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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zielsetzung: Ziel war es, Unterschiede der Angiogenese von Blut- und Lymphgefilen von
Plattenepithelkarzinomen (squamous cell carcinoma, SCC) der Haut und deren Vorstufen, der
aktinischen Keratose (AK III) und Morbus Bowen (MB), bei Immunsupprimierten und Nicht-
Immunsupprimierten aufzudecken und Korrelationen zwischen Angiogenese, Immunsuppression

sowie prognostisch bedeutsamen klinischen Charakteristika zu analysieren.

Methodik: Retrospektiv wurden 94 Patienten (60 Immun- vs. 34 Nicht-Immunsupprimierte) mit
histologisch gesichertem SCC (in situ oder invasiv) untersucht. SCC in situ bestanden aus AK III
und MB. Folgende vaskuldre Parameter wurden anhand immunhistochemisch markierter Geféalle
(CD31, D2-40) mittels computergestiitzter Bildanalyse (Software ivision-Mac™ 4.5.0) gemessen:
Gefilldichte (Microvessel density [MVD] oder Lymphatic vessel density [LVD]), Gesamtfliche
der Gefille, mittlere GefaBgroBe und relative Gefallflache (flichenméaBiger Anteil der Gefélle im
Untersuchungsareal). AbschlieBend erfolgte die Korrelationsuntersuchung der erhobenen Gefaf3-

dichten (MVD und LVD) mit den klinischen Charakteristika.

Ergebnisse: Bei Immunsupprimierten kam es beziiglich der MVD zwischen AK III und invasivem
SCC zu einem Anstieg um 32 % (p = 0.003). Bei Nicht-Immunsupprimierten war die MVD zwi-
schen AK III und invasiven SCC um 12 % hoher (p > 0.05). Bei den SCCs in situ zeigte sich bei
den Immunsupprimierten im Vergleich zu den Nicht-Immunsupprimierten eine um 29 %
verringerte MVD (p <0.0006), eine um 32 % kleinere Gesamtfliche der Gefdlle (p <0.0006),
eine um 29 % kleinere relative GefaBfliche (p = 0.001) und eine um 9 % kleinere mittlere Ge-
faBgrofe (p>0.05). Bei den invasiven SCCs lieB sich ebenfalls eine Tendenz zu je
kleineren CD31-Gefdfparametern bei Immunsupprimierten erkennen. Die AKII von
Immunsupprimierten wiesen eine um 32 % kleinere MVD auf (p=0.001) als die Nicht-
Immunsupprimierten, wihrend die weiteren GefdBBparameter keine signifikanten Unterschiede
aufwiesen. In Bezug auf sdmtliche D2-40-Lymphgefa3parameter zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. In der multivariaten Regressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass neben der
Immunsuppression (p < 0.001), auch das Geschlecht (p = 0.006) und die Tumorklasse (in situ vs.
invasiv, p = 0.007) die MVD signifikant beeinflussen.

Schlussfolgerung: Die mit der Tumorgenese einhergehende Angiogenese (Angiogenic switch)
zwischen AK III und invasivem SCC findet bei Immunsupprimierten deutlicher statt. Interessan-
terweise ist die MVD bei den SCCs in situ von Immunsupprimierten signifikant niedriger als die
von Nicht-Immunsupprimierten. Zukiinftige Untersuchungen sind notwendig, ob der Angiogenic

switch bei Immunsupprimierten méglicherweise als therapeutischer Ansatz dienen konnte.
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Abstract

Objective: To investigate the difference in the angiogenesis of blood and lymphatic vessels in
squamous cell carcinomas (SCCs) of the skin between immunosuppressed and immunocompetent
patients and to determine whether there is a potential correlation among angiogenesis, immuno-

suppression, and further clinical characteristics.

Methods: We retrospectively evaluated 94 patients (60 immunosuppressed vs. 34 immunocomtpe-
tent) with histologically diagnosed SCCs (in situ or invasive). SCCs in situ consisted of actinic
keratoses (AK III) and Bowen’s diseases (MB). Angiogenesis was measured by immunohisto-
chemical stained vessels (CD31, D2-40) for vascular parameters: microvessel density (MVD),
lymphatic vessel density (LVD), total vessel area, average vessel size, and relative vascular area
(relative tissue area occupied by vessels). Subsequently, microvessels were assessed by computer-
assisted morphometric analysis (software ivision-MacTM 4.5.0). Finally, we investigated the cor-

relation of the MVD and the LVD with clinical characteristics.

Results: The MVD of immunosuppressed patients increased from AK III to invasive SCC by
32 % (p=0.003). The MVD of immunocompetent patients increased from AK III to invasive
SCC by 12 % (p>0.05). SCCs in situ of immunosuppressed patients compared to those of
immunocompetent patients had 29 % significantly smaller MVDs (p < 0.0006), 32% smaller total
vessel areas (p < 0.0006), and 9 % smaller relative vascular areas (p = 0.001) but not average ves-
sel sizes (9 % smaller; p > 0.05). The invasive SCCs of immunosuppressed patients tended to
have lower vascular parameters (CD31) than immunocompetent patients. The MVD for AK III of
immunosuppressed patients was lower at 32 % (p=0.001) compared to immunocompetent pa-
tients; however, there was no further significant difference for the remaining vascular parameters.
There were no significant differences in any lymphatic parameters between immunosuppressed
and immunocompetent patients. In a multivariate regression analysis, immunosuppression
(p <0.001), sex (p =0.006), and tumor classification (in situ vs. invasive, p = 0.007) were signifi-

cant markers for MVD.

Conclusion: As one of the hallmarks of cancer, the angiogenic switch between AK III and inva-
sive SCC occurs more strongly with immunosuppressed than with immunocompetent patients.
Interestingly, the MVD of SCCs in situ of immunosuppressed patients is significantly lower than
the MVD of immunocompetent patients. Further studies are needed to investigate whether the
angiogenic switch might be the checkpoint of tumorigenesis, which could serve as a target for

therapy.



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Epitheliale Hauttumoren und deren Vorstufen

Zu den malignen epithelialen Tumoren, auch als nicht-melanozytérer Hautkrebs oder non me-
lanoma skin cancer (NMSC) bezeichnet, gehoren die in-situ-spinozelluldren Karzinome (Sy-
nonym: SCC in situ), die verrukdsen Karzinome, die Keratoakanthome, das invasive spinozel-
luldre Karzinom (Synonyme: invasives SCC, Plattenepithelkarzinom, Spinaliom, Stachelzell-
karzinom, squamos cell carcinoma), das Basalzellkarzinom (Synonym: BCC, Basaliom, basal
cell carcinoma) und die kutanen Metastasen. Die SCCs in sifu gliedern sich auf in die aktini-
schen Keratosen (AK) und die Sonderformen Morbus Bowen (MB), Erythroplasie Queyrat
und Cornu cutaneum [1]. Die héaufigsten Vertreter des NMSCs sind das Basalzellkarzinom

(BCC) und das Plattenepithelkarzinom (SCC).

Die AK lassen sich in drei Grade, je nach Ausmal} der Invasion von atypischen Keratinozyten
in der Epidermis, in mild (AK I), moderat (AK II) und schwer (AK III) einteilen [2]. Der
Morbus Bowen (MB) bildet eine eigenstindige Entitdt und zeichnet sich durch das Vorhan-
densein atypischer Keratinozyten in allen Schichten bei intakter Basalmembran aus, gleichzei-
tig ist die epidermale Struktur aufgehoben [1]. Der MB und die AK gehodren beide zu der
Gruppe der Plattenepithelkarzinome in situ (SCC in situ) [2]. SCCs in situ haben die Basal-
membran noch nicht tiberschritten und werden auch als "Tumor an Ort und Stelle" bezeichnet.
Dieser Gruppe gegeniiber steht das invasive SCC (SCC invasiv), hier haben die atypischen
Keratinozyten die Basalmembran durchbrochen und wachsen invasiv in die Dermis. Das in-
vasive SCC wichst destruktiv und ca. 5 % metastasieren [3]. Die SCCs in situ konnen in ein
invasives SCC tibergehen, die Wahrscheinlichkeit der Progression wird derzeit diskutiert [4].
Marks et al. untersuchten 1.689 Patienten liber einen Zeitraum von 5 Jahren und berechneten
eine Progressionsrate von AK zu invasivem SCC von weniger als 1 : 1000 [5]. In dem syste-
matischen Review von Werner et al. wurde eine Ein-Jahres-Progressionsrate von AK zu SCCs
zwischen 0-0,53% ermittelt [4]. Lambert ef al. analysierten mittels Transkriptom-Profilierung
Unterschiede zwischen den Genen von SCC in sifu und invasivem SCC und entdeckten den
Mitogen activated protein kinase pathway als moglichen genetischen Schliisselunterschied

zwischen SCC in situ und invasivem SCC [6].

Ein weiterer wichtiger Punkt in der Tumorgenese der SCCs ist die Feldkanzerisierung.

Slaughter et al. entwickelten dieses Konzept 1953 bei der Untersuchung des umgebenden
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Gewebes von oralen SCCs [7]. Die Feldkanzerisierung besagt, dass in dem umgebenden Ge-
webe eines Tumors genetische Verdnderungen der Zellen stattgefunden haben, aus denen sich
der nichste Tumor entwickeln kann [8]. Als Feldkanzerisierung der Haut bezeichnet man ein
Ultraviolett (UV)-geschédigtes Feld, auf dem sich multiple, disseminierte AK in unterschied-
lichen Stadien finden lassen. Dazu gehdren auch Stadien, die klinisch nicht erfassbar sind.
Dieses Feld birgt ein Risiko, dass sich aus verschiedenen Arealen ein SCC in situ entwickeln
kann. Auf dermatohistopathologischer Ebene lassen sich im umgebenden Gewebe auch pri-

maligne Verdnderungen, wie z. B. Fokusse von atypischen Keratinozyten, finden [9].

Die Inzidenz der NMSC:s ist schwierig zu ermitteln, da sich bisher weder national noch inter-
national ein zuverldssiges Registrierungssystem etabliert hat [10], was moglicherweise auf die
geringe Mortalitdt der NMSCs zuriickzufiihren ist. Im Jahr 2000 wurde in Deutschland ab-
héngig von der Region die Inzidenz fiir NMSCs mit 75—-100 pro 100.000 fiir Manner und 45—
85 pro 100.000 fiir Frauen angegeben [11]. Die systematische Review von Lomas et al. zeig-
te, dass die Inzidenz geographischen Schwankungen unterliegt mit der hochsten Inzidenz in
Australien (im Jahr 2002) fiir SCCs mit 387 pro 100.000 im Jahr und fiir BCCs mit 884 pro
100.000 [12]. In Deutschland wird die Priavalenz der AK mit 1,7 Millionen pro Jahr angege-
ben mit steigender Inzidenz in Abhédngigkeit vom Alter [13].

1.2 Atiologie und allgemeine Risikofaktoren

Mehrere Risikofaktoren sind flir die Tumorgenese (Synonym: Karzinogenese) verantwortlich.
Als wichtiger Risikofaktor fiir das Entstehen der NMSCs ist die UV-Strahlung bekannt [14].
Die UV-Strahlung ldsst sich in UVA (320400 nm), UVB (280-320 nm) und UVC (40—
280 nm) unterteilen [1]. UVB dringt bis in die Basalzellschicht der Epidermis und verursacht
direkt DNA-Mutationen. UVA dringt bis in die Dermis und schidigt die DNA indirekt {iber
die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies. UVC-Strahlung verfiigt iiber die hdchste
Energie, wird aber durch die Ozonschicht der Atmosphére komplett absorbiert. Insbesondere
die UVB-Strahlung ist ein bekannter Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von NMSC [15,
16]. Dazu gehoren auch die UV-Dosis auf die Lebenszeit bezogen (= Total sun burden), die
Anzahl an Sonnenbrinden und ein heller, kaukasischer Hauttyp (Fitzpatrick I-II) [17-19].
Dies erklért die hochste Inzidenz von NMSC in Australien (hohe UV-Jahresdosis). Des Weite-
ren unterstreicht die karzinogene Rolle der UV-Strahlung auch das Vorkommen der NMSC

vor allem entlang der UV-exponierten "Sonnenterrassen", wie Stirn, Schlife, Kopthaut mit



Einleitung

wenigen Haaren, Nase, Hals, Wange, Unterlippe, Ohrmuschel, Arme und Handriicken. Die

UVB-Strahlung schidigt auf drei Arten:

e Zum einen verursacht sie DNA-Schidden in den Keratinozyten (Pyrimidin-Dimere).

e Auflerdem kann sie Mutationen im p53-Gen verursachen: Der DNA-Reparaturmechanismus
wird gestort und die Funktion des p53-Gens als Tumorsuppressor, Apoptose bei stark gesché-
digten Zellen zu induzieren, wird verhindert. Als Folge kann sich die geschidigte Zelle unge-
hemmt teilen.

e Zum anderen bewirkt sie generell eine Immunsuppression, welche die Uberwachungsfunktion

beeintrachtigt und somit die Proliferation geschéidigter Zellen erlaubt [15, 20].

Verschiedene durch UVB induzierte Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 finden sich in
mehr als 90 % der SCCs und der AK im Gegensatz zu gesunder Haut [21]. Le Pelletier et al.
zeigten, dass keine Assoziation zwischen der Anzahl an p53-positiven Flecken (Patches) und
der Anzahl an NMSCs besteht [22]. Es wird diskutiert, inwiefern die Entstehung von NMSC
mit Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 verbunden ist [23]. Da sich die p53-positiven
Patches 100.000 mal hiufiger in der gesamten Haut finden lassen als Tumoren anzutreffen
sind, ist anzunehmen, dass von den meisten p53-positiven Patches ausgehend, sich kein
NMSC entwickeln wird [22, 24]. Quinn et al. stellten bei SCCs héufig einen Verlust der
Heterozygotie fest [25]. GemilB der Knudson Hypothese (multiple-hit hypothesis) sind mehre-
re Mutationen in der DNA notwendig, bevor es zur Entartung der Zelle kommt [26]. Beim
Verlust der Heterozygotie miissen zwei Mutationen nacheinander stattfinden: Zuerst eine
Punktmutation des Tumorsuppressorgens auf einem Arm des Chromosoms. Darauf muss die
Deletion des gesunden Tumorsuppressorgens auf dem homologen Arm des Chromosoms fol-
gen. Dies fiihrt zur alleinigen Funktion des mutierten Tumorsuppressorgens. Quinn et al.
konnten bei SCCs hiufig eine Deletion des 9p-, 13g-, 17p-, 17g- und 3p-Arms nachweisen,
was mutierte Gene, die zur Tumorentstehung beitragen, auf einem der homologen Arme ver-
muten ldsst [25]. Manche SCCs haben eine Deletion auf dem Chromosom 15, was zu einem
Thrombospondin-1 (TSP-1)-Mangel (Angiogeneseinhibitor) fiihrt und somit die Tumorent-
stehung fordert [27]. Die UVA-Strahlung verursacht oxidativen Stress, welcher die Expressi-
on spezieller Gene verdndert, zelluldre Signalwege beeintrichtigt (Notch/CLS), die DNA
schidigt und letztendlich zur Feldkanzerisierung und Tumorgenese fiihrt [28, 29].

Die humanen Papillomaviren (HPV) werden in der Entstehung des SCCs als Kokarzinogen
betrachtet [30]. Der genaue Mechanismus ist derzeit noch Gegenstand der Forschung. Da die

Tumoren v. a. an sonnenexponierten Arealen auftreten und sich bei den SCCs vermehrt HPV

10
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nachweisen lassen, wird vermutet, dass die HPV, im Speziellen das virale E6-Protein, iiber
einen antiapoptotischen Effekt verfiigen, welcher sie persistieren und das Wachstum eines
durch UV-Schaden induzierten Tumors fordern ldsst [31]. Zusétzlich wurde beschrieben, dass
das E6-Protein von HPV 5 und HPV 18 in der Lage ist, die Reparatur des durch UV-Licht
entstandenen DNA-Schadens (Thymin Dimere) zu behindern [32].

1.3 Risikofaktor Organtransplantation

Eine besondere Risikogruppe bilden die Organtransplantierten. Im Jahr 2012 wurden in
Deutschland insgesamt 2.912 Organe transplantiert [33]. In diese Angabe eingeschlossen wa-
ren folgende Organe (in absteigender Haufigkeit): Niere (1.441), Leber (802), Lunge (271),
Herz (266), Pankreas (126) und Diinndarm (6). Die Organtransplantation gilt als lebensretten-
de MaBnahme, die exakt vom Uberleben des Transplantates abhingt [34]. In Studien, die das
Ergebnis von Nierentransplantierten der letzten 20 Jahre analysiert haben, blieb trotz Anstieg
der Kurzzeitiiberlebensrate (short term survival), bisher ein Erfolg in der Langzeitiiberlebens-
rate (long term survival) aus: Es zeigte sich in den USA ein diskreter Trend zur Verbesserung
der Langzeitiiberlebensrate von Nierentransplantierten, welcher vor allem auf einen signifi-
kanten Fortschritt der Ein-Jahres-Organ-Funktionsraten zuriick zu fithren war [35]. In Austra-
lien und Neuseeland hat sich die Funktion und die Uberlebensrate der Nierentransplantate
insgesamt verbessert, dennoch blieb die Langzeitiiberlebensrate der Patienten unveridndert
[36]. In den USA konnte dieses Phdnomen fiir andere Organe (Leber, Lunge, Herz, Diinn-
darm, Pankreas) bestitigt werden [37]. Der Anstieg der Kurzzeitiiberlebensrate ist vor allem
auf die Verbesserungen der chirurgischen Technik und der Immuntherapie zuriickzufiihren
[38]. Der ausbleibende Erfolg in der Langzeitiiberlebensrate ist auf die chronische Abnut-
zungsrate des Organs (attrition rate) und die Langzeitnebenwirkungen der Immunsuppressi-
on, wie z. B. die Nephrotoxizitidt der Calcineurin-Inhibitoren, Infektionen und Neoplasien,

zuriickzufiihren [38].

Damit das eigene Immunsystem das fremde Organ nicht angreift, was letztendlich zur Absto-
Bung flihren kann, ist eine kontinuierliche Einnahme verschiedener Medikamente notwendig,
die zur Klasse der Immunsuppressiva gehdren. Die immunsuppressiven Regime variieren
abhingig vom transplantierten Organ und von der Phase der Therapie (Induktionstherapie,
Initialtherapie, Erhaltungstherapie). Das Regime kann sich zusammensetzen aus Glukokorti-

kosteroiden, Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A [CsA] und Tacrolimus [TRL]), Antime-

11
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taboliten (Azathioprin, Mykophenolatmofetil [MMF]), spezifischen Antikérpern, mTor-
Inhibitoren (Sirolimus [SRL] und Everolimus) und andere [39]. Zunichst wird eine gezielte
Immuntherapie eingesetzt, welche im weiteren Verlauf modifiziert und reduziert wird um die
Nebenwirkungen zu minimieren. In den letzten Jahren zeigt sich ein Trend weg vom Einsatz
des Glukokortikosteroids und des CsAs hin zum Einsatz von TRL sowie der Anwendung spe-
zifischer Antikorper zur Induktionstherapie vor der Transplantation [39]. Eine Organtrans-
plantation dient dem Uberleben des Patienten, gleichzeitig nimmt man aber mit der dauerhaft

notwendigen Immunsuppression Risiken in Kauf.

1.3.1 Langzeitkomplikationen

Eine wichtige Langzeitkomplikation ist die erhohte Inzidenz sowie die erhohte Rezidivrate
von Karzinomen. Die Standard incidence ratio (SIR) aller Tumoren bei Organtransplantierten
im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung rangiert von 2,1 in den USA [40], 3,3 bei Nieren-
transplantierten in Australien und Neuseeland [41] bis zu 4,6 bei Nierentransplantierten in
Nordeuropa [42]. Miao et al. zeigten, dass De-novo-Karzinome (i.e. Kleinzelliger Lungen-
krebs, Mamma-, Prostata-, Blasen-, Nierenkarzinom, Malignes Melanom) bei Transplantier-
ten aggressiver waren und ein schlechteres Ergebnis hatten [43]. In der Gruppe der Karzino-
me spielen die epithelialen Hauttumoren (NMSCs) eine wichtige Rolle [44]. Hiufig finden
sich bei den NMSCs der Organtransplantierten multiple Lasionen im Sinne der Feldkanzeri-
sierung [45]. Bei Immunsupprimierten war die SIR von NMSC im Vergleich zur Normalbe-
volkerung 13 mal hoher in England (SIR 16,6) [46] und 20 mal hoher in Amerika [47]. Bei
iber der Hilfte der Transplantierten wurde ein NMSC innerhalb von 20 Jahren diagnostiziert
[48, 49]. In Australien waren nach 20 Jahren sogar bei 82 % ein Hauttumor aufgetreten [48].
Das SCC ist der haufigste Hauttumor bei Transplantierten. Hartevelt et al. zeigten ein 250fach
erhohtes Risiko fiir SCCs und ein 10fach erhohtes Risiko fiir BCC bei Nierentransplantierten
in den Niederlanden [50]. Die NMSCs traten frither auf und wuchsen aggressiver [49, 51, 52].
Das Verhiltnis von SCC zu BCC ist umgekehrt (In Australien SCC : BCC ohne Transplantat
vs. mit Transplantat: 1 : 4 vs. 2 : 1) [48]. Die Metastasierungsrate eines SCCs bei Immunsup-
primierten liegt bei ca. 2-3 %, da bei Immunsupprimierten aber multiple SCCs auftreten,
steigt die Gesamtmetastasierungsrate auf 12,9 % [53]. Die SCCs der Immunsupprimierten
metastasieren haufiger [52] und bedingen bei Immunsupprimierten eine hohere Mortalitit als

bei Immunkompetenten [54].
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1.3.2 Einfluss der Immunsuppression auf die Tumorgenese

Die Immunsuppression beeinflusst die Tumorgenese auf mehreren Wegen: Zum einen bedingt
sie eine erhohte Anfilligkeit fiir Infektionen z. B. mit HPV. Im Unterschied zu Immunkompe-
tenten lieB sich bei den SCCs von Nierentransplantierten vermehrt HPV-DNA nachweisen
[55-57] und die HPV persistierten in der Haut iiber lange Zeit [56]. Zusétzlich erleichtert die

Immunsuppression die Replikation der Viren.

Zum anderen sind die Dauer und die Art der Immunsuppression weitere Einflussfaktoren. So
konnte gezeigt werden, dass mit der Dauer der Immunsuppression die Inzidenz von NMSC
steigt [58, 59]. Der immunsuppressive Effekt entsteht dabei durch die eingeschrinkte Uber-
wachungsfunktion von T-Zellen, natiirlichen Killerzellen sowie dendritischen Zellen, was
wiederum das Tumorwachstum erleichtert [16]. Es konnte gezeigt werden, dass regulatorische
T-Zellen (Ty,) die Entwicklung von NMSC in lichtgeschddigten Mausen kontrollieren [60].
Die Tumoren entstehen einerseits durch die herabgesetzte Uberwachungsfunktion des Im-
munsystems, aber auch durch den spezifischen Wirkmechanismus des Immunsuppressivums
selbst. Generell fiihren zwar alle Immunsuppressiva abhéngig von Dosis und Kombination zu
einem erhohten Auftreten von NMSC [44, 61], fiir folgende Immunsuppressiva konnte ein
erhohtes Risiko nachgewiesen werden: CsA und TRL (Calcineurin-Inhibitoren), Azathioprin
(Antimetabolit) und Glukokortikosteroid. SRL und Everolimus (mTor-Inhibitoren) vermdgen
im Vergleich zu CsA, MMF (Antimetabolit) und Azathioprin das Risiko eines NMSC zu sen-
ken [44, 61]. Keller et al. konnten keinen spezifischen Wirkstoff (CsA, TRL, Azathioprin,
SRL, MMF) als einen signifikanten Risikofaktor fiir NMSCs identifizieren, jedoch Predniso-
lon als leicht signifikanten Risikofaktor [62].

