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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Malignes Melanom

1.1.1. Definition

Das Maligne Melanom (MM), auch schwarzer Hautkrebs genannt, geht von den
pigmentbildenden Zellen, den sogenannten Melanozyten aus und manifestiert sich
vornehmlich an der Haut. Daneben existieren andere, nicht melanozytare
Hautkrebsformen. Es gibt verschiedene Arten des Melanoms, z.B. das Aderhaut
Melanom oder das Melanom an Schleimhduten unterschiedlicher Lokalisation, die
gewebespezifische Besonderheiten aufweisen. Neben zumeist stark pigmentierten
Formen finden sich seltener auch amelanotische Auspragungen. Verantwortlich fur die
hohe Mortalitat ist die Tatsache, dass das MM bereits in frihem Stadium dazu neigt,
Metastasen Uber Blut— und Lymphbahnen zu streuen. Diese Gegebenheit beschreibt
eine ungunstige Prognose im weiteren Krankheitsverlauf und macht es zu einem

besonders gefahrlichen Vertreter im Kreise der malignen Tumorarten (Garbe, 2007).

1.1.2. Epidemiologie

Der schwarze Hautkrebs hat in seiner Gesamtheit seit einigen Jahrzehnten im Vergleich
von beispielsweise bodsartigen Erkrankungen des Iymphatischen Systems stark
zugenommen und tritt etwa doppelt so haufig auf wie die Gruppe der B — Zell Neoplasien
(Lymphome). In der hellhautigen Bevolkerung verzeichnete man wahrend der letzten
30—40 Jahre einen starken Anstieg der Melanominzidenz. Australien und Neuseeland
fuhren mit 40—-60 Fallen pro 100.000 Einwohner die Liste der Neuerkrankungen an,
gefolgt von den USA und Europa. Wahrend in Mitteleuropa im letzten Jahrzehnt zwischen
14 und 16 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner gemessen wurden, waren es in
Bayern an die 20 bis 24 auf 100.000 gerechnet (Garbe, Peris et al., 2009), (Umwelt und
Gesundheit aktuell, 2010).

Im Geburtsjahrgang 2000 wurde das Erkrankungsrisiko in Deutschland noch mit 1:75
angegeben mit einem Verhaltnis von Frauen zu Mannern von 6:4. Mit einem jahrlichen

Zuwachs an Erkrankungen zwischen 3 % und 7% bei der hellhdutigen Bevolkerung ist zu

_1_



Einleitung

rechnen. Ungefahr die Halfte der Patienten ist junger als 50 Jahre. Es erkranken etwa
15.000 Menschen an dieser Krebsform mit ca. 2.000 Todesfallen in Deutschland pro Jahr.
Betrachtet man die Entstehung des MM, so beschreibt die Anzahl kongenitaler, multipler
und/oder atypischer (dysplastischer) Navi (lat. naevus = Muttermal) den wichtigsten,
unabhangigen Risikofakor mit einem fast linearen Kurvenverlauf von steigender Navizahl
zu hoherem Erkrankungsrisiko (Bauer and Garbe, 2003). Ein grundlegender
Umweltfaktor, der die Entwicklung von melanozytaren Navi (NZN) und anschliel3end die
Entstehung kutaner Melanome entscheidend begunstigt, ist im Sonnenlicht zu suchen
(Tsao, Atkins et al., 2004). Seit den 20 er Jahren nahm weltweit der Trend sich bewulf3t
zu Braunungszwecken der Sonne auszusetzen, stetig zu, u.a. durch die franzdsische
Designerin Coco Chanel, die durch einen freiziigigeren Bekleidungsstil eine neue Art von
Freizeitkultur begrindete (Gilchrest, 1999).

Hinsichtlich der intermittierenden und hohen UV-Exposition und der Entwicklung von
NZN spielen vor allem der Hauttyp, Haar— und Augenfarbe und wiederholte
Sonnenbrande in jungen Jahren abhangig von der individuellen Sonnenempfindlichkeit,
die Hauptrolle (Bliss, Ford et al., 1995). Nicht nur UV-B Strahlen im Spektralbereich
290-320 nm, sondern auch die vor allem unter kiinstlichem Sonnenlicht vorkommenden
UV-A Strahlen (320—400 nm) kénnen das Auftreten von Melanomen beglnstigen
(Jhappan, Noonan et al., 2003). Desweiteren wird als Risiko fur die Entstehung des MM
eine positive Familienanamnese angenommen mit einer Wahrscheinlichkeit von 5-10%
und multifaktoriellem Vererbungsmuster (de Snoo, Kroon et al. 2007). Neben chemischen
Noxen und immunologischen Defekten werden auch das Alter der Patienten, die
genotypische  Zugehorigkeit und eventuelle maligne Vorerkrankungen als

pradispositionelle Faktoren diskutiert (Sober, Kang et al., 1992).

1.1.3. Klinische Subtypen und histopathologische Progressionsformen

Die WHO unterscheidet in ihrer Einteilung von Hauttumoren vier verschiedene Subtypen
des Melanoms (s. Tab. 1) hinsichtlich der Art des Wachstums und der Lokalisation am
menschlichen Koérper (LeBoit PE, 2006). Basierend auf der Sydney Klassifikation von
1986 werden hierbei das superfiziell spreitende Melanom (SSM), das nodulare Melanom
(NM), ein Lentigo Maligna Melanom (LMM) und das akrolentiginése Melanom (ALM)
beschrieben (McGovern, Mihm et al., 1973).

_2_
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Diese Einteilung mag die Lokalisation am menschlichen Korper berucksichtigen, die
Geschwindigkeit des Tumorwachstums oder das Patientenalter, jedoch stol3t sie klinisch
schnell an ihre Grenzen in der Betrachtung von allgemeiner Uberlebenszeit und dem
Ansprechen auf bestimmte Therapieansatze, wenn gleiche Infiltrationstiefe oder

Tumordicke vorliegen oder bereits Metastasen gesetzt wurden (Balch, Buzaid et al.,

2000).

Tab. 1: Klinische Subtypen des Malignen Melanoms, (Garbe, Peris et al., 2009 — mit Modifikationen)

Subtyp Lokalisation Haufigkeit (%) Beschreibung

intraepidermal, horizontale oder
radiare Wachstumsphase; maligne
SSM Rumpf, Beine 70 Melanozyten in der gesamten
Epidermis
ca. 1-6 Jahre Manifestationszeit (MZ)

nodular exophytisch, blutet leicht,

aggressives, vertikales Wachstum,

NM Rumpf, Beine 25 intraepidermal, im frihen Stadium nicht
diagnostizierbar

ca. 5-19 Monate MZ

»in situ“ Melanom durch chronische
Sonnenexposition. Solare Elastose;
atypische Melanozyten an der
Ubergangszone Epidermis—Dermis
altere Patienten, radiares Wachstum
ca. 3—16 Jahre MZ

LMM Gesicht, Nacken 15

anfangs schwach pigmentiert, dann

. nodulares, invasives
ALM palmoplantar, Nagel 5 Wachstumsmuster

ca. 1-6 Jahre MZ

Diese Klassifikation wurde nun erweitert, um Wachstumstendenzen abhangig von
histomorphologischen Faktoren und genetischen Veranderungen berlcksichtigen zu
konnen und um den Ort des Primartumors besser zu beschreiben, als es durch die
bisherige Charakteristik der Melanomtypen mdglich war (Curtin, Fridlyand et al., 2005).
Chromosomale Aberrationen und Mutationen in bestimmten fur den schwarzen
Hautkrebs bekannten Onkogenen wie beispielsweise BRAF (V—raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B1), KIT (CD117 = C—kit receptor) oder NRAS (Neuroblastoma RAS
viral oncogene homolog) ermdglichen eine feinere Differenzierung klinischer Subtypen

von Melanomen, die spontan entstanden sind ohne Nachweis eines vorangegangenen

_3_



Einleitung
L

Hautschadens durch chronische Sonnenexposition, und von Melanomen mit durch
Sonnenlicht induzierter Malignitat (Viros, Fridlyand et al., 2008).

Histopathologische Faktoren umfassen die Verteilung intraepidermaler Melanoztyen Gber
der Basalmembran, deren Gruppierung in Nestformation, den Pigmentierungsgrad, die
Kontur der Epidermis bzgl. einer radiaren Wachstumsphase der Pigmentzellen, laterale
Umschreibung der Tumorperipherie, solare Elastose und die Grélke und Gestalt von
Zellen und Zellkernen. Daneben spielen noch der Grad der Ulzeration als z.B. reaktive
Hyperplasie der den Tumor umgebenden Epidermis und die Tumordicke nach Breslow
eine entscheidende Rolle (Spatz, Cook et al., 2003), (Breslow, 1970).

Versucht man nun die Entstehung eines Melanoms zu analysieren, so kann man sich den
Ablauf am besten anhand eines Stufenmodells (s. Abb. 1) erklaren, wobei an erster Stelle
sich Melanozyten mit Kern— und Zellatypien entlang der Basalzellschicht vermehren. Mit
der Transformation und Ausbreitung der Pigmentzellen horizontal (radial growth phase =
RGP) und in héhere Schichten der Epidermis folgen dann auf klinisch unauffalliger Haut
oder innerhalb eines bereits vorhandenen Navus, unregelmaliges Wachstum und
weitere zellulare Atypien. Diese Phase wird noch nicht mit progressivem Wachstum
assoziiert (Guerry, Synnestvedt et al., 1993), allerdings wird gerade in diesem
Anfangsstadium der vorher erwahnten Mutation von BRAF und Onkogenen erhdhte
Wichtigkeit zugeschrieben (Viros, Fridlyand et al., 2008).

RGP Haar
/

Lymph - und Blutgefale

Abb. 1: Infiltration der Melanomzellen in verschiedene Gewebeschichten zu unterschiedlichen
Wachstumsphasen (Chudnovsky, Khavari et al., 2005 — mit Modifikationen).
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Sollten in einem weiteren Schritt die atypischen Zellen in der Epidermis proliferieren und
mit mehreren Einzelzellklonen, unterschiedlicher Pigmentierung und
Wachstumsgeschwindigkeit imponieren, kann klinisch ein sogenannter dysplastischer
Navus nach der ABCD-Regel diagnostiziert werden.

