zellen im Haarbalg. Von oben
nach unten sind Haarschaft, innere HWS (weißer Pfeil), äußere HWS und Haarbalg (schwarzer Pfeil)
angeschnitten. (e) TD mit pos. Zellen in den zentralen Septen der BGS. (f) Ekkrine SD mit wenigen
pos. Zellen in der BGS.

3.8.2. CRABP1 Expression im BCC und seinem Stroma

CRABP1 wird sowohl in den BCCs als auch den umgebenden Stromazellen exprimiert und
zeigt dabei dasselbe zytoplasmatisch-nukleäre Färbemuster wie in gesunder Haut. Analog zu
den pos. Zellen im Interface der IFE finden sich auch im TI von einigen BCCs, vor allem
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den superfiziellen und initialen soliden, einzelne pos. Zellen (Abbildung 3.19 a, b). Mit der
Herovici-Färbung konnte gezeigt werden, dass die CRABP1 pos. Zellen, analog zu Nestin, in
jungem kollagenen BG liegen und somit am Aufbau des Tumorstromas beteiligt sein könnten.
Bei den fortgeschrittenen soliden BCCs sowie den Ulcus terebrans und den verwilderten
BCCs hingegen färben sich die epithelialen Tumoranteile kräftig an (Abbildung 3.19 d).
Interessant dabei ist, dass die CRABP1 Expression mit zunehmender Tiefeninfiltration des
BCCs zunimmt wohingegen die epidermisnahen Tumorinseln nicht angefärbt sind (Abbildung
3.19 c).

Abbildung 3.19.:
CRABP1 Expression im BCC und seinem Stroma. (a) Zwei initiale superfizielle BCCs mit einzelnen
CRABP1 pos. Zellen (Pfeile). Das dermale Infiltrat enthält ebenfalls viele pos. Zellen. (b) Solides BCC
mit einzelnen CRABP1 pos. Zellen im TI (Pfeil), negative BGS. (c) Übersicht eines tief infiltrierenden
verwilderten BCCs. Die epidermisnahen Tumorinseln exprimieren kein CRABP1 (weißer Pfeil), dafür
sind die tiefer gelegenen Tumorbereiche stark angefärbt (schwarzer Pfeil). (d) Verwildertes BCC mit
zytoplasmatisch-nukleärer Anfärbung. (e) Negatives superfizielles BCC mit starker Reaktion in BGS
und TS (Pfeil). (f) Frühes Solides BCC. Tumor und TI sind negativ. Die BGS ist stark angefärbt
(Pfeil). (g) Negatives Adenoides BCC mit pos. Reaktionen in den TS. (h) Negatives sklerodermiformes
BCC mit stark angefärbten Infiltratzellen (Pfeil).

42



3.8. EXPRESSION VON CRABP1 IM BCC UND IN GESUNDER HAUT

BCC- Tumor- Interface Bindege- Infiltrat Tumor-
Subtyp septen websscheide gewebe
sol (13) 6/13 (46%) 3/13 (23%) 3/13 (23%) 11/13 (85%) 7/13 (54%)

0, 54 ± 0, 18 0, 23 ± 0, 12 0, 23 ± 0, 12 1, 15 ± 0, 19 0, 77 ± 0, 26
sup (8) 3/8 (38%) 4/8 (50%) 5/8 (63%) 6/8 (75%) 4/8 (50%)

0, 5 ± 0, 27 0, 5 ± 0, 19 0, 75 ± 0, 25 1, 0 ± 0, 27 0, 63 ± 0, 26
skl (9) 2/9 (22%) 0/9 (0%) 0/9 (0%) 7/9 (78%) 4/9 (44%)

0, 22 ± 0, 15 0 0 1, 11 ± 0, 26 0, 89 ± 0, 39
ade (7) 2/7 (29%) 1/7 (14%) 0/7 (0%) 5/7 (71%) 0/7 (0%)

0, 29 ± 0, 18 0, 14 ± 0, 14 0 0, 86 ± 0, 26 0
ver (8) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 0/8 (0%) 6/8 (75%) 7/8 (88%)

0 0 0 0, 88 ± 0, 23 1, 5 ± 0, 27

GGS (8) 6/8 (75%) 3/8 (38%) 2/8 (25%) 6/8 (75%) 3/8 (38%)
0, 75 ± 0, 16 0, 38 ± 0, 18 0, 25 ± 0, 16 0, 75 ± 0, 16 0, 63 ± 0, 32

UT (8) 1/8 (13%) 1/8 (13%) 1/8 (13%) 7/8 (88%) 7/8 (88%)
0, 13 ± 0, 13 0, 13 ± 0, 13 0, 13 ± 0, 13 1, 13 ± 0, 23 1, 63 ± 0, 38

Ges (45) 13/45 (29%) 8/45 (18%) 8/45 (18%) 35/45 (78%) 22/45 (49%)
0, 33 ± 0, 08 0, 18 ± 0, 06 0, 2 ± 0, 07 1, 02 ± 0, 10 0, 78 ± 0, 14

Tabelle 3.8.:
CRABP1 Expression in BCCs und ihrem Stroma. Spalte eins: histologische und klinische BCC-
Gruppen, Spalte zwei: Pos. Zellen in den TS; Spalte drei: Pos. Zellen im TI; Spalte vier: Pos. Zellen
in der BGS; Spalte fünf: Pos. Zellen im Infiltrat um die BCCs; Spalte sechs: Pos. Tumoren. Anga-
be jeweils absolut und in Prozent (oberes Zeilenfeld) sowie Mittelwert (0-3) und Standardfehler der
Anfärbestärke (unteres Zeilenfeld).

Im Tumorstroma wird CRABP1 vor allem in Zellen des Infiltrates exprimiert (Abbildung 3.19
a, h). Pos. Reaktionen im TI sind primär bei den soliden und superfiziellen BCCs zu finden,
wobei bei einigen Tumoren nur schwer differenzierbar ist, ob die pos. Zellen im Randbereich
des BCCs zum Tumor oder zum TI gehören (Abbildung 3.19 b). In den TS und den BGS sind
deutlich weniger CRABP1 exprimierende Zellen im Vergleich zu Nestin zu erkennen. Bei den
meisten pos. Zellen scheint es sich um eingewanderte Infiltratzellen zu handeln. Erstaunlich
ist, dass die Anfärbung der epithelialen Tumoranteile indirekt proportional zu der der Zellen
in TS und BGS ist (vergleiche Abbildung 3.19 c und d mit f und g). So zeigen die besonders
stark CRABP1 exprimierenden verwilderten BCCs sowie die Ulcus terebrans fast gar keine
Anfärbung in ihren BGS und TS. Bei den negativen BCCs der Patienten mit Gorlin-Goltz-
Syndrom und den nicht angefärbten soliden BCCs hingegen finden sich starke Reaktionen im
Tumorstroma. Die adenoiden BCCs zeigten als einziger Subtyp keine CRABP1 Expression
im Tumor und auch kaum Anfärbungen im umgebenden BG.
Insgesamt wird CRABP1 vor allem in den verwilderten BCCs und den Ulcus terebrans gefun-
den, wobei mit zunehmender Tiefeninfiltration des Tumors die CRABP1 Expression verstärkt
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wird. Gleichzeitig zeigen die stärker angefärbten BCCs weniger CRABP1 pos. Zellen in ih-
ren BGS und TS. In den Zellen des umgebenden Infiltrates ist CRABP1 unabhängig von
der Tumoranfärbung stark exprimiert (78%). Sowohl bei den Infiltratzellen, als auch bei den
Tumorzellen finden sich zytoplasmatische und nukleäre Färbemuster nebeneinander.

3.9. Vergleich der verwendeten Antikörper

In Abbildung 3.20 sind die Expressionsprofile der verwendeten Antikörper vergleichend dar-
gestellt. Insgesamt wird β-Catenin am häufigsten in den BCCs exprimiert, gefolgt von CK15
und Lrig1. EphB2C und Nestin werden hingegen nicht spezifisch in den Tumorzellen ange-
färbt. Im Vergleich der Expressionsprofile der Antikörper untereinander zeigte sich im Rang-
korrelationskoeffizient nach Spearman für CK15 und LGR5, rs(CK15-LGR5) = 0,308, sowie
für Lrig1 und LGR5, rs(Lrig1-LGR5) = 0,390, ein pos. Trend. Schaut man sich die Vertei-
lung der einzelnen Antikörper in den histologischen Subtypen an, so fällt besonders die hohe
Expression von CRABP1 und EphB2N in den verwilderten und von LGR5 in den adenoiden
BCCs auf. Im Vergleich dazu ist der superfizielle Subtyp bei LGR5 gar nicht und bei EphB2N
nur schwach gefärbt. Im Kruskal-Wallis-Test konnte für die Verteilung von CK15, LGR5 und
EphB2N zwischen den in Klammern angegebenen Subtypen statistisch signifikante Ergebnis-
se ermittelt werden: CK15 (superfiziell-sklerodermiform: 0,005; superfiziell-adenoid: 0,005;
verwildert-sklerodermiform: 0,042; verwildert-adenoid: 0,037), LGR5 (superfiziell-adenoid:
0,011) und EphB2N (superfiziell-verwildert: 0,049).

Beim Vergleich der mesenchymalen Marker zeigt sich, dass Nestin bevorzugt TS und TI
anfärbt, wohingegen CRABP1 vor allem Zellen des umgebenden Infiltrates markiert (siehe
Abbildung 3.21). Allerdings konnte dies nicht statistisch belegt werden.
Zuletzt wurden die klinischen Gruppen (Gorlin-Goltz Syndrom und Ulcus terebrans) mit den
histologischen BCC-Subtypen verglichen. Es konnten diesbezüglich keine signifikanten Ergeb-
nisse eruiert werden. Häufig zeigten jedoch die Ulcus terebrans ähnliche Expressionsprofile
wie der verwilderte Subtyp.
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Abbildung 3.20.:
Expression von CK15, Lrig1, LGR5, SOX9, β-Catenin, EphB2N und CRABP1 in den histologischen
BCC-Subtypen im Vergleich. Dargestellt ist der Anteil der pos. BCCs in Prozent (y-Achse) in den
histologischen Subgruppen pro Antikörper (x-Achse). EphB2C und Nestin sind nicht gezeigt, da keine
spezifischen Anfärbungen der Tumorzellen festgestellt wurden. Gesamt (Ges) Solide (Sol), Superfiziell
(Sup), Sklerodermiform (Skl), Adenoid (Ade), Verwildert (Ver).