CsA, ein Calcineurin-Inhibitor, fordert das Wachstum und die Ausbreitung von Tumorzellen.
Einerseits durch Unterdriickung des Immunsystems, andererseits fiihrt die verhinderte
Apoptose von geschiddigten Zellen zur Akkumulation von DNA-Mutationen. Auflerdem be-
wirkt CsA eine Transformation von wenig aggressiven Krebszellen in aggressive Krebszellen
[63]. Eine Halbierung der CsA-Dosis bei Nierentransplantierten hatte eine Reduktion der
NMSCs zur Folge, ging aber auch mit einer héheren AbstoBungsrate der transplantierten
Niere einher [64]. Azathioprin erhoht die Empfindlichkeit der Haut gegeniiber UVA-
Strahlung. Zusétzlich wird Azathioprin in seine intrazelluldr aktive Form 6-Thioguanine Nuk-
leotid metabolisiert, welche in die DNA eingebaut wird und so die chemische Tumorgenese

der Haut fordert [65, 66]. MTor-Inhibitoren (SRL, Everolimus), hemmen das Mammalian
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target of rapamycin, ein Molekiil, das mehrfach in tumorfordernde, intrazellulidre Signalwege
(Tumorwachstum, Tumoriiberleben, Tumorzellteilung, Angiogenese) eingebaut ist und somit
iiber einen hemmenden Effekt auf das Tumorwachstum verfiigen [67]. Immunsuppression mit
SRL bei Nierentransplantierten, unabhéngig ob von Beginn an eingesetzt oder ob im Verlauf
zu SRL gewechselt wurde, konnte die Inzidenz der NMSCs signifikant senken und eine
Regression der NMSCs bewirken [68, 69]. Der Wechsel von CsA und/oder TRL zu SRL
zeigte einen priaventiven Effekt bei Nierentransplantierten beziiglich der Verhinderung von
Rezidiven eines SCCs [17, 70]. Dieser praventive Effekt lie3 sich allerdings in einer &hnlich
angelegten Studie von Hoogendijk-van den Akker et al. nicht signifikant bestdtigen [71]. In
retrospektiven Analysen von Nierentransplantierten {iber 14 Jahre (Spanien) bis 27 Jahre
(Deutschland) konnte kein Immunsuppressivum als signifikanter Benefit identifiziert werden,
dennoch zeigte sich ein niedrigeres Risiko fiir mTor-Inhibitoren. Die nicht nachweisbare
Signifikanz fiihrten beide Untersucher auf die geringe Anzahl an Transplantierten unter

mTor-Inhibitoren zuriick [17, 72].

Mit zunehmender Invasivitit des SCC in situ fand sich eine Assoziation zur steigenden
Akkumulation von p53-Mutationen bei Transplantierten, welche sich in dhnlichem, aber ge-
ringerem MaBe auch bei Immunkompetenten fand [55, 73]. Die DNA-Reparatur unter
Azathioprin war signifikant vermindert in humanen Keratinozyten, folglich konnten
p53-Mutationen leichter stattfinden [74]. Unter SRL wurden im experimentellen Mausmodell

weniger p53-Mutationen nachgewiesen [75].

Fiir Azathioprin und Cyclophosphamid konnten im experimentellen Mausmodell eine erhohte
UV-induzierte Hauttumorgenese festgestellt werden, nicht aber fiir Prednisolon [76]. Weder
fiir SRL noch fiir MMF konnte im experimentellen Mausmodell ein beschleunigter Effekt auf
die UV-induzierte Hauttumorgenese nachgewiesen werden [75]. Wulff et al. und Duncan et
al. kamen zu widerspriichlichen Ergebnissen im experimentellen Mausmodell bei UVB-
induzierten Hauttumoren unter Einsatz von SRL und CsA sowie deren Kombination: CsA
fiihrte zu mehr [77] oder weniger [78] Tumorwachstum als bei den Kontrollen, bei Zugabe
von SRL oder SRL alleine wuchsen weniger [77] oder signifikant mehr [78] Tumoren als bei
den Kontrollen. Der Unterschied in den Ergebnissen wird auf die unterschiedliche Dauer der

UVB-Strahlung zurtickgefiihrt.

Die Immunsuppressiva hemmen das Immunsystem iiber verschiedene Wege. Es ist bekannt,

dass das Immunsystem in seiner Uberwachungsfunktion defekte Zellen eliminiert und somit
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die Tumorgenese verhindert. Auch bei immunkompromittierten HIV-Patienten (Humanes
Immundefizienz Virus) war eine erhohte Inzidenz an Tumoren nachweisbar, so dass die
Immunschwiche unabhingig davon, ob diese iatrogen (z. B. bei Organtransplantation) oder
infektios durch das HIV bedingt ist, fiir die Tumorgenese verantwortlich zu sein scheint [79,
80]. Die erhohte Inzidenz virusassoziierter Tumoren bei Immunsupprimierten wiirde sich
durch die herabgesetzte Kontrollfunktion des Immunsystems erkldren lassen, welches nicht
mehr in der Lage ist, die virusinfizierten Zellen zu eliminieren. Aber auch bei den iiber 80 %
der nicht virusassoziierten Tumoren muss das Immunsystem eine Rolle spielen. Bei Mausen
mit kiinstlichen Immundefekten fiir verschiedene Immunzellen (CD8" zytotoxische T-Zellen,
CD4" Th;-Helfer-Zellen, Natiirliche Killerzellen oder die Kombination von zweien) traten
mehr Tumoren auf als bei immunkompetenten Maiausen [80]. Hier kommt der Begriff
Immunoediting ins Spiel. Damit gemeint ist auf Molekularebene die Mutation und Selektion
von den Tumorzellen, die dem Immunsystem entgehen. Beweis fand diese Hypothese im
experimentellen Mausmodell: Tumoren, die auf immunsupprimierten Miusen gewachsen
sind, wurden, nachdem man sie auf immunkompetente Méuse transplantierte, schnell elimi-
niert. Denn Tumoren, die in immunsupprimierten Knockout-Mausen entstanden waren, unter-
lagen keinem hohen Selektionsdruck durch ein funktionierendes Immunsystem.
UV-induzierten Hauttumoren konnte eine hohe Antigenitit nachgewiesen werden, sie wuch-
sen auf der Haut von immunsupprimierten Méusen, aber nicht wenn sie auf immunkompeten-

te Méuse transplantiert wurden [81].

Bei Immunkompetenten bilden sich die AK hdufiger spontan zuriick als dass sie in ein invasi-
ves SCC iibergehen [4]. Bei Immunsupprimierten wird hingegen seltener eine Regression von
AK und gleichzeitig eine beschleunigte Progression von AK zum invasiven SCC beobachtet
[82]. Dies deutet daraufhin, dass Tumorantigene der AK bei Immunkompetenten vom
Immunsystem erkannt werden, jedoch unter Immunsuppression diese Immunantwort
unterdriickt bzw. verzogert wird. Tumoren, die sich unter Immunsuppression entwickeln,
weisen eine hohere Immunogenitdt auf. Die SCCs in sifu mit hoher Immunogenitit werden
von Immunkompetenten lange Zeit gut bekdmpft. Hingegen konnen diese Tumoren bei Im-
munsupprimierten eine relevante Aggressivitit erreichen, da die tumorinduzierte Immunsup-

pression additiv mit der generellen Immunsuppression die Tumorgenese fordert [82].

Des Weiteren bestehen Unterschiede in der Inzidenz der NMSC abhéngig vom transplantier-
ten Organ. Herz- und Lungentransplantierte haben aufgrund des intensiveren immunsuppres-

siven Regimes und dem fortgeschrittenem Alter zum Zeitpunkt der Transplantation ein hohe-
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res Risiko ein SCC zu entwickeln [59, 83—85]. Nach einer Lebertransplantation ist eine gerin-
ger dosierte Immunsuppression notwendig, daher besteht ein geringeres Risiko fiir NMSC
[49]. Nierentransplantierte wiesen im Vergleich zu Herztransplantierten eine hohere Inzidenz
fiir ein weiteres SCC auf. Als Grund wird die ldngere Dauer der Immunsuppression vermutet,

da Nierentransplantierte zum Zeitpunkt der Transplantation durchschnittlich jiinger sind [84].

Nach einem Erstereignis besteht ein erhohtes Risiko an einem weiteren SCC (in situ oder
invasiv) zu erkranken [68]. Wenn vor der Transplantation schon SCCs in situ bestanden,

konnte ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten von invasiven SCCs nachgewiesen werden [58].

Weitere Risikofaktoren fiir SCCs unter Immunsuppression sind ein hohes Alter zum Zeitpunkt
der Transplantation, Dialyse vor der Nierentransplantation [86], ménnliches Geschlecht [17,
59] sowie Nikotinkonsum [52, 87]. AuBerdem zeigte eine aktuelle Studie, dass
moglicherweise die Einnahme von Thiaziddiuretika mit einem erhohten Risiko fiir SCCs
einhergeht [19]. Einen Uberblick aller bekannten Risikofaktoren fiir die Entstehung der SCCs
bietet Tabelle 1.

Tabelle I - Risikofaktoren fiir die Entstehung der SCCs

Allgemein Speziell auf Immunsuppression bezogen
e UVB-Strahlung * Hoheres Alter bei Transplantation

) Anzah.l an Sonnenb.rﬁnden . * Art der Transplantation

- Chronisch kumulative UV-Dosis - Herztransplantation
e UVA-Strahlung - Lungentransplantation
* UVC-Strahlung * Lange Dauer der Immunsuppression
* Humane Papillomaviren ¢ Art der Immunsuppression
e Mutation des Tumorsuppressorgens p53 - Cyclosporin A
* Heller Hauttyp (Fitzpatrick I-II) - Azathioprin

- Tacrolimus

e Minnliches Geschlecht

e Immunsuppression

- Glukokortikosteroid

- AIDS * (CDA4-Lymphozytopenie

- latrogen (z. B. bei Organtransplantation)  SCC in der Vorgeschichte (1. Ereignis)
* Rontgenstrahlung * Dialyse vor Nierentransplantation
* Chemische Kanzerogene * Nikotinkonsum

- Arsen * Einnahme von Thiaziddiuretika

- Teer

Tabelle 1. Uberblick iiber die Risikofaktoren fiir SCCs geordnet nach allgemeinen und speziell fiir

Immunsuppression.
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1.4 Tumorgenese - Kennzeichen von Tumorzellen

Es stellt sich die Frage warum die SCCs unter Immunsuppression hdufiger entstehen sowie
schneller und aggressiver wachsen. Hanahan und Weinberg verfassten im Jahre 2000 eine
hiufig zitierte Ubersichtsarbeit, die sie 11 Jahre spiter um vier neue Faktoren ergiinzten: Ein
mehrstufiges Tumorgenesemodell, welches die moglichen Kennzeichen (hallmark) eines
Tumors beschreibt, unabhingig davon, ob jede Tumorzelle alle Kennzeichen erwirbt [80].
Tumorzellen entstehen aus gesunden Zellen, unterscheiden sich aber in folgenden Kennzei-
chen, die in Tabelle 2 dargestellt werden. Lazebnik merkte an, dass fiinf von den im Jahr 2000
verdffentlichten Kennzeichen genauso bei benignen Tumoren vorzufinden sind, und allein die
Fahigkeit zur Metastasierung und Invasion spreche fiir Malignitdt [88]. Die flir diese Arbeit

relevanten Kennzeichen werden anschlieend genauer erldutert.

Tabelle 2 - Kennzeichen von Tumorzellen

1) Anhaltende unabhingige Bildung von wachstumsfordernden Signalen Tabelle 2. Uberblick

2) Umgehen von Tumorsuppressorgenen tiber die insgesamt
3) Ausbleiben des programmierten Zelltod 10 Kennzeichen von
4) Unbegrenzte Zellteilung Tumorzellen  nach
5) Induktion von Angiogenese Hanahan und Wein-
6) Infiltrierendes Wachstum und Metastasierung berg  [80].  Noch

7) Abnormer Energichaushalt der Zelle* keine  "Core  hall-

8) Dem Angriff des Immunsystem entkommen* marks"  sind  mit

9) Chronisch lokale Entziindung (tumor microenvironment) einem Stern gekenn-

10) Genominstabilitit und Mutationen zeichnet.

Anmerkungen:

Zu 1): Die Tumorzellen sind in der Lage, sich ungehemmt zu teilen durch anhaltende Produktion von

Wachstumssignalen.

Zu 2): Die Tumorzellen kdnnen wachstumshemmenden Signalen, wie denen von Tumorsuppressor-

genen, ausweichen oder diese blockieren.

Zu 3): Gesunde Zellen konnen die eigene Apoptose induzieren, wenn sie einen Fehler in der DNA

bemerken, um sich selbst zu eliminieren. Tumorzellen vermeiden dies.

Zu 4): Gesunde Zellen haben eine begrenzte Teilungskapazitét, abhéngig von der Linge der Telomere.
Es wird angenommen, dass Tumorzellen in der Lage sind die Telomere zu schiitzen, was eine unendli-

che Zellteilung ermdglicht.
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Zu 5): Tumorzellen sind in der Lage, ihren erhdhten Bedarf an Nahrstoffen und Sauerstoff fiir die

Proliferation tiber die Ausbildung neuer Blutgefalle zu gewédhrleisten.

Zu 6): Tumorzellen konnen in fremdes Gewebe einwachsen und iiber Blut- und Lymphgefdlle weite

Wege in fremde Gewebe liberwinden (Streuen, Metastasen).

Zu 7)*: Tumorzellen sind fahig, den Energiehaushalt umzustellen, z.B. von aeroben auf anaeroben

Energiegewinn, der genaue Mechanismus ist noch ungeklart.

Zu 8)*: Tumorzellen entgehen einer Elimination durch T-, B-Zellen, Natiirliche Killerzellen und

Makrophagen. Der genaue Mechanismus ist noch ungeklart.

Zu 9): Das umliegende Gewebe von Tumoren weist chronisch entziindliche Prozesse auf, mit

verschiedenen Zelltypen, welche die Proliferation des Tumors fordern konnen.

Zu 10): In gesunden Zellen gibt es Kontrollsysteme, welche die spontane Mutationsrate gering halten.

In Tumorzellen ist diese Rate erhoht [80, 89].

1.4.1 Angiogenese

GefiaBe bestehen aus zwei Zelltypen: Endothelzellen, die innere Schicht der Gefdle, und Peri-
zyten, die duBere Schicht der Gefdlle. Die Bildung von Blutgefiflen kann iiber zwei verschie-
dene Wege ablaufen. Wihrend der Embryonalzeit entstehen de novo-Gefille aus endothelialen
undifferenzierten Vorlduferzellen (Angioblasten). Dieser Vorgang wird Vaskulogenese ge-
nannt [90]. Vaskulogenese kann auch im Erwachsenenalter durch vom Knochenmark stam-
mende Stammzellen stattfinden, vorrangig bilden sich aber im Erwachsenenalter neue Gefélle
entweder durch Aussprossung oder durch Aufspaltung (Intussuszeption) bereits bestehender
GefiBe; diese zwei Vorginge werden als Angiogenese zusammengefasst [91] (sieche Abbil-
dung 1). Bei der Intussuszeption entstehen aus einem groen Gefd3 mehrere kleinere durch
das Einfiigen endothelialer Trennschichten in das Lumen [92]. Wihrend der Angiogenese
miissen die Endothelzellen, um ein neues Gefdll zu bilden, folgende Schritte durchlaufen:
Penetration der Basalmembran, Migration, Proliferation und Differenzierung [93]. Die Angi-
ogenese kann als physiologischer (Embryogenese, Ovulation, Wundheilung) sowie als patho-
logischer Prozess (Arthritis, Psoriasis, Tumor) ablaufen [94]. Tumorwachstum, -invasion und
-metastasierung sind abhingig von der Angiogenese, sie geht dem Tumorwachstum voraus
[95]. Wenn der Tumor iiber die Grenzen seiner urspriinglichen Blutversorgung hinaus wach-
sen will, d. h. einen Durchmesser von iiber 2-3 mm erreicht, braucht er neue Gefal3e. Sonst ist

die Diffusionsstrecke fiir den Austausch von Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid, Nahrstoffen etc.
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zu lang [96] und der Tumor verweilt in
einem Ruhezustand (Tumor dormancy)
[95]. Wiahrend des Tumorruhezustandes
besteht ein stabiles Gleichgewicht zwi-
schen Angiogeneseinhibitoren und Angio-
geneseaktivatoren [97]. In diesem Zustand
ist der Angiogenic switch (Angiogenese-
Schalter) "off" (aus). Wenn der Angioge-
nic switch "on" ist (angeschaltet wird),
beginnt der Ubergang vom avaskuliren
zum vaskuldren Zustand. Die Angioge-
neseaktivatoren nehmen Uberhand [93].
Beim physiologischen Prozess, z. B. bei
der Wundheilung, wird der Angiogenic
switch nur voriibergehend angeschaltet,
im Gegensatz zum pathologischen Pro-
zess, z.B. beim Tumorwachstum, hier
bleibt der Angiogenic switch dauerhaft
angeschaltet [80]. Das Anschalten des
Angiogenic switch kann zu jedem Stadium
der Tumorentwicklung geschehen [98].

Hanahan und Weinberg schrieben, dass

Angiogenese

Sprossung Intusshéieption

@) Endothelzelle
e Basalmembran
Perizyt

Abb. 1. BlutgefdBneubildung im Rahmen der Angioge-
nese. Die neuen Gefdfle entwickeln sich aus bereits
bestehenden Gefdflen, entweder durch Sprossung oder
Bilden von Septen (= Intussuszeption), modifiziert nach

Krukemeyer 2006: S. 113 [91]

die Angiogenese schon iiberraschend friih bei verschiedenen Tumoren im Ubergang vom in

situ- zum invasiven Karzinom induziert wird [80]. Mogliche Ausldser fiir die Hochregulation

der Angiogeneseaktivatoren sind [96]:

* Metabolischer Stress (z. B. niedriges pO,, niedriger pH-Wert, Hypoglykémie)

* Mechanischer Stress (z. B. durch proliferierende Zellen generierter Druck)

* Entziindungsantwort (z. B. Entziindungszellen, die das Gewebe infiltriert haben)

* Genmutationen (z. B. Aktivierung von Onkogenen oder Deletion von Tumorsuppresorgenen,

welche die Produktion von Angiogeneseaktivatoren oder -inhibitoren regeln)

Der bekannteste Angiogeneseaktivator ist der Vascular endothelial growth factor-A (VEGF-

A) und einer der bekanntesten endogenen Angiogeneseinhibitoren der Haut ist Thrombospon-

din-1 (TSP-1) [99, 100].
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Angiogeneseaktivatoren

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist eine Gruppe die sich aus VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D und Placental growth factor zusammensetzt. Der wichtigste Vertreter ist
VEGF-A und wird haufig nur als VEGF oder Vascular permeability factor bezeichnet.
VEGF-A wurde als spezifischer Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen und als vaskuldrer Per-
meabilititsfaktor entdeckt [101]. Die VEGF-A-Signaliibertragung wird {iber drei Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (VEGFR-1, -2, -3) auf verschiedenen Ebenen reguliert. VEGF-A bindet an
den VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1) und den VEGF-Rezeptor-2 (VEGFR-2), welche auf
Endothelzellen exprimiert werden [102].

Vom Knochenmark abstammende Zellen, wie Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Mast-
zellen und myeloische Vorldufer, infiltrieren in situ- und invasive Karzinome und sammeln
sich im Randbereich an. Diese peritumoralen Entziindungszellen aktivieren, in diesem zuvor
stillen Randbereich den Angiogenic switch in Richtung pro Angiogenese und unterstiitzen
bereits laufende Angiogenese durch eine vereinfachte lokale Invasion [80]. Die neuen Gefalle,
die in Tumoren durch Angiogenese entstehen, sehen abnormal aus: frithreife Kapillarspros-
sungen, verwundene und exzessive Aste, deformierte und vergroBerte GefiBe, schwankender

Blutdurchfluss, Lecks, abnorme Level der Endothelzellproliferation und -apoptose [80].

Angiogeneseinhibitoren

Zu den bekanntesten physiologischen Angiogeneseinhibitoren gehdren Angiostatin [103],
Endostatin [104] und Thrombospondine (TSP-1, TSP-2) [100, 105]. Mindestens 27 verschie-
dene Angiogeneseinhibitoren sind bekannt. Sie konnen von der extrazelluldren Matrix ab-
stammen oder Fragmente von Metaboliten von Hormonen (Wachstumsfaktoren), Proteine des
Immunsystems o. 4. sein. Die genauen Wirkmechanismen der Angiogeneseinhibitoren bediir-

fen noch weiterer Forschung.

1971 postulierte Folkman erstmals die Idee einer zielgerichteten Krebstherapie durch Hem-
mung der Angiogenese [95]. Im Jahr 2004 hielten synthetisch hergestellte, antiangiogene,
monoklonale Antikorper in die onkologische Therapie Einzug. Die Antikorper wurden zuge-
lassen fiir die Therapie fortgeschrittener metastasierter Karzinome. Die Antikorper fangen
zirkulierendes VEGF ab, blockieren die Angiogenese und fithren zunichst zur Hypoxie und
schlieBlich zur Apoptose der Tumorzellen. Des Weiteren wurden kleinmolekulare Inhibitoren

der Tyrosinkinase entwickelt, die intrazelluldre Signalwege blockieren (v. a. VEGFR-2) und
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durch die Hemmung der Angiogenese die Proliferation der Tumorzellen inhibieren und deren
Apoptose fordern. Zum Beispiel der Wirkstoff Bevacizumab (Avastin®) mit der Zielstruktur
VEGF-A erhielt die Zulassung fiir das fortgeschrittene Kolon- und Rektumkarzinom und
konnte in Kombination mit Chemotherapie signifikant das Uberleben um 4,5 Monate verlin-
gern im Vergleich zur Chemotherapie allein [106]. Es konnte ein synergistischer Effekt durch
die Kombination von antiangiogenen und zytotoxischen Wirkstoffen erreicht werden. Bisher
ermoglichten die therapeutischen Angiogeneseinhibitoren eine lidngere progressionsfreie
Uberlebenszeit (Dimension: Monate), haben aber nur einen geringen oder keinen Effekt auf
das Langzeitiiberleben [107]. Keine der antiangiogenen Therapien erreicht einen langfristigen
Effekt wie das Schrumpfen des Tumors oder Tumor dormancy, ein sogenanntes Stadium der
stable disease [108]. Im Gegenteil: In klinischen Studien wurde unter Therapie mit Angioge-
neseinhibitoren im Verlauf ein aggressiveres und invasiveres Wachstumsverhalten der Tumor-
zellen beobachtet [109]. Der progressionsfreien Uberlebenszeit folgt nach einer Adaptations-
phase des Tumors eine erneute Progressionsphase, in welcher die Hemmung der Angiogenese
als treibende Kraft zu einem aggressiveren Wachstumsverhalten fiihrt: vermehrte Invasion in
das umliegende Gewebe und in manchen Fillen eine erhéhte Lymphgefdfinvasion und Fern-
metastasierung. Dieses Verhalten wird als evasive resistance bezeichnet, eine Umgehungsstra-
tegie des Tumors, welche durch Hochregulation von alternativen Angiogeneseaktivatoren
(z. B. Fibroblast growth factor) oder durch genetische Modifikation initiiert wird [108, 110].
Von der Annahme ausgehend, dass die durch Tumorangiogenese generierten Endothelzellen
ein anderes genetisches Signalprofil aufweisen wiirden als die physiologischen Endothel-
zellen, erwartete man eine zielgerichtete Blockade der Tumorangiogenese [107]. Doch VEGF
spielt auch eine Schliisselrolle in physiologischen Prozessen, so dass nicht von einer zielge-
richteten Hemmung der Tumorangiogenese gesprochen werden kann. Mit dem gleichzeitigen
Eingriff in physiologische Prozesse resultieren hédufig (1/10) unerwiinschte Nebenwirkungen
wie z. B. Hypertonie, aufgrund der verringerten Produktion von Stickstoffmonoxid [111]. Des
Weiteren wird die Wundheilung beeintriachtigt, so dass in der Fachinformation der Einsatz
von Bevacizumab (Avastin®) erst nach volliger Abheilung der Operationswunde empfohlen
wird, da schwere Komplikationen an Anastomosen mit tddlichem Ausgang berichtet worden
sind. Zielfiihrend wire die Wirkung und Vertriglichkeit der Angiogeneseinhibitoren in allen
Stadien der Tumorerkrankung zu testen, da sich die Zulassung bisher auf das fortgeschrittene
metastasierte  Tumorstadium beschrdankt, wihrend sich die préklinisch experimentellen

Modelle auf das primére lokalisierte Tumorstadium beziehen [110].
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1.4.2 Lymphangiogenese

Die Lymphgefiafie sind, wie die Blutgefdfle, mit einer Endothelzellschicht ausgekleidet, aber
es fehlt eine kontinuierliche Basalmembran und hiufig auch die ZTight Junctions zwischen den
Endothelzellen. Die Endothelzellen sind iiber Verankerungsfilamente fest mit dem Bindege-
webe verbunden, was ihre Kontraktionsfahigkeit ausmacht. Lymphgefdfe sind nicht von Peri-

zyten oder Muskelzellen umgeben [112].