Der Zusammenhang zwischen dysplastischem Navus als Vorlaufer und MM wird nach
wie vor kontrovers diskutiert, da immerhin mehr als 50% der Melanome wahrscheinlich
de novo entstehen (Chin, Merlino et al., 1998). Bezuglich des Wachstums der
Tumorzellen in der horizontalen Phase wird der Ubergang in die vertikale Phase (vertical
growth phase = VGP) als besonders ungiinstig mit dramatisch sinkender Uberlebenszeit
und abnehmender Moglichkeit zur effektiven Behandlung wahrend dieses Stadiums
angesehen (Clark, Elder et al., 1984). Innerhalb dieses vertikalen Verlaufs wird
zusehends die Dermis inflitriert. Die zunehmende Vaskularisation innerhalb der Lasionen
und die Infiltration der Tumorzellen Uber die Basalmembran hinaus werden flur die
Entstehung von Tumormetastasen im Organsystem verantwortlich gemacht (Gaggioli
and Sahai, 2007).

1.1.4. Klinische Diagnose des Malignen Melanoms

Die Diagnose des MM erfolgt klinisch Uber die typischen Merkmale wie Asymmetrie,
unscharfe Randbegrenzung, Farbunterschiede, Grof3e von 5 mm Durchmesser und mehr
oder nodularem Wachstum, mit einer Sensitivitat von Uber 70% durch erfahrene
Dermatologen (Garbe, Peris et al., 2009). Auflichtmikroskopie oder digitale
Auflichtmikroskopie sollte zusatzlich zur Differenzierung der Lasionen oder als follow—up
verwendet werden. Damit steigt die Sensitivitdt auf 89% und die Spezifitdt auf 79%
(Kittler, Pehamberger et al., 2002). Zu differenzieren ist zwischen MM und anderen
melanozytaren Erscheinungsbildern, atypischen, kongenitalen oder aktinischer Lentigo.
Daneben stehen die nicht melanozytaren Formen wie seborrhoische Keratose,
Hamangiom, Basalzellkarzinom oder SCC (squamous cell carcinoma), einzuteilen in
pigmentiert und nicht pigmentiert. Die regelmafRige und in bestimmten Intervallen
durchgefuhrte korperliche Untersuchung bei Patienten mit manifester Diagnose eines
MM ist zum Ausschluld weiterer Herde oder Metastasen unerlalllich (Garbe, Paul et al.,
2003), da die mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit Metastasen im Schnitt weniger

als ein Jahr betragt (Rubin and Lawrence, 2009). Nutzliche Staging Untersuchungen

_5_



Einleitung

beinhalten die Sonographie regionaler Lymphknoten, Réntgen—Thorax, eine abdominale
Sonographie mit Becken und Retroperitoneum, sowie weiterfihrende CT, MRT und/oder
PET Diagnostik. Histopathologisch ist nachstehende Checkliste zur weiteren Diagnostik

vorgegeben (s. Abb. 2).

Tumordicke in mm (Breslow Index) // Ulzeration ja — nein // Invasionstiefe (Clark Level)
ersetzt durch Mitoseindex bei T1b Melanomen, fur kleine MM < 1mm // Mikrosatelliten //
seitliche und tiefe Exzisionsrander;

zusatzlich: Mitoseindex in mm? // VGP, RGP // vaskuldre oder perineurale
Beteiligung // lymphatische Emboli // Dichte des Lymphozyteninfiltrats;

Patienten mit lokalisiertem Melanom: Tumordicke, Mitoserate und Ulzeration als

wichtigste Faktoren;

Abb. 2: Histopathologische Kriterien zur Diagnose des Malignen Melanoms,
(Ruiter, Spatz et al., 2002), (Balch, Gershenwald et al., 2009 — mit Modifikationen).

1.2. Embryonaler Ursprung der Melanozyten

Mit ungefahr 800 Zellen/mm?3 halten die Melanozyten einen signifikanten Anteil an den
Zellen in der Epidermis des erwachsenen Menschen. Melanosomen transportieren den
Pigmentstoff Melanin der Melanozyten zu den Keratinozyten. Uber die Produktion von
Melanin reguliert die Haut den Warmehaushalt und den Schutz vor Sonnenstrahlung flr
den menschlichen Korper. Seit langerem ist bekannt, dal’ die Vorlauferzellen der
Melanozyten, die Melanoblasten, aus spat abwandernden Zellen der Neuralleiste (NCC)
entstehen. Diese gilt auch als Ursprungsort von Neuronen des enterischen
Nervensystems, von Spinalganglienzellen oder Zellen des Nebennierenmarks (Hong and
Saint—-Jeannet, 2005). Zwei unterschiedliche Entwicklungswege werden in einem neuen
Modell beschrieben, das die Differenzierung von Zellen der Neuralleiste zu Melanozyten
erklart: auf dorso—lateralem Weg wandern NCC unter die Epidermis und differenzieren
sich zu Melanozyten, wahrend Uber eine ventro—-mediale Abwanderung NCC in die
Entwicklung von Neuronen und Glia des peripheren Nervensystems minden. Zusatzlich

konnte eine zweite Melanoblastenpopulation in Hihner— und Mauseembryos identifiziert



Einleitung
L

werden, die auf Vorlaufer Schwann’scher Zellen (SCP) zurtckzufihren und eng mit der
Entstehung von deren Spinalnerven assoziiert ist (Adameyko, Lallemend et al., 2009).
Dies warf die Frage auf, ob diese zweite identifizierte Melanoblastenpopulation auch fir
Melanozyten in der Haut verantwortlich sein kann und ist insofern entscheidend, als
Unterschiede im Malignitatsgrad je nach Herkunft der Melanozyten diskutiert werden.
Damit ergeben sich auch neue Therapieansatze, die dem Ursprung der Melanozyten
Rechnung tragen sollen.

In frGheren Arbeiten und Untersuchungen an einer speziellen Schildkrotenart wurde
bereits darauf verwiesen, dall Melanozyten nicht nur in der Haut vorkommen, sondern
auch in anderen Organen zu finden sind, wie beispielsweise der Lunge, im Skelettmuskel,
im Knochenmark, in Blutgefalden oder im Fettgewebe. Diese extrakutane Lokalisation der
Pigmentzellen nimmt ihren Ursprung in Vorlauferzellen tGber den ventro—medialen Weg
der Neuralleiste (Hou and Takeuchi, 1991).

Es wird angenommen, dal die Verteilung der Melanozyten, insbesondere der Population,
die in die Haut einwandert, von Art zu Art unterschiedlich ist. Eine gewisse Multipotenz
wird den NCC zugeschrieben, die auf dem ventralen Weg abwandern. Je nach
Gewebeart und favorisierenden oder inhibierenden genetischen Faktoren werden
Melanoblastenpopulationen stimuliert, die die Bildung von Melanozyten bestimmen (Buac,
Xu et al., 2009).

1.3.  Immunhistochemische Untersuchungen von Melanompraparaten

1.3.1. Molekulare Grundlagen zur Entstehung von Melanomen

Eine Reihe genetischer Veranderungen ist verantwortlich fir die Entstehung maligner
Melanome und ihrer histologischen Besonderheiten (Alonso, Ortiz et al.,, 2004).
Betrachtet man die einzelnen Stufen der Tumorentwicklung, so spielen flir vermehrte
Proliferation und Uberleben der Tumorzellen Stimuli eine groRe Rolle, die durch
veranderte Wachstumsfaktoren oder Zytokine beeinfluRt sind. Die Zellen werden
dadurch z.B. bestimmten Apoptosevorgangen entzogen. Fehlerhafte Genprodukte, die in
der Summe bestimmend flir gednderte Signaltransduktionen oder auch veranderte
Transkriptionsfaktoren wirken, kénnen zusatzlich Tumorzellen ungehemmt proliferieren

und Uberleben lassen. Man unterscheidet Genmutationen, die die Expression von
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Onkogenen (gain of function mutations: Wachstumsstimulation der Tumorzellen)
bedingen von solchen, die Tumorsuppressorgene inaktivieren (loss of function mutations:
bei regelrechter Funktion Unterdriickung des Tumorwachstums), (Ramon y Cajal, Suster
et al., 1991).

Um Tumorzellen aus einem Zellverband zu |6sen und eine Metastasierung zu bewirken,
bedarf es weiterer Faktoren zur Veranderung einer Zelle in ihrem Migrations—, Adhasions—
und Invasionsverhalten (Bogenrieder and Herlyn, 2003).

Hinzu kommen in der Tumorentwicklung zur Unterscheidung von einer nicht betroffenen
Zelle im menschlichen Korper noch das Potential zur Neoangiogenese, um ab einer
bestimmten TumorgroRe die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu sichern
(Carmeliet and Jain, 2000), unlimitiertes replikatives Potential (Maser and DePinho, 2002)
und eine gewisse genomische und epigenetische Instabilitat, um die Veranderungen im
Zellzyklus und Produktionsverhalten tolerieren zu konnen wund dennoch die
Zellteilungsfahigkeit zu erhalten (Sieber, Heinimann et al., 2003).

Zur Aktivierung von Signalwegen in Melanozyten bedarf es der Expression von
Rezeptoren auf der Zelloberflache, die auf Zytokine, Wachstumsfaktoren, andere aullere
Einflisse und auf Faktoren reagieren, die von Nachbarzellen sezerniert werden (Giehl,
Nagele et al., 2007). Die Familie der autokrinen Wachstumsfaktoren umfasst beim
Melanom unter anderem bFGF, die Interleukine IL-6, IL-8, IL-10, PDGF A und B, sowie
MGSA/GRO. PDGF, VEGF, TGF, IL-1 und EGF zahlt man beispielsweise zu den
parakrinen Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Herlyn, 1990). Diese beeinflussen u.a. die
Immunantwort und Angiogenese oder aktivieren proteolytische Enzyme.