Abbildung 3.21.:
Expression von Nestin und CRABP1 in Tumorsepten, Interface, Bindegewebsscheide und Infiltrat des
BCC-Stromas im Vergleich. Dargestellt ist der Anteil der pos. Färbungen in Prozent (y-Achse) in den
Kategorien Tumorsepten, Interface, BGS und Infiltrat pro Antikörper (x-Achse).
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Zellschicht/Antikörper CK15 Lrig1 LGR5 SOX9 β-Catenin
Epidermis
Str. corneum 0 3 1 0 0
Str. granulosum 0 2 K, ZP 0 1 ZP 1 ZM
Str. spinosum 1 2 K, ZP 0 2 ZP 3 ZM
Str. basale 3 1− K 0 0 3 ZM

Talgdrüsenfollikel
epidermale HWS 3∗ 2 K, ZP 0 2 ZP 3 ZM
äußere HWS 3∗ 2 K, ZP 1, 2+ 1, 2+ K, ZP 3 ZM
Innere HWS
Henle-Schicht 0 0 0 0 2 ZM
Huxley-Schicht 0 1 ZP 3 2 K, ZP 2 ZM
Scheidenkutikula 0 3 ZP 0 2 K, ZP 2 ZM
Haarmatrix 1 2 ZP 0 0 3 ZP, K
Präsumptiver Kortex 0 2 ZP 1 1 ZP 3 ZP, K

Talgdrüse
suprabasaler Sebozyt 1− 2 K 2 2 K, ZP 0
basaler Sebozyt 3 2 K 0 1 K, ZP 2 ZP, ZM
Ausführungsgang
basale Zellen 3 1− K 0 0 3 ZP, ZM
luminale Zellen 0 2 K 0 2 K, ZP 1 ZM

Ekkrine Schweißdrüse
Azini 3§ 0 0 0 2 ZP, ZM
Ausführungsgang
luminale Zellen 0 2 K, ZP 0 3 ZP 1 ZM
basale Zellen 0 2 K, ZP 0 0 3 ZM

Tabelle 3.9.:
Expression von CK15, Lrig1, LGR5, SOX9 und β-Catenin in gesunder Haut. 0-3 gibt die Anfärbestär-
ke der jeweiligen Zellpopulation an. Die hochgestellten Zahlen beschreiben inhomogene Anfärbungen
innerhalb einer Zellgruppe: ∗ bedeutet vornehmlich basale/äußerste Zellschicht, + bedeutet vornehm-
lich luminale/innerste Zellschicht, − bedeutet nur vereinzelte Zellen pos., § bedeutet ca. die Hälfte
der Zellen pos.. Die Großbuchstaben stehen für sich ändernde Färbemuster zwischen den einzelnen
Zellkompartimenten: K bedeutet Kernfärbung, ZP bedeutet Zytoplasmafärbung, ZM bedeutet Zell-
membranfärbung.
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Zellschicht/Antikörper EphB2N EphB2C Nestin CRABP1
Epidermis
Str. corneum 0 0 0 0
Str. granulosum 0 3 0 0
Str. spinosum 0 1 0 0
Str. basale 0 0 0 0

Talgdrüsenfollikel
epidermale HWS 0 3+ 0 0
äußere HWS 1 1, 2+ 2+ 0
Innere HWS
Henle-Schicht 1 3 0 0
Huxley-Schicht 1 3 0 0
Scheidenkutikula 1 3 0 0
Haarmatrix 1 1 0 0
Präsumptiver Kortex 1 3 0 0

Talgdrüse
suprabasaler Sebozyt 1 2 0 0
basaler Sebozyt 0 0 0 0
Ausführungsgang
basale Zellen 0 0 0 0
luminale Zellen 0 2 0 0

Ekkrine Schweißdrüse
Azini 0 0 0 0
Ausführungsgang
luminale Zellen 0 0 0 0
basale Zellen 0 0 0 0

Tabelle 3.10.:
Expression von EphB2N, EphB2C, Nestin und CRABP1 in gesunder Haut. 0-3 gibt die Anfärbestär-
ke der jeweiligen Zellpopulation an. Die hochgestellten Zahlen beschreiben inhomogene Anfärbungen
innerhalb einer Zellgruppe: ∗ bedeutet vornehmlich basale/äußerste Zellschicht, + bedeutet vornehm-
lich luminale/innerste Zellschicht, − bedeutet nur vereinzelte Zellen pos., § bedeutet ca. die Hälfte
der Zellen pos.. Die Großbuchstaben stehen für sich ändernde Färbemuster zwischen den einzelnen
Zellkompartimenten: K bedeutet Kernfärbung, ZP bedeutet Zytoplasmafärbung, ZM bedeutet Zell-
membranfärbung.
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4. Diskussion

Die histogenetische Herkunft des häufigsten Malignoms der Haut, des Basalzellkarzinoms
(BCC), ist bis heute nicht abschließend geklärt. Es existieren verschiedene Theorien über seine
möglichen Ursprungszellen von denen derzeit die Herkunft aus dem follikulären Epithelkeim
als die wahrscheinlichere angesehen wird. Vor allem die potentiellen SZ im Haarwulst sowie
die Zellen der äußeren HWS werden aufgrund morphologischer Ähnlichkeiten und ähnlichen
immunhistochemischen Antikörperprofilen am stärksten favoritisiert. Im Folgenden soll dis-
kutiert werden, ob die verwendeten (SZ)-Marker spezifisch genug sind, um weitere Hinweise
über die Histogenese des BCCs zu erwerben.

4.1. Cytokeratin 15

Lyle et al. berichteten, dass die potentiellen SZ im Haarwulst spezifisch durch den mit CK15
kreuzreagierenden CD8-Antikörper (DAKO Klon C8/144B) angefärbt werden [69, 73, 70].
In drei von vier Studien zeigte sich jedoch keine Anfärbung der BCCs mit dem CD8-Klon
[141, 142, 143] (Tabelle 4.1), weshalb einige Autoren die Entstehung des BCCs aus den fragli-
chen Wulst-SZ für unwahrscheinlich halten [141]. Mit dem LHK15-Klon hingegen färben sich
insgesamt betrachtet deutlich mehr BCCs an, allerdings streut die Anfärbequote je nach ver-
wendetem(n) BCC-Subtyp(en) von 0-71% (Tabelle 4.1). An gesunder Haut unterscheidet sich
der LHK15- vom CD8-Klon durch eine zusätzliche Anfärbung der basalen Schicht von Epi-
dermis und Infundibulum sowie der Endstücke der ekkrinen und apokrinen Drüsen [68, 144].
Wichtig ist daher, das Färbeprofil des verwendeten Antikörpers an gesunder Haut mit der
Tumoranfärbung zu vergleichen, sowie auch das Epitop des Antikörpers zu berücksichtigen.
Der in dieser Arbeit verwendete EPR1614Y-Klon zeigt in gesunder Haut ein ähnliches Profil
wie der LHK15 Antikörper. Jedoch konnte eine kontinuierliche Anfärbung der basalen IFE,
mit Ausnahme der IFE über einigen BCCs, festgestellt werden. Im TF zeigte sich eine kräfti-
ge Anfärbung der basalen äußeren HWS mit Abschwächung der Anfärbung zum Haarbulbus,
was dem Färbemuster des CD8-Klons ab der Einmündungsstelle des TD-Ganges und des
LHK15-Klons des gesamten TFs entspricht [69, 68]. Den von Kanoh et al. beschriebenen Ver-
lust von CK15 in der äußeren HWS des mittleren TFs, konnte ich nicht bestätigen [146].

Von den 45 BCCs zeigten 38 komplett oder partiell pos. Reaktionen. Somit ist mit 84%
angefärbten BCCs die bisher stärkste Markierung von allen monoklonalen berichteten CK15
Antikörper zu verzeichnen (Tabelle 4.1). Hinsichtlich der Verteilung von CK15 im Tumor sind
fokal pos. BCCs mit Betonung des Tumorzentrums und Verlust in der Peripherie, sowie kom-
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Klon Epitop BCC positiv in % Kommentar Referenz

C8/144B 13 C-terminale 27% (10/37) nur fokal positiv [145]
Aminosäuren der 0% (0/17) [141]
zytoplasmatischen 0% (0/19) [142]
Domäne von CD8 0% (0/52) [143]

LHK15 17 C-terminale 65% (17/26) nur fokal positiv [146]
Aminosäuren von 71% (12/17) zentraler Tumorteil pos. [147]

CK15 0% (0/10) nur infiltrative BCCs [148]
30% (6/20) nur superfizielle (12) [149]

und solide BCCs (8)
NCL-CK15 entspricht LHK15 64% (196/328) 51% komplett, [150]