Lymphangiogenese bedeutet die Neubildung von Lymphgefaf3en. Frither nahm man an, dass
Metastasierung nur iiber schon bestehende Lymphgefdle, die als Tunnel fungieren, ablduft.
Heute weill man, dass die Lymphangiogenese ein aktiver Prozess ist, welche durch verschie-
dene Faktoren reguliert wird. Physiologische Lymphangiogenese lduft wihrend der Embryo-
genese ab, die pathologische Lymphangiogenese findet bei akut und chronischen Entziin-
dungsprozessen, bei der Wundheilung und bei der Metastasierung von Tumoren statt [113].
Lymphknotenmetastasen sind meist das erste Zeichen des Fortschreitens eines epithelialen
Tumors. Maligne Zellen, die sich in einem Lymphgefdll verteilen, kénnen sogenannte
In-transit- oder Satelliten-Metastasen ausbilden [114]. Wéhrend der pathologischen Lymph-
angiogenese bilden sich neue Lymphgefdfe durch Aussprossung aus bereits bestehenden, den
Tumor umgebenden Lymphgefafien [115]. Die Neubildung wird durch VEGF-C und VEGF-D
induziert, welche an den VEGF-Rezeptor-3 (VEGFR-3) auf den lymphatischen Endothelzel-
len binden. VEGF-C soll selektiv die Lymphangiogenese initiieren und keinen Effekt auf die
Angiogenese haben [115]. Erhdhtes VEGF-C konnte bei verschiedenen Tumoren nachgewie-
sen werden [114, 116, 117]. Tumorzellen oder tumorassoziierte Entziindungszellen (z. B.
Makrophagen) sezernieren VEGF-C und -D. VEGF-C ist auch fiir die Dilatation der peritu-
moralen Lymphgefae verantwortlich [118], welche das Eindringen von Tumorzellen ermog-

licht [115].

1.4.3 Messmethoden der Angiogenese und Lymphangiogenese

Von der Voraussetzung ausgehend, dass Tumorwachstum abhéngig von Angiogenese ist, be-
gann die Suche nach einer Methode Angiogenese zu messen. Eine weit verbreitete Methode
ist die Microvessel density (MVD) nach Weidner auf histologischen Schnitten des Tumors zu
bestimmen [119]. Bei dieser Methode werden spezifische immunhistochemische Marker ver-

wendet, die GefdBle im histologischen Schnitt sichtbar machen (z. B. CD31). Im histologi-
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schen Schnitt wird dann in niedriger Aufldsung nach den geféfreichsten Arealen gesucht (sog.
"Hotspots") und anschlieBend werden die Gefdlle in hoher Auflosung am Mikroskop mit dem
Auge gezihlt. Der Hotspot hat eine feste GroBe (bei Weidner 0,74 mm?), welche mit einem
okularen Mikrometer gemessen wird [119, 120]. Der Mittelwert aus den einzelnen Gefal3-
zdhlungen in den Hotspots (mindestens 3) wird berechnet. Diese Methode fand Anwendung
bei zahlreichen Tumoren, um eine Aussage zur Aggressivitit des Tumorwachstumsverhaltens
zu gewinnen (fiir die entsprechenden Tumoren Einzelverweise bei [120]). Sie hat sich als
morphologischer Goldstandard etabliert [94, 121]. Basierend auf dieser Methode wurde eine
positive Korrelation zwischen MVD und Aggressivitdt des Wachstumsverhaltens einiger Tu-
moren postuliert [120]. Die MVD konnte auch in multivariaten Analysen als unabhingiger
prognostischer Marker bestétigt werden. Gemeint sind im Einzelnen eine positive Korrelation
der MVD mit fortgeschrittenem Stadium, hoherer Inzidenz an Metastasen, hoher Rezidivrate
und hoherer Mortalitdt [120]. Die Hotspots zu identifizieren ist wichtig, da die Angiogenese-
aktivitdt und somit die Anzahl der GefiaBe innerhalb eines Tumors heterogen verteilt sind

[119, 120].

Mit dem Fokus auf die Metastasierung und die dadurch bedingte Mortalitit sowie der Ent-
deckung eines spezifischen LymphgefdBmarkers, libertrug man die MVD-Methode auf die
Lymphangiogenese und zdhlte in gleicher Weise Lymphgefd3e. Man spricht dann von der
Lymphatic vessel density (LVD). Je hoher die LVD, desto hoher die Metastasierungswahr-
scheinlichkeit des Tumors in Lymphknoten und ferne Organe [117, 122]. Fiir invasive
Plattenepithelkarzinome von Kopf- und Halsbereich, das maligne Melanom und das Mamma-
karzinom konnte gezeigt werden, dass eine hohe LVD mit einer hohen Metastasierungs-

wahrscheinlichkeit und kiirzerem Uberleben einhergeht [123-125].

Ein weitere Methode zur Bestimmung der Angiogenese ist der Chalkley count [126]. Der
Chalkley count misst auch die absolute Gefdaanzahl in Hotspots. Es wird ein Gitternetz mit
25 Punkten iiber den Hotspot gelegt und so lange gedreht bis die Position gefunden ist, bei der
sich die meisten Punkte des Gitternetzes mit Gefdllen schneiden [126]. Durch das Gitternetz
soll dem Untersucher die Entscheidung, ob ein Gefall wirklich ein Gefa3 oder zwei einzelne
Gefalle ist, genommen werden. Der vom Untersucher abhingigste Schritt, die Entscheidung
fiir einen Hotspot, ist auch Teil der Chalkley-Methode. Eine Uberlegenheit der Chalkley-
Methode gegeniiber der MVD-Methode wird kritisch diskutiert [127, 128]. Es gibt deutlich
mehr verdffentlichte Studien, die die MVD-Methode angewandt haben [121].
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Beide Methoden finden ihren Ursprung vor Einzug der Computertechnik in die Histologie,
denn das Zdhlen der Gefde findet manuell am Mikroskop statt. Mit fortgeschrittener Techno-
logie und rasant angestiegener Rechenleistung von Prozessoren in den spdten 1990er Jahren
wurde versucht, ein standardisiertes System fiir die Messung der Angiogenese zu entwickeln.
Mittlerweile sind Whole scan slide-Systeme auf dem Markt [129, 130], die den Tumor als
Ganzes schneiden, fiarben und scannen. Der Vorgang ist vollautomatisiert und die Angiogene-

se des Tumors wird algorithmisch durch ein standardisiertes Auszahlverfahren erfasst.

Durch Computersoftware lassen sich neben der MVD auch weitere Gefdllparameter berech-
nen, wie z. B. das GefaBBvolumen, die mittlere GefaBBgroBe und die eingenommene Gefal3fl4-
che im Verhiltnis zum Hotspot, die sog. relative Gefdlflache. Es gibt sowohl kduflich verfiig-
bare als auch freie Software von verschiedenen Anbietern [130]. Die ivision-Mac™ 4.5.0
(Biovision Technologies, Inc., Exton, PA, USA) fand in der computergestiitzten Bildanalyse
der MVD und weiteren vaskuldren Parametern, wie mittlere GefaBgrole und Gesamtflache
der Gefile, bei verschiedenen Tumoren [105, 123, 131] und Entziindungsreaktionen [132]

Anwendung.

Immunhistochemische Marker fiir die Gefdifidarstellung

Immunhistochemische Farbungen helfen spezielle Strukturen sichtbar zu machen, z. B. Gefa-
Be. Man benutzt Antikorper die spezifisch an Antigene binden, und macht den Antigen-

Antikorperkomplex durch eine Farbreaktion sichtbar.

CD31 (= Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) ist ein transmembrandses Glykopro-
tein, welches auf Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert wird [133].
CD31 bildet wihrend der Aussprossung im Rahmen der Angiogenese notwendige Interzellu-
larverbindungen von Endothelzellen [133, 134], so dass der gegen CD31 gerichtete monoklo-
nale Antikorper spezifisch mit Endothelzellen von Blut- und Lymphgefaen reagiert [135].
Nebenbei kann CD31 auch Entziindungszellen und gelegentlich Plasmazellen anfarben [136].

D2-40 ist ein monoklonaler Antikdrper, der selektiv an Podoplanin bindet, ein Oberfldchen-
glykoprotein lymphatischer Endothelzellen [137]. Lymphgefdle werden spezifisch durch
D2-40 gefarbt, aber keine Blutgefdle [138]. Daher wird D2-40 zur Unterscheidung von Blut-
und Lymphgefiflen eingesetzt. Es wurde beobachtet, dass D2-40 auch die Basalzellschicht der
Epidermis anfarben kann [139].
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1.4.4 Bedeutung der Angiogenese und Lymphangiogenese bei der Entstehung von

Plattenepithelkarzinomen der Haut

In gesunder Haut ruht die Angiogenese infolge der dominierenden endogenen Angiogenese-
inhibitoren. Auch bei der Haut hingt die Tumorgenese vom Angiogenic switch ab. Hypoxie
reguliert die Bildung von VEGF-A in den Keratinozyten und die Expression von VEGFR an
Gefallen [140]. VEGF-A ist der wichtigste Angiogeneseaktivator bei Hauttumoren und stimu-
liert die Angiogenese in der Dermis [140]. TSP-1 und TSP-2 agieren als wichtigste Angio-
geneseinhibitoren in der Haut [141]. TSP-2 ist in der dermatoepidermalen Junktionszone
lokalisiert [142] und wirkt als Funktionsbarriere zwischen der nicht vaskularisierten Epider-

mis und der vaskularisierten Dermis.

Tabelle 3 - Mehrstufiger Prozess der Angiogenese

1. Induktion der Hyperpermeabilitit der GefiRe Tubelle 3. Uberblick iiber den
2. Enzymatische Degradation der Basalmembran und des mehrstufigen  Prozess  der

Bindegewebes Angiogenese  nach  Detmar
3. Migration der Endothelzellen [140].

4. Proliferation der Endothelzellen

5. Reifung zu BlutgefaBen

VEGF-A spielt eine wichtige Rolle beim invasivem Wachstum von SCCs: Eine alleinige
Uberexpression an VEGF-A war ausreichend um in vivo das invasive Wachstum zu induzie-
ren [131]. Wenn man experimentell im Maustumormodell VEGFR-2 durch einen Antikdrper
blockierte, behinderte dies die Angiogenese und verhinderte das invasive Wachstum des
SCCs, ohne aber die Tumorzellteilungsrate zu beeinflussen [143]. Es gibt verschiedene
Ergebnisse zur Frage, wann der Angiogenic switch bei SCCs stattfindet. Darauf wird in der

Diskussion ausfiihrlich eingegangen.

D2-40 konnte in der Mehrzahl der Lymphgefae von invasiven SCCs nachgewiesen werden
[139]. Im transgenen Mausmodell mit chemisch induzierten invasiven SCCs konnte eine sig-
nifikant erhohte Expression von VEGF-C und VEGF-A nachgewiesen werden, diese fiihrte
jedoch zu keiner signifikant erhéhten LVD. Zur immunhistochemischen Markierung der
LymphgefaBe wurde hier LYVE-1 verwendet [144, 145]. Bei einer retrospektiven Analyse
von invasiven SCCs des Kopf- und Halsbereichs korrelierte eine hohe intratumorale LVD
signifikant mit Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose, Lymphgefaf3befall und
mit kiirzerem Uberleben [124].
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1.5 Zielsetzung

Die vorliegende retrospektive Arbeit hatte zum Ziel aufzudecken, ob Unterschiede der Angio-

genese und der Lymphangiogenese der SCCs nach immunhistochemischer Gefamarkierung

in verschiedenen vaskuldren Parametern mittels computergestiitzter Bildanalyse zwischen

Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten messbar sind, welche einen Hinweis auf

eine verdnderte Tumorgenese von Immunsupprimierten geben. Ziel war es, folgende Fragen

im Einzelnen zu kléren:

1.

Ob die Vaskularisierung zwischen AK III und invasivem SCC gemifl der Hypothese
des Angiogenic switch zunimmt. Sowohl bei Immunsupprimierten als auch bei Nicht-
Immunsupprimierten.

Ob es Unterschiede hinsichtlich der Vaskularisierung der epithelialen Hauttumoren
und deren Vorstufen gibt zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-
Immunsupprimierten.

Ob es Unterschiede hinsichtlich der Lymphvaskularisierung der epithelialen Hauttu-
moren und deren Vorstufen gibt zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-
Immunsupprimierten.

Sollten Unterschiede hinsichtlich der Vaskularisierung oder Lymphvaskularisierung
gefunden werden: Gibt es unabhingige Einflussfaktoren fiir die Vaskularisierung, wie
z. B. Immunstatus, Geschlecht, Alter, Tumorklasse etc.?

Ist anhand der Ergebnisse ein Angiogeneseinhibitor als mogliche therapeutische

Option denkbar und ermutigen die Ergebnisse eine prospektive Studie durchzufiihren?
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2 Material und Methode
2.1 Patientenkollektiv und Herkunft des Gewebes

Nach der Zustimmung der zustidndigen Ethikkommission der Charité (Votum EA1/003/12)
wurden retrospektiv die Gewebeproben von 94 Patienten weiterverarbeitet, die in Form einer
Biopsie oder Exzision wihrend der klinischen Diagnostik und Therapie in der Klinik fiir
Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charité¢ Berlin gewonnen wurden. Die Pati-
enten wurden direkt oder durch Uberweisung des niedergelassen Dermatologen bzw. Hausarz-
tes in der Poliklinik und anschlieBend im Hauttumorcentrum Charité Berlin zur Hautkrebs-
vorsorge oder zur Abkldrung eines unklaren klinischen Hautbefundes und zum Ausschluss
eines invasivem Plattenepithelkarzinoms (SCC invasiv) oder eines Bowen-Karzinoms vorstel-

lig. Die Diagnose erfolgte routineméBig durch einen Dermatohistopathologen der Hautklinik.

2.1.1 Histologische Klassifikation

Die Einteilung der Vorstufen der SCCs erfolgte nach der von Rowert-Huber publizierten
Klassifikation, die die aktinischen Keratosen (AK) rein histologisch in ,,Early in situ SCC
Type 1%, ,,Early in situ SCC Type II* und ,,In situ SCC Type III* einteilt. In situ SCC Type
AK IIT (AK III) bezeichnet AK bei denen atypische Keratinozyten schon mehr als zwei Drittel
der Epidermis einnehmen [2]. Bei invasiven SCCs haben die atypischen Keratinozyten die
Basalmembran der Epidermis durchbrochen und infiltrieren mindestens die Dermis. Der Mor-
bus Bowen (MB) ist histologisch durch eine verbreitete Epidermis (Akanthose) mit atypi-

schen Keratinozyten charakterisiert, die die Basalmembran noch nicht iiberschreiten [1].

2.1.2 Gewebegewinnung

Zu Beginn dieser retrospektiven Untersuchung wurde auf die vorhandenen, in Paraffin einge-
betteten, Gewebeblocke der Gewebebank der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie der Charité Berlin aus dem Jahr 2000 bis einschlielich dem Jahr 2010 zurtick-
gegriffen. Die Tumordatenbank der dermatohistopathologischen Abteilung des Hauttumor-
centrum Charité Berlin - Campus Mitte wurde nach geeigneten Patienten durchgesehen. Es
wurde nach allen Gewebeproben von Patienten gesucht, die zum Zeitpunkt der Gewebe-

entnahme unter einer Immunsuppression bei Zustand nach Organtransplantation standen.
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n=712

Patienten mit Immunsuppression aus der Tumor-
datenbank der Hautklinik Charité (2000 - 2010)

Kollektion der Anforderungsscheine

Ausgeschlossen:
n= 108
Scheine fehlend

Anforderungsscheine der
Immunsupprimierten

n=604

Kollektion von AK, MB und
SCC invasiv

Ausgeschlossen:

n= 444
ﬁkeine passende

Diagnose:
e. g. BCC,
Melanom, ...

Sortierung der AKs nach AKs
AK I, AK IT und AK III n=123
Ausgeschlossen:
Yy v vyl
Diagnose:
SCC invasiv MB AK TII AK I oder AK 11
n=12 n=25 n=36
Ausgeschlossen:
Kollektion der Blocke ¢ ¢ ¢ =113
Blocke fehlend
SCC invasiv MB AK TII
Kollektion von n=11 n=18 n=31
NICHT-immun- :
supprimierten == [SCCi. =4 | MB == |AK I
Patienten je n=12 n=8 n=14
Tumorgruppe aus Y
der Gewebebank
SCC invasiv MB AK 111
n=23 n=26 n=45

4

\

\

Einschluss von n=94 Tumoren

Abb. 2. Screening der Untersuchungsgruppe

Anhand der erstellten Listen der histologischen Datenbank wurden die Anforderungsscheine

im Archiv herausgesucht. Nach Durchsicht der histologischen Befundtexte konnten 444 Pati-

enten ausgeschlossen werden, die nicht die Diagnose AK III, MB oder invasives SCC aufwie-
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sen. Daraufhin wurde von 73 Patienten nach den Gewebeblocken gesucht, von denen 13 zu
diesem Zeitpunkt im Archiv fehlten bzw. in einer anderen Studie eingebunden waren. Nach-
dem die Anzahl der immunsupprimierten Patienten feststand, wurde mit dem gleichen metho-
dischen Vorgehen nach einer Vergleichsgruppe von nicht-immunsupprimierten Patienten fiir
eine der drei Diagnosen gesucht. Letztendlich konnten 94 Patienten in die Untersuchung ein-
geschlossen werden, die sich aus einer Gruppe von 60 Immunsupprimierten und einer Gruppe

von 34 Nicht-Immunsupprimierten zusammensetzten.

2.1.3 Datenerfassung

Die beschreibenden Daten der Patientenpopulation wurden aus den Anforderungsscheinen zur
histologischen Untersuchung erhoben. Fehlende Angaben wurden mit Hilfe der Suchfunktion
der Krankenhaussystemsoftware SAP (SAP Netware, SAP AG, Walldorf) erginzt. Folgende
Daten wurden erfasst: Alter, Geschlecht, Diagnose, Zeitpunkt der Biopsie (Jahr), Exzisions-
stelle, Immunsuppression, Art der Transplantation und Zeitpunkt der Transplantation. Die Art,
Dosis und Dauer der Immunsuppressiva zum Zeitpunkt der Exzision war in wenigen Féllen
auf dem histologischen Anforderungsschein dokumentiert und diese Information war auch
nicht tiber die Kliniksoftware SAP Netware (SAP AG, Walldorf) recherchierbar, so dass keine

validen Riickschliisse auf Unterschiede der eingesetzten Immunsuppressiva zu ziehen waren.

2.2 Immunhistochemische Farbung

Zum Vergleich der GefaBsituation zwischen SCC in situ und invasivem SCC von Immunsup-
primierten und Nicht-Immunsupprimierten wurden immunhistochemische Firbungen mit
einem panvaskuldren GefaBBmarker (CD31) und einem LymphgefaBmarker (D2-40) durchge-

fiihrt. Diese zwei Marker wurden in unserem Labor regelméBig erfolgreich angewandt.

2.2.1 Vorbereitung der Proben

Anfertigung von Gewebsschnitten

Die immunhistochemischen Féarbungen wurden am formalinfixierten und in Paraffin eingebet-
teten Gewebe durchgefiihrt. Zunichst wurden die mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttra-
ger (Super-frost-Plus-Objekttrager, R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik, Emmen-
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dingen) mit der jeweiligen Priparatnummer beschriftet. Vom Paraffinblock wurden mit Hilfe
eines Mikrotoms (Microm, Reichert-Jung, Wetzlar) 4 um dicke Schnitte in Serie angefertigt.
Diese wurden tiberfiihrt in ein 40 °C warmes Wasserbad (GFL, Burgwedel), auf die Objekt-
trager aufgezogen und flir 45 Minuten in einem Brutschrank (Memmert, Schwabach) bei

56 °C getrocknet.

Entparaffinierung

Vor der Anwendung der Immunhistochemie wurde das Paraffin aus den Schnitten durch
Xylolersatzmittel (Pro Taqs Clear, Quartett, Immundiagnostika und Biotechnologie, Berlin)
entfernt. AnschlieBend folgte die Rehydrierung iiber eine absteigende Ethanolreihe bis ins
Leitungswasser. Um das Austrocknen zu verhindern, wurden die Objekttrager in TRIS Puffer
(TBS; ProTags, BIOCYC Gesellschaft fiir Biotechnologie und Recycling mbH & Co.KG,
Luckenwalde) zwischengelagert.

Die Entparaffinierung der Gewebsschnitte erfolgte automatisiert in der Maschine
"OMNIBUS" (Quartett, Immundiagnostika und Biotechnologie, Berlin) nach folgendem
Schema:

2x 10 Minuten Xylolersatz

1 x 10 Minuten Absoluter Alkohol

1 x 10 Minuten 200 ml absoluter Alkohol + 20 ml H,0O, 3 %

1 x 2 Minuten Leitungswasser

1 x 5 Minuten TRIS Puffer

Antigendemaskierung durch Hitzevorbehandlung (heat-induced epitope retrieval)

Die Objekttriager wurden in die vorgewérmte, fiir den Antikorper entsprechende, kommerziel-
le Target-Retrieval Solution (S1699 oder S2376, DakoCytomation GmbH, Hamburg) {iber-
fiihrt. Zur Vorbereitung der Proben wurden die Schnitte in der Losung 20 Minuten lang im
Dampfgarer (Braun, Kronberg/Taunus) gekocht. Hierdurch wurden die Epitope hitzeinduziert
freigelegt und waren fiir die Antikdrper zuginglich [146]. AnschlieBend kiihlten die Schnitte
unter Zugabe von Aqua Dest fiir 25 Minuten ab und wurden fiir weitere 5 Minuten in TBS
umgesetzt. Nachdem die einzelnen Schnitte manuell von der restlichen Fliissigkeit befreit
wurden, folgte die Einkreisung des Gewebes auf dem Objekttrager mit einem speziellen Stift

(Liquid-repellent Slide Marker Pen, Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt).
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2.2.2 LSAB-2-HRP-Methode

©®® e
g O @

. . . . . [ kp HRP +
Die Labeled Streptavidin-Biotin (LSAB)- “14 Streptavidin
Methode ist eine indirekte, zweistufige Far- o
bemethode. Hierbei bindet im ersten Schritt biotinylierte:r

. o o o Sekundérantikdrper
ein unkonjugierter primérer Antikérper an das Primérantikorper
Antigen. Im folgenden Schritt bindet ein mehr- ()
fach biotinylierter Sekundérantikdrper an den Gewebe
Primérantikorper. Darauf bindet Streptavidin, AP r1mérant1k§rper

Sekundarantikorper
welches mit dem Enzym Horseradish Peroxi- 3 Biotin
dase (HRP) konjugiert ist, an das Biotin des Streptavidin
Sekundérantikdrpers (auch sog. Briickenanti- @Elﬁrl:) I;lz)egrgl(ldase)

korper). Jedes Biotinmolekiil steht als Bin-

dungspartner zur Verfiigung, so dass eine Abb. 3. Schema der LSAB-2-HRP-Methode
Amplifikation erreicht wird [147]. Durch Zu-
gabe von farblosem Chromogen kommt es zur Farbentwicklung im Sinne einer Enzym-

Substrat-Reaktion.