Im Rahmen veranderter Signaltransduktion, Resistenz gegenliber Apoptose und
immunologischen Vorgangen zur zelleigenen Tumorabwehr spielt noch die Gruppe der
Chemokine eine grofte Rolle (Murakami, Cardones et al., 2004). Ihnen und speziell
IL-8, einem wichtigen Vertreter dieser Familie, wird Uber die Beteiligung am Ubergang
der radiaren in die vertikale Wachstumsphase, eine Zunahme des metastatischen
Potentials beim Melanom zugeschrieben (Singh, Gutman et al., 1994). Unterliegen Zellen
ihrem physiologischen Umbau oder einem pathologischen Prozess, so wirken Proteasen
an der Degradation der extrazellularen Matrix (ECM). Beim Melanom findet sich haufig
die Expression von Matrix—Metalloproteinasen (MMP) der Formen MMP-1, -2, -9, -13
und MT1-MMP (Vaisanen, Kallioinen et al., 2008). Hierbei wird ihrer erhéhten Sekretion



Einleitung

eine schlechtere Prognose bzw. vermehrtes Metastasierungspotential zugeschrieben
(Hofmann, Westphal et al., 2000).

Im Prozess der malignen Transformation verandern Melanozyten ihre Interaktion mit der
ECM und benachbarten Zellen Gber Adhasionsmolekile, zu deren Gruppe Genfamilien
der Integrine, verschiedene Immunglobuline und einzelne Vertreter der Cadherine
gehoren. Die vermehrte Expression von beispielsweise N—Cadherin der transformierten
Melanozyten beginstigt deren Invasion in die Dermis im Ubergang der radidren zur
vertikalen Wachstumsphase. Unter normalen homeostatischen Bedingungen
kontrollieren Keratinozyten Wachstum und Verhalten von Melanozyten uber ein
komplexes System von parakrinen Wachstumsfaktoren und Adhasionsmolekilen der
Zellen. Wird dieses empfindliche Gleichgewicht gestort, verandert sich die
Kommunikation der Zellen untereinander. Uber Downregulation von Rezeptoren, die die
Interaktion von Melanozyten mit Keratinozyten steuern, und vermehrter Expression von
Signalmolekilen, die eine Verbindung von Melanomzellen und Melanomzellen mit
Fibroblasten bestimmen, verschieben sich normale Zellablaufe hin zur Entwicklung
maligner Transformation. Den Kontakt zur Basalmembran verlieren Melanozyten durch
veranderte Expression der ECM-Integrin Familie, einer Gruppe von Membranproteinen,
die eine Anbindung zwischen den Zellen und der ECM Uber Matrixkomponenten wie
Kollagen, Laminin oder Fibronektin ermdglichen. Beeinflussung bestimmter Signalwege
und Umbauprozesse des Zytoskelettes als Migrationsvoraussetzung fur Zellen, gehéren
ebenfalls zum Funktionsumfang von Integrinen (Haass, Smalley et al., 2005).
Immunhistochemische  Untersuchungen an Melanompraparaten werden an
Gewebeproben durchgefuhrt, die mit Formalin fixiert wurden und in Paraffin eingebettet
sind. Einzelne Zellstadien melanozytarer Lasionen werden so zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Tumorentwicklung festgehalten. Melanozytare Lasionen exprimieren
Antigene, gegen die mono— bzw. polyklonale Antikorper in der Diagnostik eingesetzt
werden kénnen. Als wichtige Vertreter seien hier kurz das S—100 Protein und HMB—45
genannt. Uber spezifische Farbemethoden und Marker kénnen Aussagen Uber Prognose
und vermeintlichen Metastasierungsgrad getroffen werden. MTAP, SOCS-3 und TFPI-2
sollen im Folgenden naher beleuchtet werden auf der in dieser Arbeit durchgeflhrten
experimentellen Suche nach aussagekraftigen Proliferationsmarkern des Malignen

Melanoms.
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1.3.2. MTAP

MTAP katalysiert die Phosphorylierung von Methylthioadenosin, einem Nebenprodukt in
der Synthese von Polyaminen, das als Inhibitor der Polyamin—Aminopropyl- und
Methyltransferase fungiert. MTAP findet sich vielfach in normalen Zellen und
Gewebetypen (Olopade, Pomykala et al., 1995). Es ist lokalisiert auf Chromosom 9p21 in
einem Bereich, der als Tumorsuppressorregion ausgewiesen und speziell beim Malignen
Melanom haufigen Deletionen unterworfen ist. Bosartigen Zellen fehlt es oftmals an
MTAP Aktivitat, wobei diesbezlglich Gen Deletionen auch beim Endometriumkarzinom,
Osteosarkom oder in hamatologischen Krebsformen nachgewiesen werden konnten
(Garcia—Castellano, Villanueva et al.,, 2002). Seinen pradiktiven Wert in der
Immunhistochemie erhalt MTAP durch die Darstellung einer Studie, in der gezeigt wurde,
dal} die Intensitat der Farbung fir MTAP vom gutartigen Navus zu Melanommetastasen
hin abnimmt (Behrmann, Wallner et al., 2003). Die Expression von Methylthioadenosin
Phosphorylase nimmt zudem direkten Einflul3 auf Interferonsignalwege tber STAT1, eine
Tatsache, die in der Behandlung des Malignen Melanoms seit frihen Therapieansatzen

eine grolRe Rolle spielt (Mowen, Tang et al., 2001).

1.3.3. Der SOCS-3 Zytokinsuppressor

Wachstum von Melanozyten und vielen Melanomzellen im frihen Stadium kann durch
Zytokine unterbunden werden, wohingegen bei Melanomen in bosartigem und spatem
Zustand eine gewisse ,Multi-Zytokin—Resistenz“ beobachtet wird (Komyod, Bohm et al.,
2007). Die SOCS Familie (suppressors of cytokine signaling) mit ihren Vertretern
SOCS-1-7 und CIS inhibiert neben der auf Janus kinase (JAK) basierten
Signalvermittlung und den STAT (signal transducer and activator of transcription)
Transkriptionsaktivatoren auch FAK (focal adhesion kinase) Signalwege in Zellen und
besitzt Tumorsuppressor Qualitat (Larsen and Ropke, 2002). Hypermethylierung und
damit Veranderung in der Promotorregion des SOCS-3 Gens tritt in zahlreichen
bdsartigen Neubildungen beim Menschen auf. Die Stillegung von SOCS-3 via
Transkriptionsfaktoren wird mit erhéhter Tumorprogression assoziiert (Tokita, Maesawa
et al., 2007). Wird beispielsweise fir FAK die Aktivitat in der Signalkaskade erhdht tber

fehlende Suppression, so konnte in Studien bereits in vitro wie in vivo belegt werden,
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dald dies zu aggressiverem Zellwachstum und Migrationsverhalten der Melanomzellen
beitragt (Hess, Postovit et al., 2005).

Uber die JAK/STAT und FAK basierten Signalwege nehmen vornehmlich SOCS-1 und
SOCS-3 EinfluR auf vermehrt malignes Verhalten diverser Tumorentitaten beim
Menschen, beispielsweise bei hepatozellularen Karzinomen oder Tumoren des
gastroenteralen— oder urogenitalen Traktes (Oshimo, Kuraoka et al., 2004). Dafur ist der
veranderte Methylierungsstatus sogenannter CpG Inselgruppen und ihrem CIMP Muster
(CpG island methylator phenotype) innerhalb der SOCS—1 und SOCS-3 Promotorregion
auf Chromosom 17925 verantwortlich. In der Pathophysiologie der Melanomentstehung
scheint genau dieser Methylierungsprozess der CpG Inseln und ihrer Promotorregionen
fur TRGs (tumor—related genes) eine grolde Rolle zu spielen. Dabei sind derzeit u.a. WIF1,
CDKN2A, TFPI2, RASSF1A, RARbeta2, SOCS-1, GATA4 und eine Reihe von MINT Gen
Loci (methylated in tumor) dem malignen Melanom zugeordnet (Tanemura, Terando et
al., 2009). Da fur SOCS-1 Expressions— und Methylierungsstatus bereits untersucht sind
(Li, Metze et al., 2004), konzentriert sich diese Arbeit immunhistochemisch auf das

Farbeverhalten und damit den Expressionsgrad von SOCS-3.

1.3.4. TFPI-2

Tissue factor pathway inhibitor 2, auch unter dem Namen MSPI (matrix—associated serine
protease inhibitor) oder PP5 (placental protein) zu finden, ist ein Serin—Proteinase
Inhibitor des sog. Kunitz—Typs, sezerniert von Endothelzellen, Fibroblasten und
Muskelzellen des Gefallsystems in die extrazellulare Matrix. Er hat die Eigenschaften
Plasmin, Trypsin, Chymotrypsin, Cathepsin G und Plasma Kallikrein zu hemmen
(Petersen, Sprecher et al., 1996). Da vornehmlich Plasmin an der Aktivierung von
Metalloproteinasen beteiligt ist, kann TFPI-2 MMPs hemmen und damit vermehrte
Tumorprogression verhindern. MMPs werden mit aggressiverem, malignem Wachstum in
Verbindung gebracht (Zucker and Vacirca, 2004), (s. S. 8).

Fir verschiedene bosartige Krebsformen, wie Lungenkrebs, Prostata— oder
Colonkarzinom, duktales Pankreaskarzinom und Gliome konnte die Tumorsuppressor—
Qualitat hinsichtlich TFPI-2 bestatigt werden (Konduri, Rao et al. 2001). Auch hier ist es

die Inaktivierung in der Promotorregion der CpG Inseln flir TFPI-2 auf Chromosom 7922
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Uber Methylierung, die fir oben genannte Tumorformen mit vermehrtem Wachstum in
Zusammenhang gebracht wird.