13% nur peripher

EPR1614Y Residuen vom 84% (38/45) siehe Ergebnisse diese
C-Term. von CK15 Arbeit

Tabelle 4.1.:
CK 15 Expression in BCCs

plett angefärbte Tumoren analog zu anderen Studien zu finden [146, 147, 150]. Zu diskutieren
ist, ob diese Verteilung eine bestimmte Bedeutung hat. Waseem et al. demonstrierten, dass
CK15 in stärker proliferierendem Gewebe herunterreguliert ist [68]. Patienten mit Psoriasis
exprimieren sogar weder in kranker noch in klinisch gesunder Haut CK15 in der IFE [151].
Das würde bedeuten, dass CK15 überwiegend in den proliferationsinaktiven Basalzellen der
IFE exprimiert wird, die bei der Psoriasis zugunsten der proliferationsaktiveren Progenitor-
zellen reduziert sind. Überträgt man diese These auf die BCCs, wären die zentral CK15 pos.
Tumoren im Tumorzentrum eher proliferationsinaktiv und in der Tumorperipherie prolifera-
tionsaktiv, da hier weniger/kein CK15 exprimiert wird. Die verringerte CK15 Expression im
verwilderten BCC spiegelt sich in dieser These ebenfalls wieder, da sich dieser Subtyp durch
erhöhte Proliferation kennzeichnet und demnach CK15 herrunterreguliert. Auch Hoang et al.
konnten in den stärker proliferierenden infiltrativen BCCs kein CK15 nachweisen [148].
Überträgt man diesen Gedanken auf das Tumor-SZ-Modell, das davon ausgeht das ein Tumor
von wenigen Tumor-SZ aus wächst und diese stärker proliferierende Tochterzellen bilden,
dann lägen in den CK15 markierten Tumorbereichen vermutlich die Tumor-SZ, da sie weniger
proliferativ aktiv sind. Die potentielle Markierung der Tumor-SZ bedeutet jedoch nicht, dass
auch die ursprüngliche somatische Zelle durch CK15 markiert wird. CK15 könnte auch im
Rahmen der molekularen Veränderungen der Karzinogenese neu gebildet werden.
Zu diskutieren bleibt warum auch die superfiziellen neben den verwilderten BCCs statistisch
signifikant niedrigere Expressionen im Vergleich zu den anderen Subtypen zeigen. Auch Abbas
et al. konnten mit nur 30% pos. BCCs bei überwiegend superfiziellem Subtyp ein ähnliches
Ergebnis feststellen [149]. Eine mögliche Erklärung wäre, wie von einigen Autoren vermutet,
eine andere Ursprungszelle der superfiziellen BCCs [34].
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Angesicht der Verbreitung in den epithelialen Kompartimenten der Haut wird CK15 nicht
spezifisch genug exprimiert, um als SZ-Marker Verwendung zu finden. Es werden nahezu alle
diskutierten Ursprungszellen des BCCs durch CK15 gefärbt, wodurch die hohe Expression
in den BCCs erklärt werden könnte. Hinsichtlich der Verteilung in den BCC-Subtypen zeigt
CK15 die Tendenz mit zunehmender Entdifferenzierung herunterreguliert zu werden.

4.2. Lrig 1

Im Mausmodell wurde Lrig1 als Marker der potentiellen SZ der IFE und des oberen Isthmus
beschrieben [23]. An menschlicher Haut ist noch offen ob Lrig1 mögliche SZ detektieren
könnte. Jensen et al. konnten Lrig1 in humanen Zellkulturen in vereinzelten Zellgruppen der
basalen Epidermis nachweisen [79]. Zudem konnte Lrig1 eine proliferationsregulierende Rolle
zugewiesen werden, da bei Hoch- bzw. Runterregulierung von Lrig1 die epidermalen Zellen
mit einer verringerten bzw. erhöhten Proliferation reagieren [79]. Folglich könnten auch in
der menschlichen Epidermis SZ liegen, welche von Lrig1 in Ruhe gehalten werden [79].
In dieser Arbeit zeigte Lrig1 eine nukleäre und zytoplasmatische Lokalisation in den epithe-
lialen Kompartimenten der Haut. Dabei konnte Lrig1 in einzelnen Nuklei der Zellen des Str.
basale und verstärkt im Zytoplasma der Zellen der suprabasalen Epidermisschichten gefun-
den werden. Einzelne Zellen des Str. spinosum und granulosum zeigten ebenfalls angefärbte
Zellkerne. Diese Befunde gleichen den Ergebnissen von Karlsson et al., die per Immunhisto-
chemie die Verteilung von Lrig1 in gesunder und psoriatischer humaner Haut untersuchten
[152]. Im Vergleich dazu konnten Jensen et al. keine zytoplasmatische Anfärbung der supraba-
salen Schichten finden [79]. Um die unterschiedlichen Ergebnisse zu erklären ist es wichtig die
verwendeten Antikörper zu differenzieren. In dieser Arbeit und der von Karlsson et al. wurde
ein polyklonaler Antikörper gegen intrazytoplasmatische Abschnitte von Lrig1 (C-Terminal)
verwendet, wohingegen Jensen et al. einen Antikörper gegen extrazytoplasmatische Anteile
benutzten [152, 79]. Analog zu den Befunden der IFE konnten in dieser Arbeit einzelne pos.
Nuklei in der basalen Schicht des Infundibulums nachgewiesen werden. Auch eine Anfärbung
der basalen Sebozyten, der äußeren HWS des mittleren und unteren TFs sowie der Haarma-
trixzellen, analog zu den Ergebnissen an Maushaut, konnte ich nachweisen [23, 77]. Auffällig
und bisher unbekannt ist die starke Markierung der Scheidenkutikula.
Fraglich ist, ob den beiden zellulären Lokalisationen von Lrig1 eine Bedeutung zukommt.
Karlsson et al. zeigten, dass in gesunder und psoriatischer Haut zwar ähnlich hohe Spiegel
Lrig1 mRNA in der IFE zu finden sind, sich jedoch die Verteilung des Proteins ändert [152].
Während in gesunder IFE Lrig1 vor allem im Zytoplasma, aber auch membranär suprabasal
sowie in einzelnen basalen Zellkernen vorkommt, findet man in psoriatisch veränderter Haut
Lrig1 fast ausschließlich im suprabasalen Zytoplasma [152]. Die Reduktion von nukleärem
Lrig1 in verstärkt proliferierender IFE und dessen Verteilung in gesunder Haut (basale Zell-
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gruppen der IFE und oberer Isthmus) decken sich mit Lokalisation und der im Mausmodell
vermuteten Funktion, dass Lrig1 potentielle SZ in Ruhe hält [23]. Bei der zytoplasmatischen
Markierung von Lrig1 fällt eine zunehmende Expression mit zunehmender suprabasaler, also
differenzierterer Zellschicht auf, was eine Markierung von SZ unwahrscheinlich macht. Ei-
ne Korrelation der Lrig1 Expression mit dem Differenzierungsgrad wurde auch bereits beim
Plattenepithelkarzinom (SCC) beschrieben. So wird Lrig1 mit zunehmender Entdifferenzie-
rung des Tumors herunterreguliert und umgekehrt [153, 154]. Folglich kann zytoplasmatisches
Lrig1 als Differenzierungsmarker diskutiert werden. Aus diesen Überlegungen wird ersicht-
lich, dass die zelluläre Lokalisation über die Funktion von Lrig1 bestimmen könnte.

In den BCCs zeigt Lrig1 mit 84% pos. Tumoren insgesamt eine starke Expression. Analog zu
gesunder Haut fallen die beiden zellulären Verteilungen (nukleär und zytoplasmatisch) auf.
Dabei zeigen die superfiziellen, insbesondere die initialen BCC Knospen, und die skleroder-
miformen BCCs eine verstärkte nukleäre Expression. Überträgt man darauf oben genannte
Überlegungen so könnte die verstärkte nukleäre Lrig1 Expression im Sinne einer Gegenregula-
tion gegen eine weitere Proliferation des Tumors interpretiert werden. Da gerade die initiale
BCC-Knospe der superfiziellen BCCs eine stärkere Lrig1 Expression aufweist als die fort-
geschritteneren superfiziellen BCCs, könnte der zunehmende Verlust als eine Art Selektion
der Tumorzellen verstanden werden, die versuchen die proliferationshemmenden Signale von
Lrig1 zu umgehen. Diese These passt zu der bereits beschriebenen pos. Korrelation von Lrig1
mit der Differenzierung von SCCs [153, 154]. Dazu passend zeigen die sklerodermiformen
BCCs als stärker infiltrierender Subtyp im Vergleich zu den superfiziellen BCCs eine leicht
reduzierte Lrig1 Expression, wenn auch nicht signifikant. Die adenoiden und verwilderten
BCCs zeigen eine überwiegend zytoplasmatische Anfärbung, ohne das starke Expressionsun-
terschiede zu den anderen Subtypen erkennbar sind. Da der verwilderte Subtyp durch mehr
Kernatypien und weitere Zeichen der Entdifferenzierung definiert ist, würde man eigentlich
einen Rückgang der Lrig1 Expression erwarten. Lrig1 wird jedoch in einigen Tumoren wie
z.B. dem Astrozytom oder dem Prostatakarzinom mit zunehmender Entdifferenzierung ver-
stärkt exprimiert [155] und somit als Tumorpromotor bzw. Proliferationsaktivator diskutiert.
Anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten lässt sich auch nicht zuordnen, ob das zwei-
schneidige Schwert Lrig1 im BCC eher eine tumorpromotende oder eine tumorsupprimierende
Funktion übernimmt. Weitere Studien sind notwendig um die molekularen Wirkungsmecha-
nismen von Lrig1 besser zu verstehen.

Zusammenfassend wird nukleär exprimiertes Lrig1 vor allem in basalen Zellgruppen der IFE
und dem oberen Isthmus gefunden. Dies entspricht den im Mausmodell beschriebenen poten-
tiellen SZ-Nischen [23], sodass vielleicht auch an menschlicher Haut Lrig1 pos. SZ existieren.
Eindeutige Rückschlüsse auf die Herkunft des BCCs konnte aufgrund der weiten Verbreitung
von zytoplasmatischem Lrig1 in gesunder Haut und den BCCs nicht gezogen werden. Jedoch
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ist Lrig1 mit 84% pos. BCCs der am dritt stärksten exprimierte Antikörper dieser Arbeit.

4.3. LGR5

Im Mausmodell wurden LGR5 pos. Zellen als potentielle SZ im sekundären Haarkeim des
telogenen TFs beschrieben, die in der Lage sind alle Zelllinien des anagenen TFs aufzubauen
[21]. An menschlicher Haut und dem BCC liegen meines Wissens bislang keine immunhisto-
chemischen Studien vor.
An gesunder Haut konnte in dieser Arbeit, analog zu den im Mausmodell von Jaks et al.
beschriebenen Daten, LGR5 in der äußeren HWS des unteren anagenen TFs nachgewiesen
werden. Stärker wird es zusätzlich in der inneren HWS exprimiert. Die von Hsu et al. beschrie-
bene starke LGR5 Expression in der Skelettmuskulatur konnte ebenfalls bestätigt werden
[80]. LGR5 zeigte sich durchgängig im Zytoplasma der angefärbten Zellen. Huh et al. haben
nachgewiesen, dass nach der Teilung der potentiellen LGR5 pos. SZ nur die Schwester-SZ
nukleäres LGR5 behält, die sich nicht weiter teilende Zelle hingegen LGR5 zytoplasmatisch
exprimiert [156]. Überträgt man diesen Befund auf die Ergebnisse dieser Arbeit, so sind die
angefärbten Zellen lediglich Nachkommen der potentiellen LGR5 pos. SZ.

