Aus der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Ha-ras- und TP53-Mutationsmuster aktinischer Keratosen in
einer therapeutischen Vergleichsstudie

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Nadja Krawtchenko

geboren in Minsk, Belarus



Gutachter: 1. PD Dr. rer. nat. |. Nindl
2. Prof. Dr. med U. Hengge
3. Univ.-Prof. Dr. Dr. J. C. Becker

Datum der Promotion: 30. November 2012



Danksagung

Meinem Doktorvater, PD Dr. rer. nat. Ingo Nindl, bin ich fiir die Uberlassung des Themas und
das Ermdglichen dieser wissenschaftlichen Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. Ein besonderer
Dank gilt auch an Prof. Dr. med. Eggert Stockfleth, der mir jegliche klinische Unterstiitzung in
dieser Arbeit bot.

Meiner Betreuerin, Frau Dr. rer. nat. Anja Kohler, bin ich fiir ihr unendliches
Motivationsvermdgen dankbar, was mich stets zu neuen Uberlegungen und Fragestellungen
animierte und vor allem die praktische Labortdtigkeit zu lieben lehrte. Letzteres wire auch kaum
ohne die liebevolle Unterstiitzung von Frau Mandy Lehmann, der medizinisch-technischen

Assistentin unserer Arbeitsgruppe denkbar.

Meinem Freund, Henrik Miiller, gilt ein ganz besonderer Dank dafiir, dass er mir stets den

Riicken freigehalten hat und mich bestérkt hat, wenn ich ins Zweifeln kam.

Meinen Eltern mdochte ich danken, dass sie mir diesen Bildungsweg ermoglicht haben und

fortwihrend an mich geglaubt haben.

Zu guter Letzt sind noch alle freiwilligen Studienteilnehmer zu erwihnen, ohne die diese Studie

nicht moglich gewesen wire.



Meinem Vater, der mich stets lehrte zu hinterfragen.



Publikationsliste

N. Krawtchenko, J. Roewert-Huber, M. Ulrich, I. Mann, W. Sterry and E. Stockfleth: ,, A
randomised study of topical 5% imiquimod vs. topical 5-fluorouracil vs. cryosurgery in
immunocompetent patients with actinic keratoses: a comparison of clinical and histological
outcomes including 1-year follow-up®; British Journal of Dermatology, 157 (Suppl. 2), 34-40,
(2007)

I. Nindl, M. Gottschling, N. Krawtchenko, M.D. Lehmann, J. Ro"wert-Huber, J. Eberle, E.
Stockfleth and T. Forschner: ,,Low prevalence of p53, pl6INK4a and Ha-ras tumour-specific
mutations in low-graded actinic keratosis*; British Journal of Dermatology, 156 (Suppl. 3), 34—
39, (2007)



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.

il



Inhaltsverzeichnis

N 25 10 (<1113 VSRR OUPPRRURPUURRN 1
L1 AKtINISChe KETatoSe......uviiriiiiiiiiiiiiieeeie ettt 1
L.1.T  EpidemiolOgie.....ccceiiuuiiiiiiiiiiie ettt et et e e et e e e et ee e e e 1
L1220 KIHIIK ottt ettt ettt ettt e st e b e et e snbeennees 2
1.2 Aktinische Keratose - ein Plattenepithelkarzinom in SitU............ccceeeviiiieeiiiiiieeiniiieeenn, 3
1.3 Die Photokarzinogenese der Haut .............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 5
1.3.1 Grundlagen der molekularen Genetik............ccccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiecce e 5
1.3.2  Ultra-violette Strahlung als Auslosefaktor intragenischer Mutationen ..................... 7
1.3.3 Onkogene und Tumorsupressorgene in der Karzinogenese.............cccccuveeeervvreeeennne. 7
1.4  Therapieoptionen der AK ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiie et e e 10
LA T KEYOtREIAPIC ... .eiiiieiiiiiie ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e eabbeeeeenaseeeeenes 11
1.4.2  5-FIUOTUIACTL.c...eiiiiiiiiiiicee et 12
143 TMIQUIMOM ..ccciiiiiiieiiiiie ettt e e e ettt e e e et eeeeenbaeeesennaseeeeenes 13
1.5 Herleitung einer Aufgabenstellung.............ccccviiiiiiiiiiiiiiiiii e 14
2 Material und MEthOA@N .........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 15
ALLGRIMCIN ...iiiiiiiiiie ettt e e ettt e e e ettt e e e eaatteeeeensbaeeeesnnsaeeeeannsaeeseanssaeaeennsseeeas 15
2.1 KHNISCHET T@IL....ciiiiiiiiiiiiiiiie et 15
2.1.1  StudienpOPUIAtiON ........ceiiiiiiiiieeiiiie e ettt e e e rre e e e earaeaeenas 15
2.1.2  SHUAIENAESIZN ...eviiiieiiiiiie ettt ettt e et e e e et e e e e enabe e e e e e nabaeeeennnraaaeanns 16
2.1.3  EvaluierungSKITEOTION .. .ceeeiuiiiiieeeiiiieeeeiiiieeeeiieee e e et ee e ettt eeesnteeeeeenabaeeeennnsaeaeenns 21
2.2 MolekularbiologiSCher Teil.........cc.ueiiiiiiiiiiiiiiiie et 23
2.2.1 Grundlagen der Polymerase-Ketten-Reaktion.............ccoeuiiiniiiiniiiiniiceniicenieee 23



2.2.2  DI1E DN A-ISOLAION. ccevueeeeieee et et e e e e e e e e e e e e eeeaeeaeen 23

2.2.3 Analyse der Markergene mittels Polymerase-Kettenreaktion............cccceocuveennneen. 24
2.2.4 PCR der Markergene. ........ccuuiieeiiiiiieeiiiiieeeeiiie e et ee e e sttt e e e eiteeeesenebaeeeennnraeaeenns 25
2.2.5 DNA-SEQUENZIETUNG.....cceeiiriireeaiiiieeeaiiteeeeaiiteeeeaarreeeeasnrreessaansreesssssseeesesssseeesanns 26
2.2.6 Mikrodissektion ausgewdhlter Gewebeproben..............oovcviiiiiiiiiiiieeniiiee e 26

2.3 Statistische MethOden .......c.c.ueiiiiiiiiiiiiiii e 27

I 7 4051 o) 11 PSR U PP PPRUPPRR 28
3.1 KHNISCHET T@IL...ceiiiiiiiiiiiiiiie et 28
3.1.1 Studienpopulation und eingehende Charakteristika ...........cccceeveuieiniiiiiniieenineennnn. 28
3.1.2  Klinische EVAIUIETUNG. ........uviiiiiiiiiieeiiiie ettt et e e e aaee e 29
3.1.3 Histologische EValulerung .............coooviiuiiiiiiiiiiiiieiiiiee et 31

3.1.4 Beurteilung des Therapieerfolges zum Auswertpunkt II (12 Monate nach

Behandlungsende) ...........eiieiiiiiiiee e et sarae e enes 32
3.1.5 KosmetiSCher ErfOlg .......cooouiiiiiiiiiiieiie e 34

3.2 MolekularbiologiSCher Teil..........ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 36
3.2.1  MUtationSANALYSEN ......eeiieiiiiiieeeiiiieeeeiieeeeeite e e e ettt e e e et e e e e eiabeeeeeebbaeeeennbraeaeenns 36

4 DISKUSSION. ...ttt ettt ettt ettt et e ettt e e bt e ettt e sttt e st e st e e s e 43
4.1 KIiniSChe ErgeDNISSE ....ccceiuiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e et e e e e nabeeeeennaaee s 43
4.1.1 Was sind die Kriterien einer optimalen AK-Therapie? ...........ccccvveeriiiireeniiienenns 44

4.1.2  Vergleich der Therapiegruppen anhand der vier Kriterien einer optimalen AK-

TRETAPIC ...ttt e e e ettt e e ettt e e e ettt eeeeeebbeeeeenabeeeeennbbaeeeennnbaeaeanns 47

4.2 MolekularbiologiSCher Teil.........c.uiiiiiiiiiiiiiiiiie et 56
4.2.1 Mutationsanalyse von TP53- und Ha-ras-Genen in AK...........ccoooiiiniiiiniieinnen. 56

5 Zusammenfassende Schlussfolgerungen ..........cccuiiiiiiiiiiiieiiiiiie e 62
6 ZUSAMMENTASSUNG ....eoeeiiiiiieeiiiiiee et eeeeett e e e ettt e e e sataeeeesnbteeeeassbaeeesanssaeeseasseeeeannssaeeeanns 63
T ADKUIZUNZEN....ceeiiiiiieeiiiiiee ettt ettt e ettt e e e ettt e e e et e e e e eatbaeeeesatbaeeeeansbaeeeeanssaeesennssaeeeanns 65
8 LteraturVerZEICHIIS. .. ..veiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e e e 66



O ADDbildUngSVEIZEICHNS .....eeiiiiiiiiiieiiiiie ettt e e e te e e e etrae e e e abaeeeena

10 Tabellenverzeichnis



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aktinische Keratose

Die aktinische Keratose (AK) stellt ein Plattenepithelkarzinom (PEK) der Epidermis in situ
dar.! Dabei handelt es sich um die Proliferation zytologisch atypischer Keratinozyten im

Bereich der epidermodermalen Junktionszone in chronisch lichtgeschiadigter Haut.

Die erste Erwédhnung dieser Hauterkrankung geht auf den franzosischen Dermatologen
Dubreuilh zuriick, der 1896 den Begriff , Keratosis senilis* priagte. Dabei berichtete er iiber
die Ahnlichkeit der beschriebenen Lisionen mit einem PEK und legte eindeutig fest, dass die
Keratosis senilis, eine ,natiirliche Tendenz aufwies in einen epithelialen Tumor zu
degenerieren®.” Etwa 30 Jahre spiter charakterisierte der deutsche Dermatologe Freudenthal
die histopathologischen Grundlagen von Keratosis senilis und verifizierte die von Dubreuilh
vorgelegte Hypothese des Uberganges diesen in ein Karzinom.’ Pinkus fithrte 1958 im
Rahmen einer umfangreichen Beschreibung des Krankheitsbildes den heute verbreiteten

Begriff ,,aktinische Keratose* ein.*

1.1.1 Epidemiologie

Epidemiologische Studien zeigen ein erhohtes Auftreten der AK in der hellhdutigen
Bevdlkerung. Eine hohere Pravalenz der Hauterkrankung ist vor allem in Landern mit

intensiver im Vergleich zu Regionen mit méfBiger UV-Belastung zu beobachten. Eine Studie



Einleitung

aus GroBbritannien berichtete von einer Pravalenz der AK bei Méannern vs. Frauen von 16%
vs. 6%. Im Alter von 70 Jahren betrug die AK-Préivalenz bereits 34% bei Ménnern und 18%
bei Frauen.” Eine viel hohere Privalenz wird in Australien (Queensland) bei der hellhdutigen
Bevolkerung beobachtet. In den Altersgruppen von 30 bis 70 Jahren betrigt sie 55% bei
Minnern und 37% bei Frauen.® Andere Studien berichteten iiber niedrigere Privalenzen von
11% bis 26%.” Insgesamt zeigen diese Daten eine ca. dreifach héhere AK-Privalenz bei

Mainnern als bei Frauen.

Die Entwicklung eines invasiven PEK auf der Basis einer bestehenden AK ist bereits seit der
Erstbeschreibung dieser Hauterkrankung bekannt. Die momentane Studienlage ldsst eine
Risikoschitzung fiir die Transformation einzelner Lisionen auf etwa 10% zu.”® Man geht
aber auch davon aus, dass bei Patienten mit multiplen Lésionen binnen 10 Jahren in 10% bis

20% mit dem Auftreten eines invasiven PEK zu rechnen ist.”

1.1.2 Klinik

AK treten solitir oder in Mehrzahl nahezu ausschlieBlich in chronisch lichtexponierten
Arealen auf, insbesondere an den so genannten Sonnenterrassen wie Stirn und Glatze,
Ohrmuschel, Wangen, Nasenriicken, Unterlippe, aulerdem an Unterarmen und Handriicken
(Abbildung 1-1). Das Erscheinungsbild ist sehr variabel: es finden sich runde, ovale oder
unregelméBig geformte, meist scharf begrenzte, teils teleangiektatische Papeln, deren Farbung
von hautfarben oder entziindlich gerdtet bis braun pigmentiert variiert. Die rauen hornigen
Herde sind oft mit gelblichen, schmutzig-braunen bis grau-schwarzen Keratosen oder Krusten

versehen. Die Effloreszenzengrofle variiert zwischen 0,1 bis 2,5 cm.
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Abbildung 1-1: Multiple AK an sonnenexponierten Arealen (A) der Handoberflichen und (B) der Koptfhaut
(Glatze)

Die Patienten sind in der Regel beschwerdefrei, klagen aber teilweise liber Spannungsgefiihl,
Brennen oder Juckreiz. Es bestehen zumeist allgemeine Zeichen der chronisch
lichtexponierten Altershaut mit Elastizitdtsverlust und Hyper- bzw. Depigmentierungen und

Teleangicktasien.'”

1.2 Aktinische Keratose - ein Plattenepithelkarzinom in situ

Allgemeine Charakteristika

Die AK ist eine auf die Epidermis begrenzte Lision. Histologisch besteht eine fokale
Proliferation atypischer Keratinozyten, die in Nestern und zundchst in den unteren

Epidermisschichten liegen und spiter das gesamte Epithel durchsetzen konnen. Die
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Zelldifferenzierung ist defekt und bedingt eine Stérung der normalen Histo-Architektonik der
Epidermis (Polarisationsverlust), die mit hyperkeratotischen oder parakeratotischen
Hornauflagerungen iiber der verbreiteten, aber oft auch atrophisch ausgediinnten, Epidermis

einhergeht.

Histologische Verdanderungen einer AK sind mit denen im invasiven PEK vergleichbar und
klinisch nicht voneinander zu unterscheiden. Unbehandelt kdnnen AK in ihrem Wachstum
progredieren und jederzeit die Basalmembran durchbrechen. Von dort kénnen sie sich in
tiefere Hautschichten invasiv ausbreiten und zu einem ungewissen Zeitpunkt metastasieren,
was im schlimmsten Fall zum Tod fiihren kann. Welche der Lésionen letztendlich einen
invasiven Tumor entwickelt, kann nicht vorhergesagt werden. Damit sind die wichtigsten
Malignitétskriterien erfiillt und AK sollten laut neuestem Kenntnisstand als ein PEK in situ

(oberflichliches PEK) therapiert werden. "'

1.2.1.1 Klassifikation der AK

Cockerell und Kollegen fiihrte 2000 analog zur intraepithelialen Neoplasie des
Gebdarmutterhalses die Bezeichnung der AK als eine keratinozytische intraepitheliale
Neoplasie (KIN) ein, die in die Stadien I bis III unterteilt wurde (Cockerell ef al. 2000). Diese
allerdings ziemlich unspezifische Klassifikation wurde mittlerweile modifiziert und wie folgt
in verschiedene Grade unterteilt: frithes PEK in situ AK I bzw. II, und PEK in situ AK III
(modifiziert von Rowert-Hubner et al. 2007). Die Einteilung in die oben genannten drei AK-
Grade - entsprechend mild, moderat und stark ausgeprégt - erfolgt aufgrund des klinischen
Erscheinungsbildes und der histologischen Auspriagung der Zell- und Gewebeatypien der
AR 113
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1.2.1.2 Athiologie der AK

Der wesentliche édthiologische Faktor fiir die Entstehung von Hautkrebs, speziell von AK, ist
chronische UV-Bestrahlung durch Sonnenstrahlen, daher kommt auch das oft gebrauchte
Synonym ,,solare Keratose* zum Einsatz. Genaueres soll im Abschnitt ,,Photokarzinogenese
der Haut* erldutert werden. Einen anderen Ko-Faktor der malignen Transformation von AK
konnen nach neueren Untersuchungen kutane humane Papillomviren (HPV) darstellen. In
verschiedenen Studien wurde eine HPV-Pridvalenz in aktinischen Keratosen bei

14-16

immunkompetenten Patienten zwischen 35% und 85% gefunden. Ein letzter Beweis fiir

diese Hypothese steht aber noch aus.