Durchfiihrung der LSAB-2-HRP-Methode

Die Primérantikorper wurden fiir den Gebrauch mit Antibody Diluent (S3022, DakoCytoma-
tion GmbH, Hamburg) verdiinnt und sind in der Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4 - Priméarantikorper fiir die Inmunhistochemie

Anti-  Féarbung fiir Spezies, Gebrauchs- Demaskie-  Hersteller Produkt-
korper Klonalitit verdiinnung rung (pH) nummer
CD31 Blut-und Maus, 1: 50 6,1 DakoCytomati- M0823

Lymphgef?Be, monoklonal on GmbH,

panvaskulér Hamburg
D2-40 LymphgefiBle = Maus, 1: 200 9,0 Covance Inc., SIG-3730

monoklonal Princeton, NJ,
USA

Tabelle 4. Primarantikorper (CD31 und D2-40) und ihre Eigenschaften (Farbung fiir Spezies, Klonalitét, Ge-

brauchsverdiinnung, Demaskierung [pH], Hersteller, Produktnummer)
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Ablauf - Ubersicht

30 Minuten 100 pl Primédrantikorper (CD31 oder D2-40) pro Schnitt. Inkubation in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur.
5 Minuten In TBS spiilen.
20 Minuten Zugabe von 1-2 Tropfen biotinylierter Briickenantikérper pro Schnitt. Es folgt
die Inkubation in der Kammer.
5 Minuten In TBS spiilen.
20 Minuten 1-2 Tropfen Streptavidin-HRP pro Schnitt. Inkubation in der Kammer.
5 Minuten In TBS spiilen.
20 Minuten 1-2 Tropfen AEC Substrate-Chromogen pro Schnitt. Inkubation in der
Kammer.
5 Minuten In TBS und in Aqua Dest ausspiilen.
3 Minuten In filtrierte Mayers Hdmalaunlosung stellen.

15 Minuten In Leitungswasser blduen.

Die Kontrollen reagierten alle addquat. Fiir die Negativkontrolle wurde nur Diluent statt Anti-
korper aufgetragen. Es wurden 100 pl Primérantikorper (CD31 oder D2-40) auf jeden
Gewebeschnitt pipettiert. Es folgte die Inkubation iiber 30 Minuten in einer feuchten Kammer
(Shandon Lipshaw, Pittsburgh, PA, USA) bei Raumtemperatur, um das Austrocknen der
Schnitte zu verhindern. Anschlieend wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in TBS gespiilt und
manuell von der Fliissigkeit befreit. Auf jeden Schnitt wurden 1-2 Tropfen biotinylierter
Briicken-AK (K0675 1, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) gegeben und erneut in der
Kammer fiir 20 Minuten inkubiert. Danach wurden die Objekttriger in TBS umgesetzt, fiir
Smin gespiilt und schlieBlich abgetupft. Es folgte die Zugabe von je 1-2 Tropfen Streptavidin-
HRP (K0675 2, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) und die Inkubation fiir weitere
20 Minuten. Nach der fiinfminiitigen Spiilung in TBS und Aqua Dest sowie der Trocknung,
wurden 1-2 Tropfen AEC Substrate-Chromogen (K3469 AEC + Highsensitivity, Dako
Deutschland GmbH, Hamburg) pro Schnitt zugegeben und fiir 20 Minuten inkubiert. Darauf
wurde ein weiteres Mal in TBS fiinf Minuten lang gespiilt, um sie danach in die filtrierte
Mayers Hamalaunldsung (Merck KGaA, Darmstadt) fiir 3 Minuten umzusetzen. Diese dient
der Kerngegenfiarbung. Zum Schluss wurden die Schnitte iiber 15 Minuten in Leitungswasser
gebldut. Nachdem die Schnitte an der Luft getrocknet waren, wurden sie mit Aquatex (Merck
KGaA, Darmstadt) und einem Deckglas (Menzel-Glédser, Gerhard Menzel GmbH, Braun-
schweig) eingedeckt.
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2.3 Auswertung

Bei Préparaten, bei denen in der Anfarbung keine GefaB3e zu erkennen waren, wurde der Far-
bevorgang wiederholt und bei erneutem Negativergebnis wurde das Préparat mit "0" in die
Auswertung eingeschlossen. Somit gingen alle 188 gefarbten Praparate der 94 Patienten in die
Auswertung mit ein. In den mit D2-40 gefdrbten Schnitten ldsst sich in manchen Priaparaten
eine bei D2-40 bekannte basale Anfarbung von Driisen erkennen, welche keinen Einfluss auf

die weitere Analyse hatte.

2.3.1 Computergestutzte morphometrische Bildanalyse der Geféale

Die Auswertung der Gewebsschnitte erfolgte angelehnt an die MVD-Methode nach Weidner
[119] kombiniert mit einer computergestiitzten Methode: Zusétzlich wurden die am Mikro-
skop (Zeiss, Oberkochen) identifizierten Hotspots durch eine Kamera (Micropublisher 3.3,
QImaging, Surrey, BC, Canada) in Form eines Farbfotos digital festgehalten. Die Gefille
wurden mit einem Stift auf einem Tablett (Intuos4, Wacom, Krefeld) nachgezeichnet, und
anschlieBend wurden mit der Computersoftware ivision-Mac™™ 4.5.0 (Biovision Technologies,

Inc., Exton, PA, USA) Berechnungen angestellt (siche Abbildung 4).

Kamera
Computer

T T T T
/ I’l“’l”l"l"'l"l"l‘ llllll lll‘ln“lr
s s
e i A o e e

Tablett mit Stift

Abb. 4. Skizze des computergestiitzten Messaufbaus
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Tabelle 5 - Wesentliche Begriffe zum Verstindnis der GefiBanalyse

Begriff Erklarung Einheit

Hotspot Stelle im Gewebsschnitt mit der héchsten GefiBdichte, 0,37 mm>
definiert als Gesichtsfeld mit einer Fliche von 0,37mm’

Microvessel density Absolute Anzahl der Gefdfie in einem Hotspot /0,37 mm®

(MVD)

Lymphatic vessel Absolute Anzahl der Lymphgefaf3e in einem Hotspot /0,37 mm’

density (LVD)

Region of interest Der Ausschnitt des Hotspots, der die peri- und/oder pm?’

(ROI) tumorale Flache einschlieft, unter ggf. Ausschluss von

vorher festgelegten Strukturen

Gesamtfldache der Summe aller umrandeten Gefalquer- und -lingsschnitte
GefaBe (vascular area)  in einem Hotspot

Mittlere GefaBBgroBe Gesamtflidche der Gefd3e dividiert durch die MVD oder
(average vessel size) LVD

Relative Gefial3fliache Gesamtfliache der Gefafle dividiert durch ROI
(relative vascular area)

um?/0,37 mm?*

pm’

%

Tabelle 5. Erklarung wesentlicher Begriffe fiir die GefdBanalyse (Hotspot, Microvessel density, Lymphatic vessel

density, Region of interest, Gesamtfliche der Gefalle, Mittlere Gefagrofe und relative Gefaflache)

Regeln zur Einzeichnung

Nach Ablauf des ersten Messdurchgangs wurden vom Untersucher Regeln zur Einzeichnung

festgelegt mit dem Ziel den Vorgang zu standardisieren.

1. Sind Gefidlle von der Region of interest (ROI) angeschnitten so werden die Gefédlle bis zur

ROI eingezeichnet.

einer AK III. Der Kreis umschlieit ein angeschnittenes Gefal3; der Pfeil zeigt auf das mit griiner Farbe nachge-

zeichnete Gefdl3. Die rote Linie zeichnet die ROI nach.
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2. GefaBe brauchen kein sichtbares Lumen.

Abb. 6. Regel Nr. 2 - Gefdl ohne Lumen. Gezeigt sind Gefdlle mit CD31 angeférbt von einem Hotspot einer AK

III. Der Pfeil zeigt auf das Gefal3, anschlieend auf das mit griiner Farbe nachgezeichnete Gefal. Die rote Linie
zeichnet die ROI nach.

3. Von der ROI ausgeschlossen werden die Epidermis sowie Talg- und Schweil3driisen, Horn-
perlen, Haare und Fettzellen welche, wenn zentral liegend, als eine "Insel mit Stiel" auszu-

schlieBen sind.

Abb. 7. Regel Nr. 3 - Beispiel fiir "Insel mit Stiel". Gezeigt sind Gefdle mit CD31 angefarbt von einem Hotspot
einer AK III. Der Pfeil zeigt auf den Stiel der auszuschlieBenden Struktur.
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4. Ein langs angeschnittenes Gefdl wird als ein Gefdl in seiner gesamten Grofle eingezeich-

net.

Abb. 8. Regel Nr. 4 - Grofles Gefall. Gezeigt sind Gefdle mit CD31 angefarbt von einem Hotspot einer AK III.
Der Pfeil zeigt auf das gesamte Gefdl3, anschlieBend auf das mit griiner Farbe nachgezeichnete Gefaf3. Die rote

Linie zeichnet die ROI nach.

Zu Beginn der computergestiitzten morphometrischen Analyse wurde die an das Mikroskop
angebaute Q-Imaging-Kamera bei einem Objektiv mit 10facher VergroBBerung mit Hilfe eines

Messobjekttriagers (Zeiss, Oberkochen) geeicht (1 Pixel = 0,341 pm).

Zunichst wurde der gesamte mit CD31 gefirbte Schnitt bei 40facher VergroBerung (10 x
Okular, 4 x Objektiv des Lichtmikroskops) vom Untersucher betrachtet. Von den drei gefal3-
reichsten Stellen im Schnitt (sog. "Hotspots") wurden je ein Bild, das die drei Farbkanile
verwendet (color (RGB), high resolution, Exposure: 0,05 Sekunden) bei 10facher Vergrof3e-
rung aufgenommen. Die MicroPublisher 3.3 RTV-Kamera nimmt Bilder mit einer Pixelgrof3e
von 3,4 um x 3,4 pm auf (Auflosung: 2048 Pixel x 1536 Pixel, BildgroBe: W: 699 um, H:
524 um). Somit hat jedes Bild eines Hotspots die GroBe von 0,37 mm”. Der Fokus wurde
hierbei manuell eingestellt, um das scharfstmogliche Bild zu erhalten. Die Bilder wurden di-
rekt auf den mit der Kamera verbundenen Macintosh Computer geladen. Sie konnten an die-
sem mit der Computer-Software ivision-Mac™ 4.5.0 (Biovision Technologies, Inc., Exton,
PA, USA) in deren Format (*.ipm) gespeichert und zur weiteren Analyse verwendet werden.
Jeder Hotspot bildet einen eindeutigen Ausschnitt ab, es kommt zu keiner doppelten Abbil-
dung von Gewebeabschnitten innerhalb der drei Hotspots. Da beim Betrachten der D2-40
gefarbten Schnitte keine Hotspots eindeutig zu identifizieren waren, wurden im Vergleich mit

der geoffneten Bilddatei der CD31-gefarbten Hotspots am Computer dieselben drei Hotspots
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am D2-40 gefdarbten Schnitt mit dem Mikroskop aufgesucht und in gleicher Weise fotografiert
(Abbildung 9). Von jedem Tumor wurden somit maximal sechs Hotspot-Bilder pro Mess-
durchgang gespeichert. Es wurde versucht drei Hotspots zu identifizieren, jedoch ergab die

GefdBanzahl in 34 der 188 Préiparate nur maximal zwei Hotspots (< 2).

Abb. 9. Hotspots (Hs) CD31 vs. D2-40. Gezeigt sind die Gefdlle, angefarbt mit CD31 und mit D2-40 in den je
drei Hotspots einer AK III. Es wurden die gleichen Stellen im D2-40-gefarbten Schnitt aufgesucht, die im CD31
gefarbten Schnitt als Hotspot identifiziert wurden.
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Auf jedem Bild wurden mit Hilfe des Stift-Tabletts zunichst alle GefdBe manuell vom Unter-
sucher in griiner Farbe nachgezeichnet und anschlieBend die ROI nach o. g. Regeln fiir die
Berechnung der relativen GefaB3fliche markiert (Abbildung 10 fiir CD31 und Abbildung 11
fiir D2-40). Darauf folgte die automatisierte morphometrische Analyse der GefaB3situation.

Abb. 10. Einzeichnung der Gefdfle und der ROI. Gezeigt sind die Gefdfle, angeférbt mit CD31 in den drei Hot-

spots einer AK III. Die Gefaf3e sind mit griiner Farbe nachgezeichnet, die ROI mit roter Farbe.
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Abb. 11. Einzeichnung der Lymphgefiafle und der ROI. Gezeigt sind die Geféle, angefarbt mit D2-40 in den drei
Hotspots einer AK III. Die Gefia3e sind mit griiner Farbe nachgezeichnet, die ROI mit roter Farbe.

Letztendlich wurden an insgesamt 1500 Bildern (3 Messdurchginge x 2 Hotspots x 34 Pri-
prate + 3 Messdurchgénge x 3 Hotspots x (188-34-10) Priparate); bei 10:"0") folgende vasku-

lare Parameter mit dem Programm "ivision-MacTM 4.5.0" gemessen:
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Tabelle 6 - Vaskuliare Parameter

Parameter Bezeichnung in der Software Einheit
"ivision-MacTM 4.5.0"

Hotspot * ipm 0,37 mm”

Microvessel density (MVD) Segment totals count /0,37 mm’

Lymphatic vessel density (LVD) Segment totals count /0,37 mm”

Gesamtflidche der Gefélle Total Area um?*/0,37 mm®

Mittlere GefaBgrofle Average Area pm’

Region of interest ROI Area pm’

Relative Geféalfliache % of ROI %

Tabelle 6. Vaskuldre Parameter mit ihrer Bezeichnung in der Software ivision-MacTM 4.5.0 und deren Einheit.

Der Mittelwert von gezihlten GefiBen pro Hotspot (hier mit einer Fliche von 0,37 mm?,
maximal drei Hotspots pro Tumor) entspricht der in Forschungsarbeiten oft verwendeten
MVD [119] bzw. bei Anfarbung der Lymphgefde der LVD und wird in dieser Arbeit fortan
so bezeichnet. Die Gesamtfliche der Gefille beschreibt die Summe der von allen Kreisen ein-
geschlossenen Fliachen in einem Hotspot, obgleich das Gefd3 quer oder lings angeschnitten
wurde. Die mittlere GefaBBgroBe berechnet sich aus der Gesamtflache der Geféale dividiert
durch die MVD bzw. LVD. Die relative Geféal3flache ergibt sich aus der Gesamtflache der
Gefale geteilt durch die ROI.

Die gewonnenen Zahlen wurden in Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA) iibertragen. Zusitzlich wurde die Anzahl der gefundenen Hotspots vermerkt. Abschlie-

Bend wurde ein Screenshot zur Sicherung der Einzeichnungen gemacht.

2.3.2 Statistik und Datenverarbeitung

Die Datenverarbeitung und statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von Microsoft
Excel, SPSS Statistical Software (IBM Deutschland GmbH, Ehringen) und R version 2.14.0
(The R Foundation for Statistical Computing, Wien). Es wurde je der arithmetische Mittelwert
des GefaBBparameters aus den Hotspots pro Priparat berechnet. Zur graphischen Darstellung
wurden die Softwareprogramme SPSS Statistical Software (IBM Deutschland GmbH, Ehrin-
gen) und Photoshop CS5 (Adobe Systems GmbH, Miinchen) verwendet.
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Zuverldssigkeit der Methode in den Messdurchgdngen (Intrarater-Reliability, Retest-Reliability)

Zur Bewertung, ob ein Messverfahren zuverlissig ist, wird die Retest-Reliabilitit anhand des
Intraklassenkorrelationskoeffizient (ICC) berechnet. Es wird eine Messung an der gleichen
Stichprobe mit der gleichen Methode zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt. Die Ergebnisse
dieser Messungen werden durch eine Varianzanalyse verglichen. Die Retest-Reliabilitdt be-
schreibt, inwiefern die Messwerte zu unterschiedlichen Messzeitpunkten variieren. Der ICC
kann einen Wert von 0 bis 1 annehmen, wobei sich die Zuverldssigkeit einer Methode durch
einen hohen ICC auszeichnet [148]. Jedes der Priparate wurde durch den gleichen Untersu-
cher drei Mal analysiert: Der erste Durchgang diente der Erprobung der Untersuchungs-
methode, um anschlieBend nach Regeln, die durch Messdurchgang eins ermittelt wurden, bei
Messdurchgang zwei und Messdurchgang drei vorzugehen, wobei sich die Durchginge zwei
und drei nicht signifikant voneinander unterschieden (Intraklassen Korrelationsanalyse, siche
Tabelle 7). Fiir die weitere Auswertung wurden die Mittelwerte der Messdurchgénge zwei und

drei verwendet.

Tabelle 7 - Intraklassenkorrelation

Mess- MVD/LVD Gesamtfldche der Gefile ROI

durchgang  1CC (95% CI) ICC (95% CI) ICC (95% CI)
1vs.2 0.9 (0.88-0.91) 0.95 (0.95-0.96) 0.78 (0.75-0.81)
1vs.3 0.9 (0.88-0.91) 0.96 (0.96-0.97) 0.77 (0.74-0.81)
2vs.3 0.93 (0.92-0.94)* 0.97 (0.97-0.98)* 0.93 (0.92-0.94)*

Tabelle 7. Vergleich der Messdurchgéinge (1,2,3) in Bezug auf die primér gemessenen vaskuldren Parameter
(MVD/LVD, Gesamtflache der GefdBle und der ROI). Gezeigt sind fiir die MVD/LVD, die Gesamtfliche der
GefiBe und die ROI der ICC und das dazugehorige 95%-Konfidenzintervall. Statistische Testung auf Uberein-
stimmung erfolgte mittels Intraklassenkorrelationsanalyse. Eine hohe Ubereinstimmung ist mit einem Stern

gekennzeichnet.

Auswertung der morphometrischen Gefdifsanalyse

Um einen Unterschied in der Angiogenese bei zunehmender Aggressivitit der Tumoren fest-
zustellen, wurden, als MaB fiir die Aggressivitit, die AK III mit den MB zundchst zusammen-
gefasst als Gruppe der SCC in situ und mit der Gruppe der invasiven SCC verglichen. Ver-
gleich der Haufigkeitsverteilung zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-

Immunsupprimierten erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test bei zwei nominalen Merkmalen (Ge-
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schlecht, Tumorklasse) und mittels exaktem Test nach Fisher bei mehr als zwei nominalen
Merkmalen (Tumor, Tumorlokalisation). Des Weiteren wurde auf statistische Unterschiede
zwischen Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten mittels Student t-Test bei
pseudo-Normalverteilung (Alter) getestet. Aulerdem wurde die Haufigkeitsverteilung zwi-
schen den unterschiedlichen Immunsupprimierten (Herztransplantierte [HTX], Knochenmark-
transplantierte [KTX], Lebertransplantierte [LTX], Nierentransplantierte [NTX] und mit un-
bekanntem Organ Transplantierte [OTX]) mittels exaktem Test nach Fisher bei mehr als zwei
nominalen Merkmalen (Tumor, Tumorklasse) und mittels Varianzanalyse (ANOVA) bei mehr
als zwei parametrischen Merkmalen (Alter bei Biopsie, Alter bei TX, Zeit: TX-Biopsie)
durchgefiihrt. Fiir alle Signifikanzpriifungen lag hier das Signifikanzniveau bei p < 0.05.

Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Tumoren innerhalb einer Gruppe sowie
zwischen den Gruppen (unabhdngige Stichproben) erfolgte mittels Student t-Test. Bei multip-
len Testen (n = 80, 12+12+12+12+16+16) wurde die Bonferronikorrektur vorgenommen [ 149,
150]. Das Signifikanzniveau lag unter Bonferronikorrektur zur Vermeidung von falsch positi-

ven Ergebnissen bei weniger als 0.000625 (p < 0.05/80 = p < 0.000625).

Zur Untersuchung, von welchen Einflussfaktoren die MVD bzw. LVD abhdngt und ob die
gefundenen signifikanten Unterschiede auch unabhingig von beeinflussenden StorgroBen

bestehen, wurde eine multivariate Regressionsanalyse durchgefiihrt.

2.4 Ubersicht der verwendeten Materialien und Geréte

Tabelle 8 - Allgemeine Losungen und Chemikalien

Losung/Chemikalie Hersteller
Formalin Solution 10 %, REF 3933 J.T. Baker, Center Valley, PA , USA
Pro Tags Clear (Xylol-Ersatz) Quartett, Immunodiagnostika und

Biotechnologie Vertriebs-GmbH, Berlin

Ethanol absolut Herbeta Arzneimittel, Berlin

H,0O, Merck KGaA, Darmstadt

Trishydroxylmethylaminomethan, ProTags, BIOCYC Gesellschaft fiir Bio-

(TRIS-Kochsalz-Puffer-Konzentrat) technologie und Recycling mbH & Co.KG,
Luckenwalde

0,05 M pH 7,6, 50x
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Tabelle 9 - Losungen und Chemikalien fiir die Imnmunhistochemie (LSAB)

Losung/Chemikalie

Hersteller

Stammlosung TRIS-Puffer 0,05 M pH 7,6
1:20

Target Retrieval Losung (CD31)
pH 6,1; S1699, 10x Concentrate 1:10

Target Retrieval Losung (D2-40)
pH 9,0; S2367, 10x Concentrate 1:10

Antikorper Losung 1
Antibody Diluent S3022

Briicken-AK (K0675 1+2)

Substrat Chromogen
(K3469 AEC + Highsensitivity)

ProTags, BIOCYC Gesellschaft fiir Bio-
technologie und Recycling mbH & Co.KG,
Luckenwalde

DakoCytomation GmbH, Hamburg

DakoCytomation GmbH, Hamburg

DakoCytomation GmbH, Hamburg

Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Tabelle 10 - Gerite und Materialien fiir die Inmunhistochemie (LSAB)

Geriat/Material

Hersteller

Mikrotom
Wasserbad (45 °C)
Super-frost-Plus-Objekttriger

Trockenschrank

Omnibus (Entparaffinierungsmaschine)

Dampfgarer

Kammer (Humidity Chamber)
Liquid-repellent Slide Marker Pen
Pipettierhilfe

Mayers Hdmalaunlosung

Deckgléser

Waissriges Eindeckmittel (Aquatex)

Microm, Reichert-Jung, Wetzlar
GFL, Burgwedel
R. Langenbrinck,

Labor- und Medizintechnik, Emmendingen
Memmert, Schwabach

Quartett, Immunodiagnostika und Biotech-
nologie Vertriebs-GmbH, Berlin

Braun, Kronberg/Taunus

Shandon Lipshaw, Pittsburgh, PA, USA
Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
Eppendorf, Hamburg

Merck KGaA, Darmstadt

Menzel Glaser, Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig

Merck KGaA, Darmstadt
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Gerat/Programm Hersteller

Computer Fujitsu Technology Solutions GmbH,
Charité Inv.-Nr: 000003098619

SAP Netware SAP AG, Walldorf

Tabelle 11 - Gerite und Materialien fiir die computergestiitzte Analyse

Gerét/Programm

Hersteller

Mikroskop Axiotech

Charité Inv.-Nr. 000003091890

Kamera, MicroPublisher 3.3
Model: MP3.3-RTV-CLR-10

Charité Inv.-Nr. 000003111153

QCapture™ Suite
Objekttrager mit Mikrometer
iMac

Stift tablet, intuos4
Photoshop CS5

ivision-Mac™4.5.0

(scientific Image Processing)

Microsoft Excel 14.2.3

SPSSStatistics 20.0.0
Statistical Software

R version 2.14.0

Zeiss, Oberkochen

QImaging, Surrey, BC, Canada

QImaging, Surrey, BC, Canada
Zeiss, Oberkochen

Apple Inc., Cupertino, CA, USA
Wacom, Krefeld

Adobe Systems GmbH, Miinchen

BioVision Technologies, Inc., Inc., Exton,
PA, USA

Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA

IBM Deutschland GmbH, Ehringen

The R Foundation for Statistical Compu-
ting, Wien, Osterreich
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der eingeschlossenen Patienten und deren Tumoren

Von den 94 eingeschlossenen Patienten konnten alle in die Datenanalyse einbezogen werden.