Beschrieben ist TFPI-2 bereits als Tumorsuppressor in der Entstehung und Progression
amelanotischer Melanome (Konduri, Tasiou et al., 2000). Zudem konnte man nachweisen,
dald die TFPI-2 Expression in Zusammenhang mit UVB Strahlung auf die menschliche
Haut steht (Jhappan, Noonan et al., 2003). Da erhdhte Sonnenexposition als
Hauptursache fir die Entstehung von Hautkrebs gilt, wird angenommen, dafl3 TFPI-2 als
Tumorsuppressor und Induktor fir Apoptose bei ,zellularem Stre3“ und erhdéhter UVB
Strahlung in HEMs (human epidermal melanocytes) fungiert (Tasiou, Konduri et al., 2001).
Fir Maligne Melanome steht somit die Inaktivierung der TFPI-2 Gensequenz in engem
Zusammenhang mit vermehrtem Migrationsverhalten der Zellen und einem invasiverem
Stadium mit hohem Risiko Metastasen zu bilden (Nobeyama, Okochi-Takada et al., 2007).
Immunhistochemisch wirde von TFPI-2 in der untersuchten Zellreihe je nach Stadium in
der Melanomdiagnostik eine deutlichere oder schwachere Farbung zu erwarten sein,
bezieht man sich auf Material, das zu unterschiedlichen Zeiten der Tumorprogression
entnommen wurde. Um Aussagen zu bestimmten Tendenzen im Malignitatsgrad fur
TFPI-2 als Biomarker vornehmen zu koénnen, wurden in Paraffin eingebettete,
melanozytare Gewebeproben und Tumormaterial nicht melanozytaren Ursprungs von
Spinaliomen und Basalzellkarzinomen als Kontrolle zum Vergleich in dieser Arbeit getestet.
In Abb. 3 sind die Veranderungen der Methylierung dargestellt, die zur Stilllegung von

Gensequenzen fihren kdnnen.
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Abb. 3: In unmethyliertem Zustand ist die DNS Aktivatorproteinen und Transkriptionsfaktoren (TF)
zuganglich. DNS Methyl-Transferasen (DNMT) verursachen eine sg. sterische Inhibition
von Transkriptionskomplexen, die den Vorgang der Transkription als solchen blockieren.
MBD (methyl binding domain proteins), HDAC (histone deacetylases) und HMT (histone
methyltransferases) erkennen die DNS in methyliertem Zustand (me) und stimulieren eine
Neugruppierung von Chromatin.

In kondensiertes Chromatin (Heterochromatin) verpackt, resultiert DNS, die nicht mehr

Ubersetzt werden kann, (Gibb, Enfield et al. — mit Modifikationen).
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

Von insgesamt 31 Patienten wurden Gewebepraparate immunhistochemisch untersucht,
die aus dem Archiv des dermato-histologischen Labors unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. med. Rudiger Hein, der Klinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein, der
Technischen Universitat Munchen stammten. Die Archivpraparate waren jeweils in
gepufferter Formaldehydlésung (3,7%) fixiert und in Paraffin eingebettet worden. Es
handelte sich um 30 Primarmelanome, sechs infiltrierte Lymphknoten und vier kutane
Metastasen aus den Jahren 1998 bis 2007, die im Rahmen der Routinediagnostik

begutachtet und befundet worden waren.

2.2. Bendtigte Materialien

2.2.1. Gerate

Pazisionsmikrotom Microm HM 355S

Brutschrank Medite TDO50

Klhlschrank Bosch Standard

Mikrowelle max. 900 Watt
Infiltrationsprozessor Tissue—Tek VIP

Farbeautomat Techmate Horizon Dako
Eindeckautomat Shandon Hyperclean
Tauchbecken Wasserbad 50°C

Lichtmikroskop Zeiss Standard 25, Olympus AX70
Ausgiel3station Leica EG 1150 C

Diverse Kleingerate Objekttrager Menzel SuperFrost® 76x26 mm, Eppendorf

Pipettenspitzen, PapPen Stift, Reagenzglasstander,
Reaktionsgefalle mit Deckel, Plastikklvetten, Sahli—Pipetten,
Labortucher, Deckglaser, Farbetroge, Messzylinder,
Glaspipetten, Labor—Stoppuhr, Kochherd;
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2.2.2. Reagenzien

Citratpuffer; pH 6,0
2,1 g Zitronensauremonohydrat (Sigma, C7129) in 1.000 ml aqua dest. geldst, mit NaOH

pH-Wert eingestellt. Losung wird anschlief3end im Kihlschrank aufbewahrt.

Levamisol — Losung

Levamisol (Sigma, L9756) hemmt die endogene Aktivitat der alkalischen Phosphatase
(AP).

Verwendete Antikorper
Die immunhistochemische Anfarbung der Gewebeschnitte erfolgte mit drei monoklonalen

und einem polyklonalen Antikdrper (s. Tab. 2).

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Primarantikdrper

Antikorper Bezeichnung / Klon Spezifitat Hersteller

aktive Melanozyten und  Zytomed Systems Gmbh,
HMB—-45 Monoklonal / MSG007

Melanomzellen Berlin

Erythropoetin Rezeptor
SOCS-3 Monoklonal / C204 rythropoetin =ezep IBL Co. Ltd., Japan

positive Zellen

TEPI-2 Monoklonal / Clone Human TFPI-2 R&D Systems,
243220 ECM Turnover Minneapolis
o Polyklonal / chicken exprimiert in normalen Jackson Imm.Research
anti-MTAP Zellreihen und Laboratories
Gewebetypen
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1. HMB-45 (Mouse anti—Melanosome)
Monospezifischer IgG 1 Maus—Antikorper, vorverdinnt (Zytomed, MSGO007, 6 ml)

2. SOCS-3 (Anti-Human CIS3 / SOCS-3 C 204 Rabbit IgG Affinity Purify)

Der Antikorper wurde in 1 ml Lyophilisat gelost und im Verdunnungsschema 1:10

vorverdinnt mit Dako—-Diluent auf 5 pg/ml fir die immunhistochemische Farbung
verwendet (IBL Co., Ltd Japan).

3. TEPI-2 (Anti-Human TFPI-2 Antibody)
Der Antikorper wurde in 1 ml Lyophilisat (PBS—Puffer) gelost bei einer

Gesamtkonzentration von 500 pg/ml und im Verhaltnis 1:10 vorverdinnt mit

Dako-Diluent (R&D Systems Minneapolis).

4. MTAP chicken anti-MTAP und biotin—labeled antichicken

Die Verdunnungsstufe betrug 1:1500 Dako—-Diluent fur chicken anti-MTAP und 1:1000
fur biotin—labeled antichicken (Jackson ImmunoResearch Laboratories Ltd, West Grove,
Pa);

Detektionssysteme (Kits)
LSAB® Methode:

- Link Reagenz: biotinylierter Sekundarantikorper

- Label-Reagenz: an AP gekoppeltes Streptavidin
- Substrat: Tris—HCL—Pufferkonzentrat, Substratkonzentrat
- Aktivierungsagens

- Neufuchsin Chromogen

Dako REAL™ Buffer Kit (K5006)

4 fertige Waschpuffer fur Farbeautomat Dako TechMate Horizon

- BUF1 Carrier Protein, Detergent, Preservative
-  BUF2 Detergent, Preservative
- BUF3 Detergent, Preservative

- H20 Water Wash, Detergent, Preservative
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Zytochem Plus AP—Polymerkit: Zytomed POLAP-006

Waschpuffer 1—4 (Dako), Primarantikorper (AK), (6 Tropfen Diluent + 3 Tropfen AK, Post-
Block/Reagenz 2 (gebrauchsfertig) ul 700, AP—Polymer/Reagenz 3 (gebrauchsfertig) ul
700, Chromogen ul 750, Hamalaun ul 700.

Bei den ZytoChem—Plus AP Polymer—Kits handelt es sich um sensitive Nachweiskits fur

die Immunhisto— und Zytochemie. Dabei wird ein Enzym—Polymer eingesetzt, in dem
mehrere Moleklle Sekundarantikérper mit mehreren Molekulen alkalischer Phosphatase
kovalent verbunden sind. Die Visualisierung erfolgt Gber eine Enzym—-Substrat Reaktion
in Gegenwart einer farbgebenden Komponente, die schlieBlich eine mikroskopische

Auswertung ermoglicht.

Permanent AP Red Kit: Zytomed ZUC001-125
Permanent AP Red Buffer, Permanent AP Red Substrate, Permanent AP Red

Chromogen, Levamisole;

Das Permanent AP Red System ist fUr immunhistochemische und fir in situ
Hybridisierungs—Farbeverfahren mit alkalischer Phosphatase bestimmt. Es bildet am Ort
des Zielantigens oder der Ziel-Nukleinsaure ein permanentes, mit einem Lichtmikroskop

darstellbares rot—pinkes Reaktionsprodukt.

2.3. Immunhistochemie

Wir farbten HMB—45, SOCS-3 und TFPI-2 nach den Anweisungen des Herstellers mit
der LSAB 2-Alkalische—Phosphatase—Technik. Fir MTAP wurde in Regensburg ein
spezielles Farbeverfahren entwickelt, das u.a. den Grad der Antikérperbindung mittels
einer AEC Loésung (3—amino—9-ethylcarbazole) (Dako Cytomation GmbH) sichtbar

macht. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun.

2.3.1. Labelled StreptAvidin Biotin (LSAB) — Methode

Die Labelled StreptAvidin Biotin Methode basiert auf einer immunhistochemischen
3—Schritt Technik zur indirekten Farbung und Visualisierung von Antigendeterminanten

in verschiedenen Gewebetypen.
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Zum Einsatz kommen Streptavidin und Biotin im Komplex. Die Methode bietet erhdhte
Sensitivitat zum ABC Komplex (Avidin Biotin Complex) und ermdglicht auch eine
Lokalisierung von kleineren Antigenmengen. Ein Primarantikorper bindet mit dem
spezifischen Antigen und formt einen Antigen—Antikérperkomplex im Gewebeschnitt. Ein
biotinylierter sekundarer Antikérper, gegen das FC Fragment (Globulin) des ersten
Antikdérper gerichtet, dient zum Nachweis der Antigen—Antikorper Bindung im Gewebe.
Inkubiert wird zusatzlich mit Streptavidin. Alkalische Phosphatase oder Peroxidase
dienen als Enzyme. Die Farbung liefert entweder DAB (di—amino—benzidin), AEC

(3—amino—9—ethylcarbazole) oder Neufuchsin.