1.3 Die Photokarzinogenese der Haut

1.3.1 Grundlagen der molekularen Genetik

Die Desoxyribonukleinsdure (engl. DNA) ist Trdger genetischer Information der
menschlichen Zelle. Sie enthilt Gene, die liber Ribonukleinsduren Proteine kodieren, welche
fiir die biologische Entwicklung eines Organismus und den Stoffwechsel einer Zelle
notwendig sind. Chemisch gesehen handelt es sich um einen Nukleinsduren-Doppelstrang,
dass aus vier verschiedenen Bausteinen - den Nukleotiden - aufgebaut ist. Abhéngig von der
stickstoffhaltigen Base in ihrer Struktur werden diese als Adenin (A), Cytosin (C), Guanin
(G) oder Thymin (T) bezeichnet.

Nur bestimmte Abschnitte der DNA, die Gene, kodieren fiir Proteine, die bei der Regulation
des Stoffwechsels einer Zelle und deren Aufbau beteiligt sind. Drei Nukleotide (Triplett)
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bilden das Codon, welcher fiir eine Aminoséure des entsprechenden Proteins kodiert. Dabei
konnen mehrere unterschiedliche Tripletts ein und dieselbe Aminosdure kodieren, was als

Degeneration des genetischen Codes bezeichnet wird."”

Bereits durch die Labilitdt ihrer Bausteine, vor allem aber durch Umwelteinfliisse,
insbesondere durch die ultravioletten Strahlen des Sonnenlichts, ist die Struktur der DNA
stindig gefahrdet. Konnen spezielle Schutzmechanismen der menschlichen Zelle externen
Einfliissen nicht kompensieren, so entstehen Mutationen als dauerhafte Verdnderungen des
Erbgutes. Diese konnen auf verschiedenen Ebenen der Erbgutorganisation auftreten. Fiir die
vorliegende Arbeit sind jedoch die intragenischen Mutationen von besonderer Relevanz.
Diese werden durch einen Austausch, Addition (Insertion) oder Verlust (Deletion) eines oder

mehrerer nebeneinander liegenden Nukleotide verursacht.’

Aufgrund der bereits erwihnten degenerativen Eigenschaft des genetischen Codes fiihrt ein
Nukleotid-Austausch in der DNA nicht zwingend zum Aminosdurenaustausch im Protein.
Solch eine DNA-Mutation bezeichnet man als stille Mutation (engl.: silent mutation).
Gefahrlich sind allerdings intragenische Mutationen, die eine Verdnderung der Proteinstruktur
bewirken. Eine solch tiefgreifende Modifikation kann durch einen einzelnen Nukleotid-
Austausch erfolgen, wodurch das betroffene Codon eine neue Aminosdure kodiert. Eine
solche Mutation bewirkt somit die Synthese eines verdnderten Proteins (engl.: missense
mutation). Eine besondere Form der missense-Mutation ist die Entstehung eines Stopp-
Codons anstatt einer codierenden Aminosiure (engl.: nonsense mutation). So kommt es zum
frithzeitigen Syntheseabbruch des kodierten Proteins (engl; fruncation). Eine andere Form
dieser Mutationen sind Deletionen und Insertionen vereinzelter Nukleotide. Sie zerstdren den
Triplett-Codon-Takt der DNA und verschieben somit das normale Leseraster der DNA-
Transkription (engl.: frame shift), wodurch das kodierte Protein eine vollig neue Struktur

bekommt."”
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1.3.2 Ultra-violette Strahlung als Auslosefaktor intragenischer

Mutationen

Grundlegend sind zwei Bestandteile des UV-Lichts zu unterscheiden, die kurzen
(Wellenldnge 290 - 320 nm) UV-B-Strahlen, welche vor allem direkte Schiden der DNA
verursachen und lange UV-A-Strahlen (Wellenldnge 320 - 400 nm), die zum einen iiber
aktive Sauerstoffradikale die DNA schiddigen und zum anderen immunsuppressiv wirken. Die
direkte UV-B-Einwirkung betrifft iiberwiegend die Pyrimidinbasen Thymin und Cytosin, die
nebeneinander innerhalb eines DNA-Stranges liegen (C-C, T-T, C-T und T-C). Man spricht
dabei von den so genannten ,hot spots® fiir UV-induzierte DNA-Schiden und
Mutationen.'®"® Es kommt zur Ausbildung von UV-typischen Dimeren (s.g.
Photoprodukten.). Solche Photoprodukte werden von der DNA-Polymerase falsch erkannt,
was im neu synthetisierten DNA-Strang zu einer C-zu-T-Transition fiithrt. Somit besteht die

Moglichkeit UV-induzierte Mutationen molekulargenetisch zu erkennen.

1.3.3 Onkogene und Tumorsupressorgene in der Karzinogenese

Als Tumorsupressorgene werden Gene bezeichnet, deren Produkte die unkontrollierte Teilung
genomisch geschadigter Zellen durch z.B. Zellarest oder Induktion der Apoptose
unterdriicken. Dadurch verhindern sie die Entstehung von Tumoren. Genprodukte der

Tumorsupressorgene sind unter anderem p53, p21, p16, BAX, oder das Rb-Protein.

Im Gegensatz zu den Tumorsupressorgenen werden Onkogene in dysplastischen Zellen
exprimiert und fordern somit die Tumorentwicklung. Solche Gene sind in Form von Proto-
onkogenen ubiquitdrer Bestandteil einer gesunden Zelle und meistens an der Regulation deren
Wachstums und Proliferation beteiligt. Durch Mutationen kann ein Gen veridndert werden und

anschlieBend zum unkontrollierten Zellwachstum und Proliferation einer Zelle fithren
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(Wachstumsfaktoren, Ras-Protoonkogene, Tyrosinkinasen, nukledre Transkriptions-

faktoren).”

Aufgrund ihrer Relevanz in den AK und des Schwerpunktes dieser Arbeit sollen zwei
Vertreter dieser Gene genauer beschrieben werden: das Tumorsupressorgen TP53 und das

Onkogen Ha-ras.

1.3.3.1 Das Tumorsupressorgen TPS3

Das Gen TP53, genauer gesagt das von ihm kodierte Protein p53, reguliert als
Transkriptionsfaktor nach DNA-Schiadigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle
des Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose (des programmierten Zelltods) oder an der
DNA-Reparatur beteiligt sind. Aufgrund dieser zentralen Eigenschaften wird p53 in der

Literatur als ,Wéchter des Genoms’ bezeichnet.!

Das TP53 liegt auf dem Chromosom 17p13 und ist ca 20 kB grof3. Es besteht aus 11 Exons,
die fiir 393 Aminoséduren kodieren. Das aktive Protein ist ein Tetramer, das aus vier einzelnen
53 kDa groBen Phosphoproteinen gebildet wird. Jedes dieser Phosphoproteine besteht aus
mehreren funktionellen Dominen: einer DNA-Bindungs-, einer Transkriptionsaktivierungs-
und einer Tetramerisierungsdoméne. Auf der Nukleotidebene des TP53-Gens finden sich
zudem fiinf hoch konservierte Sequenzabschnitte, die eine sehr hohe Ubereinstimmung unter
vielen Spezies zeigen.”” Die meisten der im Tumorgewebe gefunden Mutationen waren in

diesen hoch konservierten Regionen lokalisiert.”> (Abbildung 1-2)
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Abbildung 1-2: Mutations-,,iot spots“ des TP53-Gens in 132 aktinischen Keratosen. Unten - die TP53-Struktur
(Exons 2-11, hoch konservierte Sequenzabschnitte I-V); oben - Mutationshédufigkeiten des jeweiligen TP53-
Codons (1-393). Modifiziert aus ,,The UMD p53 database, Linn Hjortsberg and Thierry Soussi
(http://p53.free.fr).

Mutationen des TP53-Gens in menschlichen Hauttumoren sind seit langem bekannt.”**
Speziell in PEK ist das TP53 in bis zu 90% der Lisionen mutiert.”’ In AK variiert die
Mutationsrate zwischen 11 und 48%.”** Diese iiberwiegend UV-spezifischen (C zu T oder
CC zu TT) Mutationen sind vor allem in den hoch konservierten Regionen der Exons 7 und 8

(Codons 248, 258, 278) gefunden worden.'**>*

1.3.3.2 Das Onkogen Ha-ras

Die Gene der ras-Familie - Ha-(Harvey)-ras, N-(Neuroblastoma)-ras und K-(Kirsten)-ras -
sind Proto-Onkogene. Sie bestehen aus 4 Exons und kodieren 189 Aminosduren lange
Proteine. Das Ha-ras Protein liegt gebunden an das Guanosindiphosphat (GDP) an der
Innenseite der Zellmembran. Im aktivierten Zustand kann es durch eine Kaskade von

intrazelluliren Reaktion die Proliferation und den Wachstum der Zelle stimulieren.’’*
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In ca. 20% der menschlichen Tumore wurde mindestens eine Mutation im ras-Gen
gefunden.” Vergleichsuntersuchungen an benignen und malignen Hauttumoren zeigten, dass
die Mutationen zum Zeitpunkt der Tumorinitiation (erstes Stadium der Karzinogenese),
allerdings kaum eine Rolle in seiner Progression spielen.’* Mutations-,,hot spots“, die fiir eine
Aktivierung des Onkogens verantwortlich sind, liegen im Exon 1 (Codon 12 und 13) und im
Exon 2 (Codon 61).* Eine Vielzahl von Studien zeigten kontroverse Ergebnisse beziiglich
der Mutationsrate von Ha-ras im kutanen PEK des Menschen. Die meisten Studien deuten
hier auf eine geringe Mutationsrate des Onkogens hin.>>*’ Zwei unabhingige Studien
berichten iiber Guanin (G) zu Thymin (T) Basenaustausche in der zweiten Position des

Codons 12 (Exonl) in 46% der 24 untersuchten PEK.***’

1.4 Therapieoptionen der AK

Zur Behandlung der AK steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung. Bei der
Entscheidung fiir die jeweilige Behandlungsoption spielen die Ausdehnung und die
Lokalisation der AK, die individuelle Anamnese des Patienten und nicht zuletzt seine
,Compliance* (engl.: das kooperative Verhalten des Patienten im Rahmen einer Therapie)
eine Rolle. Bei der Beurteilung der Tumorausdehnung sollte man sich nicht allein auf die
klinisch sichtbaren Lisionen beschrinken. Neueren Untersuchungen zufolge geht man auch
bei AK von einer multifokalen Tumorentstechung innerhalb eines bestimmten Areals aus.*
Dieses Phanomen der Flichenentartung (engl.: field cancerization) wurde primér im
Zusammenhang mit dem oralen PEK 1953 von Slauhghter ef al. *' beschrieben und stellt eine

besondere Herausforderung fiir die Therapie der AK dar.

Die grofle Methodenvielfalt kann nach ithrem Wirkprinzip in physikalische (z.B. CO,-Laser,

Kryotherapie, chirurgische Exzision groBer Lésionen), lokale medikamentdse (z.B. 5-
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Fluoruracil, Diclofenac und Imiquimod) und kombinierte Verfahren (z.B. Photodynamische
Therapie mit Aminoldvulinsdure) unterteilt werden. An das Design dieser Studie anlehnend
soll im folgenden Abschnitt auf drei der am héufigsten verwendeten Therapiemethoden

genauer eingegangen werden.

1.4.1 Kryotherapie

Bei der Kryotherapie handelt es sich um das international am haufigsten eingesetzte
Verfahren zur Behandlung von AK. Die Kryotherapie kann sowohl im so genannten Kontakt-
Verfahren bei wenigen, als auch im ,,offenen Sprayverfahren* bei multiplen, flichenhaften
Lisionen eingesetzt werden. Ublicherweise wird fliissiger Stickstoff mit einer Temperatur
von —196°C als Kiihlelement verwendet. Das Wirkprinzip beruht auf einer unspezifischen
Destruktion sowohl Tumor- als auch normaler Zellen der Umgebung.** Durch eine schnelle
Einfrierung werden dabei aufgrund ihres hohen Wassergehaltes iiberwiegend Zellen
angegriffen, Bindegewebsstrukturen bleiben erhalten. Im Rahmen der AK-Behandlung kann
damit selektiv die befallene Epidermis zerstort werden, anschlieBend erfolgt eine
Reepitelisierung aus der Tiefe der Haarfollikel.” Bis jetzt gibt es keine Standardisierung
weder fiir die Anzahl und Dauer der Anwendungen, noch fiir die optimale Temperatur
speziell fiir Behandlung der AK. Die Entscheidung wird letztendlich vom behandelnden Arzt

aufgrund seiner klinischen Erfahrung getroffen.

Die Heilungsraten nach erfolgter Kryotherapie variieren zwischen 75% und 98%.***> Die
Rezidivraten liegen zwischen 1% und 12% innerhalb einer 12-monatigen
Nachbeobachtungszeit.*® Trotz hiufiger Anwendung gibt es kaum histologisch kontrollierte

Studien zur langfristigen Effektivitit von Kryotherapie.
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Wihrend und nach der Therapie konnen ausgeprigte Schmerzen, Rétung, Odem- und
Blasenbildung auftreten. Als negative Effekte werden zudem Hyper- und vor allem

Hypopigmentierungen beobachtet. *’

1.4.2 5-Fluoruracil

Das Wirkstoff 5-Fluoruracil (5-FU) ist ein Pyrimidinanalogon, welches die DNA-Synthese
hemmt und somit direkt die Zellteilung beeinflusst. Dabei interferiert 5-FU mit der Synthese

von DNA und RNA (engl.: ribonucleic acid) iiber die Hemmung der Thymidylsynthetase.***’

Zur Behandlung von AK stehen 5-FU-Cremes mit verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen

50,51
h.”™

zur Verfiigung. Bislang war der Einsatz 5%iger Losungen {iiblic Neuere Studien zeigten,

dass eine 0,5%ige 5-FU-Losug fiir eine lokale AK-Therapie zu vergleichbaren Ergebnissen

fiihrt wie 5%ige Préparate.”*

Ublicherweise wird 5-FU zweimal tiglich auf die betroffenen Hautstellen aufgetragen,
meistens {liber einen Zeitraum von zwei bis vier Wochen. Der Wirkmechanismus von 5-FU ist
unspezifisch, daher wird neben den Tumorzellen auch gesundes Gewebe in ihrem Wachstum
beeintriichtigt. Dies fiihrt des Ofteren zu Hautentziindungen mit Erythemen, Trockenheit,
Juckreiz, Brennen und Schmerzen sowie Erosionen, gegebenenfalls Ulzerationen. Die
unerwiinschten Reaktionen korrelieren mit der Ausprigung der aktinischen Schiadigung und
limitieren somit die Anwendung von 5-FU. Die Abheilungsrate liegt bei etwa 50% und

Rezidive treten in bis zu 55% nach einer Anwendung bei AK auf,”**
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1.4.3 Imiquimod

Imiquimod ist ein Vertreter der so genannten ,,/mmune Response Modifier (IRMs). Es ist ein
Immunmodulator, der an dem Toll-like-Rezeptor 7 (TLR7) antigen-prédsentierender Zellen
bindet und das zelleigene Immunsystem aktiviert. Dies fiihrt zu einer
Transkriptionsaktivierung im Zellkern, wodurch vermehrt Interferon alpha (IFNa),
Tumornekrosisfaktor alpha (TNFa), sowie Interleukine (IL) IL-1, 6, 8, 12 und andere
Zytokine synthetisiert und freigesetzt werden. Dadurch hat Imiquimod antivirale und
immunmodulierende Wirkungen.”> Aufgrund dieser Wirkungsart treten wihrend einer
Behandlung mit Imiquimod unterschiedlich starke lokale Irritationen in den
Behandlungsarealen auf, die zu einem Erythem, gelegentlich sogar zu einer Erosion und

Ulzeration fiihren, und Hypo- und Hyperpigmentierungen hinterlassen kdnnen.