Es lagen insgesamt 23 invasive Plattenepithelkarzinome (SCC invasiv) sowie 71 Plat-

tenepithelkarzinome in situ (SCC in situ) vor, welche sich in 45 aktinische Keratosen Grad II1

(AK III) und 26 Morbus Bowen (MB) aufgliederten. Die Stichprobe setzte sich aus 34 nicht-

immunsupprimierten und 60 immunsupprimierten Patienten zusammen. Diese Gruppen unter-

schieden sich signifikant hinsichtlich ihres Alters (Student t-test, p < 0.001) und der Tumorlo-

kalisation (Exakter Test nach Fisher, p = 0.04). Nicht signifikant hingegen waren die Unter-
schiede in Bezug auf das Geschlecht (Chi-Quadrat, p = 0.65), die Tumorklasse (SCC invasiv
und SCC in situ; Chi-Quadrat, p = 0.07) und die einzelnen Tumoren (SCC invasiv, AK III und
MB; Chi-Quadrat, p = 0.19, siehe Tabelle 12).

Tabelle 12 - Charakteristika der Patientenpopulation

Immunsupprimiert

nein ja p-Wert

Gesamt [n] 34 60 -
Alter Jahre <0.001*

Mean 72 63

(95%—CI)  (68-76) (61-66)

Geschlecht [n] 0.65
m 29 49
w 5 11
Tumorklasse [n] 0.07
SCC in situ 22 49
SCC invasiv 12 11
Tumor [n] 0.19
AK TII 14 31
MB 8 18
SCC invasiv 12 11
Tumorlokalisation [n] 0.04*
Kopf 16 40
Oberkorper 15 12
Unterkorper 3 3
keine Angabe 0 5

Tabelle 12. Vergleich nicht-immun-
supprimierter und immunsupprimier-
ter Patienten hinsichtlich Alter, Ge-
schlecht, Tumorklasse, Tumor und
Tumorlokalisation. Gezeigt sind fiir
Geschlecht, Tumorklasse, Tumor und
Tumorlokalisation die absoluten
Anzahlen der Patienten, und fiir die
Altersverteilung der Mittelwert mit
zugehorigen 95% Konfidenzinter-
vall. Statistische Testung auf Unter-
schiede zwischen den Gruppen er-
folgte fiir das Geschlecht sowie die
Tumorklasse, mittels Chi-Quadrat-
Test, fiir den Tumor und die Tumor-
lokalisation (ohne ,keine Angabe®)
anhand des Exakten Test nach Fisher
und fiir das Alter durch den Student
t-Test.  Signifikante Unterschiede
(p <0.05) zwischen den Gruppen

sind mit einem Stern (*) gekenn-

zeichnet.
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An den lichtexponierten Arealen, wie Kopf und Oberkdrper fanden sich, unabhingig ob von
Immunsupprimierten oder nicht-Immunsupprimierten, 93 % der Tumoren. Die restlichen 7 %
entstanden im Bereich der Beine und Fiile (Unterkorper). Zwischen den einzelnen Tumor-
gruppen bestand kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Tumorlokalisation

(Exakter Test nach Fisher, p = 0.67, siche Tabelle 13).

Tabelle 13 - Lokalisation der Tumoren

SCCinsitu SCC  Gesamt Tabelle 13. Vergleich der SCC in situ (AK II und

invasiv MB) und der SCC invasiv in Bezug auf die Tumor-

'TIII( MB lokalisation (Kopf, Oberkorper, Unterkorper, keine

Kopf 2 3 1 =6 Angabe). Gezeigt sind fiir AK III, MB und SCC

invasiv die absoluten Anzahlen, sowie zusammen-

Oberkrper 1 10 6 27 fassend die Gesamtanzahl aller Tumoren. Statistische

Unterkérper 2 2 2 6 Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen

keine 3 1 1 5 erfolgte fiir die Tumorlokalisation (ohne ,.keine An-

Angabe gabe™) anhand des Exakten Test nach Fisher. Es
Gesamt 45 26 23 94 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Gruppe der immunsupprimierten Patienten (n = 60) folgte die dauerhafte Einnahme
der Immunsuppression aufgrund einer Organtransplantation, wobei 57 % nieren-, 27 %
herz-, 13 % leber- und 2 % knochenmarkstransplantiert waren. Bei 2 % fehlte die Angabe des
transplantierten Organs. Zwischen den Patienten der verschiedenen Transplantationsgruppen
zeigten sich signifikante Unterschiede in Bezug auf die Verteilung der Tumoren, in Bezug auf
das Alter bei der Biopsie, in Bezug auf das Alter bei der Transplantation und in Bezug auf die
Dauer der Immunsuppression (Exakter Test nach Fisher, p=0.02 ["Tumor"]; ANOVA,
p =0.001 ["Alter bei Biopsie"], p < 0.001 [Alter bei TX] und p = 0.002 ["Zeit: TX-Biopsie"]).
Im Hinblick auf die Tumorklasse unterschieden sich die Transplantationsgruppen nicht signi-

fikant (Exakter Test nach Fisher, p = 0.06 ["Tumorklasse"], siche Tabelle 14).

46



Ergebnisse

Tabelle 14 - Charakteristika der Immunsupprimierten (n = 60)

Art der Transplantation HTX KTX LTX NTX OoTX p-Wert
[n] 16 1 8 34 1 -
Tumorklasse [n] 0.06
SCC in situ 11 1 6 31 0
SCC invasiv 5 0 2 3 1
Tumor [n] 0.02*
AK III 10 0 4 17 0
MB 1 2 14 0
SCC invasiv 5 0 2 3 1
Alter bei Biopsie in Jahren 0.001*
Mean (95%CI) 66 (63-69) 48 63 (56-70) 62 (58-66) 77
Alter bei TX in Jahren <0.001*
Mean (95%CI) 58 (56-60) 46 58 (52-64) 53 (48-58) -
Zeit: TX-Biopsie in Jahren 0.002*
Mean (95%CI) 8 (6-11) 2 5(2-8) 9(7-12) -

Tabelle 14. Vergleich der Immunsupprimierten (Herztransplantierte [HTX], Knochenmarktransplantierte [KTX],
Lebertransplantierte [LTX], Nierentransplantierte [NTX] und mit unbekanntem Organ Transplantierte [OTX])
hinsichtlich der Tumorklasse, des Tumors, des Alters bei Biopsie, des Alters zum Zeitpunkt der Transplantation
[Alter bei TX] sowie der Zeitspanne von der Transplantation bis zur Biopsie [Zeit: TX-Biopsie]. Gezeigt sind fiir
Tumorklasse und Tumor die absoluten Anzahlen der Patienten; fiir Alter bei Biopsie, "Alter bei TX" und "Zeit:
TX-Biopsie" der Mittelwert mit zugehorigen 95% Konfidenzintervall. Statistische Testung auf Unterschiede
zwischen den Gruppen erfolgte fiir die Tumorklasse und den Tumor mittels Exakter Test nach Fisher und fiir
Alter bei Biopsie, "Alter bei TX" und "Zeit: TX-Biopsie" mittels ANOVA. Signifikante Unterschiede (p < 0.05)

zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

3.2 Statistische Auswertung der morphometrischen GeféaRanalyse

Eine Erkldrung der wesentlichen Begriffe zum Verstindnis der GefdBanalyse findet sich im
Methodenteil (Tabelle 5, Seite 34). Bei allen Priparaten der 94 eingeschlossenen Patienten,
jeweils angefarbt mit einem allgemeinen GefdBBmarker (CD31) sowie mit einem spezifischen
LymphgefaBmarker (D2-40), konnten die MVD, die LVD, die Gesamtfliche der Gefdlle und
die ROI manuell erhoben werden, um im Weiteren die mittlere GefaBBgroBe und die relative
Gefillflaiche automatisch durch die Software (ivision-MacTM 4.5.0) berechnen zu lassen.
Diese erhobenen Werte stimmten im zweiten und dritten Messdurchgang in hohem Malle
iiberein und es wurden fiir die weitere Auswertung die Mittelwerte des zweiten und dritten
Messdurchganges verwendet (Intraklassenkorrelationsanalyse: MVD/LVD [0.93], Gesamtfla-
che der Gefidie [0.97], ROI [0.93)).
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Vorab untersuchten wir, ob sich innerhalb der Gruppe der Immunsupprimierten oder der
Nicht-Immunsupprimierten ein Unterschied der Vaskularisierung zwischen AK III und invasi-
vem SCC (Krankheitskontinuum) messen ldsst. Wir verzichteten bewusst auf die Entitédt der
MB, um die Ergebnisse besser mit denen der Literatur vergleichen zu kénnen. Bei den Im-
munsupprimierten wiesen die invasiven SCCs um 32 % signifikant mehr Gefdlle pro Hotspot
(0,37 mm?) auf als die AK III (p =0.003). Unter Bonferronikorrektur war diese Zunahme
nicht signifikant. Des Weiteren war bei den Immunsupprimierten die Gesamtfliche der
GefdBe bei den invasiven SCCs um 45 % signifikant grofer als bei den AKIII
(p <0.000625). Bei der mittleren GefaBBgroBe und bei der relativen GefdBfliche kam es je zu
einer signifikanten Zunahme von AK III zu invasiven SCCs, diese hielten aber nicht unter
Bonferronikorrektur stand (siche Tabelle 15).

Tabelle 15 - Vaskularisierung der AK III und invasiven SCCs bei Immunsupprimierten
in der CD31-Firbung

MVD Gesamtflache der Mittlere Relative
in n/0,37 mm? GefiBe in pm?*/0,37 mm*  GefdBgroBe in um*  GeféBfliche in %

Tumor [n] Mean Mean Mean Mean

(95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI)
AK I 31 20,5 9707 507 5,02

(17,8-23,3) (8303-11 111) (440-575) (4,19-5,86)
SCC 11 30,2 17767 656 7,41
invasiv (22,5-37,7) (12 749-22 785) (529-782) (6,01-8,81)
p-Wert 0.003** <0.000625%%** 0.030* 0.004**

Tabelle 15. Vergleich der AK III und invasiven SCC von Immunsupprimierten hinsichtlich der MVD, der Ge-
samtflache der GeféaRe, der mittleren GefaRgrolie und der relativen GeféRflache in der CD31-Farbung. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit zugehdrigen 95% Konfidenzintervall der MVD (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der
GefaRe (um?), der mittleren GefaBgroRe (um?/0,37 mm?) und der relativen GefaRflache (%). Statistische Testung
auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Signifikante Unterschiede (p < 0.05)
zwischen den Gruppen sind mit *, hoch signifikante (p <0.01) mit ** und hochst signifikante Unterschiede
(p <0.001) mit *** gekennzeichnet. Der hier gekennzeichnete hochst signifikante Unterschied (¥**) war auch

unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.

Innerhalb der Nicht-Immunsupprimierten lie3 sich bei keinem der vaskuldren Parameter zwi-
schen AK III und invasivem SCC ein signifikanter Unterschied unter Bonferronikorrektur
(p <0.000625) nachweisen, es zeigte sich jedoch eine tendenzielle Zunahme aller vaskuldren

Parameter von AK III zu invasivem SCC (siche Tabelle 16).
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In der D2-40-Firbung konnte weder bei den Immunsupprimierten noch bei den Nicht-
Immunsupprimierten zwischen AK III und invasiven SCC ein signifikanter Unterschied ge-
messen werden. Die Lymphgefa3parameter der AK III lagen diskret unter denen der invasiven
SCCs (je p > 0.05), so dass auf eine Darstellung der Tabellen verzichtet wurde.

Tabelle 16 - Vaskularisierung der AKIII und invasiven SCCs bei Nicht-
Immunsupprimierten in der CD31-Firbung

MVD Gesamtflache der Mittlere Relative
inn/0,37 mm*>  GefiBe in pm%0,37 mm>  GefiBgroBe in pm*  GefiBfliche in %

Tumor [n] Mean Mean Mean Mean

(95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI)
AKIII 14 30,3 14 871 501 8,48

(25,1-35,5) (11911-17 831) (410-592) (6,16-10,80)
SCC 12 34,4 21 638 634 8,97
invasiv (29,0-39,7) (17 780-25 497) (529-738) (7,80-10,15)
p-Wert 0.27 0.005%* 0.053 0.71

Tabelle 16. Vergleich der AK IIT und invasiven SCC von Nicht-Immunsupprimierten hinsichtlich der MVD, der
Gesamtflache der GefaRe, der mittleren GefaRgrofe und der relativen Gefaliflache in der CD31-Féarbung. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit zugehorigen 95% Konfidenzintervall der MVD (n/0,37 mm?), der Gesamtflache
der GefaRe (um?), der mittleren GefaRgréRe (um?/0,37 mm?) und der relativen GefaBflache (%). Statistische
Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Hoch signifikante Unterschiede
(p <0.01) zwischen den Gruppen sind mit ** gekennzeichnet. Der hier gekennzeichnete hoch signifikante Un-

terschied (**) war unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.

3.2.1 Vaskulare Parameter der epithelialen Hauttumoren und deren Vorstufen in der CD31-
Farbung

Zunichst wurden mit Blick auf die Aggressivitdt die AK III und MB als Gruppe der SCC
in situ zusammengefasst zum Vergleich mit den invasiven SCCs. Die MVD der SCCs in situ
bei den Patienten mit Immunsuppression wies einen um 29 % signifikant niedrigeren Mittel-
wert von 21,3+10,4 GefaRen pro Hotspot (0,37 mm?) auf als die Patienten ohne Immunsupp-
ression mit 30,1+11,5 Gefallen/0,37 mm? (t-Test, p <0.000625). Dieser Unterschied blieb
auch unter Bonferronikorrektur signifikant. Die MVD der invasiven SCCs war bei den Im-
munsupprimierten  (30,2+17,1/0,37 mm?) um 12% niedriger als die der Nicht-
Immunsupprimierten (34,4+12,6/0,37 mm?). Dieser Unterschied war nicht signifikant (t-Test,
p = 0.344). Die MVD der AK III war bei den Patienten mit Immunsuppression mit einem Mit-
telwert von 20,5+10,8/0,37 mm? um 30 % signifikant niedriger als bei denen ohne Immun-
suppression mit 30,3+13,4/0,37 mm? (t-Test, p = 0.001), jedoch hielt dieser p-Wert nicht unter
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Bonferronikorrektur stand. Hinsichtlich der MVD der MB zeigten die Immunsupprimierten
einen um 24 % signifikant niedrigeren Mittelwert von 22,6+9,7/0,7 mm? als die Nicht-
Immunsupprimierten mit einem Mittelwert von 29,7+7,6/0,37 mm? (t-Test, p = 0.013). Dieser

Unterschied war jedoch nicht signifikant unter Bonferronikorrektur.

Die Gesamtfliche der GefiBe der SCCs in situ bei Patienten mit Immunsuppression
(11 12946717 ;,Lm2 pro Hotspot) war um 32 % signifikant kleiner als bei den Patienten ohne
Immunsuppression (16 305+8012 um2/0,37 mm?, t-Test, p <0.000625), auch unter Bonferro-
nikorrektur. In Bezug auf die Gesamtfliche der Gefdle der invasiven SCCs zeigte sich bei
den Immunsupprimierten eine um 18 % kleinere Fliche (17 767+11 318 um?/0,37 mm?) als
bei den Nicht-Immunsupprimierten (21 6839137 um?®/0,37 mm?, t-Test, p = 0.207). Bei der
Gesamtfliche der Gefdfle der AK III lieB sich bei den Immunsupprimierten eine um 34 %
signifikant kleinere Fliche (9707+5528 pm?%/0,37 mm?®) als bei den Nicht-Immun-
supprimierten messen (14 871+7633 pm?*/0,37 mm?, t-Test, p = 0.003). Ebenso waren bei der
Gesamtfliche der GefdBle der MB bei den Immunsupprimierten um 28 % signifikant kleinere
Flichen (13 577+7867 um?/0,37 mm”) messbar im Vergleich zu den Nicht-
Immunsupprimierten (18 816+8282 um?/0,37 mm’, t-Test, p = 0.034). Die Gesamtflichen der
Gefiafle der AK III, MB und invasiven SCCs unterschieden sich zwischen den Vergleichs-

gruppen unter Bonferronikorrektur jedoch nicht signifikant.

Im Hinblick auf die mittlere GefaBBgroBe zeigte sich fiir alle Tumoren kein signifikanter Un-
terschied zwischen den Patienten mit Immunsuppression und denen ohne Immunsuppression
(jeweils t-Test, alle p > 0.05). Jedoch sind bei der mittleren GefaBBgroBe der SCCs in situ und
MB bei Immunsupprimierten eine Tendenz in Richtung kleinere (SCC in situ: 552+280 pm’
vs. 570+£312 pm?*; MB: 6294289 um? vs. 691+395 um?) und bei invasiven SCCs und AK III
bei Immunsupprimierten eine Tendenz in Richtung groBere Werte erkennbar (SCC invasiv:

656+286 pm® vs. 6344248 um?; AK III: 5074266 pm? vs. 5014234 um?).

Die relative GefaB3flache der SCC in situ war bei Patienten mit Immunsuppression im Mittel
um 2,4 % signifikant niedriger als bei Patienten ohne Immunsuppression (t-Test, p =0.001).
Dieser p-Wert hielt unter Bonferronikorrektur nicht stand. Die relative Gefal3flache der inva-
siven SCCs war bei Immunsupprimierten um 1,6 % geringer als bei den Nicht-
Immunsupprimierten (t-Test, p = 0.083). Bei der relativen GefaB3flache der AK III zeigten die
Patienten mit Immunsuppression um 3,5 % signifikant niedrigere Werte (t-Test, p = 0.007),

dieser Unterschied war unter Bonferronikorrektur nicht mehr signifikant. Bei der relativen
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Gefiliflaiche der MB bei Immunsupprimierten zeigten sich niedrigere Werte als bei Patienten

ohne Immunsuppression (p = 0.519).

Die einzelnen vaskuldren Parameter sind fiir Tumorklassen (Abbildung 12a-d) und Tumoren

(Abbildung 13a-d) der Vergleichsgruppen in den folgenden Boxplots fiir CD31 dargestellt.
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Abb. 12a-d. Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Microves-
sel density (a), der Gesamtflache der Gefalie (b), der mittleren GefallgroRe (c) und der relativen Gefaiflache (d)
der Tumorklassen (SCC in situ, SCC invasiv) in der CD31-Farbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der Microves-
sel density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaRe (um?/0,37 mm?), der mittleren GefaBgrofe (um?) und der
relativen Gefalflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs. Immunsupprimiert). Statistische
Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Signifikante Unterschiede
(p < 0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*), hoch signifikante (p < 0.01) mit zwei (**) und hochst
signifikante Unterschiede (p < 0.001) mit drei Sternen (***) gekennzeichnet. Die hier gekennzeichneten hochst

signifikanten Unterschiede (***) waren auch unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.
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Abb. 13a-d. Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der
Microvessel density (a), der Gesamtflache der GefaRe (b), der mittleren GefaRgrofie (c) und der relativen
Gefalflache (d) der einzelnen Tumoren (AK Ill, MB, SCC invasiv) in der CD31-Féarbung. Gezeigt sind die
Mittelwerte der Microvessel density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaBe (um?%0,37 mm?), der mittleren
GefaRgroBe (um?) und der relativen GefaRflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs.
Immunsupprimiert). Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test.
AusreifRer sind mit einem weiRen Kreis gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante
Unterschiede (p < 0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*), hoch signifikante (p <0.01) mit zwei
(**) und hochst signifikante Unterschiede (p < 0.001) mit drei Sternen (***) gekennzeichnet. Der hier gekenn-

zeichnete hochst signifikante Unterschied (***) war auch unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.
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3.2.2 LymphgeféaBparameter der epithelialen Hauttumoren und deren Vorstufen in der
D2-40-Farbung

Unter Anféarbung mit dem LymphgefaBBmarker D2-40 zeigte sich die LVD der SCCs in situ
von immunsupprimierten Patienten mit einem Mittelwert von 5,1+2,8 Gefdllen pro Hotspot
um 12% niedriger als bei denen ohne Immunsuppression mit 5,8+3/0,37 mm? (t-test,
p=0.191). Hingegen war die LVD der invasiven SCCs von Immunsupprimierten um 8 %
hoher (6+2,5/0,37 mm?) als die von Nicht-Immunsupprimierten (5,5+2,1/0,37 mm?, t-Test,
p = 0.405). Bei der LVD der AK III fanden sich um 6 % niedrigere und bei der LVD der MB
um 20 % signifikant niedrigere Werte bei den Immunsupprimierten als bei den Nicht-
Immunsupprimierten (AK 111: 4,9+3,1/0,37 mm? vs. 5,2+3,4/0,37 mm?, t-Test, p = 0.686;
MB: 5,4+2,1/0,37 mm? vs. 6,8+2/0,37 mm? t-Test, p = 0.033). Die Unterschiede hinsichtlich
der LVD zwischen den Immunsupprimierten und den Nicht-Immunsupprimierten waren unter

Bonferronikorrektur nicht signifikant.

In Bezug auf die Gesamtfldche der Gefdlle wiesen die SCCs in situ bei Patienten mit Immun-
suppression eine um 26 % signifikant kleinere Flache (3676+3115 um?*/0,37 mm?) auf als bei
den Patienten ohne Immunsuppression (4968+3224 um?/0,37 mm?, t-test, p = 0.025). Die
Gesamtflache der Gefille der invasiven SCCs bei Immunsupprimierten zeigte einen um 38 %
kleineren Mittelwert von 3656+2156 pm*/0,37 mm® als bei Nicht-Immunsupprimierten
(5849+4927 um?/0,37 mm?, t-test, p = 0.056). Ebenfalls war die Gesamtfliche der GefiBe der
AK IIT von Patienten mit Immunsuppression (31342504 um*/0,37 mm?®) um 27 % signifi-
kant kleiner als bei Patienten ohne Immunsuppression (4267+2510 um?/0,37 mm?®, t-test,
p =0.05). Auch die Gesamtfliche der Gefdlle der MB von Immunsupprimierten hatte einen
um 26% kleineren Mittelwert (4610+3815 um?/0,37 mm?) als von Nicht-Immunsupprimierten
(6195+3991 um2/0,37 mmz, t-test, p = 0.179). Diese Unterschiede zwischen den Immunsupp-
rimierten und den Nicht-Immunsupprimierten in Bezug auf die Gesamtfldche der Gefalle er-

reichten jedoch keine statistische Signifikanz unter Bonferronikorrektur.

Hinsichtlich der mittleren Gefdl3groBBe der SCCs in situ wurde bei den Immunsupprimierten
ein um 26 % niedrigerer Mittelwert von 760+715 pm? als bei den Nicht-Immunsupprimierten
(10244793 um?) gemessen (t-test, p=0.051). Die mittlere GefiBgroBe der invasiven SCCs
war von Patienten mit Immunsuppression im Mittel um 40 % signifikant niedriger
(708+364 pm?) als von Patienten ohne Immunsuppression (1177+888 pm?, t-test, p = 0.024).
Auch bei der mittleren Gefdf3grofe der AK III zeichnete sich ein um 32 % niedrigerer Mittel-
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wert bei den Immunsupprimierten (692+744 um?) im Vergleich zu den Nicht-
Immunsupprimierten (1016+833 um?, t-test, p = 0.068) ab. Die mittlere GefiigroBe der MB
war um 15 % niedriger bei den Patienten mit Immunsuppression (878+655 um?) als bei den
Patienten ohne Immunsuppression (1039+745 um?, t-test, p = 0.437). Trotz der sich abzeich-
nenden Tendenz von niedrigeren Werten bei den Immunsupprimierten unterschieden sich alle
mittleren  Gefdfligrofen  zwischen den  Immunsupprimierten und den  Nicht-

Immunsupprimierten nicht signifikant unter Bonferronikorrektur.