2.3.2. Aufbereitung der Gewebeproben

Das Prazisionsmikrotom Typ Microm HM 3558 lieferte uns 4 ym dicke Schnitte pro Block.
Die Schnitte wurden auf einen SuperFrost Objekttrager aufgezogen, mit jeweils einem
Gewebeschnitt als Negativkontrolle. Uber 24 Stunden wurden anschlieRend die Proben
bei 37°C im Brutschrank getrocknet. Mittels eines PapPen Stiftes konnte die Nummer der
Gewebeproben auf dem Objekttrager vermerkt werden.

Eine Antigendemaskierung mit 600 Watt in der Mikrowelle wurde vorgenommen, um
verlorengegangene Immunreaktivitat des in Paraffin eingebetteten Gewebes
wiederherzustellen (Hewitson, Wigg et al.).

Inkubationszeit ist je Antikdrper 25 min. mit Citratpuffer. Durch die Fixierung von Gewebe
und Zellen werden die Proteine miteinander quervernetzt. Einige Epitope verlieren
dadurch ihre Eigenschaft, so dass sie von dem zugehorigen Antikérper nicht mehr
erkannt werden. Die "Antigenitat" des Proteins wird durch den Fixierungsprozess also
geschadigt oder ganz zerstort. Die Quervernetzungen (Maskierungen) kdnnen durch die
Antigendemaskierung zum Teil wieder ruckgangig gemacht werden.

Im Farbeprozess von HMB—-45 ist keine Demaskierung notwendig.
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2.3.3. Farbeverfahren SOCS-3, MTAP, TFPI-2

1. Schritt:

Entparaffinieren der Gewebeproben: Xylol 2 X 10 min.

Zur Rehydratisierung: absteigende Alkoholreihe

100% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

96% Alkohol fir 2 min. 1 Wiederholung

70% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

Wechseln der Xylol- und Alkoholbader nach ca. 20 Objekttragern.

2. Schritt:

Entparaffinierte und rehydrierte Gewebeproben in einem Plastik Copelinhalter platzieren,
auffullen mit Citratpuffer ph 6,0 (2,1 g Citrat in 1000 ml aqua dest. I6sen, ph auf 6,0
einstellen mit Salzsaure HCL = 2mol/l von Merck Art.nr: 1.09063.1000 11). Kochen der

Klvetten in der Mikrowelle fur 20 min., abkihlen bei Raumtemperatur 15—-20 min.

3. Schritt:

Spulen in aqua dest.

4. Schritt:

Dako TechMate Horizon Farbeautomat

Dako REAL™ Buffer Kit (K5006)

4 fertige Waschpuffer fur Farbeautomat Dako TechMate Horizon
- BUF1 Carrier Protein, Detergent, Preservative

- BUF2 Detergent, Preservative

- BUF3 Detergent, Preservative

- H20 Water Wash, Detergent, Preservative

5. Schritt:

SOCS-3 Antikérper in 1 ml Lyophilisat 16sen und im Verdinnungsschema 1:10
vorverdinnt mit Dako-Diluent auf 5 pg/ml verwenden. TFPI-2 Antikérper in 1 ml
Lyophilisat 16sen bei einer Gesamtkonzentration von 500 ug/ml und im Verhaltnis 1:10

vorverdunnt mit Dako—Diluent verwenden. Fur anti-MTAP und biotin—labeled
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antichicken betrug die Verdinnungsstufe 1:1500 Dako—-Diluent fir chicken anti—-MTAP
und 1:1000 fur biotin—labeled antichicken.

250-300 pl pro Antikorper pipettieren. Inkubation im Kuhlschrank bei 4°C Gber Nacht fur
den Primarantikorper polyklonal chicken anti-MTAP und 30 min. bei Raumtemperatur fur

den Sekundar—Antikorper biotin—labeled antichicken.

6. Schritt:
Dako Puffer gebrauchsfertig, 250 ml, Dako S2022

7. Schritt:

Zytochem Plus AP—Polymerkit

Waschpuffer 1—4 (Dako), Primarantikorper (AK) (6 Tropfen Diluent + 3 Tropfen
AK = 250-300 pl), biotinylierter sekundarer AK = 250-300 pl, Post-Block/Reagenz 2
(gebrauchsfertig) ul 700, AP—Polymer/Reagenz 3 (gebrauchsfertig) ul 700, Chromogen
pl 750, Hamalaun ul 700.

8. Schritt:
Dako Puffer gebrauchsfertig, 250 ml, Dako S2022

9. Schritt:
30 min. Inkubation Streptavidin Peroxidase Zytochem. 2—3 Tropfen pro Schnitt

10. Schritt:
Dako Puffer gebrauchsfertig, 250 ml, Dako S2022

11. Schritt:

Permanent AP Red Kit: Chromogen Zytomed

15 min. Inkubation mit Chromogen Zytomed, je nach Starke der Farbentwicklung etwas
langer. Da die Losung etwa 20—-30 min. stabil ist, wird sie 15 min. vor dem Auftragen
angesetzt. 2,5 ml AP Red Buffer + 1 Tropfen AP Red-Substrat + 1 Tropfen AP—Red
Chromogen. Gut mischen.
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12. Schritt:
Dako Puffer gebrauchsfertig, 250 ml, Dako S2022

13. Schritt:
Objekttragertauchbad ca. 3 min. in Hamalaun 750-1000 pl

14. Schritt:

Spulen mit Leitungswasser

15. Schritt:

aufsteigende Alkoholreihe Xylol

70% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung
96% Alkohol fir 2 min. 1 Wiederholung
100% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

16. Schritt:
Eindecken der Objekttrager mit Histofluid (PSI Grinewald, Laudenbach, Germany)

2.3.4. Farbeverfahren HMB-45

HMB—-45 (Mouse anti—-Melanosome)

Monospezifischer IgG 1 Maus—Antikérper, vorverdunnt (Zytomed, MSG007, 6ml)

Der Antikérper dient der Lokalisierung des melanozytaren Differenzierungsantigens
gp100 in Gewebeschnitten von Formalin fixiertem, Paraffin eingebettetem Gewebe.
Gp100 wird von fetalen und neonatalen Melanozyten und verschiedenen Navuszellen

exprimiert, nicht aber von adulten Melanozyten oder intradermalen Navi.

1. Schritt:

Entparaffinieren der Gewebeproben: Xylol 2 X 10 min.

Zur Rehydratisierung: absteigende Alkoholreihe

100% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

96% Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

70%  Alkohol fur 2 min. 1 Wiederholung

Wechseln der Xylol- und Alkoholbader nach ca. 20 Objekttragern.
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2. Schritt:
spulen dreimal mit Phosphat Buffered Salin (PBS)

3. Schritt:
Inkubation Primarantikorper HMB—45 fur 1 Stunde

4. Schritt:

spulen dreimal mit PBS

5. Schritt:

Inkubation mit biotyniliertem Sekundarantikérper flr 30 min.

6. Schritt:

spulen dreimal mit PBS

7. Schritt:

Inkubation mit Straptavidin — alkalischer Phosphatase Komplex fir 30 min.

8. Schritt:

spulen dreimal mit PBS

9. Schritt:

Substrat—-Neufuchsin Chromogenlésung Inkubation. Trispuffer (0,5M pH 10,0: 60,57 g
Tris in 800 ml aqua dest. 16sen, pH 10 einstellen, mit Salzsaure 2N auf 1L mit aqua dest.
auffillen). 2 Tropfen Trispuffer in R6hrchen mit 2 ml aqua dest auffillen.

1 Tropfen Substrat zufigen und mischen. 1 Tropfen Neufuchsin—Chromogen + 1 Tropfen
Aktivierungssubstanz in Substratbehalter mischen. Inhalt des Rohrchens nach kurzer
Wartezeit in Substratbehalter geben. 2 Tropfen Levamisol stoppt die alkalische Phospha-
taseaktivitat. Auf das Probengewebe aufpipettieren.

10. Schritt:

spulen dreimal mit PBS

11. Schritt:

Hamalaun Farbung
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12. Schritt:
Spulen mit H20

13. Schritt:
Eindecken der Objekttrager mit Histofluid (PSI Grinewald, Laudenbach, Germany)

2.4. Auswertung der Farbeergebnisse

Die Auswertung der Objekttrager erfolgte mit einem Standard Lichtmikroskop Typ Zeiss
25 und Olympus AX 70.

Eingeteilt wurde die Farbeintensitat semiquantitativ in drei Stufen im Bereich 0-2, wobei
man 0 als negativ wertete, 1 als schwach positiv und 2 als stark positiv (Bataille, Rogler
et al., 2005).
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3. Ergebnisse

3.1.  Immunhistochemische Untersuchungsergebnisse

3.1.1. Definition des Untersuchungsmaterials

Zur Untersuchung lagen Paraffinblocke von 30 Primarmelanomen, sechs infiltrierten
Lymphknoten und vier kutanen Metastasen aus den Jahren 1998 bis 2007 vor. Die
Praparate stammten aus dem Archiv der Poliklinik fur Allergologie und Dermatologie am
Biederstein der Technischen Universitdat Midnchen und waren operativ entfernt,
begutachtet und befundet worden.

Das untersuchte Patientenkollektiv unterteilte sich in 20 weibliche und 20 mannliche
Patienten, die eine fast identische Altersverteilung aufwiesen. Die mannlichen Patienten
waren durchschnittlich 60,0 + 14,2 Jahre alt, bei den Patientinnen lag das mittlere Alter
bei 59,3 + 11,2 Jahre. Tab. 3 zeigt die Altersverteilung im untersuchten Kollektiv auch in
Abhangigkeit des Geschlechts.

Tab. 3: Altersverteilung nach Geschlechtern getrennt und im Gesamtkollektiv

- Standard- ' Perzentile
Geschlecht N | Mittelwert abweichung Min. Max. 25, 50. 75,
(Median)
weiblich 20 60,0 14,2 36 92 53,3 61,0 67,3
mannlich 20 59,3 11,2 36 77 52,3 62,0 67,0
Gesamt 40 59,7 12,6 36 92 53,0 61,0 67,0

Die Betrachtung des Alters in Abhangigkeit der untersuchten Gewebetypen zeigt, dass
die Patienten mit kutanen Metastasen mit 66,0 + 22,6 Jahren den hochsten
Altersdurchschnitt aufwiesen, die Patienten in der Gruppe der Primartumorgewebeproben
waren durchschnittlich 59,8 + 10,4 Jahre alt und die Patienten in der Gruppe des
Lymphknotengewebes hatten ein Durchschnittsalter von 54,5 + 15,6 Jahren. Tab. 4 zeigt

die Altersverteilung in Abhangigkeit der Gewebeproben.
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Tab. 4: Altersverteilung in Abhangigkeit der untersuchten Gewebeproben

Standard Perzentile
Tumor/Tissue | N | Mittelwert andard- - mMin. | Max. 50

abweichung 25. S 75.