Bis vor kurzem wurde Imiquimod in Deutschland nur fiir die Therapie von Condylomata
acuminata zugelassen. Seit November 2006 ist der Immunmodulator auch fiir die Behandlung

von AK zugelassen.

In zwei Studien wurde Imiquimod bei AK dreimal wdchentlich fiir die Dauer von 16 Wochen
verwendet und anschlieend erfolgte eine histologische Kontrolle der Therapieerfolge. Es
zeigten sich vollstindige Abheilungen zwischen 45% bis 84% der behandelten Patienten. Die
Rezidivrate betrug 10% innerhalb eines einjdhrigen und 20% eines zweijdhrigen

Beobachtungszeitraumes. >’
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1.5 Herleitung einer Aufgabenstellung

Aufgrund der hohen Prdvalenz der AK und vor allem derer Entartungsrisikos, sind AK ein
sehr aktuelles Forschungsgebiet. Im Vordergrund steht hier die Suche nach einer optimalen
Behandlungsmethode. Neben einem langfristigen Abheilungseffekt sollte diese gut
vertrdglich sein. Die Therapienauswahl der AK ist vielfiltig - eine Gegeniiberstellung der

Vor- und Nachteile ist bislang durch Studien nicht ausreichend belegt worden.

Das vorrangige Ziel des klinischen Teils dieser Studie war es die drei am haufigsten
verwendete AK-Therapiemethoden auf ihre kurz- und langfristige Effektivitit zu untersuchen:

Kryotherapie und topische Behandlungen mit 5-Fluoruracil bzw. 5%ige Imiquimod-Creme.

Ferner sind auch weitere Erkenntnisse iiber die Entstehung der AK beziehungsweise deren
Ubergang in ein invasives PEK erforderlich. Die Tatsache, dass nur ein Teil der AK im
Verlauf in ein invasives PEK {iibergeht ldsst vermuten, dass bestimmte Mutationen am
Progressionsverhalten beteiligt sein konnten. Bislang wurde eine hohe Mutationsrate von
TP53 und Ha-ras in invasiven PEK gefunden. Ob diese bereits in frithen Stadien des Tumors
bestehen oder erst in hohergradigentarteten Lisionen entstehen war zum Zeitpunkt dieser

Arbeit unbekannt.

Zusammenfassende Fragestellungen der Arbeit:

= Lisst sich eine Therapieoption der ersten Wahl fiir AK definieren?

=  Sind Mutationen im TP53 und Ha-ras-Genen bereits in frithen Stadien der PEK

nachweisbar?

= Haben die jeweiligen Therapiemethoden der AK evtl. Einfliisse auf die Mutationsrate

der Gene TP53 und Ha-ras?
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2 Material und Methoden

Allgemein

Zur besseren Verstdandlichkeit der Studiengestaltung sollen 2 wesentliche Teile der Arbeit
unterschieden werden: ein klinischer und ein experimenteller Teil. Der klinische Teil beinhaltet
das Patientenkollektiv, das abhéngig von der eingesetzten Therapie in 3 Gruppen aufgeteilt
wurde. Hier wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Behandlungserfolg auf klinischer und
histologischer Ebene evaluiert. Der experimentelle Abschnitt umfasst eine molekularbiologische
Analyse von Marker-Genen aus den im Rahmen des klinischen Teils gewonnenen Hautproben.
Beide Teile wurden parallel durchgefiihrt und anschlieBend sowohl einzeln als auch gemeinsam

ausgewertet.

2.1 Klinischer Teil

Im klinischen Abschnitt dieser Doktorarbeit wurde eine s.g. ,.,single center, open label, 3-arm-

randomized study ** durchgefiihrt.

2.1.1 Studienpopulation

Insgesamt 75 Patienten (Hauttyp I bis III, nach Fitzpatrick’®) wurden im Zeitraum vom August
2004 bis Februar 2005 in die Studie miteinbezogen. Die klinische Betreuung der Patienten
erfolgte vom Arzteteam der Arbeitsgruppe von Prof. Eggert Stockfleth (HTCC -

Hauttumorzentrum Charit¢) im Rahmen der photodermatologischen Sprechstunde. Die
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Teilnahme an der Studie setzte eine Volljdhrigkeit der Patienten und die Einwilligung zu den im
Rahmen der Studie geplanten therapeutischen Mallnahmen voraus. Alle Patienten hatten
mindestens 5 sichtbare und histologisch bestdtigte AK-Lésionen in einem auf 5 x 10 cm
begrenzten Bereich (5 x 20 cm) am Kopf, Hals oder Dekolleté nachzuweisen. Dariiber hinaus

wirkten folgende Ausschlusskriterien:

vorhergehende (weniger als 4 Wochen) Behandlung mit Immunomodulatoren, Interferon
oder Interferon-Induktoren, zytotoxischen oder Immunsystemhemmenden
Medikamenten, Kortikosteroiden, Retinoiden, oder den zu untersuchenden
Medikamenten

jede andere Behandlung von AK weniger als 2 Wochen vor Studienbeginn

invasive Tumoren innerhalb des behandelten Areals (z.B. PEK)

Patienten mit kardiovaskuldren, hdmatologischen, hepatischen, neurologischen, renalen,
endokrinen, vaskuldren oder gastrointestinalen Erkrankungen

aktuell vorhandene dermatologische Erkrankungen innerhalb des Behandlungsareals oder
anliegend (3 cm Abstand) oder bekannte Hypersensibilitit auf Bestandteile der in der

Studie angewandten Behandlungen

Alle Protokolle und Patienteninformationen, einschlieBlich der Einwilligungserkldrungen
wurden vor dem Studienbeginn von der Ethikkommission der Universitétsklinik Charité, Berlin

tiberpriift und bewilligt (Nummer Si. 248).

2.1.2 Studiendesign

2.1.2.1 Screening-Visite und Therapiebeginn

Zum Studienbeginn wurden im Rahmen einer Screening-Visite eine allgemeine Anamnese und

klinische Untersuchung der Studienteilnehmer durchgefiihrt und Vitalparameter gemessen
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(Blutdruck, Puls und Temperatur). In die Studienakten der Patienten wurde die gesamte
Krankengeschichte, einschlielich der Atopie- und Genussmittelanamnese, und vorhergehender
Behandlungen der aktinischen Keratosen dokumentiert. AnschlieBend wurde der Zeitplan der

Behandlung festgelegt und jeder Teilnehmer unterschrieb eine Einverstdndniserklarung.

Das Behandlungsareal (BA) wurde als eine kohérente, 5 x 10 cm grofle Fliche auf sonnen-
exponierter Haut mit mindestens 10 sichtbaren AK-Lédsionen definiert (Abbildung 2-1:
Behandlungsareal). Genaue Lokalisation jeder Léasion wurde auf anlegbaren gerasteten Folien
(Bodycharts) fotodokumentiert. Unmittelbar vor dem Therapiebeginn wurde eine 4-mm
Stanzbiopsie (erste Stanzbiopsie) einer der im Behandlungsareal gelegenen AK-Léasionen
entnommen und zweigeteilt. Die eine Hélfte diente der histologischen Kontrolle der klinischen
Diagnose einer aktinischen Keratose. Die Evaluation der Hématoxylin-/Eosin-gefdrbten
Gewebeschnitte erfolgte durch zwei unabhingige Histologen. Die andere Hélfte wurde
zusammen mit einer weiteren Stanzbiopsie (zweite Stanzbiopsie) von gesunder nicht
sonnenexponierter Haut im Unterarmbereich im molekulargenetischen Labor auf Mutationen

untersucht (sieche Abschnitt ,,Molekulargenetisches Studiendesign®).

Abbildung 2-1: Behandlungsareal

AnschlieBend wurden die Teilnehmer beziiglich ihrer Therapie aufgeklirt und darauf
hingewiesen 24 Stunden vor jedem Evaluierungstermin keine Sonnenschutzmittel oder

Feuchtigkeitscremes auf das Behandlungsareal aufzutragen.
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Die erste Cremeapplikation (5-FU und Imiquimod) beziehungsweise die erste Kryotherapie-

Anwendung wurde unter der Aufsicht vom Studienarzt durchgefiihrt .

Die Behandlungsschemata der Kryotherapie und 5-FU-Gruppen basierten jeweils auf der

maximal empfohlenen und erprobten Dosis.

2.1.2.2 Therapieprotokoll

Die weitere Studienplanung unterschied sich abhingig von der Zugehorigkeit zu den 3
Behandlungsgruppen (Abbildung 2-2). Die Zuteilung erfolgte in Form einer telefonischen

Randomisierung, durchgefiihrt von einem externen spezialisierten Unternehmen.

AZP | AZP 11

2xTag 5FU.Creme

Therapie

AxWo Imiguimod-Creme | l

2Wo 4Wo 8Wo aWe 1

»> .
->

awdog ‘)L
amsdog ‘w'e
adog we

Abbildung 2-2: Studienprotokoll im zeitlichen Ablauf. Horizontale Darstellungen: Késtchen - unmittelbare
Therapieanwendungszeit; ganze Linie - Pause nach einer Therapie bis zum eigentlichen Behandlungsende (2
Wochen nach Kryotherapie, 4 Wochen nach letzter Imiquimod-Applikation, in der 5-FU-Gruppe wurde keine
Therapiepause eingelegt), gestrichelte Linie — jeweils vier Wochen Beobachtungszeitraum nach Therapieende bis
zum ersten AZP (AZP 1), Boxen - Biopsieentnahme zur histologischen Diagnossesicherung und
molekularbiologische Untersuchungen.
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Tabelle 2-1: Erlduterung der einzelnen Stanzbiopsien

Stanzbiopsie (Nr.) Klinische Einteilung Zeitpunkt der Entnahme
1 Klinisch diagnostizierte AK aus dem BA Screening-Visite
2 Normalhautgewebe aus Nicht-Sonnenexponierter Screening-Visite

Haut des Oberarmes

3 Klinisch abgeheilte AKim BA AZP |

4 Klinisch nicht abgeheilte AK im BA AZP |

Abkiirzungen: AK — aktinische Keratose, BA — Behandlungsareal, AZP I - Auswertungszeitpunkt I;

2.1.2.2.1 Kryotherapie-Gruppe

Hier wurde jede einzelne Lidsion im Behandlungsareal mittels Kryospray im geschlossenen
Kontaktverfahren (fliissiger Stickstoff, —196°C) 20-40 Sekunden lang behandelt. Nach zwei
Wochen wurde das Ergebnis beurteilt. Verblieben klinisch nicht abgeheilte Lésionen im
Behandlungsareal, so wurde die Vereisung wiederholt und nach zwei Wochen Pause erneut

evaluiert. Damit war nach maximal vier Wochen die Therapie in dieser Gruppe abgeschlossen.

2.1.2.2.2 5-FU Gruppe (5-FU)

Wiéhrend des Behandlungszeitraums wurde 5%ige 5-FU Creme (Efudix-Creme®, ICN
Pharmaceuticals Ltd, Basingstoke, UK) zweimal téglich vier Wochen lang vom Patienten selbst
aufgetragen. Im Falle einer ausgeprigten Entziindungsreaktion konnte eine Therapiepause von

bis zu einer Woche eingelegt werden.
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2.1.2.2.3 Imiquimod-Gruppe (I)

Patienten dieser Gruppe applizierten die 5%ige Imiquimod-Creme (Aldara, 3M Healthcare Ltd,
Loughbourough, UK) {iber Nacht (fiir acht Stunden) dreimal die Woche vier Wochen lang.
Dabei wurde eine vom Hersteller auf 0,25 g Creme dosierte Portionspackung verbraucht. Den
vier Wochen Behandlungszeit folgten vier Wochen Pause, und insgesamt nach acht Wochen ab
Behandlungsbeginn erfolgte die erste Evaluation. War die Abheilung nach den ersten acht
Wochen nicht zufrieden stellend, so wurde der 4- plus 4-Wochenzyklus wiederholt. Nach
maximal 16 Wochen war die Behandlung beendet. Im Falle einer akuten Entziindungsreaktion
konnte, wie auch in der 5-FU-Gruppe, eine Behandlungspause von bis zu einer Woche eingelegt

werden.

2.1.2.3 Auswertungszeitpunkte

Die erste datenrelevante Evaluierung der Therapieerfolge im Behandlungsareal wurde in allen
drei Gruppen zum Auwertszeipunkt I (AZP 1) vier Wochen nach Behandlungsende (sechs
Wochen nach letzter Kryotherapie, vier Wochen nach letzter 5-FU- und acht Wochen nach
letzter Imiquimod-Applikation) durchgefiihrt. Auch hier wurden Stanzbiopsien aus abgeheilten
(dritte Stanzbiopsie) und klinisch nicht abgeheilten Lisionen (vierte Stanzbiopsie) entnommen
und in zwei Schritten untersucht: histologisch zur Diagnosesicherung und molekulargenetisch

zur Kontrolle eventuell vorhandener behandlungsabhédngiger Mutationen in den Markergenen.

Zwolf Monate nach der ersten Auswertung (Auswertungszeitpunkt II, AZP II) wurde die

langfristige Abheilung in den Behandlungsarealen klinisch untersucht.
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2.1.3 Evaluierungskriterien

2.1.3.1 Therapieerfolg

Priméres Evaluierungskriterium im Behandlungserfolg war die komplette Abheilung der
Lisionen im Behandlungsareal zu den zwei AZP (I und II). Dieser wurde definiert als die
Abwesenheit klinisch erkennbarer aktinischer Keratosen im Behandlungsareal. Jede klinische

Diagnose wurde anschlieBend histologisch kontrolliert.

Zum AZP II erfolgte eine zweite klinische Evaluierung der Behandlungsareale, deren priméres
Ziel das Erfassen rezidivfreier Félle war. Dabei gab es aufgrund der unterschiedlichen
Therapieeigenschaften in den einzelnen Gruppen zwei Herangehensweisen. Zum einen wurde
die Tatsache beriicksichtigt, dass Kryotherapie eine punktuelle Behandlung ist. Dazu wurden
einzelne AK-Lésionen auf Rezidive kontrolliert. Zum anderen sollte aber auch das gesamte
Behandlungsareal auf eine anhaltende Abheilung der aktinischen Keratosen iiberpriift werden.
Somit konnte der flichendeckende Effekt von 5-FU und Imiquimod erfasst wurden. Aufgrund
dieser zwei Herangehensweisen wurden anschlieBend auch zwei unterschiedliche langfristige
Therapieerfolge ermittelt: der tatsdchliche Lisions- bzw. Arealtherapieerfolg (LTE, bzw. ATE).
Der anschlieBende Vergleich der Ergebnisse in allen drei Gruppen erfolgte anhand beider Werte.