Im Hinblick auf die relative Gefal3fliche der SCCs in situ der Patienten mit
Immunsuppression zeigte sich ein um 0,3% niedrigerer Mittelwert als bei den Patienten ohne
Immunsuppression (t-Test, p=0.362). Die relative GefdaBfliche der invasiven SCCs der
Immunsupprimierten zeigte einen um 1,09 % signifikant kleineren Mittelwert als die von
Nicht-Immunsupprimierten mit 2.7£2,07 % (t-Test, p = 0.025). Dieser Unterschied erreichte
keine statistische Signifikanz unter Bonferronikorrektur. Bei der relativen GefaBfliche der
AK IIT lieB sich ein um 0,37 % kleinerer Mittelwert bei den Patienten mit Immunsuppression
im Vergleich zu den Patienten ohne Immunsuppression nachweisen. Dieser Unterschied war
nicht signifikant (t-Test, p = 0.407). Die relative Gefal3fliche der MB der Immunsupprimier-

ten unterschied sich um 0,19 % von den Nicht-Immunsupprimierten (t-Test, p = 0.693).

Fiir D2-40 sind die einzelnen vaskuldren Parameter fiir Tumorklassen (Abbildung 14a-d) und

Tumoren (Abbildung 15a-d) in den folgenden Boxplots dargestellt.
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Abb. 14a-d. Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Lymphatic
vessel density (a), der Gesamtflache der GefaRe (b), der mittleren GefalRgroRe (c) und der relativen GefaRflache
(d) der Tumorklassen (SCC in situ, SCC invasiv) in der D2-40-Féarbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Lymphatic vessel density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaRe (um?/0,37 mm?), der mittleren GefaRgroRe
(um?) und der relativen GefaRflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-lmmunsupprimiert vs. Immunsuppri-
miert). Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Ausreifler
sind mit einem weifl3en Kreis gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante Unterschie-
de (p<0.05) zwischen den Gruppen sind einem Stern (*) gekennzeichnet. Die hier gekennzeichneten

signifikanten Ergebnisse (*) waren unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.
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Abb. 15a-d. Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Lymphatic
vessel density (a), der Gesamtflache der GefaRe (b), der mittleren GefalgrdRe (c) und der relativen Gefalkflache
(d) der einzelnen Tumoren (AK Ill, MB, SCC invasiv) in der D2-40-Farbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Lymphatic vessel density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaBe (um?), der mittleren GefaRgroRe
(um?/0,37 mm?) und der relativen GefaRflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs.
Immunsupprimiert). Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test.
AusreilRer sind mit einem weiRen Kreis gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante
Unterschiede (p <0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die hier

gekennzeichneten signifikanten Ergebnisse (*) waren unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.
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3.2.3 Multivariate Regressionsanalyse fir die MVD (CD31) und LVD (D2-40)

Da die MVD bzw. LVD etablierte, verldssliche Parameter in der Angiogeneseforschung sind
[94, 121], sollten im nédchsten Schritt fiir die MVD bzw. LVD unabhingige Einflussfaktoren
determiniert werden. In einer multivariaten Regressionsanalyse wurde untersucht von wel-
chen Einflussfaktoren die MVD bzw. LVD abhingen. Es stellte sich die Frage, ob die gefun-
denen signifikanten Unterschiede der MVD bzw. LVD zwischen den immunsupprimierten
und nicht-immunsupprimierten Patienten auch unabhidngig von beeinflussenden Storgréfen
wie Gruppenunterschiede in Alter, Geschlecht, Tumorklasse, Tumor oder Tumorlokalisation

bestehen.

Die multivariate Regressionsanalyse identifizierte die Immunsuppression, das Geschlecht und
die Tumorklasse (in situ oder invasives SCC) als signifikanten Einflussfaktor auf die MVD
(CD31-Fiarbung). Das Alter, die unterschiedlichen Tumoren innerhalb der Klasse und die
Exzisionsstelle nahmen keinen signifikanten Einfluss auf die MVD. Auf die LVD (D2-40-
Farbung) lieB sich iiberhaupt kein signifikanter Einfluss durch die untersuchten klinischen
Charakteristika nachweisen. Tabelle 17 zeigt den Einfluss der einzelnen klinischen Charakte-

ristika des Patientenkollektives auf die GroB3e der MVD oder LVD.
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Tabelle 17 - Abhangigkeiten der MVD und LVD - Multivariate Regressionsanalyse

Charakteristika MVD (CD31) LVD (D2-40)
[n] n/0,37 mm?  p-Wert n/0,37 mm?  p-Wert
Gesamt 94
Immunsupprimiert <0.001* 0.35
nein 34 31,6 5,65
ja 60 22,9 5,24
Alter (Jahre) 0.47 0.81
3645 2 50,2 7,33
46-55 16 19,6 5,34
56-65 18 23,9 4,63
66-75 41 27,3 5,67
76-85 15 26,3 5,42
86-95 2 45,3 4,67
Geschlecht 0.006* 0.67
m 78 27,5 5,40
W 16 19,3 5,32
Tumorklasse 0.007* 0.47
SCC in situ 71 24,0 5,28
SCC invasiv 23 324 5,73
Tumor 0.27 0.07
AK III 45 23,6 4,98
MB 26 24,8 5,80
SCC invasiv 23 32,4 5,73
Tumorlokalisation 0.30 0.21
Kopf 56 25,0 5,05
OK 27 29,6 6,06
UK 6 25,7 5,53
keine Angabe 5 19,7 5,45

Tabelle 17. Untersuchung der Einflussgroflen auf die MVD (CD31) und auf die LVD (D2-40) hinsichtlich des
Status der Immunsuppression, Alter, Geschlecht, Tumorklasse, Tumor und Tumorlokalisation. Gezeigt sind fiir
Geschlecht, Alter (nach Einteilung in Klassen), Tumorklasse, Tumor und Tumorlokalisation die absoluten An-
zahlen der Patienten und jeweils der zugehdrige Mittelwert der MVD (n/0,37 mm?) und der LVD (n/0,37 mm?).
Statistische Testung auf die Stirke des Einflusses fiir die MVD und die LVD erfolgte fiir den Status der Immun-
suppression, die Altersklassen, das Geschlecht, die Tumorklasse, die einzelnen Tumoren sowie die Tumorlokali-
sation (ohne ,.keine Angabe‘) mittels multivariater Regressionsanalyse. Signifikante Unterschiede (p < 0.05)

zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.



Diskussion

4  Diskussion

Immunsupprimierte weisen im Vergleich mit Nicht-Immunsupprimierten eine 65-200fach
hohere Inzidenz an Plattenepithelkarzinomen (SCCs) auf [50, 85]. Die SCCs von Immun-
supprimierten weisen ein schnelles und aggressives Wachstumsverhalten auf [49, 51, 52].
Diese Arbeit hatte zum Ziel zu beschreiben, ob Unterschiede in der Vaskularisierung, speziell
auch der Lymphgefifle, im Rahmen der Tumorgenese der SCCs zwischen Patienten mit Im-
munsuppression und ohne Immunsuppression messbar sind, welche einen Hinweis auf eine

verdnderte Tumorgenese von Immunsupprimierten geben.

Zusammensetzung der Patientenkollektivs

60 SCCs von Immunsupprimierten wurden mit 34 SCCs von Nicht-Immunsupprimierten
verglichen. Die statistische Testung auf Unterschiede zeigte, dass die Gruppen homogen und
vergleichbar sind, da keine Unterschiede in Bezug auf Geschlecht, Tumorklasse und Tumoren
bestehen (Tabelle 13). Jede Vergleichsgruppe weist mehr Méanner als Frauen auf. Mit Blick
auf SCCs ist das minnliche Geschlecht ein bekannter Risikofaktor [59], hierfiir sind der un-
terschiedliche Kopfbehaarungstyp und die hohere Sonnenlichtexposition im beruflichen und
privaten Bereich verantwortlich [18]. Hinzu kommt, dass generell mehr Méanner ein Trans-
plantat empfangen [151]. Die Immunsupprimierten waren um 9 Jahre signifikant jlinger als
die Nicht-Immunsupprimierten. Das Risiko unter Immunsuppression frither an einem SCC zu
erkranken, deckt sich mit den Angaben in der Literatur [49, 51, 52]. Abhédngig vom Alter zum
Zeitpunkt der Transplantation tritt ein Hauttumor im Alter von 40 Jahren nach 8 Jahren auf,
hingegen bei iiber 60-Jdhrigen schon nach 3 Jahren [49]. Bei den Herztransplantierten in un-
serer Studie (n = 16) traten die SCCs (in situ oder invasiv) nach 611 Jahren auf. In der Lite-
ratur finden sich Angaben, dass sich das erste SCC im Mittel 2,5 Jahre nach der Herztrans-
plantation ereignet [51]. Bedingt vergleichbar sind die Daten, da in unserem retrospektivem
Studiendesign nicht erfassbar war, ob es sich um ein Erstereignis des SCCs handelt. Der signi-
fikante Unterschied zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten im
Hinblick auf die Tumorlokalisation ist moglicherweise auf die ungleiche Gruppengrélle zu-
riickzufiihren. Die einzelnen Tumoren zeigten unabhédngig von der Immunsuppression eine fiir

die SCCs typische Verteilung entlang der Sonnenterrassen [45, 49].
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Unter den Immunsupprimierten sind die Nierentransplantierten am stdrksten vertreten, ver-
gleichbar mit den Zahlen der Deutschen Stiftung Organtransplantation (DSO) aus dem Jahr
2012 [33]. In der Literatur bilden die Nierentransplantierten die hdufigste Untersuchungs-
gruppe ab, da mit der Dauer der Immunsuppression und der Sonnenexposition das Risiko fiir
ein SCC ansteigt und die Nierentransplantierten lange genug leben um ein SCC zu entwickeln
[53]. Aufgrund der ungleichen Gruppengrofen der verschiedenen Transplantationsgruppen
bietet sich lediglich ein Vergleich zwischen Nieren- und Herztransplantierten an. Die Grup-
penzahl der Leber- und Knochenmarktransplantierten ist zu klein. Der signifikante Unter-
schied zwischen den Transplantationsgruppen beziiglich der "Tumoren" ist auf die unverhélt-
nisméBig hohe Anzahl der Morbus Bowen (MB) bei den Nierentransplantierten zuriick-
zufiihren. In dieser Studie traten die invasiven SCCs am héufigsten bei den Herztransplantier-

ten auf, was sich durch das intensivere immunsuppressive Regime erkldren ldsst [49, 83—85].

4.1 Computergestutzte Bildanalyse zur Quantifizierung der GeféalRe und deren Anwendbar-

keit bei epithelialen Hauttumoren

Evaluation der Methode zur Quantifizierung der Vaskularisierung und deren Anwendbarkeit

bei SCCs der Haut

Wir entschieden uns fiir die MVD-Methode, da diese Methode sich als morphologischer
Goldstandard [94, 121] fiir die Messung der Angiogenese bei zahlreichen Tumoren etabliert
hat [120]. Generell gibt es bei der MVD-Methode zwei subjektive Schritte, die stark vom Un-
tersucher abhingen: Erstens die Auswahl der Hotspots und zweitens die Entscheidung, ob es
sich um ein zusammenhédngendes oder zwei einzelne Gefde handelt [127]. Der zweite
Schritt, die Entscheidung, ob es sich um ein oder zwei Gefa3e handelt, wird bei der Chalkley-
Methode vermieden. In der Literaturrecherche finden sich etwa 50 mal so viele Arbeiten, die
original oder in einer computergestiitzten Form die MVD-Methode [119] angewendet haben
als Arbeiten, die die Chalkley-Methode [126] verwendet haben. Das beweist nicht die Rich-
tigkeit der MVD-Methode, ist aber ein Beweis fiir deren Praktikabilitit. Ware das Chalkley-
Gitternetz (fiir das Okular oder den Computer) frei verfiigbar, wiirde die Methode nicht nur in
der Forschung, sondern auch in der alltidglichen Routinediagnostik moglicherweise mehr An-
wendung finden. Die Ubertragung des Chalkley-Okular-Gitternetzes auf den Computer zeigt
die computergestiitzte Weiterentwicklung dieser Methode [152]. Zukunftsweisend wire eine

computergestiitzte Methode mit einem standardisierten Algorithmus in Verbindung mit
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Wholescan-slide-Automaten, welche derzeit aufgrund vergleichsweise unwirtschaftlicher
Kosten in der Forschungspraxis scheitert [129]. Ein Wholescan-slide-Automat wiirde die
Angiogenese des gesamten Tumors erfassen und nicht nur die Angiogenese in einem histolo-
gischen Schnitt. In der eigenen Studie lie3 sich die komplett automatische Quantifizierung der
Gefille durch die Software nicht umsetzen, da der Grenzbereich zwischen nicht-endothelialen
Strukturen und Endothelzellen nicht eindeutig genug war, so dass eine manuelle Korrektur

notwendig gewesen wire.

Der erste subjektive Schritt, den beide Methoden (MVD, Chalkley) gemeinsam haben, ist die
Auswahl des Hotspots im histologischen Schnitt. Klinisch kann die aktinische Feldkanzerisie-
rung auch durch Teleangiektasien und ein flichiges Erythem imponieren [153]. Bei den
AK IIT miisste man sich im Sinne der aktinischen Feldkanzerisierung [7] bei der Anwendung
der MVD-Methode fragen, inwiefern die Angiogenese lokal und tumorgebunden an der
AK III auftritt oder ob sich Hotspots in der gesamten aktinisch geschidigten Haut finden las-
sen wiirden. Das Zdhlen der identifizierten Gefdfle kann durch den Menschen (Fehlerquelle)
oder in unserer computergestiitzten Methode nach manueller Markierung automatisch durch

den Computer erfolgen.

Auswahl der immunhistochemischen Marker

Welcher der geeignetste immunhistochemische Marker zur Darstellung der Gefaf3e ist, wird
kontrovers diskutiert [154]. Unsere Forschungsgruppe hatte gute Erfahrungen mit den Mar-
kern CD31 und D2-40 gemacht, diese waren zu Beginn der Studie in unserem Labor verfiig-
bar. In der eigenen Studie zeigten CD31 und D2-40 ein exzellentes Ergebnis mit positiver
Anfarbung der Zielstruktur ohne unspezifische Hintergrundfdarbung, welches die Durchfiih-
rung der computergestiitzten Bildanalyse der GefaB3e ermdglichte. Das weit verwendete CD31
ist ein spezifischer und sensitiver Marker fiir Endothelzellen, der in zahlreichen Arbeiten bei
der Durchfiihrung der MVD-Methode erfolgreich eingesetzt wurde [155—-158]. Mittlerweile
wird dem neueren anti-CD105 Antikorper (Endoglin) eine groBere Aussagekraft fiir aktiv
proliferierendes Endothelgewebe [121] in der Tumorneoangiogenese zugesprochen [159].
CDI105 ist ein homodimeres Membranglykoprotein auf Endothelzellen, welches ein zusitzli-
cher Rezeptors fiir Transforming growth factor-f3 (TGF-B) ist [160]. Es gibt neuere Arbeiten,
die den Quotienten aus der MVD von CD105 zu CD31 bestimmen: Pastushenko ef al. malen

bei Patienten ohne Immunsuppression signifikant mehr Gefdlle bei SCCs im Vergleich zu
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BCCs (CD31 und CD105; je Chalkley), aber die SCCs wiesen einen geringeren Anteil an
proliferierenden Gefaflen (Quotient CD105/CD31) auf. Sie formulierten daher die Hypothese
einer Angiogenese der SCCs per Intussuszeption, welche nicht von proliferierenden Endothel-

zellen abhéngt und dadurch schneller und 6konomischer sei als die Aussprossung [161].

Validitdt des Messverfahrens fiir die Fldche eines Gefdffes (2D- vs. 3D-Verfahren)

Es stellt sich die Frage, inwiefern man in einem histologischen Schnitt mit einem 2D-
Verfahren eine differenzierte Aussage zur einnehmenden Fliche der Gefdle eines Tumors
treffen kann. Anhand der Gefaf3fliche, der mittleren Gefdl3groBBe und der relativen Geta3fla-
che mochte man eine vergleichbare Zahl zur Qualitit der Gefdle (GroBe, Form, Volumen)
erhalten, die in ihrer Validitét her fraglich sind. In einer 3D-Analyse wire das Gefd3 mit sei-
nem Volumen als Ganzes erfassbar, und somit wiren diese Parameter (Gesamtfliche der Ge-
falle, mittlere GefaBBgrofle, relative Gefalifliche) verldsslicher zu vergleichen. Der Winkel, in
dem das Gefdl3 in seinem verzweigten Verlauf geschnitten wird, ist variabel. Wenn ein sich
verzweigendes Gefd3 so geschnitten wird, dass es als ein ganzes wahrgenommen wird, trifft
man falsche Aussagen zum Durchmesser. Dies betrifft zwar jeden Schnitt, so dass der Fehler
bei jedem Schnitt in gleichem Malle begangen wurde, dennoch sind viele Variablen im Pro-
zess, die nicht kontrollierbar sind. Um beim multiplen Testen die Family wise error rate zu
kontrollieren, fand die Bonferronikorrektur [149, 150] Anwendung und fiihrte zur Senkung
des Signifikanzniveaus (p <0.05/80 durchgefiihrte Tests =p <0.0006125). Somit war die
Gefahr fdlschlich signifikant bezeichneter Ergebnisse (inflationédr viele signifikante Unter-
schiede) an die Anzahl der durchgefiihrten Tests (n = 80) adjustiert. Die Gesamtflaiche der
GefdBe ist ein Parameter, der feine morphologische Unterschiede der Gefdfle bei gleichblei-
bender Anzahl friih detektieren kann. Abhéngig davon, wie das Gewebe in Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet wurde, konnen die Gefd3e unterschiedlich stark komprimiert sein.
AuBerdem besteht eine Differenz in der Flache von ldngs- zu quergeschnittenen Gefdflen. Das
Verhéltnis von ldngs- zu quergeschnittenen Gefdlen in der Verteilung ist kein Kriterium bei
der Auswahl der Hotspots. In die Berechnung der mittleren Gefd3gro3e und der relativen Ge-
faBflache geht die Gesamtfldche ein. Daher sind auch die mittlere Gesamtgrof3e und die rela-
tive Geféallfliche in ihrer Aussagekraft fraglich. Da eine Manipulation der Ergebnisdarstellung
vermieden werden sollte, wurden alle Parameter im Ergebnisteil gezeigt und die Bonferroni-

korrektur durchgefiihrt.
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4.2 Vergleich der Vaskularisierung der epithelialen Hauttumoren und deren Vorstufen

In der weiteren Diskussion wird der Fokus vor allem auf die MVD und LVD gelegt, da diese
etablierte, verldssliche Parameter in der Angiogeneseforschung sind [94, 121]. Bei der MVD
geht die absolute Anzahl der Gefdfle ein ohne Einfluss der variablen Morphe von Gefaf3en.
Eine hohe MVD beim Mamma-, Prostata-, nicht kleinzelligen Lungen-, Ovarial-, Zervix-,
Endometrium-, Blasen-, Nieren-, Gallenblasenkarzinom, malignen Melanom, multiplen
Myelom, hepatozelluldren und hepatobilidren Karzinom sowie bei SCCs von Kopf- und Hals-
bereich, ZNS-Tumoren, gastrointestinalen Tumoren und testikuldren Keimzelltumoren korre-
liert mit einem beschleunigten, aggressiven Tumorwachstum, welches zu einem kiirzeren re-
zidivfreiem Uberleben und kiirzerem Gesamtiiberleben fiihrt [120]. Dennoch gibt es auch
Arbeiten die zu widerspriichlichen Ergebnissen kamen. Herbst ef al. fanden bei Nierenzell-
karzinomen mit einer computergestiitzten MVD-Methode (CD31, Weidner) heraus, dass eine
niedrige MVD mit einem hohem Malignitéitsgrad (ansteigendem nuclear grade und prolifera-
tiver Aktivitit), verkiirztem rezidivfreien Uberleben und hoher Metastasierung korrelierte

[162].

4.2.1 Vergleich des Angiogenic switch innerhalb der Gruppe der Immunsupprimierten und

der Nicht-Immunsupprimierten anhand der CD31-Farbung (ad Ziel 1)

Der Angiogenic switch, im eigentlichen Sinne der Ubergang von einem avaskuldren zu einem
vaskularisierten Tumor, wird zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Tumorgenese (wihrend
zunehmender Invasionstiefe und Tumordicke) des SCCs vermutet [93, 158, 159, 163-165].
Wenn wir von einem Krankheitskontinuum von AK I iiber AK II iiber AK III zum invasiven
SCC ausgehen, zeigten unsere Ergebnisse, dass der Angiogenic switch bei Immunsupprimier-
ten zwischen AK III und invasivem SCC stattfindet: Es kommt zu einer Zunahme von im Mit-
tel 32 % mehr GefiaBBen pro Hotspot (p = 0.003, nicht signifikant unter Bonferronikorrektur)
und zu einer signifikanten Zunahme der Gesamtfliche der Gefdfle um 45 % (p < 0.000625),
was sich mit den Ergebnissen bei Nicht-Immunsupprimierten deckt [93, 163—-165]. Florence
et al. maBlen mit der Chalkley-Methode die Angiogenese (CD105) von gesunder Haut und
AK, der Beschreibung nach vergleichbar mit AK III, und invasivem SCC, diese wurden wei-
ter unterteilt in "oberfldchlich invasive" und "invasive" SCCs. Sie kamen zu dem Ergebnis,
dass der Angiogenic switch friih, im Ubergang von AK III zu invasivem SCC, stattfindet

[159]. Auch Nijsten et al. konnten einen signifikanten Zuwachs an GefaB3en zwischen AK und
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invasiven SCCs messen (CD 34, Chalkley) [164]. Hanahan und Folkman beschrieben im ex-
perimentellen Mausmodell fiir Dysplasien des Zervixepithels, einem Plattenepithel &hnlich
der Haut, dass eine erh6hte Anzahl von Gefdl3en bereits unterhalb der Basalmembran des dys-
plastischen Epithels vorzufinden war, bevor das invasive Wachstum begonnen hatte und be-
fiirworteten einen "frithen" Angiogenic switch [93]. Auch Smith-McCune ef al. beflirworteten
nach Untersuchung der Tumorgenese der SCCs im transgenen Mausmodell einen frithen
Angiogenic switch vor Eintritt des Invasionsstadiums [163]. Coussen ef al. konnten im trans-
genen Mausmodell ein prominentes dermales Stroma-Remodeling bereits im priamalignen
Stadium nachweisen, welches moglicherweise die Invasion sowie die Angiogenese begiinstigt

[165].