In verschiedenen Mausmodellen konnte zudem eine Bedeutung der LGR5 pos. Zellen für
die BCC-Entstehung nachgewiesen werden. Kasper et al. demonstrierten, dass Nachkommen
der LGR5 pos. Zellen des unteren TFs in die IFE auswandern können und dort die Bildung
von BCC-artigen Tumoren initiieren [36]. Allerdings gilt dies nur für SHH-Weg aktivierte
Mäuse mit verwundeter Epidermis. Analog dazu zeigten Da Silva-Diz et al., dass in proon-
kogen veränderten Mäusen SCCs ebenfalls aus Nachkommenzellen der LGR5 pos. Zellen des
unteren TFs entstehen können [157]. In beiden Szenarien exprimierten die entstehenden Tu-
moren selbst jedoch kein LGR5. Falls diese Daten auf den Menschen übertragbar wären, so
könnte das die insgesamt schwache LGR5 Expression der BCCs in dieser Arbeit erklären,
obwohl man von LGR5, als Marker der äußeren HWS und der möglichen follikulären Her-
kunft des BCCs, stärkere Anfärbungen erwartet hätte. Fraglich ist, warum nur die adenoiden
BCCs eine starke LGR5 Expression zeigen. Möglicherweise entstehen sie im Vergleich zu den
anderen Subtypen aus tieferen Anteilen des TFs direkt aus den potentiellen LGR5 pos. SZ
der äußeren HWS, wie ihre Morphologie vermuten lässt, und nicht aus deren Nachkommen.
Vielleicht handelt es sich aber nur um eine zufällige Häufung und das BCC hat Subtyp-
unabhängig mehrere Ursprungszellen. Demnach könnte man anhand des LGR5-Färbeprofils
postulieren, dass ca. ein Viertel aller BCCs aus der äußeren HWS des unteren TFs entstehen.
Die komplett negativen superfiziellen BCCs halte ich für spezifisch, da für sie in der Literatur
eine TF-unabhängige Entstehung diskutiert wird [34]. Stark widersprüchliche Ergebnisse zu
meinen Befunden liefert eine Studie von Tanese et al.. Hier wurde mittels PCR-Analyse in
19 von 20 BCCs (superfiziell und nodulär) signifikant erhöhte LGR5 mRNA im Vergleich zu
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gesunder Haut und anderen Hauttumoren gefunden [158]. Zudem korrelierte in Maus-BCC-
Zelllinien der LGR5 mRNA Spiegel mit der Aktivierung des SHH-Signalweges (Gli1 und 2)
[158]. Diese Unterschiede zu meiner Arbeit lassen sich nicht leicht erklären. Vielleicht korre-
liert der mRNA Spiegel nicht gleichermaßen mit dem LGR5 Protein. Denkbar wäre auch, dass
der hier verwendete LGR5 Antikörper das Protein nicht in allen zellulären Kompartimenten,
wie z.B. dem Zellkern, erreicht hat.

Zusammengefasst ist LGR5 an menschlicher Haut ein Marker für die Zellen der äußeren
und inneren HWS des unteren anagenen TFs. Dies entspricht den beschriebenen Lokalisatio-
nen im Mausmodell [21]. Aufgrund der sehr eingeschränkten LGR5 Expression in gesunder
Haut ist die Markierung einer potentiellen SZ im unteren TF denkbar. Auffällig ist die star-
ke Anfärbung des adenoiden Subtyps, was dessen Abstammung aus der äußeren HWS des
unteren TFs bedeuten könnte. Für die superfiziellen BCCs ist aufgrund der fehlenden LGR5
Expression eine TF-unabhängige Herkunft zu favoritisieren.

4.4. SOX9

Im Mausmodell konnte die Bedeutung von SOX9 für die Haut, insbesondere für den TF und
seine Entwicklung, bereits demonstriert werden [91]. Auch in menschlicher Haut spielt SOX9
für die Ausbildung der Hautanhangsorgane eine wichtige Rolle. Krahl et al. zeigten, dass
SOX9 erstmals in der frühen Embryonalperiode in der Haarplakode, dem Nagelbett und den
SD-Knospen exprimiert wird [37, 159]. Mit zunehmender Ausbildung des TFs verliert sich
SOX9 in den Haarmatrixzellen und bleibt im adulten TF auf die untere äußere HWS (Wulst
und zyklusabhängiger Teil des TFs) beschränkt [37]. Über die Expression von SOX9 in der
IFE und dem Infundibulum gibt es widersprüchliche Ergebnisse. Shi et al. demonstrierten in
menschlichen epidermalen KZ-Kulturen, dass SOX9 in der basalen IFE exprimiert wird, nicht
aber in den differenzierteren Schichten [160]. Gegensätzlich dazu konnten Krahl et al. keine
spezifische SOX9 Expression, mit Ausnahme angefärbter Melanozyten, in der Epidermis nach-
weisen [37, 159]. In dieser Arbeit zeigten IFE und Infundibulum zwar eine zytoplasmatische
Anfärbung, aber keine nukleäre Reaktion, die von anderen Autoren als spezifisch angesehen
wird [37, 159]. Eine nukleäre SOX9 Expression in der äußeren HWS des unteren TFs konnte
diskret, analog zu vorherigen Studien, bestätigt werden [37, 160]. Die starke Expression von
SOX9 in den Gängen der ekkrinen SD konnte ebenfalls demonstriert werden [159].

SOX9 wurde bereits in mehreren Studien in BCCs nachgewiesen [161, 37, 160]. Dabei sind
sich die Autoren einig, dass nur eine nukleäre Expression von SOX9, analog zu gesunder
Haut, als spezifisch zu werten ist. Vidal et al. konnten per Immunfluoreszens in allen BCCs
eine starke SOX9 Expression in den Zellkernen, bei insgesamt heterogener Verteilung im Tu-
mor finden [161]. Krahl et al. demonstrierten sogar, dass hinsichtlich der SOX9 Expression
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die entstehende BCC-Knospe starke Ähnlichkeit mit der embryonalen Haarplakode aufweist
[37]. Zudem wird vermutet, dass die SOX9 Expression im BCC und im TF durch den SHH-
Weg reguliert wird und SOX9 daher als Marker für eine gemeinsame Entstehung von BCC
und TF interessant ist [91, 161, 37]. Auch Krahl et al. berichteten, dass SOX9 hinsichtlich
der histologischen BCC-Subtypen keine unterschiedlichen Expressionshäufigkeiten zeigt [37].
In dieser Arbeit waren deutlich schwächere Anfärbungen und primär zytoplasmatische Reak-
tionen in den BCCs zu finden. Nur drei stärker gefärbte Tumoren zeigten spezifische Kern-
färbungen. Die Verteilung von SOX9 in den histologischen Subtypen streut relativ homogen,
sodass es als klinischer Verlaufsparameter oder Aggressionsmarker, wie z.B. beim Malignen
Melanom [162], nicht in Frage kommen kann. Interessant ist allerdings die Verteilung von
SOX9 im Tumor. Die fast isolierte Anfärbung der epidermisnahen Tumoranteile, vor allem
der superfiziellen BCCs, und der Verlust von SOX9 in den tiefer infiltrierenden Tumoranteilen
erinnert an die SOX9 pos. embryonale Haarplakode [37]. Vielleicht bedeutet das, dass SOX9
für die Tumorentstehung gebraucht und anschließend vom BCC herunterreguliert wird. Da-
zu passt, dass Shi et al. erhöhte SOX9 Konzentrationen in UVB bestrahlten KZ gefunden
haben, wobei der erhöhte SOX9-Spiegel die KZ vor Apoptose zu schützen scheint [160]. Dem-
nach könnte SOX9 den ersten entscheidenden Schritt der Tumorentstehung promoten und
anschließend vom Tumor herunterreguliert werden.
Wertet man jedoch nur die BCCs mit nukleärer SOX9 Expression als spezifisch, wird SOX9 in
dieser Arbeit, entgegen der vorher beschriebenen Studien, fast gar nicht im BCC exprimiert
(nur 3/45 BCCs pos.). Ursächlich dafür könnten methodische Unterschiede, z.B. die geringere
Antikörper-Verdünnung bei Krahl et al.(1:400) [37] oder die verwendete Blockierlösung sein.
Andererseits könnten auch die verschiedenen SOX9-Primärantikörper (SOX9-Abnova Corp.,
Taipei, Taiwan [37, 159]; SOX9 sc- 20095, Santa Cruz, CA [160]) zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen führen.

Insgesamt konnte in gesunder Haut das bereits bekannte SOX9 Expressionsmuster in ge-
ringerer Intensität bestätigt werden. Bei den BCCs zeigte sich eine deutlich niedrigere SOX9
Expression als in den vorausgegangenen Studien. SOX9 wird vornehmlichen in den initialen
epidermisnahen BCC-Anteilen exprimiert und kann als Tumorpromotor diskutiert werden.

4.5. β-Catenin

Die Bedeutung von β-Catenin für die TF-Entwicklung und -differenzierung wurde in ver-
schiedenen Mausmodellen bereits demonstriert. Daher erfolgten auch an menschlicher Haut
zahlreiche Studien über die Expression von β-Catenin. Bereits in der frühen Embryonal-
periode konnte β-Catenin in Zytoplasma und Nuklei der epithelialen und mesenchymalen
Haarknospenzellen nachgewiesen werden [59, 37]. Passend zur Abnahme der Aktivität des
Wnt-Weges findet sich im adulten TF membranäres β-Catenin in den HWSn [163, 37]. Die
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weiter proliferativ aktiven Zellen der Haarmatrix hingegen zeigen β-Catenin im Zytoplasma
und Zellkern [163]. In der IFE findet sich von der frühen Embryonalperiode bis zur adulten
Haut eine starke membranäre Anfärbung aller Schichten [37]. Zudem exprimieren einige Fi-
broblasten der HP β-Catenin im Kern [163]. Mit Ausnahme der Anfärbung der Fibroblasten
der HP konnten in dieser Arbeit die Anfärbungen von β-Catenin an gesunder Haut bestä-
tigt werden. Die unterschiedlichen zellulären Lokalisationen hängen mit der Funktion von
β-Catenin zusammen. In Epidermis und HWSn kommt es vor allem als Verankerungsprotein
der Zell-Zell-Kontakte vor. In den Matrixzellen des TFs hingegen ist es im Rahmen des Wnt-
Weges mit verantwortlich für die Regulation des Haarzyklus und das Haarwachstum [164].
Angesichts der ubiquitären Verbreitung von β-Catenin in menschlicher Haut eignet es sich
nicht als SZ-Marker. Allerdings wurde in KZ-Kulturen gezeigt, dass potentielle epidermale SZ
über einen deutlich höheren freien β-Catenin Pool verfügen als differenziertere Zellen [165].
Zudem kann über ektope β-Catenin Zufuhr der SZ-Anteil sowie deren Proliferationsrate er-
höht werden [165, 166]. Somit kommt β-Catenin eine potentielle Funktion als SZ-Verwalter
zu. Gegensätzlich dazu sind im Mausmodell die diskutierten SZ von Wulst und sekundärem
Haarkeim auch ohne β-Catenin überlebensfähig [164].