2.1.3.2 Kosmetischer Erfolg

Der kosmetische Erfolg der Behandlungen wurde zu den beiden AZP sowohl vom Studienarzt
als auch vom Patienten beurteilt. Hierbei wurden Narbenbildung, Atrophien, Induration und
Pigmentverédnderungen im Vergleich zur normalen, nicht behandelten Haut beriicksichtigt. Das
Ergebnis wurde als exzellent eingestuft, wenn keine Unterschiede zur gesunden Haut bestanden.
Gutes kosmetisches Ergebnis lie eine moderate Rotung oder Pigmentverdnderung zu, wihrend

zusétzliche leichte bis moderate Narbenbildung, Atrophie oder Induration fiir ein ausrechendes
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Ergebnis sprachen. Ausgepridgte Narbenbildung, Atrophie und Indurationen im

Behandlungsareal belegten ein schlechtes kosmetisches Ergebnis.
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2.2 Molekularbiologischer Teil

2.2.1 Grundlagen der Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion, allgemein mit PCR (engl. polymerase chain reaction)
abgekiirzt, wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt (Mullis & Faloona, 1987). Durch stetige
Weiterentwicklung ist sie heute eine vielseitig eingesetzte Methode zur in vitro Amplifikation
von Nukleinsduremolekiilen. Mit Hilfe dieser Technik kann eine bekannte Nukleotidsequenz
selektiv und schnell in groen Mengen aus jeder DNA, in der sie enthalten ist, repliziert werden.
Dafiir wird die DNA-Matrize mit zwei Startermolekiilen (Start-Oligonukleotide, engl.: primer),
die beide Seiten des Abschnitts flankieren (F- und R-Primer entsprechend ihrer
Komplementaritit am 3° bzw. 5-Ende des DNA-Stranges), sowie die vier verschiedenen
Desoxynukleosid-Triphosphate mit den Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), und
Thymin (T) benétigt. In einer chemischen Reaktion, die allein durch eine zyklische
Temperaturdnderung gesteuert wird, baut eine thermostabile DNA-Polymerase aus den oben
aufgefiihrten Komponenten zur DNA-Vorlage komplementire Stringe auf. In etwa 30-50
Wiederholungen werden drei Temperaturschritte nacheinander durchgefiihrt, die zur
exponentiellen Vermehrung des DNA-Abschnittes fiihren: Denaturierung des Doppelstrangs (bei
mehr als 90°C); Hybridisierung der spezifischen Oligonukleotide (engl.: annealing, erfolgt
sequenzabhidngig bei 35-65°C); Verlingerung der Oligonukleotide komplementir zur
gebundenen DNA-Vorlage (engl.: elongation, abhingig von der verwendeten Polymerase; bei

etwa 70°C).

2.2.2 Die DNA-Isolation

Nach Entnahme wurden die Biopsate sofort in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt und bis zur DNA-
Isolation bei —80°C aufbewahrt. Die DNA-Isolation wurde mittels QIAamp DNA-Mini-Kit
(QIAGEN; Hilden, Deutschland) nach Herstellerangabe durchgefiihrt.
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Unmittelbar vor der Isolation wurden 5-10 mg der Biopsat-Menge entnommen, zerkleinert und
in ein 1,5 ml groBes Eppendorf-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach Zugabe von 180 ul ATL Puffer
(QIAGEN) wurden das Gewebe im Ultraschallbad fiir 30 min bei 50% Aktivitit aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde die Probe mit 20 pl Proteinase K (QIAGEN) versetzt und die Zellen
mindestens 3 Stunden im Thermoschiittler bei 56°C lysiert. Das Lysat wurde mit 200 ul Buffer
AL (QIAGEN) versetzt und die Proteinase K wurde in einem Inkubationsschritt fiir 10 min bei
70°C inaktiviert. Nach einer Zugabe von 200 pl absoluten Ethanol wurde das gesamtes Volumen
(ca. 600 pl) einschlieBlich Prazipitat auf eine DNA-bindende Séule (QIAamp spin column,
QIAGEN) gegeben und 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert, Das Filtrat wurde verworfen, und die
auf der Sdule gebundene DNA in zwei Schritten mit Puffer (AW1, AW2; QIAGEN) gewaschen.
AnschlieBend wurde die DNA durch 2 Elutionsschritte (je 50 pl) extrahiert. Von den
gewonnenen 100 ul DNA-Losung wurden fiir die nachfolgenden Experimente 2-10 pl
eingesetzt. Die isolierte DNA wurde bei -20°C gelagert. Der Erfolg der DNA-Isolation wurde
mittels einer $-Globin-PCR {iberpriift.

2.2.3 Analyse der Markergene mittels Polymerase-Kettenreaktion

Im molekularbiologischen Teil dieser Arbeit wurden zwei tumorrelevante Markergene aus den
im klinischen Teil der Studie gewonnen Hautproben auf Mutationen analysiert. Mittels PCR
(engl.: polymerase chain reaction) wurden die entsprechenden DNA-Bereiche der Normalhaut-
und AK-Biopsate amplifiziert. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte sequenziert und auf
Mutationen gepriift. Dabei wurde auf Punktmutationen geachtet, die in informationskodierenden
Gen-Abschnitten (Exons) lagen. Diese wurden dann auf ihre Relevanz fiir die
Aminosdurensequenz im entsprechenden Protein {berpriift. Somit konnten missense-
(Aminosdurenaustausch), nonsense- (verursacht einen Stopp der Proteinsynthese) oder silent-
Mutationen (gleiche Aminosédure) ermittelt werden. In der Endauswertung wurden lediglich die

missense- und nonsense-Mutationen beriicksichtigt.
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2.2.4 PCR der Markergene

Fiir die Amplifizierung der Exons 7 und 8 des TP53-Gens bestand das finale PCR-Volumen
(50 pl) aus 1 umol/L von jedem genspezifischem Primer (Tabelle 2-3) 50 umol/L dNTPs,
1,5 mmol/L. MgCl, in 1 x PCR Puffer (QIAGEN), 0,25 Einheiten Taq Polymerase (QIAGEN)
und 1 pL der zu untersuchenden DNA.

Ha-ras-Gen Exon 1 wurde im finalen PCR-Volumen von 50 pl amplifiziert, dass wie folgt
zusammengesetzt wurde: 0,2 umol/L des gen-spezifischen Primers, 100 pmol/L. ANTPs, 1 mmol
/L MgCl, in 1 x PCR Puffer (Applied Biosystems), 2,5 Einheiten AmpliTaqGold Polymerase
(Applied Biosystems) und 1 pL. genomischer DNA. Da die Produktmenge aus der ersten PCR
nicht ausreichend fiir die weitere Analyse war, wurde eine zweite PCR mit je 1 pL

Amplifikationsprodukt der ersten PCR durchgefiihrt (Re-PCR).

Beide PCR-Reaktionen liefen unter den in der Tabelle 2-2 aufgefiihrten Bedingungen im

Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg).

Tabelle 2-2: Temperaturprotokoll fiir Marker-Gene-PCR TP53 und Ha-ras

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit (Sekunden) N (Zyklen)
Initiale Denaturierung 94 240 1
Denaturierung 94 45

Hybridisierung 64 45 140
Elongation 72 45

Finale Elongation 72 4 1
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Tabelle 2-3: Primer der Mutationsanalyse der Marker-Gene

Gen/Exon Sequenz Amplikonlange
TP53/ exon 7

Exon7-F CTT GCC ACA GGT CTC CCC AA 248 bp
Exon7-R AGG GGT CAG CGG CAA GCA GA

TP53/ Exon 8
Exon8-F TTG GGA GTAGATGGAGCCT 313 bp
Exon8-R AGA GGC AAG GAAAGG TGA TA

Ha-ras/ Exon 1
HR-2-F GGC AGG TGG GGC AGG AGA CC 191 bp
Ex1R TGG ACG GCG GCG CTAG

Abkiirzungen: bp — Basenpaar

2.2.5 DNA-Sequenzierung

Jedes PCR-Produkt wurde unter Anwendung entsprechender gen-spezifischer Primer durch die
Firma AGOWA Genomics (Berlin, Deutschland) sequenziert. Dies erfolgte mittels ABI PRISM
310 Genetic Analyse unter Anwendung eines DNA-Sequenzierungs-Kit (beides Applied
Biosystems, Carlsbad, USA). Die erhaltenen Sequenzen wurden unter Anwendung des
Computerprogramms Se-Al v2.0a72 mit entsprechenden Gen-Prototypen der NCBI GeneBank
verglichen (AF307851 fiir TP53, NM 176795 fiir Ha-ras).

Jede Mutation wurde erneut mittels Re-PCR und Re-Sequenzierung bestétigt.

2.2.6 Mikrodissektion ausgewdhlter Gewebeproben

Zur Kontrolle der Aussagekraft der im Rahmen der Studie erhaltenen Mutationsergebnisse
wurden Mikrodissektionen einzelner Gewebeproben durchgefiihrt. Damit sollten pathologisch

verdnderte Zellen in aktinischen Keratosen moglichst von den normalen separiert werden.
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AnschlieBend erfolgte eine erneute molekulargenetische Untersuchung der pathologischen

Gewebebestandteile. Die Ergebnisse wurden dann mit denen aus den Gewebeproben verglichen.

2.3 Statistische Methoden

Die statistische Analyse wurde mittels Chi-Quadrat-Test und im Falle einer Haufigkeit von
kleiner als 5 mit dem Fisher-Exact-Test vorgenommen. Bei einem p-Wert < 0,05
(Irrtumswahrscheinlichkeit < 5%) wurde das Ergebnis als signifikant gewertet. Zur Beurteilung
der Aussagekraft klinischer Diagnosen wurde der negative pradikative Wert (NPW) berechnet.
Dieser Wert zeigt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Test falsch negativ ausfallen konnte und
wurde in der Studie als das Verhiltnis histologisch gesicherter Abheilungen zu den klinisch

diagnostizierten berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinischer Teil

3.1.1 Studienpopulation und eingehende Charakteristika

In die Studie wurden 62 méannliche und 13 weibliche PatientInnen im Alter zwischen 57 und 88
Jahren (Durchschnittsalter 73 Jahre) eingeschlossen. Infolge einer telefonischen Randomisierung
wurden 25 Patienten (33%) der Kryotherapie-, 24 Patienten (32%) der 5-FU- und 26 (35%) der
Imiquimod-Gruppe zugeteilt. Die vorangegangene Screening-Visite ergab folgende bedeutende
Anamneseergebnisse: 23 Patienten (31%) berichteten {iber Allergien (iiberwiegend das
respiratorische System betreffend) und bei 44 Patienten (59%) erfolgte in der Vergangenheit
bereits eine Behandlung der aktinischen Keratosen. Der Alkoholkonsum unter den Teilnehmern
war mdfig, ein Nikotin- und Drogenabusus - selten. Beziiglich der Hauttypenverteilung nach
Fitzpatrick hatten 14 Patientlnnen den Hauttyp I, 28 Patientlnnen hatten den Hauttyp II, 31
Patientlnnen - Hauttyp III und ein Patient - Hauttyp IV. Die genaue Auflistung und
Gruppenverteilung der grundlegenden Charakteristika sind in Tabelle 3-1 aufgefiihrt.

Die klinische Diagnose der im Behandlungsareal lokalisierten AK wurde in allen Féllen
histologisch bestitigt. Alle einbezogenen Patienten haben die Studie abgeschlossen, bzw. den

AZP 1 erreicht.
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Tabelle 3-1: Basischarakteristika der Studienpopulation

Kryotherapie 5-FU Imiquimod
Teilnehmer 25 24 26
Alter (in Jahren)
Mittelwert 72,1 70,4 70,8
SA 8,6 6,7 5,6
Median 70 72 68
Méanner, n (%) 22 (85) 19 (79) 20 (80)
Fitzpatrick
[, n (%) 5 (20) 7 (29) 2 (8)
I, n (%) 8 (32) 8 (33) 12 (46)
I, n (%) 12 (48) 8 (33) 12 (46)
IV, n (%) 0 1(4) 0
AK-Lé&sionen im BA
Mittelwert 79 8,3 79
Median 8 8,5 8
Min-Max 5-10 5-10 5-10
Mindestens eine vorherige AK- 15 (60) 15 (63) 17 (65)

Therapie,n (%)

Abkiirzungen: 5-FU - 5-Fluoruracil; SA - Standardabweichung; AK - aktinische Keratose; BA - , Behandlungsareal

3.1.2 Klinische Evaluierung

Zum AZP I waren in der Kryotherapie-Gruppe 68% (17 von 25) der Behandlungsareale frei von

klinisch sichtbaren AK-Lédsionen. Bei Patientlnnen der 5-FU- bzw. Imiquiomod-Gruppe zeigten

96% (23 von 24) bzw. 85% (22 von 26) klinisch eine Abheilung im Behandlungsareal (n.s.).

In der Imiquimod-Gruppe wurde in 23% (6 von 26) der Félle die Therapie bereits nach dem

ersten Zyklus (4 Wochen Imiquimod und 4 Wochen Pause) abgeschlossen. Dabei zeigten 5
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dieser Patientlnnen eine klinische Abheilung der Lésionen. In einem Fall wurde die weitere

Behandlung vom Patienten abgelehnt.

Abbildung 3-1: (A) Behandlungsareal mit multiplen AK vor einer Therapie; (B) Behandungsareal nach 4 Wochen
Imiquimod-Thrapie  (inflammatorische  therapieunterstiitzende  Reaktion im  Behandlungsareal); (C)
Behandlungsareal zum AZP I nach einer 2x4 wdchigen Therapie mit Imiquimod (klinisch abgeheilte AK im
gesamten Behandlungsareal).

Abbildung 3-2: (A) Behandlungsareal mit multiplen AK vor einer Therapie; (B) Behandlungsareal nach 4 Wochen
5-FU-Therapie; (C) Behandlungsareal zum AZP I nach einer Therapie mit 5-FU (klinisch abgeheilte AK im
gesamten Behandlungsareal).

30



Ergebnisse

3.1.3 Histologische Evaluierung

Die histologische Befundung der therapierten Lésionen ergab eine Abheilung von 32% (8 von
25) in der Kryotherapiegruppe, 67% (16 von 24) in der 5-FU- und 73% (19 von 26) in der
Imiquimod-Gruppe (fiir Kryotherapie und Imiquimod p < 0,01, Kryotherapie und 5-FU p <
0,05).

Damit wurde bei 32% (8 von 25) der Kryotherapie-Patientinnen die Abheilung der AK im
Behandlungsareal zum AZP I histologisch bestétigt. In der 5-FU- Gruppe waren es 67% (16 von
24) und entsprechend 73% (19 von 26) in der Imiquimod-Gruppe. Anlehnend an die
histologischen Ergebnisse betrug der negative priadikative Wert (NPW) fiir die klinische
Diagnose jeweils 47% nach Kryotherapie, 70% nach 5-FU und 86% nach Imiquimod
(Abbildung 3-3).

100 - 96
85
80 - 76 73
2 68
£ 60 - M klinische
2 Abheilung
2 histologische
g 40 32 Abheilung
)
<
20 ~
47% 70% V 86%
0 - .
Q,(IDQ < &((\
& &
\l_(\o '\,@
Therapiegruppe

Abbildung 3-3: Abheilungsergebnisse zum AZP I in den drei Therapiegruppen im Vergleich: klinsch (n.s.),
histolgisch (Imiquiomod vs. Kryotherapie p < 0,01; 5-FU vs. Kryotherapie p < 0,05). NPV — negativer priadikativer
Wert.
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3.1.4 Beurteilung des Therapieerfolges zum Auswertpunkt Il

(12 Monate nach Behandlungsende)

Zum AZP II brachen drei Patienten der Imiquimod- und ein Patient der Kryotherapie-Gruppe
vorzeitig die Studie ab. Alle vier Patientlnnen hatten zum AZP I noch klinisch und histologisch
vorhandene AK. Alle vier Patientlnnen wurden in den jeweiligen Berechnungen der Lésions-
bzw. Arealtherapieerfolge zum AZP II als nicht abgeheilt gehandhabt. Die Berechnung bezieht

sich damit auf die Zahl der Patienten, die zu beiden AZP evaluiert werden konnten.