(Median)

Primartumor 30 59,8 10,4 39 80 53,0 60,0 67,0
Lymphknoten | 6 54,5 15,6 36 75 36,0 59,0 65,3
Kutane 4 66,0 22,6 37 92 44,3 67,5 86,3
Metastasen

Die Invasionstiefe (Clark Level), im Vergleich mit dem Alter der untersuchten Patienten,
beschreibt Tab. 5. Es zeigte sich bereits mit 37 Jahren bei einem Patienten ein primares
Melanom pT4b, wohingegen die niedrigste Invasionsfront mit pT1a nur bei einem

Patienten mit 62 Jahren nachvollzogen werden konnte.

Tab. 5: Invasionstiefe in Abhangigkeit zum Patientenalter

Standard Perzentile
Clark Level | N | Mittelwert | 20987 | \in | Max. 50
abweichung 25 - 75

' (Median) )

pT 1a 1 62,0 62 62

pT 2a 9 60,6 18,2 36 92 42,0 65,0 72,0

pT 2b S 57,7 4,5 53 62 53,0 58,0 62,0

pT 3a 14 58,1 11,3 36 75 51,8 57,5 67,5

pT 3b 2 62,5 6,4 58 67 43,5 62,5 63,0

pT 4a 4 62,0 2,3 60 64 60,0 62,0 64,0

pT 4b 5 59,0 20,4 37 80 38,0 62,0 78,5

Die Einteilung in die verschiedenen histologischen Subtypen ergab fur die Gesamtzahl
der Patienten 19 nodulare Melanome, vier maligne Melanome z.T. sekundar knotig und
nicht eindeutig als nodular einzustufen, zwolf superfiziell spreitende Melanome, ein
desmoplastisches Melanom, drei akrolentigindse Melanome und ein amelanotisches
Melanom.

Die Lokalisation der Lasionen umfasste unterschiedliche Exzisionsstellen am
menschlichen Korper, von den Extremitaten, rechter und linker Unter— und Oberschenkel,
uber das Abdomen und Hufte beidseits zu rechtem und linkem Unter— und Oberarm, an

der Rucken Mitte bis zu rechter und linker Schulter und Scapula.
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Es fand sich kein Tumor im Bereich der Kopfhaut oder an den Geschlechtsteilen. Viele
der Patienten hatten z.T. erhebliche Begleiterkrankungen, die allerdings nicht in

Zusammenhang mit der Diagnose Malignes Melanom gebracht werden konnten und auf
die in dieser Beschreibung verzichtet wird.

3.1.2. Breslow—Index in Abhangigkeit des Tumors

Die vertikale Infiltration nach Breslow in Millimeter als wichtiges Malignitatskriterium zeigt
Tab. 6. Dabei reichte die Tiefe bei den Primartumoren von 0,1 bis 8 mm, bei den

Lymphknoten von 1 bis 4 mm und bei den kutanen Metastasen reichte der Breslow—Index
von 0,1 bis 5 mm.

Tab. 6: Breslow—Index in Abhangigkeit des Tumors

Standard Perzentile
Tumor/Tissue | N | Mittelwert andard- Min. Max. 50
abweichung 25 S 75
' (Median) |
Primartumor 30 2,6 1,8 0,1 8,0 1,8 2,0 3,1
Lymphknoten | 6 2,0 1,2 1,0 4,0 1,2 1,7 2,9
Kutane
4 2,1 1,9 0,1 5,0 0,5 2,0 3,9
Metastasen

Tab. 7 zeigt die Abhangigkeiten fur den Gewebetyp ,Primartumor® getrennt nach
Markerfarbung. Die Abb. 4-7 beschreiben diese Verteilung der Messwerte und die
Unterschiede zwischen den Farbestufen hinsichtlich des Breslow—Index graphisch
(Boxplots). Wir versuchten also einen Zusammenhang nachzuweisen fur
unterschiedliche Tumordicken und Auspragung des Farbegrades der einzelnen Marker

und testeten mittels Varianzanalyse auf Signifikanz.
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Tab. 7: Auspragung des Farbegrades fur Primartumore und Breslow—Index getrennt nach Antikdrper

Markerfarbung Perzentile
. Standard- .
N | Mittelwert . Min. Max. 50
abweichung 25 - 75
' (Median) )
MTAP 0 8 2,8 1,7 2 6 1,8 21 4,3
1 14 2,7 2,3 0,1 8 1,5 1,9 5,0
2 8 2,2 0,9 1 4 1,6 2,4 2,9
SOCS-3 0 1 1,8 2 2
1 10 29 1,5 1 5 1,8 23 5,0
2 19 2,5 2,0 0,1 8 1,6 2,0 2,6
TFPI-2 0 8 2,6 1,2 1 5 1,8 23 3,4
1 11 29 2,2 0 8 1,8 1,8 5,0
2 11 2,4 1,9 0 6 1,5 2,0 2,3
HMB-45 0 7 2,6 1,7 1 5 1,8 1,8 50
1 8 2,1 1,5 0,1 5 1,3 1,9 2,8
2 15 3,0 2,1 0,1 8 1,8 2,2 3,5
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Abb. 4: Graphische Darstellung der

Messwerte flr Primartumore.

X-Achse: Antikérperauspragung HMB—45

Y-Achse: Tumordicke in mm
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] =19 1 14
80+ nﬁ 580 ;
E E
g ,E n=8
EG'O- =10 * E.G_o
E ] E
& 40 & 407 iy
2 2
o n«1 —_— S 4 _—
g 20 - % 320 $
@ = l
0.0 o 0,0
I | 1 ) 1 1
0 1 2 0 1 2
SOCS3 MTAP
Abb. 6: Graphische Darstellung der Abb. 7: Graphische Darstellung der
Messwerte fur Primartumore. Messwerte fur Primartumore.
X-Achse: Antikorperauspragung SOCS-3 X—Achse: Antikdrperauspragung MTAP
Y-Achse: Tumordicke in mm Y—-Achse: Tumordicke in mm

Es konnte kein signifikanter Unterschied im Breslow—Index zwischen den Farbestufen
nachgewiesen werden (ANOVA, p > 0,05). Es zeigte sich fur MTAP, SOCS-3 und TFPI-2
jeweils eine relativ hohe Variabilitat und damit Streuung der Messwerte fur die
Farbeintensitat der Stufe 1 (schwach positiv). Fur HMB—45 beschreiben wir die hochste
Variabilitat fur die Farbeintensitat 0. Die Mittelwerte der Tumordicke orientierten sich bei
annahernd 2 mm fur alle Marker, ausgenommen SOCS-3 der Antikorperreaktion der
Stufe 1 fur zehn Gewebeproben mit einem Median bei 2,9 mm, der gleichen mittleren
Tumordicke fur TFPI-2 des Farbescores 1 und elf Proben, und einem Mittelwert von 3,0
mm bei Farbescore der Stufe 2 fir HMB—45 und 15 Primartumoren. Von prinzipiellem
Interesse in dieser Arbeit waren die Farbescores der Stufen 0-1 der Marker MTAP,
SOCS-3 und TFPI-2.

Eine Farbung der Stufe 2 kennzeichnete einen hohen Aktivitatsindex der Zellen bei der
mit HMB—-45 hervorgerufenen Antikorperreaktion.

Abb. 8 und 9 zeigen die graphische Verteilung der Messwerte fur die zusatzlichen
Gewebetypen Lymphknoten und kutane Metastasen. Dabei erlebten wir die hochste
Streuung bei den Lymphknotenproben mit dem Antikdrper MTAP und der Farbeintensitat

auf Stufe 1 bei einem Mittelwert von 2,0 mm Breslow—Index. Die Auspragung bei den
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kutanen Metastasen bei geringer Stichprobengrofle von N = 4 lieferte eine mittlere
Tumordicke von 2,1 mm mit annahernd gleicher Variabilitat fir SOCS-3 und TFPI-2 bei

stark positiver Farbung.
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Abb. 8: Graphische Darstellung der Messwerte fiir alle Gewebeproben.
X—-Achse: Antikdrperauspragung MTAP, SOCS-3
Y-Achse: Tumordicke in mm
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Abb. 9: Graphische Darstellung der Messwerte fir alle Gewebeproben.
X—Achse: Antikérperauspragung TFPI-2, HMB—45

Y-Achse: Tumordicke in mm
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3.1.3. Ubereinstimmung der Marker

Tab. 8 zeigt fur Primartumor, Lymphknotengewebe und kutane Metastasen die jeweilige
absolute und prozentuale Ubereinstimmung der Antikdrperfarbung. Lymphgewebe hatte
eine gute Ubereinstimmung fir MTAP und SOCS-3 (66,7%), MTAP und TFPI-2 (83,3%),
MTAP und HMB-45 (80,0%) und TFPI-2 und HMB-45 (83,3%); Die Proben der
Primarmelanome zeigten eine weniger gute Ubereinstimmung fiir MTAP und SOCS-3
(36,7%), MTAP und TFPI-2 (36,7%) oder TFPI-2 und HMB-45 (56,7%). Fur kutane
Metastasen ergab sich die beste Ubereinstimmung bei TFPI-2 und HMB—45. Als Maf fir
die Starke der Ubereinstimmung der Markerfarbung wurde der Kappa—Koeffizient (k)
berechnet. Dabei definiert k < 0,1 keine Ubereinstimmung, k = 0,1-0,4 eine schwache
Ubereinstimmung, k = 0,41-0,6 deutliche Ubereinstimmung, k = 0,61-0,8 starke
Ubereinstimmung, k = 0,81-1,0 (fast) vollstandige Ubereinstimmung. So lieferte k = 0,34
bei den Primarmelanomen fur TFPI-2 und HMB—45 eine schwache Ubereinstimmung,
Lymphknotengewebe imponierte mit der besten Auspragung k = 0,75 bei MTAP und
TFPI-2 und TFPI-2 mit HMB-45. Fur die kutanen Metastasen konnte der Kappa-—

Koeffizient nicht berechnet werden.