β-Catenin hat auch bei der Karzinogenese zahlreicher Tumoren eine zentrale Bedeutung.
In Tumorzelllinien konnte gezeigt werden, dass der Verlust von E-Cadherin gebundenem β-
Catenin einen wichtigen Teil der malignen Transformation darstellt, da sich die mutierten
Zellen aus ihren benachbarten Zell-Kontakten lösen können [167, 168]. Dass der Verlust von
membranärem β-Catenin mit einer erhöhten Malignität einhergeht, zeigen auch vergleichen-
de Studien von SCCs (weniger membranäres β-Catenin) mit aktinischen Keratosen [169]. In
schlechter differenzierten und stärker proliferativen SCCs konnte sogar verstärkt aberrantes,
also im Kern und Zytoplasma lokalisiertes, β-Catenin gefunden werden [170].
β-Catenin wurde bereits in mehreren Studien an BCCs untersucht. Analog zu meinen Be-
funden, konnten auch andere Arbeiten die ubiquitäre Expression von β-Catenin in BCCs
feststellen [171, 172, 173, 174, 37, 175]. Wichtig ist jedoch die zelluläre Lokalisation von β-
Catenin zu beachten. Überträgt man die beschriebenen Funktionen von β-Catenin auf die
zelluläre Verteilung, dann sind zytoplasmatisches und nukleäres β-Catenin, solange es nicht
mutiert ist, ein Zeichen eines aktivierten Wnt-Weges. Membranäres β-Catenin spricht für
die Verankerung der Zellen in den Zell-Zell-Adhäsionskontakten. In dieser Arbeit findet sich
β-Catenin überwiegend im Zytoplasma der BCCs und weniger membrangebunden. Die zu-
nehmende Internalisierung von β-Catenin von der Zellmembran ins Zytoplasma in den BCCs
legt somit eine Aktivierung des Wnt-Weges nahe. Saldanha et al. konnten bereits die erhöhte
Expression von Wnt-Liganden in BCCs nachweisen [174]. Andere Arbeiten berichten über
eine überwiegend membranäre Anfärbung der BCCs [175].
Etwa die Hälfte der BCCs meiner Studie fällt zudem durch eine nukleäre β-Catenin Ex-
pression auf. Der Anteil nukleär β-Catenin exprimierender BCCs anderer Arbeiten schwankt
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zwischen 50 [173] und 0 Prozent [176]. Wie ist die Kernfärbung zu bewerten? Vielleicht ist
nukleäres β-Catenin ein Zeichen verstärkter Proliferation, passend zu dem bevorzugten Auf-
treten in der Invasionsfront der soliden BCCs und in den infiltrativ wachsenden verwilderten
BCCs. Saldanha et al. bestätigten den Verdacht, dass BCCs mit nukleärer β-Catenin Ex-
pression stärker proliferativ aktiv sind (mehr KI67 pos. Zellen). Allerdings liegen die stärker
proliferierenden Zellen zentral in den Tumoren und decken sich nicht mit den nukleären
β-Catenin pos. Zellen [174]. In drei weiteren Studien konnte zudem eine pos. Korrelation zwi-
schen stärker infiltrierenden BCCs und der Anzahl der Zellen mit nukleozytoplasmatischen β-
Catenin gezeigt werden [173, 177, 175]. Auch in meiner Studie ist ein solcher Trend erkennbar.
Durch genetische Analysen von Pilomatrixomen konnten β-Catenin-Gen-Mutationen nach-
gewiesen werden, die mit einer verstärkten nukleären Expression einhergehen [172]. Auch
im Mausmodell führt eine exzessive β-Catenin Expression von epidermalen KZ zunächst zur
Entstehung von TF-ähnlichen Strukturen und dann zur Bildung gutartiger TF-assoziierter
Tumore, wie z.B. Pilomatrixomen oder Trichofollikulomen [11, 8]. Im BCC konnten bisher kei-
ne β-Catenin-Mutationen gefunden werden, allerdings wären Mutationen anderer Wnt-Weg
Proteine möglich [174]. Ebenfalls denkbar wäre, dass der in BCCs oftmals mutierte SHH-Weg
den Wnt-Weg aktiviert und dadurch verstärkt nukleäres β-Catenin exprimiert wird. Letztlich
ist noch nicht endgültig geklärt warum ein Teil der BCCs β-Catenin in den Nuklei exprimiert.

Insgesamt könnte nukleäres β-Catenin ein potentieller Marker für aggressive BCC-Subtypen
sein. Anhand des ubiquitären Expressionsprofils in gesunder Haut und in den BCCs konn-
ten keine Rückschlüsse auf die Ursprungszelle des BCCs gezogen werden, noch eignet sich
β-Catenin als SZ-Marker.

4.6. Ephrin B2 Rezeptor, N- und C-Terminus

EphB2 konnte an der Maus in der IFE, dem TF-Wulst, der äußeren HWS, den Haarmatrix-
zellen, der TD und der HP nachgewiesen werden [109]. In menschlicher Haut konnte bisher
nur EphB2 mRNA mittels PCR detektiert werden [178]. Verglichen mit den Ergebnissen im
Mausmodell ist das Färbemuster des C-Terminus- deutlich ähnlicher als das des N-Terminus-
Antikörpers. EphB2C wird primär in differenzierten KZ von IFE und TF angefärbt und fehlt,
mit Ausnahme der äußeren HWS, in den basalen Schichten. Dies passt zu der im Mausmodell
vermuteten Funktion, dass Eph/Ephrin-Aktivierung die epidermale und follikuläre Prolifera-
tion hemmt und Ephs daher Marker für Differenzierung sind [109]. Ein wichtiger Unterschied
zur Maus ist, dass mit Ausnahme der Anfärbung von Mastzellen (N-Terminus) und Plasma-
zellen (C-Terminus) keine dermalen Zellen angefärbt werden. Der N-Terminus zeigt außer der
schwachen Anfärbung des unteren TFs keine pos. Reaktionen und unterscheidet sich deutlich
vom C-Terminus. Fraglich ist ob die follikulären Reaktionen angesichts der hohen verwende-
ten Konzentration des Antikörpers (1:50) überhaupt als spezifisch gewertet werden können.
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Ob es sich bei der bisher unbekannten Markierung der Mastzellen tatsächlich um das EphB2N
Epitop oder eine unspezifische Kreuzreaktion handelt, ist unklar. Analog verhält es sich mit
der Plasmazellfärbung des C-Terminus-Antikörpers.

Für viele Ephs wurden Funktionen im Rahmen der Karzinogenese berichtet, was an ihren
veränderten Expressionsprofilen in zahlreichen Tumoren, im Vergleich zu den Ursprungsge-
weben, ersichtlich wird [179]. EphB2 ist bisher am Kolonkarziom am besten untersucht. Dabei
wird es im initialen Tumor verstärkt exprimiert und mit zunehmendem Tumorstadium her-
unterreguliert, weshalb es als potentieller Tumorsuppressor angesehen wird [180, 181]. Dabei
korreliert der Verlust von EphB2 sogar mit der Malignitäts- und Metastasierungsrate und
damit auch mit der Prognose [181].
Am BCC wurde bisher nur die Expression von EphA1 untersucht. EphA1 wurde als Marker
für differenzierte KZ beschrieben und war folglich in BCCs und auch SCCs im Vergleich zu
gesunder Haut deutlich herrunterreguliert [178]. Meine Ergebnisse an gesunder Haut spre-
chen ebenfalls dafür, dass EphB2C differenzierte KZ färbt und daher passend, mit Ausnahme
der angefärbten keratotischen Einschlüsse, nicht im BCC exprimiert wird. Anhand des Fär-
bemusters eignet sich EphB2C weder als Diagnostik- oder Prognosemarker, noch kann man
durch ihn Rückschlüsse auf die Herkunft des BCCs schließen. Einzig der Ausschluss des prä-
sumptiven Kortex als Ursprung des BCCs scheint möglich, da sich dessen starke Anfärbung
in den BCCs wiederfinden müsste.
Analog zu gesunder Haut unterscheidet sich das Färbemuster des N-Terminus vom C-Terminus-
Antikörper stark. Vielleicht spielt die zelluläre Lage und somit die Erreichbarkeit für den Anti-
körper eine entscheidende Rolle (N-Terminus extra-, C-Terminus intrazellulär). EphB2N wird
in den verwilderten BCCs stark angefärbt und ist trotz der geringen Stichprobenanzahl signi-
fikant stärker exprimiert als im superfiziellen Subtyp. Somit zeigt der N-Terminus-Antikörper
eine kontrastäre Anfärbung im Vergleich zum C-Terminus, da dieser ja gerade differenzierte
Zellen angefärbt hat und im BCC nicht exprimiert wurde. Eine mögliche Erklärung für dieses
Expressionsmuster wäre, dass EphB2N (Protein) analog zur EphB2 mRNA in gesunder Haut
in so niedriger Konzentration vorkommt [178], dass er per Immunhistochemie nicht spezifisch
detektiert werden kann und erst durch eine Internalisierung des Rezeptors im BCC, wie für
EphA1 in ulzerierenden Tumoren beschrieben [178], angefärbt wird. Auch denkbar wäre, dass
der N-Terminus-Antikörper mit einem bisher unbekannten Epitop in den verwilderten BCCs
kreuzreagiert, da dieses Verhalten im Widerspruch mit der bisher vermuteten Funktion von
EphB2 als Tumorsuppressor steht. Unabhängig wie diese Anfärbung zustande kommt, könnte
EphB2N ein guter Aggressionsmarker für das BCC sein, was noch an einer größeren Stichpro-
be untermauert werden müsste. Auf die Herkunft des BCCs lassen sich mit dem Färbeprofil
von EphB2N keine Rückschlüsse ziehen.