Nach 12-Monaten Beobachtungszeitraum trat bei sieben der Kryotherapie-Patienten kein
Rezidiv der beobachteten Lasionen im Behandlungsareal auf. In der 5-FU- und Imiquimod-
Gruppe waren es 13 bzw. 19 Patienten. Hiermit ergab sich ein langfristiger Lasionstherapieerfolg
von 28% (7/25) vs. 54% (13 von 24) zwischen Kryotherapie und 5-FU (p < 0,05) und vs. 73%
(19 von 26) in der Imiquimod-Gruppe (n.s.).

Eine anhaltende Abheilung aller AK-Lésionen im Behandlungsareal bestand bei einem Patienten
der Kryotherapie-, bei acht Patientlnnen der 5-FU- und 19 PatientInnen der Imiquimod-Gruppe.
Damit ergab sich ein langfristiger Arealtherapieerfolg von 4% (1 von 25) fiir Kryotherapie, 33%
(8 von 24) fiir 5-FU und 73% (19 von 26) fiir Imiquimod. Die Signifikanzpriifung ergab
folgende p-Werte: p < 0,01 fiir Kryotherapie und 5-FU, p < 0,01 fiir 5-FU und Imiquimod und
p < 0,0001 fiir Kryotherapie und Imiquimod. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3-2 und
Abbildung 3-4 zusammengefasst.
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Tabelle 3-2: Lisions- und Arealtherapieerfolge zum AZP II (alle Angaben basieren auf der klinischen Diagnose)

Kryotherapie 5-FU Imiquimod
K(n = 25) (n=24) I (n =26)
Klinische Abheilung im BA zum AZP I*
68% (17/25) 96% (23/24) 85% (22/26)
Kvs. 5-FU (p<0,05)**
Ausbleiben eines Lasionsrezidivs zum AZP II*
7 13 19
langfristiger Lasionstherapieerfolg*
28% (7/25) 54% (13/24) 73% (19/26)
Kvs. 5-FU (p<0,05)***
I vs. K (p<0,005)***
Ausbleiben etlicher AK im BA zum AZP II*
1 8 19
langfristiger Arealtherapieerfolg*
4% (1/25) 33% (8/24) 73% (19/26)

K vs. 5-FU (p<0,05)**
I vs. 5-FU (p<0,05)=**
vs. K (p<0,001)**

Abkiirzungen: K — Kryotherapie; 5-FU — 5-Fluoruracil; I — Imiquimod, BA — Behandlungsareal, AZP — AZP, AK —
aktinische Keratose, vs. — versus; **Fisher-exact-Test; ***Yates Chi2-Test. Nicht signifikante Vergeliche wurden

nicht aufgefiihrt

100% 1

®initiale klinische Abheilung

langfristiger Lasions-
therapieerfolg

langfristiger Areal-
therapieerfolg

80% -

60%

40% |

20% A ‘

0% . ’
5-FU

Kryotherapie

Imiquimod

Abbildung 3-4: Gegeniiberstellung der klinischen Abheilungsraten zum AZP II vs. initiale klinische Abheilung

zum AZP I (genaue Angaben siche Tabelle 3-2)
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3.1.5 Kosmetischer Erfolg

Eine kosmetische Beurteilung des Behandlungsareals vom Studienarzt zum AZP I ergab in 19%
der Fille fiir die Imiquimod-Gruppe ein exzellentes Ergebnis, in den Gruppen 5-FU und
Kryotherapie waren es 8% bzw. 4%. In den meisten Fillen wurde der kosmetische Erfolg in
allen Gruppen vom Untersucher als ,,gut“ bezeichnet (76% - 71% - 65% entsprechend
Kryotherapie — 5-FU — Imiquimod). Die Beurteilung des kosmetischen Erfolges seitens des
Patienten war mit der des Studienarztes vergleichbar. Insgesamt bestand zum AZP I kein
signifikanter Unterschied im kosmetischen Erfolg nach allen drei Behandlungen (p = 0,56 fiir

arztliche Beurteilung, p = 0,41 fiir die der Patienten).

Abbildung 3-5: Beispiel eines als ,,ausreichend” eingestuften kosmetischen Erfolges nach einer Therapie mit 5-FU
(AZPI)

Nach 12 Monaten, also zum AZP II, waren in allen drei Gruppen wesentliche Unterschiede der
kosmetischen Erfolge zu vermerken. Basierend auf einer Beurteilung durch den Studienarzt
hatten jeweils 4% der Kryotherapie- und der 5-FU-Patienten zum AZP II ein exzellentes
kosmetisches Ergebnis, unter den Imiquimod-PatientInnen waren es 92%. Statistisch bestand ein
signifikanter Unterschied (p < 0.0001) der Imiquimod-Gruppe zu der 5-FU- beziehungsweise
Kryotherapie-Gruppe. Auch hier wurde der kosmetische Erfolg von Patientlnnen &hnlich
gewertet wie vom behandelten Arzt (Abbildung 3-6, Abbildung 3-7)
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70%
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Arzt Patient Arzt Patient Arzt Patient

Kryotherapie 5-FU Imiquimod
(n=25) (n=24) (n=26)

Abbildung 3-6: Diagramm zum kosmetischen Erfolg zum AZP I (Beschrifutngserlduterungen: Arzt - Bewertung
seitens des Studienarztes; Patient - Bewertung seitens des Patienten; Erlduterungen der -einzelnen
Beurteilungskriterien siehe 2.1.3.2)

100%
90%
80%
70%
60% - schlecht

ausreichend

gut
M exzellent

50%
40%
30%
20%
10% -
0% | . | | |

Arzt Patient Arzt Patient Arzt Patient

Kryotherapie 5-FU Imiquimod
(n = 25-1) (n=24) (n=26-3)

Abbildung 3-7: Diagramm zum kosmetischen Erfolg zum AZP II (Beschriftungserlduterungen: Arzt: Bewertung
seitens des Studienarztes; Patient: Bewertung seitens des Patienten; Erlduterungen der einzelnen
Beurteilungskriterien siehe 2.1.3.2)
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3.2 Molekularbiologischer Teil

3.2.1 Mutationsanalysen

Im Rahmen der Studie standen uns insgesamt 237 Biopsien zur Mutationsanalyse der Ha-ras-
und TP53-Gene zur Verfligung. Davon wurden 63% (150 von 237) vor Therapiebeginn
entnommen (1. und 2. Stanzbiopsie, jeweils 75 AK- und Normalhautbiopsien) und die restlichen
37% (87 von 237) stammten aus den zum AZP I bewerteten Behandlungsarealen (3. und 4.
Stanzbiopsie, klinisch abgeheilte, bzw. nicht abgeheilte AK). Nach histologischer Begutachtung
wurden 60% (52 von 87) der nach Behandlung entnommenen Biopsien als noch vorhandene AK

klassifiziert. Die restlichen 40% (35 von 87) galten als abgeheilt.

Insgesamt konnten 12 missense- und 1 nonsense-Mutation in allen untersuchten AK-Biopsien
gefunden werden. Unter den 13 gefunden Mutationen waren 4 (31%) einzelne C zu T und 4
(31%) G zu A Basenaustausche. Alle C zu T Austausche betrafen das Exon 8 des TP53 Gens. In
einer der nach Kryotherapie-Behandlung entnommenen Probe wurde ein Austausch (8%)

benachbarter CC- zu TT-Nukleotiden im Exon 7 des TP53-Gens gefunden (Tabelle 3-3).

Alle Normalhaut-Biopsien (2. Stanzbiopsie) waren frei von Mutationen. Eine zusétzliche DNA-
Untersuchung der Mikrodissektate aus 10 AK-Biopsien bestétigten die vorher erhaltenen

Ergebnisse der Mutationsuntersuchungen.
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T o o A C s A A T A A T G T

Abbildung 3-8: Beispiel eines T zu A Nukleotidaustausches im Exon 7 des TP53-Gens in einer der nicht
behandelten AK-Biopsie (TP53 Exon7: A104T (D259V))

3.2.1.1 Ergebnisse der Mutationsanalysen vor einer Therapie

Unter den 75 vor einer Behandlung untersuchten AK-Biopsien wiesen 6 (8%) eine missense-
Mutation auf. Wie bereits erwdhnt wurde, war die entsprechende Normalhaut-Biopsie (2.
Stanzbiospie) mutationsfrei. Somit sind die gefundenen Mutationen als tumorspezifisch zu
betrachten. Die Verteilung einzelner Mutationen auf die drei Patientengruppen zeigt sich wie
folgt: in der Kryotherapie-Gruppe wies keiner der Patienten vor Therapiebeginn eine Mutation
im Marker-Gen auf, in der 5-FU-Gruppe war es ein Patient von 25 (4%), in der Imiquimod-

Gruppe wurden bei fiinf von 26 Patienten nachgewiesen (19%).

Unter den prétherapeutisch gefundenen Mutationen wurde eine im Exon 1 des Ha-ras-Gens 1%
(1 von 75) gefunden, eine im Exon 7 (1%, 1 von 75) und vier im Exon 8 des TP53-Gens (5%, 4
von 75) (n.s.) (Tabelle 3-3).
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Abbildung 3-9: Verteilung der Mutationsraten in den Marker-Genen TP53 (Exon 7 und Exon 8) und Ha-ras (Exon
1) in frithen AK vor einer Therapie (bezogen auf alle pratherapeutisch untersuchten AK).
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3.2.1.2 Ergebnisse der posttherapeutischen Mutationsanalysen

Allgemein

Insgesamt wurden 87 Biopsien aus den Behandlungsarealen posttherapeutisch
molekulargenetisch untersucht: 60% der Proben (52 von 87) stammten aus histologisch

abgeheilten Lisionen, die restlichen 40% (35 von 87) aus weiterhin vorhandenen AK.

Die Verteilung aller posttherapeutisch entnommenen Proben auf die einzelnen Patientengruppen
war folgende: 37% (32 von 87) gehorten der Krypotherapie-Gruppe, 29% (25 von 87) - der 5-
FU- und 34% (30 von 87) der Imiquimod-Gruppe an.

Insgesamt wiesen 8% (7 von 87) der posttherapeutisch untersuchten Proben eine Mutation in
einem der Marker-Gene auf. Alle sieben Mutationen traten neu auf, das heif3t, dass die vor einer
Therapie untersuchten AK-Proben dieser Patienten mutationsfrei waren. Umgekehrt konnten die
vor einer Therapie gefundenen Mutationsergebnisse bei den jeweiligen Patienten

posttherapeutisch nicht wiederholt werden.

Bei den histologisch noch vorhandenen AK-Lésionen war in einer (3% von 35) eine Mutation

zu finden. Unter den histologisch abgeheilten Lisionen waren 6 Proben (12% von 52) mutiert

(n.s.).

Die Verteilung der gefundenen Mutationen auf die untersuchten Gen-Abschnitte war folgende:
das Ha-ras-Gen (Exon 1) war einmal mutiert (1%, 1 von 87), das Exon 7 des TP53-Gens war in

2 Proben (2%, 2 von 87) und das Exon 8 — in 4 Proben (5%, 4 von 87) mutiert (n.s.).
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3.2.1.2.1 Mutationsanalysen nach einer Kryotherapie

In der Kryotherapie-Gruppe standen posttherapeutisch 32 Gewebeproben fiir eine
molekularbiologische Untersuchung zur Verfiigung. Darunter wiesen 13% (4 von 32) eine Neu-
Mutation auf. Alle diese vier Mutationen wurden in histologisch abgeheilten Proben gefunden.
Eine der Mutationen (3%, 1 von 32) betraf das Exon 7, die restlichen drei - das Exon 8 (9%, 3
von 32) des TP53-Gens. (n.s.)

3.2.1.2.2 Mutationsanalysen nach einer 5-FU-Therapie

Auf die 5-FU-Gruppe fielen 29% (25 von 87) der posttherapeutisch entnommenen Proben. Eine
der 25 Proben (4%) wies eine Neu-Mutation im Exon 8 des TP53-Gens auf. Die mutierte DNA

stammte aus einer histologisch abgeheilten Lésion.

3.2.1.2.3 Mutationsanalyse nach einer Imiquimod-Therapie

In der Imiquimod-Gruppe waren 35% (30 von 87) der posttherapeutisch entnommenen
Gewebeproben. Darunter enthielten 2 (7%) eine Neu-Mutation. Eine davon war im Ha-ras-Gen
und eine im Exon 7 des TP53-Gens. Letztere trat in einer histologisch nicht abgeheilten Lésion

auf.

In der Verteilung der Mutationen auf die drei Therapiegruppen bestand kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 3-10: Vergleich von Mutationsraten in den 3 Marker-Genen in AK aus den drei Therapiegruppen vor
einer Behandlung (n.s.)
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Abbildung 3-11: Vergleich von Mutationsraten in den 3 Marker-Genen in AK aus den drei Therapiegruppen nach
einer Behandlung (*abgeheilte und nicht abgeheilte AK werden nicht unterschieden). (n.s.)
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Tabelle 3-3: Mutationsspektrum der Studienproben

9 ] Vor Behandlung Nach Behandlung
g 3 (n=150) (n=87)
» E S
s 2 & NH"
£ & o AK* NH* AK* )
o = (abgeheilte AK)
= o (n=75) (n=75) (n=35)
x < (n=52)
TP53 Exon 8:
1 63/m WT WT WT xon
C50T (P278S)
[0)
2 TP53 Exon 8:
S 2 6lm WT WT WT xon
5 C50T (P278S)
c
= TP53 E :
S 3 74/m WT WT WT 53 Exon 8
N G74A (E286K)
TP53 Exon 7:
4 77w WT WT NV 53 Exon
CC69,70TT (R248W)
TP53 E :
5  74/m WT WT NV 53 Exon 8
> G74A (E286K)
) TP53 Exon 8:
6 70/m WT NV WT
G59A (D281N)
Ha- E 1:
7 67/m WT WT NV a-ras txon
G144A (E31K)
Ha-ras Exon 1:
8  75/m WT NV WT
C112T (T201)
TP53 Exon 7:
9 78/m WT WT NV
3 A104T (D259V)
£ TP53 Exon 7:
S 10 7w WT WT xon NV
g T28G (Y234D)
- TP53 Exon 8:
11 71/m WT NV WT
C50T (P278S)
TP53 Exon 8:
12 72/m X WT NV WT
T75C (E286V)
TP53 Exon 8:
13 67/m WT NV WT
G110T (E298x)

*entsprechend histologischer Diagnose. Abkiirzungen: AK - aktinische Keratose; NH — Normalhaut; m - ménnlich;
w - weiblich; NV —nicht vorhanden, Biopsie wurde nicht entnommen; WT — ,,Wildtyp*“-DNA

»neues” Nukleotid

Urspriingliche Aminosaure

Urspriingliches Nukleotid

r'e

»,neue“ Aminosaure

Nukleotidnummer im Exon

Codon-Nummer

Abbildung 3-12: Erlduterung des Einbuchstaben-Codes fiir Nukeotid-Austausch-Mutationen (missense) auf
Nukleotid-, sowie Aminosdureebene.
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4 Diskussion

4.1 Klinische Ergebnisse

Die AK ist ein Plattenepithelkarzinom (PEK) der Epidermis in situ. Epidemiologische Studien
zeigen ein generelles Ansteigen der Privalenz fiir AK innerhalb der letzten zehn Jahre. Diese
Préavalenz variiert weltweit zwischen 6 und 55%, wobei die hochsten Erkrankungsraten unter der
stark sonnenexponierten Bevolkerung Australiens zu finden sind.”” Nach wie vor sollte die
primdre Strategie in der Bekdmpfung steigender AK-Prévalenzen ein konsequenter UV-Schutz
sein. Dennoch darf die Notwendigkeit einer rechtzeitigen Diagnostik und vor allem einer

zuverlédssigen Therapie der AK nicht unterschétzt werden.