Hingegen nimmt in der eigenen durchgefiihrten Studie bei Nicht-Immunsupprimierten die
MVD von AK III zu invasiven SCCs nur um 12 % (ca. 4 Gefiie pro 0,37 mm?’, p =0.273)
nicht signifikant zu, dieser Unterschied steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der o.g.
Studien [93, 159, 163-165], entspricht aber den Ergebnissen von Strieth ef al. [158]. Strieth et
al. maBlen bei Nicht-Immunsupprimierten die MVD (CD31, Weidner) von normaler Haut, den
verschiedenen Stufen von AK (vor der Einfithrung der Klassifikation in AK I-III) und invasi-
ven SCCs, unterteilt in early (<2 mm Tumordicke, bis in die Unterhaut) und /ate (> 2 mm
Tumordicke, bis ins Fettgewebe). Aufgrund der signifikanten Zunahme der MVD zwischen
early und late invasiven SCCs kamen sie zu dem Schluss, dass der Angiogenic switch spit
(zwischen early und late invasiven SCCs) stattfindet. Im Vergleich zu normaler Haut und den
"friihen" AK war die MVD bei "fortgeschrittenen" AK nur leicht erhoht [158]. Entsprechend
den Ergebnissen von Strieth et al. mallen Florence et al. (Chalkley, CD105) neben der signifi-
kanten Zunahme zwischen AK und "oberflachlich invasiven" SCC, auch zwischen den "ober-
flachlich invasiven" und "invasiven" SCCs eine signifikante Zunahme an Gefaflen [159]. Im
Vergleich mit den eigenen Ergebnissen ist anzumerken, dass in unserer Studie die Tumordi-
cken der invasiven SCCs nicht differenziert betrachtet wurden. Die invasiven SCCs der Im-
munsupprimierten sind vermutlich vergleichbar mit den early invasiven SCCs bei Strieth et
al., da die Haut von Immunsupprimierten engmaschigen klinischen Kontrollen unterliegt.
Hier liegt moglicherweise in der von uns durchgefiihrten Studie ein Selektionsbias bei der
Auswahl der Patienten vor. Organtransplantierte werden angehalten, sich regelmafig (jahr-
lich), vor allem nach Erstereignis (alle 3 Monate in den ersten 2 Jahren), beim Dermatologen
zur Nachsorge vorzustellen [3]. Die invasiven SCCs werden in der Regel frither entdeckt als

die von Nicht-Immunsupprimierten, die im Rahmen des hdchstens 2-jahrlichen Hautkrebs-
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screenings vorstellig werden, sofern dieses in Anspruch genommen wird. Somit wird der bei
Strieth et al. gefundene signifikante Unterschied in der Vaskularisierung zwischen early und
late invasiven SCCs in unserer Studie nicht abgebildet. Bei Strieth ef al. zeigte sich bei Nicht-
Immunsupprimierten wie in unserer Studie keine signifikante Zunahme von AK III zu invasi-
ven SCCs [158]. Jedoch kommt es bei den Immunsupprimierten hinsichtlich der MVD zu
einer 32 %igen Zunahme von AK III zu invasivem SCC (p =0.003, hoch signifikant ohne
Bonferronikorretur). Da sich alle vaskuldren Parameter der invasiven SCCs zwischen Immun-
supprimierten und Nicht-Immunsupprimierten nicht unterscheiden, bleibt offen, ob die inva-
siven SCCs bei Immunsupprimierten mit zunehmender Tumordicke (early: <2 mm vs. late:
>2 mm) noch einmal einen signifikanten Zuwachs an Gefdflen erfahren und ob dieser Zu-

wachs dann vergleichbar mit dem Zuwachs bei Nicht-Immunsupprimierten ist.

Vergleicht man die Zunahme der MVD zwischen Immunsupprimierten und Nicht-
Immunsupprimierten, kommt es innerhalb der Gruppe der Immunsupprimierten zu einem
groBeren Zuwachs der MVD, welcher als Mal} fiir eine hohere Aggressivitit des Tumors
herangezogen werden konnte (mehr Gefdlle von AK III zu invasivem SCC). Die Tumorklasse
als MaB fiir die Aggressivitit (SCC in situ vs. invasiv) war eine signifikante EinflussgroBe auf

die MVD (p = 0.007).

4.2.2  Vergleich zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten hin-
sichtlich der Unterschiede in der Vaskularisierung anhand der CD31-Farbung
(ad Ziel 2)

Hinsichtlich der MVD und der Gesamtfliche der Gefdle der SCC in situ zeigten sich im Ver-
gleich von Immunsupprimierten mit Nicht-Immunsupprimierten signifikante Unterschiede (je
p <0.000625). Bei der MVD und der Gesamtfliche der Gefale der AK III zeigten sich im
Vergleich von Immunsupprimierten zu Nicht-Immunsupprimierten signifikante kleinere Werte
(MVD: p=0.001, Gesamtfliche der Gefde: p =0.003). Diese p-Werte hielten zwar unter
Bonferronikorrektur nicht stand, es zeigt sich eine deutliche Tendenz zu kleineren Werten. Bei
den MB und invasiven SCCs konnte kein solcher Unterschied der Vaskularisierung festge-
stellt werden. Die signifikanten Unterschiede bestanden folglich bevor der Tumor die Basal-
membran durchbrochen (SCC in situ) und das invasive Wachstum begonnen hatte. Riickbli-
ckend wire noch interessant, inwiefern sich die MVD bei normaler Haut, AK I und AK II von

Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten unterscheidet. Dies war aufgrund des
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retrospektiven Studiendesigns nicht mdglich, da die Hautproben im Rahmen der Diagnostik
und Therapie entnommen worden waren. Im Rahmen einer prospektiven wissenschaftlichen
Studie hdtte zum Vergleich parallel eine Probe aus gesunder Haut entnommen werden miis-
sen. Finden sich bei Immunsupprimierten in den SCCs in situ mehr Gefal3e als in nicht be-
troffener Haut? Der Randbereich war nicht bei allen Schnitten mit abgebildet und eine Me-
thode zum standardisierten Zihlen der Gefifle im Randbereich war in der Planung der Studie
nicht mitangelegt. Da sich die Hotspotmethode bei den Schnitten anwenden lieB3, 14sst sich
rickwirkend sagen, dass die GefaBverteilung heterogen innerhalb des Schnittes war. Bei
Durchsicht der Priparate lie sich im Randbereich beim Ubergang zur gesunden Haut zwi-
schen Immunsupprimierten und Nicht-Immunsupprimierten kein offensichtlicher Unterschied
erkennen. Offen bleibt die Frage, ob bei Immunsupprimierten generell weniger Gefdlle in der

Haut zu messen sind oder ob dieser Unterschied lokal an maligne veridnderter Haut besteht.

Zusammenfassend fiir SCCs ldsst sich vor dem Hintergrund der Literatur und den Ergebnissen
der eigenen Studie vermuten, dass bei Immunsupprimierten der Angiogenic switch zwischen
AK IIT und invasivem SCC friih stattfindet, aber letztendlich nach Erreichen eines invasiven
Tumorstadiums die MVD keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen Immunsuppri-
mierten und Nicht-Immunsupprimierten aufweist. Wenn einmal die Tumorgenese vollzogen
und das invasive SCC entstanden ist, besteht vermutlich kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der GefdBle. Insgesamt ist die Vergleichbarkeit durch die Unterschiede in der Metho-
dik der durchgefiihrten Studien schwierig: Unterschiedliche Techniken (MVD vs. Chalkley),
verschiedene immunhistochemische Marker (CD31, CD34, CD105, Faktor-VIII) und die
nicht einheitliche histologische Klassifikation der SCCs sind hier die wichtigsten Griinde.

4.2.3 Einfluss der einzelnen Risikofaktoren unter Immunsuppression auf die Angiogenese
der SCCs (ad Ziel 4)

Interessanterweise haben die SCCs in situ der Immunsupprimierten, die dafiir bekannt sind,
schneller und aggressiver zu wachsen [49, 51, 52], jeweils signifikant weniger Gefdle als die
von Nicht-Immunsupprimierten. Wie hoch ist die Relevanz der Angiogenese bei der Tumor-
genese von Immunsupprimierten? Sind die Zeit (plotzlicher Angiogenic switch mit konsekuti-
ver Angiogenese) oder andere Kennzeichen von Tumorzellen kausal fiir die Aggressivitét der
Tumoren bei Immunsupprimierten? Es wird vermutet, dass die Immunsuppressiva der ent-

scheidende Antreiber der Tumorgenese sind [44, 61, 166]. In der multivariaten Regressions-
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analyse konnte die Immunsuppression (p <0.001) fiir die Héhe der MVD bei SCCs in situ
und invasiven SCCs als eine unabhéngige, signifikante EinflussgroBe bestimmt werden. Die
Hypothese, dass bei Transplantierten die Immunsuppressiva fiir die hohe Inzidenz von Tumo-
ren verantwortlich sind, wird auch durch die hohe Inzidenz von Tumoren bei Patienten, die
aus anderen Griinden (z. B. systemischer Lupus Erythematodes) Immunsuppressiva einneh-

men miissen, bekréftigt [167].

Einfliisse der einzelnen Immunsuppressiva auf die Angiogenese der SCCs

Im Folgenden werden zunéchst die bekannten Zusammenhinge der einzelnen Immunsuppres-
siva auf die Angiogenese beleuchtet, im Weiteren wird die allgemeine Wirkung der Immun-
suppressiva auf die Angiogenese dargestellt mit dem Ziel einen moglichen Erkldrungsansatz

fiir die signifikant niedrigere MVD bei SCCs in situ der Immunsupprimierten zu finden.

Guba ef al. maBlen im experimentellen Mausmodell (Riickenhautkammer) die MVD (CD31,
Weidner) von Leberzellkarzinomen unter CsA und unter SRL. Sie zeigten unter CsA eine sig-
nifikant héhere MVD, hingegen unter SRL eine signifikant niedrigere MVD je im Vergleich
zu den nicht-immunsupprimierten Kontrollen [168]. Duncan et al. untersuchten im experi-
mentellen Mausmodell bei UVB-induzierten Hauttumoren den Einfluss verschiedener Im-
munsuppressiva allein (CsA, MMF, TRL, SRL) und in Zweierkombinationen (CsA+MMEF,
CsA+SRL, TRL+MMF, TRL+SRL) in Hinblick auf Tumorgréfle, Entziindungsreaktion und
Angiogenese. Miuse, die allein mit CsA behandelt wurden, zeigten eine signifikant hohere
MVD als die nicht-immunsupprimierten Kontrollen. Wenn CsA in Kombination mit MMF
gegeben wurde, wiesen die Tumoren eine signifikant niedrigere MVD auf als die nicht-
immunsupprimierten Kontrollen. Es entwickelten sich unter SRL allein und unter SRL in
Kombination mit CsA (SRL+CsA) oder TRL (SRL+TRL) am meisten Tumoren, jedoch wie-
sen die Tumoren unter SRL eine signifikant niedrigere MVD (CD31, Weidner) auf im Ver-

gleich zu den nicht-immunsupprimierten Kontrollen [78].

CsA fordert die Zellteilung der Tumorzellen und die Angiogenese durch eine erhohte Expres-
sion an VEGF-A [16, 169]. Der angiogenesefordernde Effekt von CsA wird wie folgt vermu-
tet: CsA erhoht die VEGF-A-Expression iiber die Sekretion von TGF-B, einem Angiogenese-
aktivator. Basu et al. konnten im experimentellen Mausmodell bei Nierenkarzinomen unter
CsA eine signifikant hohere Expression an VEGF-A und eine signifikant erhohte MVD
(CD31) messen [169]. Die signifikant erhdhte MVD (CD31) unter CsA bestitigt die Ergeb-
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nisse flir Leberzellkarzinome von Guba et al. und fiir Hauttumoren von Duncan ef al. im ex-
perimentellen Mausmodell [78, 168], und entspricht unter der Annahme, dass unsere Patien-
ten CsA in Kombination mit einem weiteren Immunsuppressivum einnahmen, den eigenen

Ergebnissen.

Fiir MMF konnte in vitro eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums und der Angioge-
nese nachgewiesen werden. Allerdings konnten diese Effekte experimentell im Mausmodell
bei Magenkarzinom-, Kolonkarzinom- und Melanomzellen nicht nachgewiesen werden, ver-

mutlich aufgrund der schwankenden Verfiigbarkeit des MMFs [170].

Die priaventive Wirkung von mTor-Inhibitoren (SRL) in der Tumorgenese wird diskutiert. Ein
praventiver Effekt (antiangiogen und tumorwachstumshemmend) konnte prospektiv nachge-
wiesen werden [17, 67, 70], obwohl er sich in einer dhnlich angelegten Studie nicht signifi-
kant bestétigen lie3 [71]. Unter SRL war die Inzidenz von NMSC im Gegensatz zu Patienten
unter Calcineurin-Inhibitoren signifikant gesunken [68, 69, 171, 172]. SCCs, die sich bei Or-
gantransplantierten nach einem Wechsel von Calcineurin-Inhibitoren zu SRL entwickelten,
verfligten {liber einer geringere peritumorale Vaskularisation und Dicke, hohere Wachstums-
fraktion und Dichte von T, [173]. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein De-novo-Karzinom oder
ein Rezidiv kann durch SRL {iber eine Reduktion der VEGF-A Produktion gesenkt werden, so
dass der Einsatz von SRL bei Hochrisikopatienten als Alternative zu CsA empfohlen wird [70,
168, 173]. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen im experimentellen Mausmodell von
Duncan et al., denn hier entwickelten sich mehr Tumoren unter SRL allein oder unter SRL in
Kombination mit CsA oder TRL, trotz niedrigerer MVD (CD31) und kleiner Tumorgrofe.
Jedoch war die Mehrheit der unter SRL entstandenen Tumoren benigne Papillome [78]. Mog-
licherweise liegt der Unterschied zum Einem am Versuchsaufbau (Hautprobenanalyse vs.
experimentelles Mausmodell) und zum Anderen in der unterschiedlichen Beobachtungsdauer
von mehreren Jahren bei den verschiedenen Analysen von Hautproben [68, 69, 171, 172] zu

Wochen [78].

Der Einfluss von Glukokortikosteroiden auf die Angiogenese konnte in der Vergangenheit bei
der Therapie infantiler Himangiome gezeigt werden. Infantile Himangiome sind benigne,
vaskulire, proliferative Tumoren im Siuglings- und Kindesalter. Die Atiopathogenese ist bis
heute nicht eindeutig aufgeklart. VEGF-A wird eine wichtige Rolle in der Proliferation zuge-
sprochen: Einerseits eine VEGF-A-Hochregulation bei Gewebshypoxie und andererseits

VEGF-A-Uberstimulierbarkeit der Endothelvorliuferzellen [1]. Neben Propranolol als Thera-
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pieoption bei Himangiomen werden systemische Glukokortikosteroide als Therapie der Wahl
bei aggressiv wachsenden Himangiomen, die Vitalfunktionen bedrohen, benannt [1, 174]. Im
experimentellen Mausmodell bei Hamangiomen fiihrte systemisch verabreichtes Dexame-
thason iiber eine verminderte VEGF-A-Expression zur Hemmung der Vaskulogenese. Je ho-
her die eingesetzte Dosis von Dexamethason, desto signifikant niedriger war jeweils die MVD
(CD31) im Vergleich zur Kontrollgruppe [175]. Ein systemisches Glukokortikosteroid ist oft
Teil der Kombinationstherapie des immunsuppressiven Regimes. So konnte auch dieses Me-

dikament zur signifikant niedrigeren MVD bei SCCs in situ beitragen.

Wenn man annimmt, dass die Mehrheit der Immunsupprimierten der untersuchten Stichprobe
verschiedene Kombinationen von Immunsuppressiva zum Zeitpunkt des Auftreten des
Tumors einnahmen und darunter zumindest SRL und/oder ein Glukokortikosteroid eingesetzt
wurde, wiirden sich durch die antiangiogenen Effekte dieser beiden Medikamente (SRL und
Glukokortikosteroid) eine mogliche Erklarung fiir die signifikant niedrigere MVD der SCCs
in situ bieten. Auch die Kombination von CsA mit MMF bewirkte eine signifikant niedrigere
MVD [78]. Bei der retrospektiven Erhebung der Daten waren nur in wenigen Féllen Angaben
zu den einzelnen aktuellen immunsuppressiven Medikamenten, Dauer der Einnahme und Do-
sierung auf den histologischen Anforderungszetteln angegeben und auch nicht iiber Recherche
der SAP-Datenbank (Krankenhausinformationssystem der Charité) zu finden, so dass diese
Information zu Vergleichszwecken nicht vorlag. Unabhingig von der Wirkung auf die Angio-
genese wurde fiir alle Immunsuppressiva eine erhohte Inzidenz an Tumoren nachgewiesen,

wenn auch in unterschiedlich starker Auspriagung [61, 70].

Unter Immunsuppression ist die DNA-Reparatur beeintrdchtigt, so dass Mutationen im
Tumorsuppressorgen pS3 leichter stattfinden kdnnen [74]. Es wird vermutet, dass friihe Muta-
tionen im p53-Tumorsuppressorgen einen immunologischen Vorteil fiir die Tumorgenese bie-
ten, weil die fiir UV-induzierte Tumoren typische hohe Antigenitét verloren geht [176]. Neben
dem immunologischen Vorteil, konnen die p53-Mutationen auch Angiogenese induzieren:
TSP-1 (Angiogeneseinhibitor) wird weniger exprimiert und die Transkription von VEGF-A
hochreguliert [177]. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der eigenen Studie, da
p53-Mutationen der Tumorgenese vorausgehen sollen [178]. Offen bleibt, welche Rolle die
p53-Mutationen in der Tumorgenese und als indirekter Angiogeneseaktivator (quantitativ und
qualitativ) bei den SCCs einnehmen [23]. Insbesondere weil die Anzahl der p53-Mutationen
in der Haut 100.000mal hoher als tatsdchlich vorhandene Tumoren ist [22, 24].
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Einfluss der defekten Immuniiberwachung auf die Angiogenese der SCCs

Ein funktionierendes Immunsystem ist nicht nur in der Lage, Tumorwachstum zu hemmen,
sondern auch zu fordern. Einerseits eliminiert das Immunsystem fehlerhafte Zellen, anderer-
seits konnen die Entziindungszellen (Tie2 -Monozyten, Myeloide Suppressorzellen, Neutro-
phile Granulozyten, regulatorische B-Zellen, T, natiirliche Killer T-Zellen, dendritische
Zellen und tumorassoziierte Makrophagen) durch Induktion des Angiogenic switch zur Angi-
ogenese und somit zum Tumorwachstum fithren [179]. Lin ef al. fanden im experimentellen
Mausmodell heraus, dass Makrophagen den Angiogenic switch des Mammakarzinoms regu-
lieren. Durch Hemmung der Makrophageninfiltration verzogerte sich der Angiogenic switch
[180]. Bei Immunsupprimierten sind vor allem die B- und T-Zellen reduziert [80]. Wenn Ent-
ziindungszellen normalerweise Angiogenese induzieren konnen [80], diese aber durch Im-
munsuppressiva in ihrer Anzahl reduziert oder in ihrer Funktion gehemmt sind, konnte dies

die niedrigere MVD bei SCCs in situ der Immunsupprimierten erkliren.

Einfluss des UV-Lichts und der HPV unter Immunsuppression auf die Angiogenese der SCCs

UV-Licht allein kann eine generelle Immunsuppression bewirken [15], moglicherweise ist
hier ein additiver Effekt mit der iatrogen durch Medikamente bedingten Immunsuppression
denkbar. Im experimentellen Maustumormodell lie} sich jedoch nach chronischer UVB-
Exposition eine signifikant hdhere MVD (CD31) im Vergleich zur Kontrollgruppe nachwei-
sen. Die Epidermis der chronisch UVB-exponierten Haut wies eine hohe VEGF-A Expression
auf, jedoch nicht die Dermis [181]. In Zusammenschau mit den eigenen Ergebnissen lésst sich
vermuten, dass bei den SCC in sifu der Immunsupprimierten die UVB-induzierte VEGF-A

Sekretion beeintrachtigt ist.

Welche Rolle die HPV bei SCCs generell in der Tumorgenese und speziell in der Angiogenese
einnehmen und ob die HPV direkt karzinogen sind oder einen Beitrag zur Tumorgenese leis-
ten (Kokarzinogen) oder keine relevante Rolle spielen, wird diskutiert [182]. Chen et al.
konnten zeigen, dass HPV-Proteine (HPV 16 E6 und E7) in physiologischer Konzentration
ausreichen, um Keratinozyten der ménnlichen Vorhaut vermehrt angiogenesefordernde Fakto-
ren bilden zu lassen, welche die Endothelzellen beeinflussen. Eine Infektion mit HPV kann
einen Angiogenic switch bewirken [183]. Zusammenfassend wiirde man entgegen den Ergeb-

nissen der eigenen Studie eine durch HPV geforderte, erhohte Angiogenese (MVD) bei den
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Immunsupprimierten erwarten. Als mogliche Erklarung fiir die signifikant niedrigere MVD

kédme die passagere Rolle der HPV wihrend der Tumorgenese [184] in Betracht.

Einfluss des Geschlechts, des Alters und der Lokalisation der SCCs auf die Angiogenese der
SCCs

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass das Geschlecht einen signifikanten Beitrag zur
Hoéhe der MVD leisten kann. Fraglich ist, inwiefern das Geschlecht, als unterschiedliche
genetische Information, Einfluss auf die Angiogenese der SCCs nimmt, und welcher moleku-
lare Mechanismus dahinter steckt. Es finden sich bisher keine Studien, die diesen Zusammen-
hang untersucht haben. Fiir das Alter und die Lokalisation der SCCs konnten in der multivari-
aten Regressionsanalyse kein prognostischer Einfluss fiir die Hohe der MVD nachgewiesen

werden.

Die eigenen Ergebnisse in Zusammenschau mit der Literatur deuten an, dass die Aggressivitit
der SCCs durch die Angiogenese mit bedingt sein diirfte. Offen bleibt die Frage, welche ande-
ren Wirkmechanismen fiir das schnelle, aggressive Wachstum verantwortlich sein konnten.
Moglicherweise spielt bei der Tumorgenese der Immunsupprimierten die fehlende Immun-
antwort, und die damit einhergehende Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Zellteilung
und Apoptose eine grollere Rolle als die tumorindizierte Angiogenese. Warum wachsen mehr
Tumoren trotz gebremster Angiogenese? Man konnte postulieren, dass unter der Behandlung
mit Immunsuppressiva die bewusst in Kauf genommene defekte Immuniiberwachung die Ag-
gressivitit und somit die beschleunigte Tumorgenese bedingt und letztendlich die Angiogene-
se fordert. Ohne bisher das genaue Zusammenspiel der einzelnen Immunsuppressiva verstan-
den zu haben, ist bis dato die effektivste Methode die Reduktion der Gesamtdosis [61]. Von
besonderem Interesse sollten vor allem die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Im-
munsuppressiva sein, da bisherige Untersuchungen gezeigt haben, dass die Kombination ver-
schiedener Immunsuppressiva im Vergleich zur Einzelsubstanz zu gegensétzlichen Ergebnis-

sen gefiihrt hat [77, 78].
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4.2.4 Vergleich der Lymphvaskularisierung zwischen den Immunsupprimierten und Nicht-

Immunsupprimierten anhand der D2-40-Farbung (ad Ziel 3 und 4)

Lymphgefae unterstiitzen die lymphogene Metastasierung, aber nicht notwendigerweise das
Tumorwachstum oder VergroBBerung der Tumormasse, daher konnen feine Unterschiede in der
LVD bereits prognostischen Wert erreichen, wenn sie detektiert werden [122]. In Bezug auf
die LVD, die Gesamtflache der Gefédlle, die mittlere GefdlBgroB3e und die relative GefaB3flache
bei den Plattenepithelkarzinomen (SCCs) traten zwischen den Immunsupprimierten und
Nicht-Immunsupprimierten keine signifikanten Unterschiede auf. Dies stimmt mit den expe-
rimentellen Ergebnisse von Koranda et al. liberein: Sie konnten im Mausmodell bei UVB-
induzierten SCCs unter Azathioprin und oder Prednisolon keine Metastasierung feststellen
[185]. Die erhohte Metastasierungsrate der SCCs bei Immunsupprimierten von bei 2 %—13 %
[53] ldsst sich durch die eigenen Ergebnisse nicht eindeutig belegen. In der vorliegenden Ar-
beit zeichnete sich meist eine Tendenz zu geringeren Werten der LymphgefiaBBparameter bei
den Immunsupprimierten im Vergleich zu den Immunkompetenten ab. Im experimentellen
Maustumormodell bei subkutanen Tumoren [186] und in einer retrospektiven Analyse von
SCCs bei Immunsupprimierten [173] konnte gezeigt werden, dass auch SRL durch geringere
Expression von VEGF-C zu einer signifikanten Verminderung der LVD (Lymphgefaf3markie-
rung erfolgte mit dem Faktor LYVE-1) und potentiell verminderten Lymphknotenmetastasie-
rung fiihrte. Auch UVB-Exposition flihrte zu erniedrigtem VEGF-C und beeintrichtigte die
Lymphangiogenese [187]. Bei Untersuchung der Einflussstirke der Inmunsuppression auf die
LVD zeigte sich keine signifikante Einflussstirke (p = 0.35). Auch fiir alle weiteren Faktoren
lie sich kein signifikanter Einfluss nachweisen. Kritisch anzumerken ist, dass sich bei An-
wendung der LVD-Methode bei den SCCs keine eindeutigen Hotspots identifizieren lieen, so
dass man sich an den Hotspots von CD31 orientierte. Die Messung der LVD beinhaltet,
grundsitzlich wie die Messung der MVD die Selektion von Hotspots [188]. Hotspots seien
repriasentativ flir biologisch relevante Bereiche, in denen durch verdnderte Sauerstoffbedin-
gungen freigesetzte Wachstumsfaktoren die Angiogenese der Blutgefdle induzieren [189].
Shields et al. entschieden sich fiir die Erhebung der LVD im gesamten Schnitt des Melanoms
ohne Auswahl von Hotspots und argumentierten, dass die Angiogenese von Lymphgefafien im
Gegensatz zu derjenigen von Blutgefa3en nicht durch Hypoxie reguliert wird [189]. AuB3er-
dem kamen verschiedene Forschungsgruppen bei der LVD des Melanoms mit Auswahl von
Hotspots zu gegensétzlichen Ergebnisse [123, 189, 190]. Mdoglicherweise ist die fehlende

Sichtbarkeit von Hotspots bei den SCCs in sifu durch eine noch nicht begonnene Rekrutie-
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rung von Lymphgefdllen zu erkléren, bei den invasiven SCCs waren die Gefdfle bei Immun-
supprimierten und Nicht-Immunsupprimierten meist homogen im gesamten Schnitt erhoht
vorzufinden. Moussai ef al. konnten bei invasiven SCCs von Immunkompetenten im Ver-
gleich zu normaler Haut eine erhohte LVD (LY VE-1) und peritumoral eine erhdhte, wahr-
scheinlich auf Makrophagen zurilickzufiihrende Expression von VEGF-C, nachweisen [191].
In der eigenen Studie war auch bei der Messung der LVD kein Vergleich zwischen gesunder
Haut und den SCCs geplant, so diese Ergebnisse nicht vorliegen. Die SCCs metastasieren bei
Immunsupprimierten hdufiger [52, 53], so dass man eine erhohte LVD bei den Immunsuppri-
mierten erwartet hétte, dies zeichnet sich moglicherweise aufgrund der kleinen Gruppengrofle
(11 vs. 12 invasive SCCs) nicht ab. Ein Unterschied wére vielleicht bei Immunsupprimierten
mit multiplen rezidivierenden SCCs zu finden und bei SCCs mit einer Tumordicke von

>2 mm [3].