Insgesamt betrachtet bringt EphB2 zwar keine neuen Impressionen für die Herkunft des
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BCCs, jedoch konnte der N-Terminus als Marker von Mastzellen und als potentieller Ag-
gressionsmarker des BCCs ermittelt werden. Der C-Terminus-Antikörper markiert primär
differenzierte KZ sowie Plasmazellen und eignet sich nicht als BCC-Marker.

4.7. Nestin

Wie bereits angedeutet widersprechen sich die Ergebnisse der Nestinexpression in menschli-
cher Haut und im Mausmodell deutlich. In dieser Arbeit wurde Nestin mit Ausnahme der
innersten Schicht der äußeren HWS nicht in den epithelialen Anteilen der Haut gefunden.
Dafür zeigen sich in den BGSn des TFs und der Drüsen sowie in den dermalen Gefäßen und
ihren BGSn starke Anfärbungen. Mit Ausnahme der Studie von Wang et al., die Nestin ana-
log zum Mausmodell im Wulst und zudem in der IFE gefunden hat [182], konnten weitere
Studien, mittels Immunhistochemie, die primär mesenchymale Lokalisation von Nestin bestä-
tigen [129, 130, 131, 13]. Tiede et al. zeigten zudem, dass die follikulären epithelialen Anteile
keine Nestin mRNA enthalten [131]. Vermutlich sind die Unterschiede der Wang-Studie auf
technische Unterschiede zurückzuführen, da Sellheyer et al. Unterschiede im Färbeverhalten
der drei bisher verwendeten Nestinklone (Nestin 10c2 Santa Cruz, Nestin 10c2 Chemicon,
Nestin Polyclonal (rabbit) Atlas) ausschließen konnten [13].
Nun stellt sich die Frage, ob Nestin potentielle mesenchymale SZ in den BGSn der Hautan-
hangsorgane anfärbt. Toma et al. zeigten, dass isolierte Nestin pos. multipotente dermale
Zellen, die sie „skin-derived precursor cells“ nannten, sowohl neuronale als auch mesenchy-
male Nachkommenzellen bilden konnten [183, 184] und somit SZ-Eigenschaften besitzen. Das
im Haarbalg Zellen mit SZ-Charakter liegen, demonstrierten Jahoda et al.. Sie zeigten, dass
sich aus Klonen der Haarbalgzellen und Zellen der HP adipozyten- und osteozytenartige
Zellen bilden können [185]. Diese Fakten deuten daraufhin, dass Nestin in potentiellen me-
senchymalen SZ des Haarbalgs exprimiert wird.
Was nicht so recht ins Bild passt, ist die Nestinexpression in der innersten Schicht der äußeren
HWS („Companion Cell Layer“), die auch von einer anderen Studie bestätigt wurde [186].
Bekannt ist, dass sich diese Schicht im Aufbau vom Rest der äußeren HWS unterscheidet,
aber auch Unterschiede zur anliegenden Henle-Schicht der inneren HWS aufweist [187, 188].
Ihr wird, als Gleitschicht für den herauswachsenden Haarschaft, eine bedeutende Funktion
zugeschrieben [188, 189]. Nur welche Rolle spielt Nestin dabei? Vielleicht vermittelt das fi-
lamentäre Nestin eine Veränderung der Zellform (von äußerer zu innerer HWS) analog zu
seiner vermuteten Funktion während der Neurogenese.

Da Nestin ursprünglich als Wulstzellmarker beschrieben wurde, erfolgten bereits einige im-
munhistochemische Studien über seine Expression im BCC. In dieser Arbeit zeigten sich mit
Ausnahme einer dendritischen Zellpopulation keine Nestin pos. Zellen in den epithelialen Tu-
moranteilen, analog zu vorhergehenden Studien [146, 149, 13, 190]. Sellheyer et al. berichteten,

58



4.7. NESTIN

dass es sich dabei um HMB45 pos. Zellen und somit um aktivierte Melanozyten handelt, die
ebenfalls in den epithelialen Anteilen des TFs angefärbt werden [13]. Dieser Befund passt
zu der starken Nestinexpression in melanozytären Tumoren [123]. Die von Sellheyer et al.
bemerkte Häufung dieser Zellen an der Invasionsfront konnte ich nicht bestätigen [190].

Interessanter ist die Expression von Nestin in den Zellen des Tumorstromas, die in mehr
als der Hälfte der untersuchten BCCs dieser Arbeit zu verzeichnen war. Dabei liegen die
Nestin pos. Zellen in einer ein- bis zweilagigen Zellschicht direkt den epithelialen Tumoran-
teilen an oder ungeordneter in der daran anschließenden BGS des Tumors. Zudem werden die
Blutgefäße in den TS und den BGSn durch Nestin gefärbt. Das umgebende dermale BG ist
mit Ausnahme der Blutgefäße Nestin negativ. Dieses Muster erinnert stark an die Anfärbung
des TFs, wobei das negative BCC den epithelialen Anteil (äußere HWS) und das Tumor-
stroma dem Haarbalg entspricht. Dies deutet auf eine follikuläre Herkunft des BCCs oder
eine Imitation des TFs hin. Allerdings finden sich auch Parallelen zum Embryonalstadium
der Haut, wo Nestin im Gegensatz zu adulter Haut über die gesamte Dermis exprimiert wird
[13]. Womöglich ist das erneute Auftreten Nestin pos. Zellen im BCC-Stroma ein Hinweis
auf den Rückfall in ein embryonales Verhaltensmuster. Jedoch scheint Nestin nicht essenziell
für die Aufrechterhaltung des Tumorstromas zu sein, da nicht alle BCC-Subtypen Nestin
exprimierende Zellen im Tumorstroma aufweisen. Die verwilderten und sklerodermiformen
BCCs zeigen keine bzw. weniger dieser Zellen im Interface als die restlichen Subtypen. Der
superfizielle Subtyp, von dem am ehesten eine TF-unabhängige Entstehung angenommen
wird, zeigt paradoxerweise die stärkste Nestinexpression im Interface. Warum unterscheidet
sich die Nestinexpression im Stroma der BCC-Subtypen so auffällig? Das Tumorstroma der
einzelnen BCC-Subtypen ist nicht homogen, sondern unterliegt strukturellen Veränderungen.
Knaur et al. beobachteten eine verstärkte Fibrosierung oder den kompletten Verlust des Tu-
morstroma bei den infiltrativen und „morphoiec“-BCCs (entsprechen den sklerodermiformen
und verwilderten Subtypen), wohingegen um die superfiziellen und nodulären (entspricht den
soliden) BCCs ein fibromyxoides Stroma dominierte [191]. Eine zum Teil ausgeprägte Neu-
bildung von kollagenem BG (Abbildung 3.17 b) sowie auch das fast vollständige Fehlen einer
Stromabildung um sklerodermiforme BCCs (Daten nicht gezeigt) konnte in dieser Arbeit
mit der Herovici-Färbung bestätigt werden. Das infiltrative BCCs eine stärkere Fibrosierung
im Stroma aufweisen als die weniger aggressiven Subtypen konnten weitere Studien bele-
gen [192, 193]. Demnach könnte der Verlust von Nestin mit dem strukturellen Umbau des
Tumorstromas zusammenhängen, z.B. wäre es möglich, dass Nestin in den Zellen des Tumor-
stromas mit zunehmender Aggressivität des BCCs herunterreguliert wird und somit vielleicht
als Prognosemarker dienen könnte. Im Glioblastom und malignen Melanom konnte bereits
eine pos. Korrelation der Nestinexpression mit der Prognose demonstriert werden [118, 121].
Vielleicht aber entscheidet auch bereits das initiale Tumorstroma um die BCC-Knospe mit
dem Vorhandensein von Nestin pos. Zellen darüber welcher BCC-Subtyp entsteht.

59



4.8. CRABP1

Fraglich ist welche Funktion die Nestin pos. Zellen im Tumorstroma übernehmen. Die Be-
deutung der Stromazellen für das Tumorwachstum konnte in verschiedenen Experimenten
belegt werden. Z.B. fördert im Tiermodell bestrahltes Brustdrüsenstroma die Entartung von
transplantierten Brustepithelzelllinien [194]. In einer anderen Studie wurden Fibroblasten
aus dem Stroma von BCCs isoliert und mit epidermalen KZ-Kulturen zusammengebracht.
Erstaunlicherweise exprimierten die KZ daraufhin CK19, ein CK was im BCC und TF aber
nicht der Epidermis vorkommt. In der Kontrollgruppe, die dermale Fibroblasten statt BCC-
Fibroblasten verwendete, war keine CK19 Expression zu verzeichnen [195]. Demzufolge könn-
ten die Nestin pos. Zellen eine bedeutende Rolle bei der malignen Transformation oder dem
Tumorwachstum spielen. Dass sie wahrscheinlich am Aufbau des Tumorstromas beteiligt sind,
konnte durch die Herovici-Färbung gezeigt werden.

Insgesamt betrachtet konnte mit dieser Arbeit die Expression von Nestin in den mesen-
chymalen Anteilen der Haut und dem BCC-Stroma bestätigt werden. Zudem konnte mit
der Herovici-Färbung demonstriert werden, dass die Nestin pos. Zellen konzentriert in jun-
gem kollagenen BG um die BCCs liegen, sodass diese Zellen wahrscheinlich am Aufbau des
Tumorstromas beteiligt sind. Ob die Nestin pos. Zellen über die Bildung des Stromas auch
Einfluss auf den entstehenden BCC-Subtyp haben, ist denkbar aber nicht bewiesen. Somit
könnte Nestin eine wesentliche Rolle als Prognosemarker beim BCC zukommen.