Die Methodenauswahl zur Therapie der AK ist sehr vielfdltig. Welche Option letztendlich
gewidhlt wird, hdngt vom behandelnden Arzt ab. Dabei spielt seine klinische Erfahrung die

entscheidende Rolle. Eine so genannte , first /ine“-Therapie gibt es bislang nicht.

Auf der Suche nach einer optimalen AK-Therapie wurde die aktuelle Studie ins Leben gerufen.
Im Rahmen derer wurden drei hiufig verwendete Therapiemethoden der AK auf ihre Effektivitét
hin verglichen. Die Gestaltung der Studie ermdglichte es, mehrere Aspekte der einzelnen
Therapien aufzudecken, die Vorteile in ihrem Einsatz zur AK-Behandlung haben kdnnten. Bevor
diese Vorteile nun dargelegt werden, sollte der Versuch gestartet werden, eine grundlegende

Frage zu beantworten: was definiert eine optimale Therapie der AK?
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4.1.1 Was sind die Kriterien einer optimalen AK-Therapie?

Die Frage kann nur unter Beriicksichtigung einiger Besonderheiten der AK beantwortet werden.
Anhand dieser Besonderheiten lassen sich vier wichtige Kriterien einer AK-Therapie definieren.
Diese sollen im Folgenden aufgefiihrt und diskutiert werden. Anschlieend soll jede der drei
untersuchten Therapiemethoden auf die jeweiligen Kriterien hin verglichen werden. Hiermit
erhoffen wir uns einen objektiven Vergleich der wichtigsten AK-Behandlungsmethoden zu

erhalten, der einem behandelnden Arzt in seiner klinischen Tétigkeit zur Verfligung stehen soll.

= Kiriterium 1: Eine zuverlassige histologische Abheilung ist das

wichtigste Kriterium einer erfolgreichen Therapie der AK.

Die Diagnose der AK kann in den meisten Fillen auf der Basis des klinischen
Erscheinungsbildes gestellt werden. Diese Tatsache ist hinsichtlich der hohen Privalenz der
Erkrankung sehr hilfreich. In Zweifelsféllen, insbesondere zur Abgrenzung zum invasiven PEK,
ist eine histologische Nachuntersuchung erforderlich. Auch die posttherapeutische
Erfolgskontrolle erfolgt meistens klinisch. Dennoch ist hier an eine histologische Besonderheit

der aktinischen Keratosen zu erinnern.

AK-Lidsionen werden bereits durch die Anwesenheit atypischer Keratinozyten in der
Basalzellschicht der Epidermis definiert. Diese konnen in fortgeschrittenen Stadien die gesamte

1159 Das bedeutet, dass nicht alle

Epidermis durchsetzen und an der Hautoberfldche erscheinen.
AK durch eine klinische Blickdiagnose erfasst werden konnen. Das konnte vor allem
posttherapeutisch problematisch werden. Verbliebene, in der Beurteilung nicht erfasste AK-
Liasionen werden den Patienten im Verlauf erneut zum Arzt fithren und es besteht weiterhin ein

erhebliches Risiko fiir die Entwicklung eines invasiven PEK.

Dieses Problem konnte zwei Losungen haben. Entweder man greift stets auf den Goldstandard

(Histologie) der Diagnostik zuriick, um im Falle eines Therapieversagens die Behandlung zu
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wiederholen. Eine aufwendige und fiir den Patienten schmerzhafte Variante. Oder man findet
eine moglichst effektive Therapie, welche eine Nachkontrolle weitestgehend iiberfliissig macht.
Also muss nach einer Therapie gesucht werden, die zuverldssig hohe histologische
Abheilungsraten der AK garantiert. Fiir den klinischen Alltag bedeutet es, dass eine klinische

Diagnose nur noch im Ausnahmefall nachkontrolliert werden muss.

* Kiriterium 2: Das Prinzip der Feldentartung und die histologischen

Eigenschaften der AK erfordern einen grofiflichigen Therapieansatz

AK treten oft multipel in groBeren Arealen auf. Im vorangehenden Abschnitt konnte bereits
gezeigt werden, dass auf Grund der histologischen AK-Eigenschaften nicht alle Lasionen an der
Hautoberfldche zum Vorschein treten. Daneben gibt es eine weitere Erkenntnis tiber AK, die das
Vorhandensein subklinischer Ldsionen im bestimmten Areal sehr wahrscheinlich macht. Die
Tatsache, dass eine gesamte Region transformierte Keratinozyten in verschiedenen
Graduierungen, einschlieBlich subklinischer Léasionen, aufweist, war der Grund dafiir, den

041 In einer Studie, in der mehr als 1000 PEK aus

Begriff ,,Feldentartung™ einzufiihren.
sonnengeschédigter Haut histologisch untersucht wurden, zeigten sich in der Periphere der PEK

in fast 100% der Fille histopathologische Verinderungen im Sinne einer AK.*

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen kommen wir zu einem wichtigen Paradigmenwechsel:
trotz moglichen einzelnen Auftretens der Lisionen sollte im Falle von AK stets davon
ausgegangen werden, dass diese multipel im groferen Areal vorhanden sind. Demnach muss die
optimale AK-Therapie die maximale Anzahl der Lésionen erfassen, die klinisch und subklinisch
in einem bestimmten Areal vorhanden sind. Das kann, zum Beispiel, durch eine groBflachige

Therapieanwendung geboten werden.
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= Kriterium 3: Die Tendenz der AK in ein invasives PEK iiberzugehen,

erfordert eine langfristig erfolgreiche AK-Therapie

Die AK ist ein PEK in situ und somit initiale Lision im Laufe der Entwicklung eines invasiven
PEK. Diese Entwicklung ist klinisch und histologisch ein Kontinuum, das durch eine

Progression der aktinischen Keratose ins invasive PEK aufrechterhalten wird.

Laut aktueller Studienlage besteht das Risiko fiir eine maligne Transformation der AK-Lésionen
in etwa 10% der Fille.”® Umgekehrt betréigt die Wahrscheinlichkeit fiir eine einzelne AK-Lision
innerhalb von 10 Jahren in ein invasives PEK iiberzugehen 10,2%.” Somit hat im Prinzip jede
Lision die Tendenz zu entarten, die Frage ist nur zu welchem Zeitpunkt dies geschieht.'® Mit
anderen Worten: je schneller eine AK eliminiert wird, desto kleiner ist ihre Wahrscheinlichkeit,
in ein invasives PEK iiberzugehen. In diesem Zusammenhang spielen vor allem eine rechtzeitige
Erkrankungsdiagnose und ein frither Therapiebeginn eine entscheidende Rolle. Wichtig ist auch
eine moglichst schnelle und langfristig sichere, das heifit Rezidiv-freie, Abheilung der einzelnen

Lasionen.

= Kiriterium 4: Eine gute kosmetische Vertraglichkeit der jeweiligen

AK-Therapie unterstiitzt den Therapieerfolg

In den vorangehenden Abschnitten konnte bereits mehrmals die Notwendigkeit einer
groBflichigen AK-Therapie belegt werden. Nun soll daran erinnert werden, dass AK fast
ausschlieBlich an sonnenexponierten, und somit sichtbaren Hautarelaen auftreten. Hier darf also
die Bedeutung einer guten kosmetischen Vertriglichkeit der jeweiligen AK-Therapie nicht
unterschitzt werden. Letztere kann die Compliance des Patienten und somit den endgiiltigen

Therapieerfolg stark beeinflussen.

Im Falle einer minderen kosmetischen Vertraglichkeit kann erwogen werden, ob die Therapie

aufgrund einer signifikant besseren Wirksamkeit dennoch angewandt wird. In diesem Fall muss
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die Compliance des Patienten, zum Beispiel durch ausfiihrliche Aufkldrung, besonders

unterstitzt werden.

4.1.2 Vergleich der Therapiegruppen anhand der vier Kriterien einer

optimalen AK-Therapie

4.1.2.1 Kryotherapie

Kryotherapie ist weltweit ein am meisten eingesetztes Verfahren zur Therapie der AK. Die
Methode galt stets als sicher und zuverléssig. Bisherige Studien zeigten klinisch diagnostizierte
Heilungsraten zwischen 67 und 98%.****" Bis jetzt mangelt es allerdings an histologisch
kontrollierten Studien. Die Dauer und Temperatur einer einzelnen Kryotherapie-Anwendung
wird von dem behandelnden Arzt individuell gewihlt und hdngt im Wesentlichen von seiner
klinischen Erfahrung ab. Somit erweist sich ein objektiver Datenvergleich beziiglich der
Effektivitdt der Kryotherapie als schwierig. Thai und Kollegen konnten in ihrer prospektiven
Multizenterstudie zeigen, dass eine Gefrierzeit zwischen 15 und 20 Sekunden die hochsten

Therapieerfolge sichert.*’

* Kryotherapie zeigt histologisch die niedrigsten Abheilungsraten von 32%,

dabei erweist sich die rein klinische Diagnose als unzureichend

In unserer Studie war laut klinischer Evaluierung bei 17 der 25 (68%) Patientlnnen eine
Behandlung mit Kryotherapie erfolgreich. Diese Heilungsraten konnten unter einer maximal
effektiv empfohlenen Kryotherapiedosis erzielt werden. Solche Ergebnisse bestdtigen friiher
publizierte Daten. Letztere basieren allerdings ausschlielich auf einer klinischen Diagnose. Die
von uns zur Diagnosesicherung durchgefiihrte histologische Nachuntersuchung konnte lediglich

32% der klinischen Diagnosen bestitigen. In vielen der nachuntersuchten Gewebeproben

47



Diskussion

verblieben laut histologischen Befunden einzelne atypische Keratinozyten, meist in unteren

Lagen der Epidermis.

Somit konnte ein negativer pradikativer Wert fiir die klinische Diagnose nach einer erfolgten
Kryotherapie von lediglich 47% ermittelt werden. Dies bedeutet, dass in mehr als der Hélfte der

als klinisch abgeheilt beurteilten Lasionen die klinische Diagnose falsch war.

v Als ein lokal destruktives Verfahren erfasst Kryotherapie nicht das Prinzip des
grofifliichigen Auftretens der AK.

In der Analyse der langfristigen Ergebnisse in der Kryotherapie-Gruppe fillt ein wesentlicher
Methodennachteil diesen lokalen Kontaktverfahrens auf. Der 12 Monate nach einer Kryotherapie
erfasste Therapieerfolg im gesamten Behandlungsareal zeigte die schlechtesten Ergebnisse unter
den drei Gruppen. Lediglich einer von den 25 Patientlnnen (4%) blieb zu diesem Zeitpunkt
komplett ldsionsfrei im Behandlungsareal. Die restlichen 16 PatientInnen (64%) entwickelten 12
Monate nach der Behandlung Rezidive alter Lasionen und/oder auch komplett neue AK. Zu
erwdhnen sind hier die 24% (6 von 25) der behandelten Patientlnnen, die ausschlieBlich neue
AK-Lésionen entwickelten. Zum einen stirkt dieses Ergebnis die Annahme, AK unterliegen dem
Prinzip der Feldentartung und entstehen somit multifokal. Zum anderen féllt dadurch ein
methodischer Nachteil der Kryotherapie auf — die Methode kann nur klinisch vorhandene
Liasionen erfassen, subklinische Lésionen in tieferen Schichten der Epidermis verbleiben dabei

unbehandelt.

*  Kryotherapie wirkt unzureichend gegen die Tendenz der AK in ein invasives

PEK zu iibergehen.

Wie bereits vorhin erwdhnt, =zeigte Kryotherapie langfristig die schlechtesten
Abheilungsergebnisse unter den drei Therapiegruppen. Laut den Untersuchungen von Dodson et

al. steigt die Entartungswahrscheinlichkeit fiir eine AK mit der Zeit ihres Bestehens an.” In

48



Diskussion

diesem Zusammenhang féllt der niedrige langfristige Lésionstherapieerfolg in der
Kryotherapiegruppe auf. Lediglich 28% (7 von 25) der mit Kryotherapie behandeltenen
PatientInnen zeigten auch nach 12 Monaten Beobachtungszeit (AZP II) keine Rezidive der initial
abgeheilten AK. Das wiederum bedeutet, dass bei knapp zwei Dritteln der PatientInnen
weiterhin Lésionen bestanden, die nun zumindest durch den Zeitfaktor begiinstigt eine hdhere

Entartungstendenz in sich trugen.

* Der kosmetische Erfolg nach einer Kryotherapie verschlechtert sich im

Verlauf

Zum AZP I konnte anhand der kosmetischen Evaluierung ein iiberwiegend gutes Ergebnis in der
Kryotherapie-Gruppe beobachtet werde. Damit bestand kaum Unterschied zu den anderen
Therapiegruppen. Dieser wurde erst nach 12 Monaten bemerkbar, nachdem sich der
Schwerpunkt von ,,gut* zu ,,ausreichend* verlagerte und mit 29% einige schlechte Beurteilungen
neu hinzukamen. Eine wesentliche Rolle in solch einer ,,Zufriedenheitssenkung* spielt sicherlich

auch das schlechtere langfristige klinische Ergebnis einer Kryotherapie.

Zusammengefasst entspricht die Kryotherapie nach unseren Ergebnissen nur bedingt den
Kriterien einer optimalen AK-Therapie. Aufgrund der schnellen und einfachen Handhabung
stellt diese Therapiemethode eine denkbare Alternative zur Behandlung einzelner AK-Lésionen
dar. Der Therapieerfolg sollte allerdings engmaschig nachkontrolliert werden, z.B. mittles einer
histologischen Untersuchung oder der nicht invasiven Reflektanz konfokaler Lasermikroskopie

Zudem sollten die Patienten langfristig in einer klinischen Beobachtung involviert bleiben.
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4.1.2.2 5-Fluoruracil

Laut aktueller Studienlage fiihrt die Behandlung mit einer 5%igen 5-FU-Salbe bei 50 bis 86%
der behandelten PatientInnen zu einer kompletten Abheilung der behandelten Lésionen.®’ Die
relativ grole Erfolgsdifferenz unter den einzelnen Studien konnte durch unterschiedliche
Therapieregimes und vor allem unterschiedliche Evaluierungszeitpunkte erklart werden.
Labandeira ef al. zeigten in ihrer Studie, dass eine intermittierende 5-FU-Behandlung dhnliche
Ergebnisse zu einer 2-mal-wdchentlichen Anwendung fiihrte. Der Unterschied bestand allerdings
in der Zeitdauer bis zur Remission, wobei sich diese bei reduzierter Anwendungshéufigkeit
verlingert.” Askew und Mitarbeiter brachten 2009 in ihrem Literatur-Review zur 5-FU-
Effektivitit einen weitere Erkldrung fiir die widerspriichlichen Erfolgsergebnisse in der
Literatur.”® Diese basierte auf unterschiedlichen Herangehensweisen der einzelnen Studien ihre
Therapieergebnisse zu beurteilen. Die meisten Studien zdhlten einfach die Lasionen vor und
nach einer Therapie und verglichen anschlieBend diese Zahlen. Somit wurde lediglich die
Lisionsreduktion nach einer Behandlung ermittelt. Aus den Ergebnissen unserer Studie l4sst sich

schlussfolgern, dass damit nicht der wahre Erfolg einer Therapie beurteilt werden kann.