Tab. 8: Absolute und prozentuale Ubereinstimmung fiir die untersuchten Gewebetypen

Absolute und prozentuale
Ubereinstimmung / SOCS-3 TFPI-2 HMB-45
Cohen's Kappa Koeffizient (k)
_ 11/30 [36,7%)] 11/30 [36,7%)] 12/30 [40,0%)]
n=30 | MTAP k=0,05 k=0,04 k=0,12
Primartumor | n=30 | SOCS-3 13/39 [43,3%] 16/39 [53,3%]
k=0,11 k=0,21
_ 17/30 [56,7%]
n=30 | TFPI-2 k=0,34
_ 4/6 [66,7%)] 5/6 [83,3%] 4/6 [80,0%]
n=6 | MTAP k=0,50 k=0,75 k=0,50
_ 3/6 [50%] 2/6 [33,3%]
Lymphknoten | n=6 | SOCS-3 k=0,25 k=0.11
- 5/6 [83,3%]
n=6 | TFPI-2 K=0.74
n=4 | MTAP 2/4 [50,0%] 2/4 [50,0%] 1/4 [25,0%]
Me‘igtsat;‘:en n=4 | SOCS-3 2/4.[50,0%] 1/4 [25,0%]
n=4 | TFPI-2 3/4 [75,0%]
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3.1.4. Expression von TFPI-2, SOCS-3 und MTAP in Melanomzelllinien

Die Darstellung der Antikdrperfarbungen in den einzelnen Melanomzelllinien erfolgte
lichtmikroskopisch zundchst zur Ubersicht mit einer VergroRerung (Objektiv 10-40) und
anschlielend in einer 100 bis 200 fachen VergroRerung, um Aussagen zum Charakter
der Immunreaktion treffen zu kénnen. HMB—45 als Standardgegenfarbung diente als
Vergleich bei einer positiven Antikdrperreaktion flir das Gewebe. Tab. 9 verdeutlicht den
Grad der Markerfarbung angewandt auf die Anzahl der untersuchten Gewebeproben mit
dem Intensitatsindex O fur keine Farbung, 1 fir schwach positive Auspragung und 2 fur

stark positive Farbung.

Tab. 9: Intensitat der Markerfarbung in den untersuchten Gewebeproben

Farbeindex | irc” | ooten | Metactase (| FarPeindex | GCT | loen | Metastase
MTAP |0 | 8 2 1 TFP2 [0 | 8 3 0

1| 14 2 0 1] 11 1 1

2| 8 2 3 2 | 1 2 3
socs=3| 0| 1 1 0 HVB-45| 0 | 7 3 1

1] 10 1 1 1] 8 2 1

2| 19 4 3 2| 15 1 2

MTAP farbte stark positiv mit der Farbeintensitat der Stufe 2 bei acht Primarmelanomen,
zwei Lymphknoten und drei kutanen Metastasen (32,5% vom Gesamtkollektiv GK: N =
40). TFPI-2 zeigte eine intensive Farbung in elf Primarmelanomen, zwei Lymphknoten
und drei kutanen Metastasen (40% vom GK). SOCS-3 konnte in 19 Fallen eines
Primartumors, bei vier Lymphknoten und in drei kutanen Metastasen als stark positiv
interpretiert werden (65% vom GK). In 15 Primarmelanomen, einem Lymphknoten und
bei zwei kutanen Metastasen lieferte die Standardgegenfarbung mit HMB—45 ein stark
positives Ergebnis (45% vom GK). Die Farbe der experimentellen Immunreaktion wurde
von stark rétlich Uber schwach rotbraun interpretiert, liel3 sich aber in aller Regel gut von
Melaninpigmenten, Bindegewebe und sonstigen Zellbestandteilen unterscheiden.

Fir MTAP, SOCS-3, TFPI-2 und HMB—-45 wurde die Farbung positiv gewertet bei
deutlicher Antigenmarkierung im Zytoplasma. Reine Hintergrundfarbungen wurden
negativ bewertet. In klar definierbarem Tumorgewebe zeigten sich fir die
experimentellen Marker Bereiche mit schwacherem und deutlichem Farbeverhalten

unregelmaRig verteilt, wie die folgenden Abb. 10-21 verdeutlichen.
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Abb. 10: Praparat Nr.: 5191/05, Vergr. 100x, Nodulares Melanom, pos.
Reaktion MTAP, Score 2, Breslow 4,5 mm, pT 4b

Abb. 11: Praparat Nr.: 1317/01, Vergr. 52x, superfiziell spreit. Melanom,
pos. Reaktion MTAP, Score 1, Breslow 1,5 mm, pT 2b
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Abb. 12: Praparat Nr.; 3331/05, Vergr. 100x, superfiziell spreit. Melanom,
pos. Reaktion MTAP, Score 1, Breslow 2,2 mm, pT 3a

Abb. 13: Praparat Nr.: 3563/98, Vergr. 100x, Nodulares Melanom, pos.
Reaktion TFPI-2, Score 2, Breslow 6 mm, pT 4b
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Abb. 14: Praparat Nr.: 4758/01, Vergr. 100x, Nodulares Melanom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2, Breslow 6 mm, pT 4b

Abb. 15: Praparat Nr.: 0947/02, Vergr. 100x, Nodulares Melanom Kutane
Metastase, pos. Reaktion SOCS-3, Score 1, Breslow 1,8 mm,
pT 2a
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Abb. 16: Praparat Nr.: 1610/05, Vergr. 100x, Nodulares Melanom kutane
Metastase, pos. Reaktion MTAP, Score 2, Breslow 2,2 mm,
pT 3a

Abb. 17: Praparat Nr.: 1610/05, Vergr. 100x, Nodulares Melanom kutane
Metastase, pos. Reaktion TFPI-2, Score 1, Breslow 2,2 mm,
pT 3a
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Abb. 18: Praparat Nr.: 0398/06, Vergr. 100x, Nodulares Melanom kutane
Metastase, pos. Reaktion MTAP, Score 2, Breslow 4,5 mm,
pT 4b

Abb. 19: Praparat Nr.: 1895/04, Vergr. 100x, Nodulares Melanom kutane
Metastase, pos. Reaktion SOCS-3, Score 2, Breslow 2,5 mm,
pT 3a

_36_



Ergebnisse

Abb. 20: Praparat Nr.: 0928/05, Vergr. 100x, Lymphknoten superfiziell
spreit. Melanom, pos. Reaktion MTAP, Score 1

Abb. 21: Praparat Nr.: 4777/02, Vergr. 100x, Lymphknoten

nodulares Melanom, pos. Reaktion TFPI-2, Score 2
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3.2. Auswertung der Kontrollfarbung

Tab. 10 beschreibt die absolute und prozentuale Ubereinstimmung der Tumorentitaten,
die als Kontrolle mitgefarbt wurden. Dabei wurden jeweils zehn Proben von
spinozellularen Karzinomen, Navi und Basaliomen untersucht. Es zeigte sich eine relativ
geringe Ubereinstimmung in der Antikdrperreaktion fiir die einzelnen Marker. Hinsichtlich
MTAP und der Anfarbbarkeit von Navuszellgewebe ist auf die einschlagigen
Publikationen zu verweisen (Behrmann, et al., 2003). Eine Kontrollfarbung fand daher
nicht statt. Desweiteren bestand kein Anlass zur Untersuchung der Antikdrperreaktion fur
MTAP bei Basaliomen und Spinalzellkarzinome, Tumorformen nicht melanozytaren

Ursprungs.

Tab. 10: Absolute und prozentuale Ubereinstimmung fiir die Gruppe der Kontroligewebe

Abs?jlgte upd prozentuale SOCS-3 HMB—-45

ereinstimmung

Basaliomn SOCS-3 0/2 [0%] 1/10 [10%]
TFPI-2 0/2 [0%]

. N SOCS-3 3/10 [30%)] 4/10 [40%]
Spinozellulares Gewebe TEPI2 6110 [60%]
NE&VUS SOCS-3 3/10 [30%)] 0/0

TFPI-2 0/0

In der Basaliomgruppe wurde fir SOCS-3 eine viermal stark positive Farbung fur das
Gewebe verzeichnet, zweimal zeigte der Marker keine und viermal eine schwach positive
Reaktion. TFPI-2 zeigte in zwei Fallen eine schwach positive Antikorperreaktion.

Das Navusmaterial prasentierte sich fur SOCS-3 sechsmal schwach positiv und zeigte
in vier Fallen kein Ergebnis. TFPI-2 farbte dreimal schwach positiv und zeigte in sieben
Fallen keine Reaktion.

HMB—-45 wies in funf Fallen keine Farbung auf und prasentierte lediglich drei schwach
und nur zwei stark positive Praparate.