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick fiir Organtransplantierte (ad Ziel 5)

In Bezug auf den hiufigsten malignen Tumor nach Organtransplantation kommt dem besseren
Verstidndnis der Tumorgenese der SCCs ein hoher Stellenwert zu. Nach den Ergebnissen die-
ser Studie korreliert bei Immunsupprimierten die Angiogenese mit der Aggressivitét, da im
Ubergang von AK III zu invasivem SCC sich eine deutlichere Zunahme an Gefien im Sinne
des Angiogenic switch zeigt als bei Nicht-Immunsupprimierten. Bei den in dieser Studie un-
tersuchten invasiven SCCs ist die Angiogenese auf einem &hnlichen Level wie von den Nicht-
Immunsupprimierten messbar. Interessanterweise ist die MVD bei SCCs in sifu von Immun-
supprimierten signifikant niedriger als die von Nicht-Immunsupprimierten. Hier scheinen,
nach Studium der Literatur, die Immunsuppressiva eine Rolle zu spielen. In der Lymphangio-
genese zeigten sich keine Unterschiede, welche vermutlich eher bei fortgeschritten invasiven

SCCs zu erwarten waren.

Zukiinftige antiangiogene Therapie?

Unbeantwortet bleibt die Frage, wie schnell (gerechnet in Wochen, Monaten, Jahren) die An-
giogenese ablduft, wenn das Invasionsstadium eingeleitet ist, und was bei Immunsupprimier-
ten plotzlich zum Angiogenic switch fiihrt. Moglicherweise ist der Angiogenic switch ein

Kontrollpunkt der Tumorgenese, der als therapeutischer Ansatz dienen konnte. Es finden sich
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Angiogeneseinhibitoren in der klinischen Anwendung, welche in der Zukunft potentiell bei
immunsupprimierten Hochrisikopatienten mit rezidivierenden SCCs zum Einsatz kommen
konnten. Abzuwidgen und derzeit noch zu untersuchen blieben Wechselwirkungen mit den
Immunsuppressiva und dem Transplantat (insbesondere Gefdllversorgung), die gegebenenfalls
eine Dosisreduktion erfordern sowie die noch zu ermittelnde effektivste Dosis. In den Fachin-
formationen des VEGF-A-Inhibitors Bevacizumab (Avastin®) und des Tyrosinkinaseinhi-
bitors Sunitinib (Sutent®) wird auf eine erhohte Inzidenz von Infektionen, Neutropenie und
febrile Neutropenie vor allem in Kombination mit Zytostatika hingewiesen. Hier wére ein
additiver Effekt zu der schon durch die Immunsuppressiva bestehende Neutropenie zu erwar-
ten. Es konnte gezeigt werden, dass Angiogeneseinhibitoren vor allem die unreifen, patholo-
gischen Gefdlle treffen und die reguldren physiologischen Gefédlle nicht beeintrichtigt werden

[192-194].

Dennoch vermag die Hemmung der Angiogenese allein keinen Tumor eliminieren, sondern es
Bedarf vermutlich einer Kombination aus Angiogeneseinhibitor und Zytotstatika [193], wel-
che dem SCC des hoch invasiven metastasierenden Phinotyps entgegenwirken konnte [108].
Diese Kombination bietet nicht nur einen additiven, sondern auch einen funktionellen Vorteil.
Bei der Anwendung von VEGF-Inhibitoren geht man statt von einer kompletten Blockierung
der Angiogenese, von einer Normalisierung der Gefa3e aus, welche zu einer Optimierung der
Tumoroxygenierung, und somit auch zu einer effizienteren Verteilung von Chemotherapeutika
fiihrt [109]. Hier wére der Benefit der Synchronisation von Gefdflnormalisierung und zeitglei-
cher Gabe von Chemotherapie zu untersuchen [109]. Eine solche Kombination wird derzeit in
einer randomisierten Phase-III-Studie (E1305) bei rezidivierenden oder metastasierten SCCs

von Kopf- und Halsbereich untersucht. Die Ergebnisse sind noch abzuwarten [195].

AbschlieBend fur die sich in dieser Arbeit abzeichnende Tendenz der erniedrigten Vaskulari-
sierung der SCC in situ und dem deutlicheren Angiogenic switch bei Immunsupprimierten
bedarf es jedoch zukiinftig weiterer prospektiver Studien. Um eine noch differenziertere Aus-
sage zum Grund der schnellen Progredienz der SCCs von Immunsupprimierten treffen zu
konnen, konnte in einem prospektiven Studiendesign eine stirkere Kontrolle der Confounder
anlegt werden, wie z. B. Proliferationsindex (z. B. Ki-67), Tumordicke (bei den invasiven
SCCs), Korrelation mit klinischem Bild, stirkere Unterscheidung der Lokalisation (z. B. Ge-
sicht vs. Capillitium). Fiir die Messung der Angiogenese, wie auch der Lymphangiogenese,
sind einheitliche standardisierte Messverfahren gefordert, so dass in Zukunft Ergebnisse ver-

gleichbarer werden und die prognostische Relevanz gegeben sein konnte [127, 128, 154, 188].
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ADBIIAUNG T ...ttt et ettt ettt e eneas 19

BlutgefaBneubildung im Rahmen der Angiogenese. Die neuen Gefdlle entwickeln sich aus bereits bestehenden
Gefillen, entweder durch Sprossung oder Bilden von Septen (= Intussuszeption), modifiziert nach Krukemeyer
2006: S. 113 [91]

ADDIIAURNG 2 ...ttt et e et e e ate e et e e aaaeeensbeeessaeeensteeensaeennsaeennaeeeanseeenns 28

Screening der Untersuchungsgruppe

ADDIIAUNG 3 ...ttt ettt e e ettt e et e e et e e et e e e nat e e ebaeeenaeeennaeeenaeeennes 31
Schema der LSAB-2-HRP-Methode

ADBIIAUNG 4 ...ttt ettt e e eteas 33

Skizze des computergestiitzten Messaufbaus

ADBIIAUNG 5 ...ttt ettt e eneas 34
Regel Nr. 1 - Einzeichnung bis zur ROI. Gezeigt sind Gefdfle mit CD31 angefarbt von einem Hotspot einer AK
II1. Der Kreis umschliefit ein angeschnittenes Geféal3; der Pfeil zeigt auf das mit griiner Farbe nachgezeichnete
Gefal. Die rote Linie zeichnet die ROI nach.

ADDIIAURNG 6 ...ttt ettt et e et e et e e et e e e aaeeessa e e essaeeessaeeessaaennsaeennseeeanseeenns 35

Regel Nr. 2 - Gefall ohne Lumen. Gezeigt sind Gefdle mit CD31 angefirbt von einem Hotspot einer AK III. Der
Pfeil zeigt auf das GefdB, anschlieBend auf das mit griiner Farbe nachgezeichnete Gefal3. Die rote Linie zeichnet
die ROI nach.

ADBIIAUNG 7 ..ottt ettt et ettt e e e eneas 35

Regel Nr. 3 - Beispiel fiir "Insel mit Stiel". Gezeigt sind Gefde mit CD31 angefarbt von einem Hotspot einer
AK III. Der Pfeil zeigt auf den Stiel der auszuschlieBenden Struktur.

ADBIIAUNG 8 ...ttt ettt ettt e e neas 36
Regel Nr. 4 - Grofles GefdB. Gezeigt sind Gefdlle mit CD31 angeférbt von einem Hotspot einer AK III. Der Pfeil
zeigt auf das gesamte Gefdl3, anschlieend auf das mit griiner Farbe nachgezeichnete Gefdl. Die rote Linie
zeichnet die ROI nach.

ADDBIIAUNG 9 ...ttt ettt e et e et e e aa e et e e e aaaeeaeeennaeeennnes 37
Hotspots (Hs) CD31 vs. D2-40. Gezeigt sind die Gefille, angefiarbt mit CD31 und mit D2-40 in den je drei
Hotspots einer AK III. Es wurden die gleichen Stellen im D2-40-geférbten Schnitt aufgesucht, die im CD31
gefdrbten Schnitt als Hotspot identifiziert wurden.

ADBIIAUNG 10 ..ottt ettt ettt aa e ettt e e eneas 38

Einzeichnung der Gefdfle und der ROI. Gezeigt sind die Gefédlle, angefarbt mit CD31 in den drei Hotspots einer
AK III. Die GefaBe sind mit griiner Farbe nachgezeichnet, die ROI mit roter Farbe.

ABDIIAUNG 11 ...ttt sttt sttt e 39

Einzeichnung der Lymphgefifie und der ROI. Gezeigt sind die Gefil3e, angefarbt mit D2-40 in den drei Hotspots
einer AK III. Die Geféal3e sind mit griiner Farbe nachgezeichnet, die ROI mit roter Farbe.
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ADBIIAUNG 12 ...ttt ettt ettt ettt eneas 51
Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Microvessel density (a),
der Gesamtflache der GefalRe (b), der mittleren GefalRgroRe (c) und der relativen GeféRflache (d) der
Tumorklassen (SCC in situ, SCC invasiv) in der CD31-Farbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der Microvessel
density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaBe (um?/0,37 mm?), der mittleren GefaRgréRe (um?) und der
relativen Gefaiflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs. Immunsupprimiert). Statistische
Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Signifikante Unterschiede
(p <0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*), hoch signifikante (p < 0.01) mit zwei (**) und hochst
signifikante Unterschiede (p < 0.001) mit drei Sternen (***) gekennzeichnet. Die hier gekennzeichneten hochst
signifikanten Unterschiede (***) waren auch unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.

ADDIIAUNG 13AA ...ttt et e et e e st e e e e e e s sae e e esbaeesaeeeaaeeensaeeennes 52
Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Microvessel density (a),
der Gesamtflache der GefaRe (b), der mittleren GefalRgrdfle (c) und der relativen GeféaRflache (d) der einzelnen
Tumoren (AK 111, MB, SCC invasiv) in der CD31-Féarbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der Microvessel density
(n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaRe (um?/0,37 mm?), der mittleren GefaBgréRe (um?) und der relativen
Gefalflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs. Immunsupprimiert). Statistische Testung
auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Ausreiler sind mit einem weien Kreis
gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante Unterschiede (p < 0.05) zwischen den
Gruppen sind mit einem Stern (*), hoch signifikante (p <0.01) mit zwei (**) und hdchst signifikante Unter-
schiede (p < 0.001) mit drei Sternen (***) gekennzeichnet. Der hier gekennzeichnete hochst signifikante Unter-
schied (***) war auch unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.

ADDIIAUNG 14AA ...ttt ettt e s e s e e st e e st e e naae e eaaeeenaeeennes 55
Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Lymphatic vessel
density (a), der Gesamtflache der GeféaRe (b), der mittleren GefallgroRe (c) und der relativen Geféal3flache (d) der
Tumorklassen (SCC in situ, SCC invasiv) in der D2-40-Farbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der Lymphatic
vessel density (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaBe (um?0,37 mm?), der mittleren GefaBgroRe (um?) und
der relativen Gefaliflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs. Immunsupprimiert). Statis-
tische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. AusreilRer sind mit einem
weilen Kreis gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante Unterschiede (p <0.05)
zwischen den Gruppen sind einem Stern (*) gekennzeichnet. Die hier gekennzeichneten signifikanten Ergebnisse
(*) waren unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.

ADBIIAUNG 15G0 ... 56
Vergleich nicht-immunsupprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich der Lymphatic vessel
density (a), der Gesamtflache der GeféaRe (b), der mittleren GefalgréRe (c) und der relativen Geféalflache (d) der
einzelnen Tumoren (AK IIl, MB, SCC invasiv) in der D2-40-Farbung. Gezeigt sind die Mittelwerte der
Lymphatic vessel density (n/0,37 mm?), der Gesamtfliche der GefaBe (um?), der mittleren GefaRgroBe
(um?/0,37 mm?) und der relativen GefaRflache (%) in gruppierten Boxplots (Nicht-Immunsupprimiert vs.
Immunsupprimiert). Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test.
AusreilRer sind mit einem weiRen Kreis gekennzeichnet, Extremwerte mit einer schwarzen Raute. Signifikante
Unterschiede (p < 0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Die hier gekennzeich-
neten signifikanten Ergebnisse (*) waren unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.
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TADEIIE 1 ...t ettt et e 16
Risikofaktoren fiir die Entstehung der SCCs
Uberblick iiber die Risikofaktoren fiir SCCs geordnet nach allgemeinen und speziell fiir Inmunsuppression.

TADBEILE 2 ...ttt ettt et at e e e te e 17
Kennzeichen von Tumorzellen

Uberblick iiber die insgesamt 10 Kennzeichen von Tumorzellen nach Hanahan und Weinberg [80]. Noch keine
"Core hallmarks" sind mit einem Stern gekennzeichnet.

TODCILC 3 e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e raaaaeeeaareaanaas 25

Mehrstufiger Prozess der Angiogenese
Uberblick {iber den mehrstufigen Prozess der Angiogenese nach Detmar [140].

TADBEILE 4 ...ttt ettt ettt st e b ea 31
Primérantikorper fiir die Inmunhistochemie

Primédrantikdrper (CD31 und D2-40) und ihre Eigenschaften (Farbung fiir, Spezies, Klonalitit, Gebrauchs-
verdiinnung, Demaskierung [pH], Hersteller, Produktnummer)

TADEILE 5 ...ttt ettt e e et e et e et e e e e nba e et eeenaaeetaeeennaeeennns 34
Wesentliche Begriffe zum Verstindnis der Gefiflanalyse

Erklarung wesentlicher Begriffe fiir die GefaBBanalyse (Hotspot, Microvessel density, Lymphatic vessel density,
Region of interest, Gesamtflache der Geféalle, Mittlere GefaBBgroBe und relative Gefdflache)

TODBCILE 6 ..ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et aeaeee e et ee e reaeeeaeeeaanans 40

Vaskuliire Parameter
Vaskuldre Parameter mit ihrer Bezeichnung in der Software ivision-MacTM 4.5.0 und deren Einheit.

TADCILE 7 ...ttt ettt et 41
Intraklassenkorrelation

Vergleich der Messdurchgénge (1,2,3) in Bezug auf die primir gemessenen vaskuldren Parameter (MVD/LVD,
Gesamtflache der Gefdfle und der ROI). Gezeigt sind fiir die MVD/LVD, die Gesamtfldche der Gefale und die
ROI der ICC und das dazugehérige 95%-Konfidenzintervall. Statistische Testung auf Ubereinstimmung erfolgte
mittels Intraklassenkorrelationsanalyse. Eine hohe Ubereinstimmung ist mit einem Stern gekennzeichnet.

TADEILE & ...ttt ettt e e e et e et e e e ettt eeateeetteeennaeeennnes 42
Allgemeine Losungen und Chemikalien

TADEILE 9 ...ttt e e et e e st e e et e et e e rae e e aba e e tae e e abeeerbaeenaaeennns 43
Losungen und Chemikalien fiir die Immunhistochemie (LSAB)

TADEIIE 1) ..ottt et et e et e et e e et e e st e e e sta e e e nbeeeesseeensbee e sbeeenseeennaeenn 43
Geriite und Materialien fiir die Immunhistochemie (LSAB)

TADBEILE 11 ...ttt ettt ettt et et e et et et e e abeebeeenaeeteenareens 44
Geriite und Materialien fiir die computergestiitzte Analyse

TADELIE 12 ...ttt et e et e et e et e e st e e et e e e ae e e e rtteeenaee e naaeenreeenaeenn 45

Charakteristika der Patientenpopulation

Vergleich nicht-immun-supprimierter und immunsupprimierter Patienten hinsichtlich Alter, Geschlecht,
Tumorklasse, Tumor und Tumorlokalisation. Gezeigt sind fiir Geschlecht, Tumorklasse, Tumor und Tumorloka-
lisation die absoluten Anzahlen der Patienten, und fiir die Altersverteilung der Mittelwert mit zugehdrigen 95%
Konfidenzintervall. Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte fiir das Geschlecht
sowie die Tumorklasse, mittels Chi-Quadrat-Test, fiir den Tumor und die Tumorlokalisation (ohne ,,keine Anga-
be) anhand des Exakten Test nach Fisher und fiir das Alter durch den Student t-Test. Signifikante Unterschiede
(p < 0.05) zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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TADBEILE 13 ...t ettt ettt et ettt e b e be e bt e sateebeaen 46
Lokalisation der Tumoren

Vergleich der SCC in situ (AK III und MB) und der SCC invasiv in Bezug auf die Tumorlokalisation (Kopf,
Oberkdrper, Unterkorper, keine Angabe). Gezeigt sind fiir AK III, MB und SCC invasiv die absoluten Anzahlen,
sowie zusammenfassend die Gesamtanzahl aller Tumoren. Statistische Testung auf Unterschiede zwischen den
Gruppen erfolgte fiir die Tumorlokalisation (ohne ,.keine Angabe®) anhand des Exakten Test nach Fisher. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

TADEILE 14 ..ottt ettt e et e e et e e s ata e e e saee e e sae e e nbeeeanseeennbeeennbaeenaeeennns 47
Charakteristika der Immunsupprimierten (n = 60)

Vergleich der Immunsupprimierten (Herztransplantierte [HTX], Knochenmarktransplantierte [KTX], Leber-
transplantierte [LTX], Nierentransplantierte [NTX] und mit unbekanntem Organ Transplantierte [OTX])
hinsichtlich der Tumorklasse, des Tumors, des Alters bei Biopsie, des Alters zum Zeitpunkt der Transplantation
[Alter bei TX] sowie der Zeitspanne von der Transplantation bis zur Biopsie [Zeit: TX-Biopsie]. Gezeigt sind fiir
Tumorklasse und Tumor die absoluten Anzahlen der Patienten; fiir Alter bei Biopsie, "Alter bei TX" und "Zeit:
TX-Biopsie" der Mittelwert mit zugehorigen 95% Konfidenzintervall. Statistische Testung auf Unterschiede
zwischen den Gruppen erfolgte fiir die Tumorklasse und den Tumor mittels Exakter Test nach Fisher und fiir
Alter bei Biopsie, "Alter bei TX" und "Zeit: TX-Biopsie" mittels ANOVA. Signifikante Unterschiede (p < 0.05)
zwischen den Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

TADBEILE 15 ..ottt ettt ettt ettt ettt e ea 48
Vaskularisierung der AK III und invasiven SCCs bei Immunsupprimierten in der CD31-Firbung
Vergleich der AK III und invasiven SCC von Immunsupprimierten hinsichtlich der MVD, der Gesamtflache der
Geféle, der mittleren GeféRgroRe und der relativen GeféBRflache in der CD31-Féarbung. Gezeigt sind die
Mittelwerte mit zugehérigen 95% Konfidenzintervall der MVD (n/0,37 mm?), der Gesamtflache der GefaRe
(um?), der mittleren GefaBgréRe (um?0,37 mm?) und der relativen GefaBflache (%). Statistische Testung auf
Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Signifikante Unterschiede (p < 0.05) zwi-
schen den Gruppen sind mit *, hoch signifikante (p <0.01) mit ** und hochst signifikante Unterschiede
(p <0.001) mit *** gekennzeichnet. Der hier gekennzeichnete hochst signifikante Unterschied (***) war auch
unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) signifikant.

TADCILE 16 ...ttt ettt ettt e b ettt st b e ee 49
Vaskularisierung der AK III und invasiven SCCs bei Nicht-Immunsupprimierten in der CD31-Firbung
Vergleich der AKIII und invasiven SCC von Nicht-Immunsupprimierten hinsichtlich der MVD, der
Gesamtflache der GefaRe, der mittleren GefaRgrofe und der relativen Gefal3flache in der CD31-Féarbung. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit zugehdrigen 95% Konfidenzintervall der MVD (n/0,37 mm?), der Gesamtflache
der GefaRe (um?), der mittleren GefaRgroRe (Um*0,37 mm?) und der relativen GefaRflache (%). Statistische
Testung auf Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mittels Student t-Test. Hoch signifikante Unterschiede
(p <0.01) zwischen den Gruppen sind mit ** gekennzeichnet. Der hier gekennzeichnete hoch signifikante Un-
terschied (**) war unter Bonferronikorrektur (p < 0.000625) nicht signifikant.

TADCILE 17 ..ottt ettt ettt et 58
Abhangigkeiten der MVD und LVD - Multivariate Regressionsanalyse

Untersuchung der Einflussgroen auf die MVD (CD31) und auf die LVD (D2-40) hinsichtlich des Status der
Immunsuppression, Alter, Geschlecht, Tumorklasse, Tumor und Tumorlokalisation. Gezeigt sind fiir Geschlecht,
Alter (nach Einteilung in Klassen), Tumorklasse, Tumor und Tumorlokalisation die absoluten Anzahlen der Pati-
enten und jeweils der zugehdrige Mittelwert der MVD (n/0,37 mm?) und der LVD (n/0,37 mm?). Statistische
Testung auf die Stirke des Einflusses fiir die MVD und die LVD erfolgte fiir den Status der Immunsuppression,
die Altersklassen, das Geschlecht, die Tumorklasse, die einzelnen Tumoren sowie die Tumorlokalisation (ohne
»keine Angabe) mittels multivariater Regressionsanalyse. Signifikante Unterschiede (p <0.05) zwischen den
Gruppen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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