» 5-Fluoruracil zeigt bessere histologische Abheilungsraten, allerdings eine

kaum stirkere Aussagekraft der klinischen Diagnose als Kryotherapie

Mit 67%iger (16 von 24) histologischer Abheilungsrate entsprechen unsere Ergebnisse in der 5-
FU-Gruppe der bisherigen Studienlage. Auch wenn das von uns angewandte 5-FU-
Therapieregime dem maximal empfohlenen entsprach, konnte man auch hier einen verzdgerten
Therapieerfolg, wie von Labandeira und Kollegen beschrieben, vermuten.”> Die Ergebnisse
besserten sich allerdings nicht im Verlauf. Im Gegenteil, die nach 12 Monaten erhobenen

klinischen Abheilungsraten betrugen fiir 5-FU lediglich 33% (8 von 24).

Zudem fillt auch hier auf, dass bei einem negativ pradikativen Wert (NPW) von 70% die
klinische Diagnose nicht aussagekriftig genug ist. Somit schneidet die 5-FU-Therapie beim
ersten Therapiekriterium zwar geringfiigig besser ab als Kryotherapie. Ist aber von einer

optimalen Therapie weit entfernt.
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» Die 5-FU-Creme wirkt grofiflichig und zeigt im Vergleich zur Kryotherapie

bessere langfristige AK-Heilungsraten

Dass eine Behandlung mit der 5-FU-Salbe aufgrund ihrer Anwendungsform einen besseren
Einfluss auf die Feldentartung im Behandlungsgebiet als Kryotherapie hat, ist durchaus
anzunehmen. Auch subklinische Lisionen sollten von dieser chemodestruktiven Flachentherapie
besser erfasst werden konnen. Im Vergleich der langfristigen Arealtherapieerfolge in den beiden
ersten Gruppen fillt ein signifikanter Unterschied der Ergebnisse zu Gunsten der 5-FU-Gruppe
auf: 33% der 5-FU-Patienten im Vergleich zu den 4% der Kryotherapie-Gruppe blieben nach 12
Monaten Beobachtungszeit komplett ldsionsfrei. Dieser Vorteil kommt sowohl durch eine
mindere Anzahl von Léasionsrezidiven zum AZP 1, als auch durch das seltenere Auftreten von

neuen AK-Lisionen zustande.

* Bei einer 54%igen Liisionsrezidivrate im Verlauf wirkt 5-FU unzureichend

gegen die Entwicklung eines invasiven Plattenepithelkarzinoms

Das Ausbleiben von Léasionsrezidiven nach einer 5-FU-Therapie war mit 54% signifikant besser
als nach einer Kryotherapie (p < 0,05). Dennoch ist es immer noch die Hélfte der Patientlnnen,
die ein erhohtes Risiko fiir ein invasives PEK behilt und durch den Zeitfaktor begiinstigt dieses

womoglich sogar gesteigert hat.

» 5-FU fiihrt teilweise zu starken lokalen Reaktionen und erfordert eine hohe

Patienten-Compliance.
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Auch in der 5-FU-Gruppe bestand zum AZP I mit einem iiberwiegend ,,guten* Ergebnis kaum
Unterschied zu den anderen Therapiegruppen. Langfristig verlagerte sich der
Ergebnisschwerpunkt aber zu ,,ausreichend®, vor allem bedingt durch das vermehrte Auftreten

von Hypo- bzw. Hyperpigmentierungen.

Wihrend der Therapie klagten die Patienten iiber ausgeprigte Rotungen und Reizungen im
Behandlungsareal. Diese sistierten zum Zeitpunkt der Endauswertung. Zum einen kann diese
Nebenwirkung durch die unselektiv destruktive Wirkung von 5-FU in der Epidermis erklart
werden. Zum anderen kommt hier ein die Therapie begiinstigender Effekt zum Vorschein.
Verusacht durch die flichendeckende 5-FU-Anwendung kommen bislang nicht sichtbare
subklinische Lidsionen an die Hautoberfliche und vermitteln dem Patienten eine

,Zustandsverschlechterung®. Beide Faktoren belasten sehr stark die Compliance des Patienten.

Grundsitzlich scheint die 5-FU-Therapie eine bessere Alternative zur Kryotherapie zu sein.
Allerdings tiberraschen die langfristigen Ergebnisse in dieser Gruppe. Hier fallt auf, dass nach 12
Monaten bei zwei Dritteln der PatientInnen die Therapie erfolglos war. Solch ein Therapieerfolg
kann die schlechtere kosmetische Vertraglichkeit von 5-FU unserer Meinung nach keinesfalls
relativieren und erfordert weitere methodische Optimierungen oder gar eine neue
Therapiealternative. Eine Option wére die Anwendung einer niedrigeren Wirkstoffkonzentration
(0,5%, 1%, 2%). Deren vor allem langfristige Wirksamkeit muss jedoch durch Studien belegt

werden, was aktuell noch nicht der Fall ist.

4.1.2.3 Imiquimod

Der lokale Immunmodulator Imiquimod ist in Deutschland erst seit 2006 zur Therapie von
aktinischen Keratosen zugelassen. Bis dahin berichteten vor allem Studien aus den USA iiber
sehr gute und vor allem langfristige Behandlungserfolge mit Imiquimod. Die Arbeitsgruppe von
Stockfleth et al. belegte 2002 in ihrer doppelblinden, placebokontrollierten Pilotstudie komplette

histologische AK-Remissionen von 84% unter den 36 behandelten Patienten.”’” In etwa 10% kam
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es im Nachbeobachtungs-Zeitraum von zwei Jahren zu Rezidiven. In einer weiteren
doppelblinden, placebokontrollierten Studie wurden 286 Patientlnnen dreimal die Woche fiir 16
Wochen behandelt. Eine komplette, histologisch iiberpriifte Remission trat in 57% der Fille

cin.®

In der Regel kommt es unter der Behandlung mit Imiquimod zu einer relativ starken
inflammatorischen Umgebungsreaktion. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die bekannten
inflammatorischen Nebenwirkungen bei topischer Applikation von Imiquimod mit dem
Therapieerfolg direkt korrelieren.®* So treten unterschiedlich starke lokale Irritationen in den
Behandlungsrealen auf, die zu einem Erythem, gelegentlich sogar zu einer Errosion und
Ulzeration fithren, oder Hypo- oder Hyperpigmentierungen hinterlassen. Die meisten
Nebenwirkungen wurden jedoch von den Studienteilnehmern nur als ,,mild* bis ,,mittelschwer*
eingestuft. Den Patienten und behandelnden Arzten sollte bewusst sein, dass die
inflammatorischen Reaktionen bei der Imiquimod-Therapie nicht als eine neu aufgetretene
,Kontaktallergie® zu interpretieren sind, sondern vielmehr die Therapieantwort glinstig

beeinflussen. Eine gute Compliance der Patienten ist bei diesem Therapieverfahren unabdingbar.

» Imiqiumod zeigte mit 73 %iger histologischer Abheilung das beste

Behandlungsergebnis unter den drei Gruppen.

Unsere Ergebnisse entsprechen weitestgehend der aktuellen Studienlage zur Imiquimod-
Effektivitit.”*>’ Dabei erwies sich die klinische Diagnose bei einem NPW von 86% als
wesentlich zuverlédssiger im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Somit bietet Imiquimod
eine zuverldssige Abheilung der Lisionen, wobei eine Nachkontrolle nicht zwingend notwendig

1st.

»  Imiquimod wirkt zuverliissig im gesamten Therapieareal.
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Auch hier, wie schon bei 5-FU, ist aufgrund der Applikationsform von Imiquimod ein
flichendeckender Therapieeffekt zu erwarten. Die langfristigen Ergebnisse unserer Studie
sprechen ebenfalls dafiir: auch 12 Monate nach Behandlungsende blieben 73% der behandelten
PatientInnen weiterhin ldsionsfrei im behandelten Areal. Interessanterweise entspricht diese Zahl
den initialen histologischen Abheilungsraten (AZP I). Zudem stammten alle zum AZP II
aufgetretenen Rezidive aus alten Lisionen, neue AK traten nicht auf. Diese beiden Ergebnisse
deuten auf einen bedeutenden Therapievorteil von Imiquimod in der Behandlung von AK: das

Erfassen von subklinischen Léisionen im Behandlungsareal.

» FEine Imiquimod-Therapie zeigt die hochste langfristige

Abheilungsbestindigkeit

Bei einem langfristigen Lisionstherapieerfolg von 73% zeigt die Imiquimodgruppe das beste

langfristige Ergebnis. Dies entspricht auch der bisherigen Studienlage.'®®

Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwédhnt, stimmt hier mit 73% der langfristige klinische
Lisionstherapieerfolg mit den initialen histologischen Ergebnissen (zum AZP I) iiberein. Das
fiihrt zu der Uberlegung, dass die zum AZP I rezidivierten Lisionen Uberbleibsel von den zum
AZP I nicht austherapierten Lasionen sein konnten. Wire dies der Fall, so konnte man z.B. durch
eine Kombinationstherapie mit Kryotherapie ein lokal besseres Ergebnis erziehlen. Die
Arbeitsgruppe von Tan und Kollegen deuteten 2007, in ihrer randomisierten Vergleichsstudie an
63 Patienten, auf therapeutische Vorteile einer postkryotherapeutischen Anwendung von
Imiquimod hin.®® Bereits nach Abschluss der vorliegenden Arbeit publizierten Jorizzo et al. die
Ergebnisse ihrer Studie zur Anwendung von 3,75% Imiquimod-Creme nach lokaler
Kryotherapie.®’ Hier konnte ein signifikanter Vorteil der Kryotherapie-Imiquimod-Kombination
gegeniiber einzelner Kryotherapie-Anwendung beziiglich der Lésionsreduktion und

grofBflichigen Abheilung gegeniiber solitdrer Krytoherapie gezeigt werden.

» Imiquimod iiberzeugt vor allem durch langfristige kosmetische Ergebnisse
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Wie erwartet traten auch in unserer Studie die bekannten inflammatorischen Reaktionen
wihrend der Imiquimod-Therapie auf. Diese wurden von den meisten der Patienten gut toleriert.
Lediglich ein Patient brach bereits nach dem ersten Therapiezyklus die Behandlung aufgrund

derer Nebenwirkungen vorzeitig ab. Das war in keiner anderen Gruppe der Fall.

Zum Ende der Behandlung (AZP 1) zeigte die Imiquimod-Gruppe aus kosmetischer Sicht kaum
Unterschiede zu den anderen beiden Gruppen. Mit 90%gem ,.exzellenten® kosmetischen
Ergebnis seitens der Patientlnnen zum AZP II war dieses iiberragend besser im Vergleich zu den

anderen Gruppen.

Insgesamt kommt hier der besondere Stellenwert der ausfiihrlichen Patientenaufkldrung im
Rahmen einer Imiquimod-Therapie zu Vorschein. Letztere soll vor allem die Compliance des
Patienten unterstiitzen, die durch starke Nebenwirkungen der Therapie und relativ lange

Behandlungszeiten beeintrachtigt werden kann.

Zusammenfassen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine sehr starke Konkurrenzfahigkeit von
Imiquimod in der Debatte iiber eine optimale AK-Therapie. Im Vordergrund steht dabei die
sichere langfristige Abheilung der AK. Dennoch bedarf die Therapie hinsichtlich ihrer
Nebenwirkungen weiterer Optimierungen. Alternativ konnten Anwendungen mit niedrigeren
Wirkstoffkonzentrationen erwogen werden, eventuell in Kombination mit einem physikalischen

Therapieverfahren (z.B. Kryotherapie).
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4.2 Molekularbiologischer Teil

4.2.1 Mutationsanalyse von TP53- und Ha-ras-Genen in AK

Neben dem Vergleich drei verschiedener Behandlungen von AK untersuchten wir alle
entnommenen Hautproben auf Mutationen in zwei tumorrelevanten Genen: TP53 und Ha-ras.
Bei der Auswertung der Ergebnisse hatten wir zwei Herangehensweisen. Erstens hatten wir die
Moglichkeit Marker-Gene aus unbehandelten AK mit der aus Normalhaut der Patienten zu
vergleichen und tumorspezifische Mutationen aufzudecken. Eine Besonderheit dabei war, dass
alle prétherapeutisch untersuchten Gewebe-Proben ausschlieBlich aus AK-Lésionen ersten
Grades (frilhes PEK in situ nach der modifizierten Klassifikation von Cockerell et al.)"
stammten. So konnten wir Mutationsraten der untersuchten Markergene bereits in friihen Stadien
des PEK-Kontinuums darstellen. Zweitens untersuchten wir Proben nach den jeweiligen
Behandlungen. Diese Konstellation ermoglichte es uns unter Beriicksichtigung der klinischen

Ergebnisse der Studie drei wesentliche Fragen zu diskutieren:

= Sind Mutationen von TP53 bzw. Ha-ras Ereignisse, die bereits im Rahmen der
Tumorentstehung eine Rolle spielen? Oder sind Verdnderungen, die erst in spéteren

Stadien entstehen, fiir eine Tumorprogression verantwortlich?

= Bestehen therapiebezogene Unterschiede auf der Ebene der Markergene, bzw. haben

bestimmte Therapiemethoden einen mutagenen Einfluss?

= Haben Verdnderungen in Marker-Genen einen prognostischen Wert im zeitlichen Verlauf

der Plattenepithelkarzinome?
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4.2.1.1 Geringe Mutationsraten von TP53- und Ha-ras-Genen in frithen

Entwicklungsstadien der Plattenepithelkarzinome

Unter den 75 Biopsaten aus frithen AK (I. Grades) wiesen 6 Proben eine Mutation in einem der
untersuchten Markergene auf. Dabei war das TP53-Gen mit 7% (5/75) das meist betroffene Gen.
Eine Muation lag im Exon 7, die restlichen vier im Exon 8. Im Vergleich dazu war das Ha-ras-

Gen lediglich in einer Probe (1%, 1/75) mutiert.

Die stufenartige Akkumulierung genetischer Verédnderungen ist das Schliisselereignis im Laufe
der Tumorentwicklung. Werden genetische Verdnderungen nicht rechtzeitig repariert,
beziehungsweise werden betroffene Zellen nicht durch Apoptose (programmierter Zelltod) oder
das Immunsystem eliminiert, so kann es zur malignen Transformation der Zelle und derer

unkontrollierten Proliferation kommen.

Das p53-Protein ist eines der Schliisselelemente der Apoptose und somit ein wichtiger Akteur in
der Priavention der Tumorentwicklung. Das entsprechende TP53-Gen ist in iiber 50% der
menschlichen Tumore mutiert, darunter auch im weiflen Hautkrebs. Wissenschaftliche Studien
iber die Mutationsrate von TP53 in AK sind rar. Taguchi und Kollegen fanden Mutationen in
der DNA in 3 von 27 AK-Lisionen (11%).* Uber héhere Mutationsraten von 27% (12/45)
berichtete die Arbeitsgruppe von Ziegler.”® Einspahr und Kollegen fanden eine Mutationsrate des
TP53-Gens (Exon 7 und 8) in Normalhaut von 7% und eine Mutationsrate von 48% in AK.%
Solche Unterschiede in den Mutationsraten lassen sich unter anderem dadurch erkldren, dass in
den meisten Studien keine histololgischen Spezifizierungen der untersuchten AK vorgenommen
wurden. Somit wurden AK-Lésionen aller drei Schweregrade auf DNA-Mutationen untersucht.
In der vorliegenden Arbeit wurden nur frithe AK-Lédsionen (frithes PEK in situ nach der
modifizierten Klassifikation von Cockerell et al.'*). Eine weitere mdgliche Erklarung fiir solche

Unterschiede ist eine niedrige Anzahl untersuchter Proben.