4.8. CRABP1

Collins et al. beschrieben CRABP1 als dermalen Zellmarker, der in der adulten Maus vor-
nehmlich in Zellen der HP exprimiert wird [140]. In den epithelialen Anteilen der Haut wurde
es nicht nachgewiesen [140]. In dieser Arbeit konnte CRABP1 als dermaler Marker bestätigt
werden und zeigt ein deutlich breiteres Verteilungsmuster im Vergleich zum Mausmodell.
CRABP1 wird in den Zellen der HP, den BGSn der TF und TDn und etwas schwächer auch
in den Zellen der BGSn der SDn exprimiert. Zusätzlich sind auch vereinzelte Zellen in der in-
terfollikulären Dermis und im Bereich der basalen IFE angefärbt. Letztere sind aufgrund ihres
dendritischen Aussehens vermutlich Interfacezellen zwischen Dermis und Epidermis, welche
von Collins et al. nur während der Embryogenese beschrieben wurden, sich aber postnatal ver-
lieren [140]. An menschlicher Haut konnten Busch et al. CRABP1 ebenfalls in dendritischen
Zellen der dermoepidermalen Junktionszone immunhistochemisch nachweisen [196]. Da diese
Zellen Vimentin pos., S100 negativ und Makrophagen-Marker negativ (myeloid/histiocyte
antigen) waren, nahmen Busch et al. einen mesenchymalen Ursprung an [196]. Zusätzlich
konnten sie CRABP1 in den suprabasalen Schichten gesunder IFE nachweisen, sowie in den
epithelialen Anteilen von TF, SD und TD [196]. Um diese meiner Ansicht nach unspezifische
Anfärbung der epithelialen Anteile zu erklären, sind methodische Unterschiede zu favoritisie-
ren, z.B. die deutlich höhere Konzentration des verwendeten Primärantikörpers (1:1000 diese
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Arbeit; 1:100 Busch et al.). Zudem bindet der Antikörper von Busch et al. nur an Rückstände
(Aminosäuren 68-81) des CRABP1’s der Kuh (der hier verwendete an das komplette Protein
der Kuh) und könnte somit stärker kreuzreagieren, z.B. mit dem eng verwandten CRABP2.
CRABP2 wurde von Siegenthaler et al. im Gegensatz zu CRABP1 in menschlichen epider-
malen KZ-Kulturen nachgewiesen [197].

Bei den BCCs dieser Arbeit zeigte ca. die Hälfte der Tumoren CRABP1 pos. Zellen in den
epithelialen Anteilen. Auffallend ist die starke CRABP1 Expression bei dem verwilderten
Subtyp und dem Ulcus terebrans, die mit zunehmender Tiefeninfiltration des Tumors weiter
zunimmt. Der adenoide Subtyp hingegen zeigt keine Anfärbung und die übrigen Subtypen
nehmen eine Mittelstellung bei ca. 44-54% Positivität ein. CRABP1 wird eine Reservoir und
Transportfunktion von RA zugeschrieben [137]. Zu dieser These passt der im Vergleich zu ge-
sunder Haut in psoriatischer Epidermis deutlich verminderte CRABP1 mRNA Spiegel, da bei
Psoriasis vermehrt undifferenzierte epidermale KZ entstehen [198]. Entsprechend wäre es also
möglich, dass die pos. BCC-Anteile einen verstärkten RA-Metabolismus aufweisen. Allerdings
würde man aufgrund der differenzierungsfördernden Funktion von RA eher einen Verlust in
den stärker entdifferenzierten verwilderten BCCs erwarten. Gegensätzlich zur Reservoirfunk-
tion konnte gezeigt werden, dass CRABP1 in teratogen anfälligen Zellen erhöht exprimiert
wird, um als Puffer die schädliche RA zu binden und die Interaktion mit den Kernrezeptoren
zu verhindern [137]. Fiorella et al. vermuteten sogar, dass CRABP1 den Katabolismus von RA
initiiert, da der CRABP1-RA-Komplex ein Substrat von RA-metabolisierenden Enzymen ist
[135, 137]. Überträgt man zuletzt genannte These auf die verwilderten BCCs, so ließe sich die
stärkere Entdifferenzierung aufgrund der reduzierten Wirkung der RA erklären. Gegensätz-
lich dazu, konnte in mehreren Tumorstudien gezeigt werden, dass die CRABP1 Expression
mit zunehmendem Tumorstadium und Entdifferenzierung abnimmt, sodass es als potentieller
Tumorsuppressor gewertet wird [199, 200]. Busch et al. konnten paradoxerweise zu der fast
ubiquitären Verteilung von CRABP1 in gesunder Haut, keine Expression in den epithelialen
Anteilen der BCCs feststellen. Jedoch erfolgte hierbei keine Unterscheidung zwischen den
Subtypen, sodass unklar ist ob auch infiltrierende BCCs untersucht wurden [196].
Neben der homogenen Anfärbung des verwilderten Subtyps konnten bei den superfiziellen und
soliden BCCs vereinzelt randständige pos. Zellen, analog zur Färbung der Zellen der dermo-
epidermalen Junktionszone, beobachtet werden. Diese Ähnlichkeit, die auch von Collins et al.
zwischen embryonaler Mausepidermis und Mauspapillomen festgestellt wurde [140], könnte
ein Hinweis auf eine epidermale Herkunft dieser BCC-Subtypen sein. Unklar ist warum nur
einige superfizielle und solide BCCs diese Muster zeigen und andere nicht, genauso wie nicht
jeder Epidermisbereich diese Verteilung zeigt.
Im Tumorstroma zeigt CRABP1 eine auffallend starke Anfärbung der peritumoralen Infil-
tratzellen (78% pos. Reaktionen). Anhand der Morphe der angefärbten Zellen und dem Fakt,
dass Lymphozyten über 50% der Infiltratzellen von BCCs ausmachen [191], handelt es sich am
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ehesten um Lymphozyten. Die TS und die BGSn zeigten eher wenige CRABP1 pos. Zellen,
die morphologisch den gefärbten Zellen im Infiltrat sehr ähnlich sind, sodass überwiegend von
eingewanderten Infiltratzellen auszugehen ist. Interessanterweise verhielt sich die Anfärbung
der Zellen in den BGSn und den TS umgekehrt zur Anfärbung der BCCs, d.h. wenn sich
epitheliale Strukturen anfärbten, zeigten die Stromazellen wenige bis keine Reaktion, so z.B.
bei den verwilderten BCCs (0%). Möglicherweise hängt diese Erscheinung mit der Stärke des
Infiltrates bei dem jeweiligen BCC Subtyp zusammen, da superfizielle BCCs tendenziell die
stärkste Infiltratreaktion zeigen, wohingegen infiltrativere BCCs von weniger Entzündungs-
zellen umgeben sind [191] und entsprechend weniger Infiltratzellen in das Stroma einwandern.
Mit der Herovici-Färbung konnte demonstriert werden, dass das Entzündungsinfiltrat über-
wiegend im Bereich um die BGS des Tumors liegt. Somit befindet sich der Hauptanteil der
CRABP1 pos. Infiltratzellen außerhalb des vom Tumor neu gebildeten Stromas. Hinweise
darauf, dass CRABP1 das Tumorstroma entscheidend mit aufbauen könnte, analog zu Nes-
tin, wurden nicht gefunden.

Zusammengefasst konnte die Expression von CRABP1 in dermalen Zellen der BGSn der
Hautanhangsorgane adulter menschlicher Haut nachgewiesen werden. Diese ist somit stärker
als im Mausmodell. Zudem konnte meines Wissens nach erstmalig per Immunhistochemie die
Expression von CRABP1 im BCC gezeigt werden. Dabei ist es aufgrund der starken Expres-
sion in den verwilderten BCCs und den Ulcus terebrans als Aggressionsmarker für das BCC
zu diskutieren. Im Tumorstroma wird CRABP1 überwiegend in Infiltratzellen gebildet und
scheint nicht primär am Aufbau dessen beteiligt zu sein.

4.9. Vergleich der Antikörper

Resümierend lässt sich festhalten, dass mit Ausnahme von Nestin und EphB2C die verwen-
deten potentiellen SZ-Marker auch im BCC beibehalten werden. CK15, Lrig1, LGR5, SOX9,
β-Catenin und EphB2N werden dabei sowohl in Anteilen der epithelialen Kompartimente
gesunder Haut als auch in den BCCs exprimiert. Abbildung 4.1 zeigt die Expression dieser
6 Marker schematisch an humaner Haut und den BCC-Subtypen gegenübergestellt. Welche
Erkenntnisse lassen sich aus diesen Daten hinsichtlich der Histogenese des BCCs schließen?

Zunächst fällt auf, dass jeder der 6 Marker, mit Ausnahme von LGR5, der nicht in den
superfiziellen BCCs nachgewiesen werden konnte, in jedem Subtypen exprimiert wird. Da
sich die Expression von LGR5 maßgeblich auf die äußere HWS des unteren TF beschränkt,
lässt sich schlussfolgern, dass der superfizielle Subtyp nicht aus den unteren TF-Anteilen re-
krutiert wird. Besonders stark werden CK15, Lrig1 und β-Catenin im superfiziellen Subtyp
exprimiert. Alle drei werden in den basalen Schichten von IFE, Infundibulum und Isthmus
exprimiert, wo potentielle SZ liegen. Anhand der Expressionsprofile dieser Arbeit ist die Ent-
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stehung des superfiziellen Subtyps aus diesen Zellen zu favoritisieren. Bei dem adenoiden
Subtyp fällt die starke Positivität für LGR5 auf. Demnach ist die Entstehung aus den Zellen
der unteren äußeren HWS anzunehmen. Auch die starke Expression von CK15, Lrig1 und β-
Catenin in den adenoiden BCCs findet sich in der unteren äußeren HWS wieder. Hinsichtlich
der übrigen verwilderten, soliden und sklerodermiformen BCCs lassen sich keine wesentlichen
Unterschiede in der Expression der epithelialen Marker erkennen, mit Ausnahme der hohen
Expression von EphB2N in den verwilderten BCCs, die ich jedoch eher als Phänomen im
Rahmen der zunehmenden Entdifferenzierung werte.
Fakt ist, dass CK15, Lrig1 und β-Catenin starke Expressionen in allen BCC-Subtypen zeigen
und auch in den bisher diskutierten potentiellen epithelialen SZ-Nischen exprimiert wer-
den (siehe Abbildung 1.6). Vermutlich hat nicht jeder histologische Subtyp eine eigene SZ-
Population, jedoch scheint auch an den in dieser Arbeit gewonnen Daten (LGR5-Expression)
eine Unterteilung der BCCs hinsichtlich der Ursprungszelle in superfiziell und nicht superfi-
ziell sinnvoll. Anhand der in dieser Arbeit aufgezeigten Expressionsprofile ist die Entstehung
des superfiziellen BCCs aus der IFE und des adenoiden Subtyps aus dem unteren Haarfollikel
denkbar.