Im Vergleich zu TP53 ist die Datenlage zu Ha-ras in AK geringer. Gene der ras-Familie sind die

meist mutierten Onkogene in menschlichen Tumoren.’>”" Allerdings wurde ihre Relevanz fiir
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den weillen Hautkrebs von einigen Studien in Frage gestellt, nachdem diese keine Mutationen

333739 Im Gegensatz dazu fanden drei andere

der Ha-ras-Gene in humanen PEK finden konnten.
Studien Mutationsraten des Ha-ras-Gens in 6% (3/50)*, 46% (11/24)’® und 6% (2/33)"" der
untersuchten PEK. Zusammengefasst ergibt dies eine Mutationsrate des Ha-ras-Gens in
epithelialen Hauttumoren von 10 bis 20%.”"’>" Allerdings sind auch hier Untersuchungen an
AK gering. Mutationen im Exon 1 des Ha-ras-Gens wurden in 4% (1/27)*° bzw. 11% (2/19)"
der untersuchten AK-Lésionen gefunden. In unserer Studie beobachteten wir ebenfalls geringe
Ergebnisse. Die Ha-ras-Mutationsrate ist somit niedrig in epithelialen Hauttumoren, allerdings

ist deren Zunahme von frithen AK zum invasiven PEK zu beobachten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Mutationen in den Genen TP53 und Ha-ras seltene
Ereignisse im frithen (Grad 1) Stadium der AK sind. Dabei zeigte das TP53-Gen die hochste
Mutationsrate mit 7%. Somit scheinen Mutationen im Ha-ras-Gen nicht an der PEK-Entstehung
beteiligt zu sein. Dem hingegen erscheint eine initiale Schidigung des TP53-Gens als ein

tumorinizierendes Ereignis moglich.

4.2.1.2 Ein signifikanter Unterschied in den Mutationsraten der
Markergene im Vergleich der pri- und posttherapeutischen DNA-

Untersuchungen konnte nicht belegt werden

Der Antimetabolit 5-Fluoruracil erwies sich in verschiedenen Tests zur Mutagenitit in vivo und
in vitro als mutagener Wirkstoff.”*”> Daten zu DNA-Analysen in Normalzellen der Haut nach
lokaler Applikation von 5-FU gibt es kaum. Im Gegensatz dazu gibt es einige Studien, die eine
Gentoxizitdt nach systemischer Einwirkung von 5-FU belegen, wenn auch diese im Vergleich zu
den Ziel-Tumorzellen wesentlich geringer ausfallt.”*”” Insgesamt kann eine lokale mutagene
Wirkung von 5-FU bisher nicht ausgeschlossen werden. Im Rahmen unserer Studie standen uns
insgesamt 25 Hautproben zur Verfiigung, die im Rahmen der lokalen AK-Therapie der Wirkung
von 5%iger 5-FU-Creme ausgesetzt waren. Darunter zeigte eine Gewebeprobe aus abgeheilter

AK (4%, 1/25) eine Neu-Mutation im Exon 8 des TP53-Gens. Dieselbe Mutation trat auch in
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einer weiteren Biopsie nach Kryotherapie auf. Ein vermehrtes Auftreten von Mutationen in den
untersuchten DNA-Abschnitten nach einer Thrapie konnte demnach nicht belegt werden. Somit
bestanden in unserer Arbeit keine Hinweise fiir einen mutagenen Effekt einer der angewandten
Therapien. Dieses Ergebnis deutet auf eine niedrige bis fehlende Gentoxizitit lokaler 5-FU-
Anwedungen in Keratinozyten hin. Genauere Aussagen sollten sicherlich durch groBer

ausgelegte Studien sowie vollstindige Genanalysen belegt werden.

4.2.1.3 Mutationen in TPS3 und Ha-ras konnten einen prognostischen Wert

fiir das Weiterbestehen und Fortschreiten eines PEK haben

Wie bereits erwdhnt wurde, war die Zahl der insgesamt gefundenen Mutationen gering und nicht
signifikant. Dennoch fallen zwei Besonderheiten in der Kryotherapie- bzw. Imiquimodgruppe

auf.

In der Zusammenfassung der bislang vorliegenden Literaturdaten zu PEK ist ein Fortschreiten
des PEK von friihen AK bis zum invasiven Tumor vom hédufigeren Auftreten von TP53-
Mutationen begleitet. Einspahr ef al. konnten in ihrer Vergleichsstudie zeigen, dass die Zahl der
TP53-Mutationen von Normalhaut {iber sonnengeschidigte Haut zu AK ansteigt. Die
Mutationsraten invasiver PEK waren vergleichbar mit denen aus AK. Einspahr und Kollegen
postulierten in ihren Untersuchungen, dass nicht nur die ansteigende Anzahl der Mutationen,

sondern ihre Qualitit zur invasiven PEK-Progression fithren konnte.*

Ziegler und Kollegen® zeigten durch den Vergleich von Mutationsraten in AK und dem
umgebenden Normalhautgewebe, dass TP53 nicht allein ausschlaggebend fiir die Entwicklung
einer AK zu sein scheinen. Es ist nicht auszuschlieen, dass AK zuvor aus Klonen anderweitig
mutierter Zellen entstehen. Im spéteren Verlauf kann eine Zweitmutation im TP53-Gen die
Tumorprogression ausldsen. Als mogliche Mutations-hot spots“ des TP53-Gens in PEK
definierten in ihrem p53-Review Giglia-Mari ef al. die Kodons 248 und 278. Der letztere

Mutationsort wurde als PEK-spezifisch beschrieben.*
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Zusammengefasst hdufen PEK im Laufe ihrer Progression genetische Mutationen an, bis zu
einem undefinierten Zeitpunkt eine bestimmte Mutation das invasive Wachstum auslost. Eines
der an dieser Progression beteiligten Gene ist sicherlich das TP53-Gen. Ha-ras konnte zum
spiteren Zeitpunkt eine Rolle spielen. Es ist offensichtlich, dass solche mutierten Zellen im
Rahmen einer AK-Therapie moglichst restlos und friihzeitig eliminiert werden miissen.

Anderenfalls behalten sie das Potential einer AK invasive PEK zu entwickeln.

In den posttherapeutischen Mutationsergebnissen unserer Studie fallen die 13% (4/32) der Neu-
Mutationen in der Kryotherapiegruppe auf. Drei davon (9%) stammen aus dem Exon 8, und eine
(3%) aus dem Exon 7. Alle vier Mutationen waren UV-spezifsche C zu T, bzw. CC zu TT-
Mutationen, die bereits in invasiven PEK anderer Studien beschrieben wurden. In der 5-FU-
Gruppe war es eine Mutation (4%, 1/25), in der Imiquimod zwei (6%, 2/30). Vor einer Therapie
wies keine der Proben in der Kryotherapiegruppe eine Mutation in den untersuchten Genen auf.

In der Imiquimodgruppe waren 19% (5/26) der initial untersuchten AK-Proben mutiert.

In den klinischen Ergebnissen unserer Studie fallen die schlechten langfristigen
Abheilungsergebnisse zum AZP II nach einer Kryotherapie auf, insbesondere die hohe
Lasionsrezidivrate. Diese hohe Rezidivrate deutet auf eine unzuverldssige AK-Eliminerung
durch Kryotherapie zum AZP I hin. Kénnten also die vier Neu-Mutationen in dieser Gruppe
eventuell das schlechte langfristige klinische Ergebnis erkldren? Es wire mdglich, dass die
Kryotherapie, methodisch bedingt, nicht in der Lage ist zuverlédssig einzeln verbliebene AK-
Zellen zu eliminieren, die Entwicklung weiterer Mutationen zu unterbinden und dadurch die
PEK-Progression zu stoppen. Dafiir wiirde auch die Tatsache sprechen, dass diese vier UV-

spezifischen Mutationen in initial abgeheilten AK-Lisionen gefunden wurden.

Im Gegenteil dazu scheint Imiquimod die genetische Besonderheit der PEK-Entwicklung
therapeutisch zu erfassen. Initial gehorten dieser Gruppe mit fiinf Biopsaten die meisten der
mutierten AK-Proben an. Nach Therapiende wiesen zwei der insgesamt 30 (7%) untersuchten
Gewebeproben eine Neu-Mutation auf. Es ist also durchaus anzunehmen, dass die besseren
langfristigen Abheilungsergebnisse mit einer Eliminierung mutierter Zellen nach Imiquimod-

Therapie zusammenhéngen konnten.
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Weitere Untersuchungen mit einer groferen Patientenzahl und ldangerer Nachbeobachtungzeit
sind fiir abgesicherte Aussagen notwendig. Solche Untersuchungen wiren sowohl von
wissenschaftlichem, als auch von klinischem Interesse. Wire es beispielsweise moglich
spezifische Mutationen zu definieren, die fiir die invasive Entartung eines PEK ursdchlich sind,
so konnte man Hoch-Risiko-Patienten selektieren und diese im Falle eine Therapieversagens

aggressiv behandeln. Von besonderer Bedeutung wire dies fiir immunsuppremierte Patienten.

Bis dahin bleiben allerdings der konsequente UV-Schutz im Sinne eine Primédrpridvention und als
nédchster Schritt eine zuverldssige AK-Therapie die wichtigsten Maflnahmen im Kampf gegen

das invasive PEK.
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5 Zusammenfassende Schlussfolgerungen

Imiquimod zeigt eine zuverldssigere langfristige Abheilung aktinischer Keratosen im
Vergleich zur Kryotherapie und Behandlung mit 5-FU. Eine Behandlung mit
Kryotherapie bedarf einer histologischen Nachkontrolle und sollte im besten Falle mit

einer flichendeckenden Therapiemethode kombiniert werden.

Mutationen in den Genen TP53 und Ha-ras sind seltene Ereignisse im frithen (Grad 1)
Stadium der AK wobei das TP53-Gen die hohere Mutationsrate von 7% zeigt. Somit
scheinen Mutationen im Ha-ras-Gen nicht an der PEK-Entstehung beteiligt zu sein. Dem
hingegen erscheint eine initiale Schidigung des TP53-Gens als ein tumorinizierendes

Ereignis moglich.

Hinweise fiir einen mutagenen Therapieeinfluss konnten in unserer Studie nicht belegt
werden. Signifikante Unterschiede in prd- und posttherapeutischen Mutationsanalysen
bestanden nicht. Das postherapeutische Neu-Auftreten von Mutationen in der
Kryotherapie-Gruppe konnte die schlechtere langfristige AK-Abheilungsrate nach

Krytherapie erkldren, bedarf aber weiterer Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Aktinische Keratosen (AK) sind Plattenepithelkarzinome in situ der Haut und treten
fast auschlieflich in sonnenexponierten Arealen auf. Der wichtigste dthiologische Faktor der AK
ist die UV-Bestrahlung, welche ihre Wirkung vor allem auf der DNA-Ebene entfaltet. Studien
berichten tiiber unterschiedliche Mutationsraten des TP53-, sowie des Ha-ras-Gens in

Plattenepithelkarzinomen und ihren Vorldufern — den AK.

Ziel der Studie: Diese Studie verglich die initiale sowie nach 12 Monaten bestehende klinische
und histologische Abheilung von AK nach drei unterschiedlichen Behandlungen (Kryotherapie,
5%ge 5-FU-Salbe, 5%ge Imiquimod-Creme). Im molekularbiologischen Abschnitt wurden die
vor und nach einer Therapie entnommen Biopsien aus aktinischen Keratosen bzw. abgeheilten
Lasionen auf ,,missense “ Mutationen in den Exonen 7 und 8 des TP53- und Exon 1 des Ha-ras-

Gens untersucht.

Patienten und Methoden: Die Aufteilung der 75 Studienpatienten erfolgte zufillig zu den drei
Behandlungsgruppen. Die Patienten der Kryptherapie-Gruppe erhielten eine bis zwei
Kryotherapieanwendungen (je 20 bis 40 sec pro Léasion). Patienten der 5-FU-Gruppe wurden
zwei Mal téglich, 4 Wochen lang mit 5%iger 5-FU-Salbe lokal therapiert. Die letzte
Patientengruppe wurde in einem oder zwei Zyklen (je iiber 4 Wochen drei Mal wdochentlich)

lokal mit 5%iger Imiquimod-Creme therapiert.

Klinische Ergebnisse: 68% (17/25) der mit Kryotherapie, 96% (23/24) mit 5-FU und 85%
(22/26) mit Imiquimod behandelten Patienten zeigten initial eine klinische Abheilung der AK (p
< 0.05). Histologisch konnte eine Abheilung der AK in 32% (8/25) der Kryotherapie-, in 67%
(16/24) der 5-FU- und in 73% (19/26) der Imiquimod-Patienten gesichert werden (p < 0,01). Das
12-Monats Follow-up zeigte eine hohe Rezidivrate bereits abgeheilter, sowie das Auftreten neuer
AK in der 5-FU-, sowie Kryotherapie-Gruppe. Ein Ausbleiben von Lésionsrezidiven konnte in
28% (7/25) der Kryotherapie-, in 54% (13/24) der 5-FU- und 73% (19/26) der Imiquimod-
Gruppe beobachtet werden (p < 0,01). Eine anhaltende Abheilung im gesamten behandelten
Areal konnte in 4% (1/25), 33% (8/24), und 73% (19/26) der Kryotherapie-, 5-FU- bzw.
Imiquimod-Gruppe erziehlt werden (p < 0,01).

Molekularbiologische Ergebnisse: Unter den 75 vor einer Behandlung untersuchten AK-

Biopsien wiesen 5 (7%) eine ,,missense “ und 1 (1%) eine ,,nonsense *“ Mutation auf. Das Ha-ras-
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Gen (Exon 1) war zu 1% mutiert, das TP53-Gen (Exon 7 und 8) zeigte mit 7% eine hohere
Mutationsrate. Die posttherapeutischen Mutationsraten in insgesamt 87 Biopsien zeigten keinen
signifikanten Unterschied zu den prdtherapeutischen Ergebnissen. Insgesamt wiesen 8% (7/87)
der Proben eine Mutation auf: das Ha-ras-Gen (Exon 1) war einmal mutiert (1%, 1/87), das
Exon 7 des TP53-Gens war in 2 Proben (2%, 2/87) und das Exon 8 — in 4 Proben (5%, 4/87)
mutiert (n.s.). Die Verteilung der Mutationen auf die einzelnen Behandlungsgruppen zeigte

keinen signifikanten Unterschied.

Schlussfolgerung: Eine Behandlung der aktinischen Keratosen mit Imiquimod zeigte langfristig
das beste klinische Ergebnis. Das schlechtere langfristige Ergebnis in der Kryotherapie-Gruppe
und das damit weiter bestehenden Risiko fiir ein invasives Plattenepithelkarzniom deutet auf eine
therapeutische Unzuverldssigkeit der Methode hin. Molekulargenetische Ergebnisse dieser
Studie zeigen eine niedrige Mutationsrate der TP53- sowie der Ha-ras-gene in frilhen AK.
Dieses Ergebnis weist erneut auf die Notwendigkeit einer frithzeitign AK-Therapie hin,
insbesondere hinsichtlich der steigenden Mutationsraten im Laufe der Progression eines
Plattenepithelkarzinoms. Die in dieser Studie gezeigten niedrigen Mutationsraten des Ha-ras-
Gens deuten darauf hin, dass dieses Gen nicht an der AK-Entstehung beteiligt zu sein scheint.
Dagegen kann durch die nachgwiesenen Mutationsraten des Genes TP53 letzteres eher mit der

Entstehung der Erkrankung assoziiert werden.
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7 Abkurzungen

AK aktinische Keratose

PEK Platenpithelkarzinom

TPS53 Tumorsuppressor-Gen-TP53
p53 Tumorsuppressor-Protein p53
n.s. nicht signifikant

5-FU 5-Fluoruracil

AZP Auswertzeitpunkt

LTE Lisionstherapieerfolg

ATE Arealtherapieerfolg

NPW negativer priadikativer Wert
WT Wildtyp
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