Abbildung 4.1.:
Expression von CK15, Lrig1, LGR5, SOX9, β-Catenin und EphB2N an gesunder Haut (A) und in den
BCC-Subtypen (B) schematisch dargestellt.
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5. Zusammenfassung

Die Haut unterliegt als größtes Organ des Menschen einer permanenten zellulären Erneue-
rung, die über potentielle Stammzellen (SZ) reguliert wird. Durch die Verwendung von SZ-
Markern hat man die Möglichkeit Aussagen über die Histogenese von Tumoren zu machen,
die über die Beurteilung der Morphologie von normaler Hautstruktur und Tumor hinausge-
hen. Das Basalzellkarzinom (BCC) als häufigstes kutanes Malignom wird hinsichtlich seiner
Ätiopathogenese intensiv diskutiert. Ziel dieser Arbeit ist es zu überprüfen, ob potentielle
SZ-Marker im BCC erhalten bleiben und sich darüber Rückschlüsse auf dessen Ätiopathoge-
nese ziehen lassen. Dazu wurden 45 BCCs mit den Subtypen solide, superfiziell, skleroder-
miform, adenoid und verwildert per Immunhistochemie auf die Expression von potentiellen
SZ-Markern (CK15, Lrig1, LGR5, SOX9, β-Catenin, EphB2N und C, Nestin und CRABP1)
untersucht und mit den Färbeprofilen gesunder Haut verglichen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von CK15, Lrig1, LGR5, SOX9, β-Catenin,
EphB2N und CRABP1 auch im BCC erhalten bleibt. β-Catenin zeigt von allen verwendeten
Antikörpern die stärkste Anfärbung (92% pos.) und weist bei knapp der Hälfte der BCCs
eine nukleäre Expression auf. Auffällig ist die Differenz zwischen stärker angefärbten, nukleär
betonten Basalzellen der Tumorperipherie und dem schwächer pos. Tumorzentrum mit über-
wiegend zytoplasmatisch exprimiertem β-Catenin. CK15 und Lrig1 werden nach β-Catenin
mit 84% pos. BCCs am stärksten exprimiert und kommen in allen Subtypen vor. CK15 zeigt
die Tendenz mit zunehmender Entdifferenzierung (Verwilderung) der BCCs herrunterregu-
liert zu werden. Lrig1 findet sich insgesamt eher homogen verteilt in allen Subtypen. Neben
der dominierenden zytoplasmatischen Anfärbung findet sich jedoch auch nukleär exprimier-
tes Lrig1, welches analog zu CK15 im verwilderten Subtyp herunterreguliert wird. Auch in
gesunder Haut sind vereinzelt nukleär pos. Zellen im Str. basale der interfollikulären Epi-
dermis (IFE) und dem Infundibulum zu finden. LGR5 findet sich in gesunder Haut nur in
der inneren und äußeren Haarwurzelscheide des unteren Talgdrüsenfollikels (TF). Von den
insgesamt 11 pos. BCCs sind die adenoid differenzierten mit 5 pos. Tumoren am stärks-
ten, die superfiziellen als einziger Subtyp nicht vertreten. SOX9 wird in allen BCC-Subtypen
schwach exprimiert. Häufig sind die epidermisnahen Tumoranteile etwas stärker pos. gefärbt.
EphB2C färbt vornehmlich differenzierte Keratinozyten und wird nicht im BCC exprimiert.
EphB2N fällt durch eine starke Anfärbung von Mastzellen auf. Bei einer moderaten Gesamt-
expression in den BCCs (31%) stechen die stark gefärbten verwilderten BCCs mit 75% pos.
Tumoren heraus. Nestin wird nicht in den epithelialen BCC-Anteilen gefunden, aber dafür in
dem neu vom Tumor rekrutierten bindegewebigen Stroma. CRABP1 wird vor allem in den
verwilderten BCCs und den Ulcus terebrans gefunden und mit zunehmender Tiefeninfiltrati-
on verstärkt exprimiert. Als dermaler Marker färbt es vorwiegend Zellen des peritumoralen
Entzündungsinfiltrates. Die Ergebnisse meiner Arbeit sprechen eher für eine multilokuläre
Entstehung des BCCs. Anhand der hier aufgezeigten Expressionsprofile ist eine Entstehung
des BCCs aus der IFE sowie des oberen und unteren TFs denkbar. Das zeigt sich insbesondere
für die Entstehung des superfiziellen Typs sowie des adenoiden Typs.
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A. Anhang

A.1. Tabellen
A.1.1. Verwendete Geräte

Geräte Modell/Typ Firma, Ort, Land
Biopsiekassetten
grün

Ultra-Biopsie-Kassetten mit Ab-
bruchdeckel

Labonord, Templemars,
Frankreich

Gewebeinfiltra-
tionsautomat

Leica ASP 300S Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Paraffineinbett-
automat

Shandon HistoCentre 2 Thermo Fischer Scientific
Inc., Waltham, USA

Laborabzug Köttermann Laborabzug 2-410 Köttermann Systemlabor,
Uetze/Hänigsen, Deutsch-
land

Schlittenmikro-
tom

Leica SM 2000 R Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Mikrotomklingen FEATHER MICROTOME BLADE
(Stainless Steel) A35

FEATHER Safety Razor
Co., Ltd., Osaka, Japan

Warmwasser-
bader

MEDAX Typ 25900 MEDAX Nagel GmbH,
Kiel, Deutschland

Objektträger Thermo SCIENTIFIC MENZEL-
GLÄSER SUPERFROST PLUS

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland

Pufferinkuba-
tionsbehälter

Chem Mate Inkubationscontainer
S203030 mit Slide Holder Dako
S202930

Dako, Hamburg, Deutsch-
land

Färbeautomat Kontinuierliches automatisches
Objekt- träger-Färbegerät - Shan-
don Varistain 24-4

Thermo Fischer Scientific
Inc., Waltham, USA

Objektträgerein-
deckautomat

Shandon Consul Coverslipper Seri-
ennr. CN 2353-10W

Thermo Fischer Scientific
Inc., Waltham, USA

Wärmeinkubator Inkubator BINDER Typ
15115300002020

BINDER, Tuttlingen,
Deutschland

Kühltruhe Gefrierschrank Liebherr Premium Liebherr, Biberach an der
Riß, Deutschland

Dampfgarer MultiGourmet plus BRAUN, Neu-Isenburg,
Deutschland

Objektträger-
markierstift

Dako Cytomations Pen Dako, Hamburg, Deutsch-
land

Reaktionsgefäße Eppendorf Tubes 3810X Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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Pipettenspitzen epT.I.P.S.Set, Eppendorf Quality,
0.1-10 µL

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

epT.I.P.S.Set, Eppendorf Quality,
2-200 µL
epT.I.P.S.Set, Eppendorf Quality,
50-1000 µL

Pipetten Eppendorf Reference, variabel, 0.5-
10 µL

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Reference, variabel, 10-
100 µL
Eppendorf Reference, variabel, 100-
1000 µL

Schutzhand-
schuhe

MICRO-TOUCH, Ultra, Latex
Powder-free, Size M

Ansell, München, Deutsch-
land

Mikroskop Hund Will Wilozyt V 365 Will KG (heute Helmut
Hund GmbH), Wetzlar,
Deutschland

Mikroskop Leica Leitz DMRB Leica Microsystems, Wetz-
lar, Deutschland

Mikroskopkamera PL-B871 PixeLINK, Ottawa, Kana-
da

Tabelle A.1.: Verwendete Geräte
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A.1.2. Verwendete Reaktionsstoffe

Reagenz Bestellname Firma, Ort, Land
Paraffin Paraplast (Surgipath) Leica Biosystems, Wetzlar,

Deutschland

EDTA Puffer HIER T-EDTA Buffer ph 9,0 ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

Citrat Puffer HIER Citrate Buffer ph 6,0 ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

Waschpuffer ZYTOMED Systems Wash Buffer ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

Standard-
Antikörperver-
dünnungslösung

Dako REAL Antibody Diluent Dako, Hamburg, Deutsch-
land

Roter Färbekit Permanent AP Red Kit: Permanent
AP Red Buffer und Permanent AP
Red Chromogen

ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

Biotinylierter
Sekundäranti-
körper

ZytoChem-Plus AP Kit, Broad
Spectrum Biotinylated Secondary
Antibody polyvalent

ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

Streptavidin-
Enzym-Konjugat

Streptavidin-AP-Conjugate ZYTOMED Systems, Ber-
lin, Deutschland

96% Serumalbu-
min des Menschen

Albumin from human serum, ≥96% SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, USA

Fischgelatine Gelatin from cold water fish skin SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, USA

Kalbsserum FBS (Fetal Bovine Serum) GIBCO life technologies,
Darmstadt, Deutschland

Phosphat-
Kochsalzpuffer

PBS (Phosphate Buffered Saline)
-Dulbecco

BIOCHROM, Berlin,
Deutschland

Herovici Färbe-
lösung A

HEROVICI’S STAIN SOLUTION A American MasterTech
Scientific Incorporated,
Lodi, USA

Herovici Färbe-
lösung B

HEROVICI’S STAIN SOLUTION B American MasterTech
Scientific Incorporated,
Lodi, USA

Weigert-Häma-
toxylin A

WEIGERT’S HEMATOXYLIN A American MasterTech
Scientific Incorporated,
Lodi, USA
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Weigert-Häma-
toxylin B

WEIGERT’S HEMATOXYLIN B American MasterTech
Scientific Incorporated,
Lodi, USA

1% Essigsäure 1% ACETIC ACID American MasterTech
Scientific Incorporated,
Lodi, USA

Alkohol 100%, Al-
kohol 96%, Alko-
hol 80%, Alkohol
75%

Xylolersatz

Hämatoxylin

Eosin

Tabelle A.2.: Verwendete Reaktionsstoffe

88


	Titelblatt
	Dokumentationsblatt
	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1. Einleitung
	2. Material und Methoden
	3. Ergebnisse
	4. Diskussion
	5. Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Danksagung
	Ehrenerklärung
	Bildungsweg
	A. Anhang