FUr das spinozellulare Kontrollgewebe konnte bei SOCS-3 in funf Fallen eine stark
positive Farbung verzeichnet werden, viermal wurde schwach positiv vergeben und
einmal wurde die Farbung mit keiner Reaktion bewertet. Ahnlich verhielt es sich mit
TFPI-2, wobei finfmal eine stark positive und finfmal eine schwache Reaktion gefunden
wurde. Damit verwies insgesamt das spinozelluldare Karzinomgewebe in unserer
Versuchsreihe auf eine vermehrte Anfarbbarkeit mit SOCS-3 und TFPI-2 (Abb. 22-35).
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Abb. 22: Praparat Nr.: 3174/05, Vergr. 200x, Basalzellkarzinom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2

Abb. 23: Praparat Nr.: 3239/05, Vergr. 200x, Basalzellkarzinom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2

_39_



Ergebnisse

Abb. 24: Praparat Nr.: 3116/06, Vergr. 100x, Navuszellgewebe, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 1

Abb. 25: Praparat Nr.: 3188/06, Vergr. 100x, Navuszellgewebe, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2
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Abb. 26: Praparat Nr.: 3188/06, Vergr. 100x, Navuszellgewebe, neg.
Reaktion TFPI-2, Score 0

Abb. 27: Praparat Nr.: 3273/04, Vergr. 100x, Navuszellgewebe, pos.
Reaktion TFPI-2, Score 2
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Abb. 28: Praparat Nr.: 2973/07, Vergr. 100x, Spinalzellkarzinom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2

Abb. 29: Praparat Nr.: 2973/07, Vergr. 100x, Spinalzellkarzinom, pos.
Reaktion TFPI-2, Score 2
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Abb. 30: Praparat Nr.: 2999/05, Vergr. 200x, Spinalzellkarzinom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 1

Abb. 31: Praparat Nr.: 2999/05, Vergr. 200x, Spinalzellkarzinom, pos.
Reaktion TFPI-2, Score 2
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Abb. 32: Praparat Nr.: 3003/06, Vergr. 200x, Spinalzellkarzinom, pos.
Reaktion SOCS-3, Score 2

Abb. 33: Praparat Nr.: 3116/06, Vergr. 100x, Navuszellgewebe, pos.
Reaktion HMB—45, Score 2
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Abb. 34: Praparat Nr.: 3707/05, Vergr. 200x, Navuszellgewebe, pos. Reaktion
HMB—-45, Score 1

Abb. 35: Praparat Nr.: 4055/04, Vergr. 200x, Navuszellgewebe, neg. Reaktion
HMB-45, Score 0
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3.3. Qualitatsparameter fur MTAP, SOCS-3 und TFPI-2

Betrachtet man Sensitiviat und Spezifitdat der Marker fur das verwendete Gewebe, so
untersucht man flir den Parameter Sensitivitat, wie viele an Hautkrebs erkrankte
Patienten tatsachlich positiv auf das Vorliegen der Erkrankung getestet wurden. Fur den
Parameter der Spezifitat soll eine Antikorperreaktion der Marker speziell flr diese eine
Krankheit, z.B. das MM, hervorgerufen werden konnen. Wurde also von gesundem
Gewebe dennoch eine positive Reaktion produziert, so ware der Marker nicht mehr
spezifisch.

In unserem Fall ergibt sich fur das Gesamtkollektiv aus Primartumoren, Lymphknoten
und kutanen Metastasen lediglich fur HMB—45 eine Berechnung der Sensitivitat von nur
45% fur die Farbestufe 2 als Beleg der tatsachlich positiv getesteten Gewebeproben auf
das Vorliegen der Erkrankung mit vermehrter Zellaktivitat.

FUr die Sensitivitat des Markers MTAP mussen wir umdenken entsprechend der
moglichen Hypothese eines erhdhten Tumorprogress™ bei geringerer Auspragung des
Markers im Gewebe.

Somit ergabe sich eine Sensitivitat von 67,5% fur das Gesamtkollektiv, wenn wir die
Farbestufen 0—1 zusammennehmen.

Betrachten wir die Sensitivitat fur SOCS-3 mit der gleichen Hypothese, ware der Marker
mit 35% wenig sensibel auf das Vorliegen der Erkrankung getestet.

Anders verhalt es sich fur TFPI-2 und seiner Inaktivierung mit verminderter Expression
im Gewebe. Die Sensitivitat, angelegt auf den Charakter der Malignitat, ergibt hier 60%.

Da wir auch mit dem Kontrollgewebe, abgesehen vom Navusmaterial, keine ,gesunden®
Patienten hatten, fallt eine Berechnung der Spezifitat als Anteil der korrekt negativ
Getesteten unter den nicht Erkrankten aus. Eine Berechnung ware theoretisch moglich,
falls SOCS-3 und TFPI-2 im Navusmaterial eine Farbung der Intensitatsstufe 2

prasentieren wirden als Hinweis auf eine nicht stattgefundene Methylierung der DNS.
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4. Diskussion

In den Niederschriften des berihmtesten Arztes der Antike ,Hippokrates®, findet sich
bereits um 400 vor Christus der erste Hinweis auf Melanome, als ,todliche schwarze
Hautveranderungen mit Metastasen® (Urteaga and Pack., 1966).

Im Jahre 1806 wurde die Erkrankung in der medizinischen Fakultat in Paris beschrieben
und benannt. William Norris, ein englischer praktischer Arzt, machte 1820 erstmals in
einem Manuskript darauf aufmerksam, dal} Hautkrebs vererbbar sein kénnte.

Die letzten 20 Jahre medizinischer Forschung bestatigten die frihe Theorie von W. Norris,
dalR genetische Veranderungen in bedeutender Weise die Atiologie des Malignen
Melanoms zu beeinflussen scheinen (Norris, 1820).

Fir das Maligne Melanom wie fir viele andere Krebsformen gelten sowohl genetische
Pradisposition als auch Exposition gegenlber bestimmten Umwelteinflissen als
Risikofaktoren (MacKie, Freudenberger et al., 1989).

Da die Inzidenzrate fur schwarzen Hautkrebs stetig zunimmt (Hemminki, Zhang et al.,
2003), wollte man mit der in dieser Arbeit diskutierten Versuchsreihe an formalinfixierten
und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten zu Prognosekriterien beitragen und im
Rahmen molekulargenetischer Veranderungen nach Diagnose ,Malignes Melanom®
immunhistochemisch neue biologische Marker testen, die ein eventuelles Fortschreiten
der Erkrankung frih erkennen lassen und ein Metastasierungsrisiko besser greifbar
machen sollten. Dabei stltzten wir uns auf bereits in der Wissenschaft etablierte
Vorhersagemodelle hinsichtlich der Einschatzung des Malignitatsgrades und
verschiedener Wachstumsmuster von Hautkrebs. Dazu zahlen Clark—Level, der
Breslow—Index flur die Tumordicke, hohe Tumorzellmitoserate, Kriterien der Ulzeration,
vaskulare Beteiligung, steigendes Alter, mannliches Geschlecht, hamatogene oder
lymphatische Streuung und die Lokalisation des Tumors am Koérperstamm, Kopf oder
Nacken (Balch, Gershenwald et al.,, 2009). Histologische Diagnosekriterien des
Melanoms basieren auf bestimmten architektonischen Zellmustern und zellularen
Atypien. Dabei finden verschiedene histologische Marker, die speziell auf Melanozyten
oder melanozytare Tumorzellen reagieren, Eingang in die nahere Untersuchung von
Gewebeproben. S100B, MART-1 (melanoma antigen recognized by T cells 1), auch
bekannt als MELAN A, und HMB—-45 (= PMEL17/gp 100 silver homologSILV) gelten als

,Goldstandard” in der Routinediagnostik, allerdings mit teils geringer Spezifitat, da auch
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benigne melanozytare Navi gefarbt werden (Ohsie, Sarantopoulos et al., 2008).

MIA (Melanoma Inhibitory Activity) findet sich beispielsweise als ein Indikator speziell fir
progressive Melanome und wird seit Jahren auch fur Therapiemodelle diskutiert (Schmidt
and Bosserhoff, 2009).

Multiple Genmutationen, in der Summe malgebend fur veranderte Zellproliferation,
Differenzierungsgrad und Zelltod, werden fur verschiedene Krebsformen beschrieben
(Hanahan and Weinberg, 2000). Beim Melanom wird die kritische Wachstumsphase und
der Ubergang in die vertikale Form (VGP) mit dieser Akkumulation genetischer
Veranderungen in Verbindung gebracht (Clark, Elder et al., 1984). Da chromosomale
Instabilitat als einer der wesentlichen Faktoren flir genomische Instabilitat in bdsartigen
Tumorentitaten gilt, werden drei unterschiedliche, fir genetische Veranderungen beim
malignen Melanom erkannte chromosomale Lokalisationen mit den drei in dieser Arbeit
untersuchten Markern diskutiert. Auf Chromosom 9p21 wird die Genfolge mit p15, p16,
MTAP, Interferon a und Interferon 8 definiert (Olopade, Pomykala et al., 1995). Fiur MTAP,
wie fur SOCS-3 und TFPI-2 ist es die Inaktivierung der entsprechenden Gensequenz
durch Hypermethylierung in der Promotorregion der eingangs erwahnten
CpG-Inselgruppen, die zur Stilllegung der spezifischen Genexpression fuhrt (Behrmann,
Wallner et al., 2003). Der CDKN2A Lokus (cyclin—dependent kinase inhibitor 2A) / p16 auf
9p21 ist speziell involviert in Signalwege der Tumorsuppression und kontrolliert die G1
Phase des Zellzyklus (Sharpless and Chin, 2003). Homozygote Deletionen an diesem
Ort werden flr eine Reihe von Krebsarten mit erhéhter Malignitat in Verbindung gebracht,
so auch fiir das Maligne Melanom (Jonsson, Dahl et al., 2007). Ahnlich verhalt es sich fir
TFPI-2 und der chromosomalen Lokalisation 7g22. Die Hypermethylierung in der
Promotorregion verursacht eine Stillegung der TFPI-2 Gensequenz. Da TFPI-2 an der
Inhibition von Metalloproteinasen beteiligt scheint, wird vermehrtes Tumorwachstum der
Melanomzellen erhohter Aktivitat der MMPs zugeschrieben. Kontrovers wird in neuesten
Studien allerdings eine eventuelle protektive Funktion der MMPs, deren Familie beim
Menschen 23 Gene umfasst, hinsichtlich der Tumorprogression beim malignen Melanom
diskutiert. Im Speziellen erwahnt werden hier MMP8 und MMP27 (Palavalli, Prickett et al.,
2009).

Hypermethylierung der Promotorregion von SOCS-3 auf Chromosom 17g25 und damit

Stillegung des Genproduktes verandert dessen Tumorsuppressorqualitat.
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Wir folgten in dieser Arbeit einer Studie von Tokita et al. (Tokita, Maesawa et al., 2007),
worin der Expressionsgrad von SOCS-3 hinsichtlich gewisser Cytokin—Resistenz
diskutiert wird. Im Rahmen der Tumorgenese werden hierbei regulatorische Faktoren fur
maligne Transformationen der Melanomzellen angesprochen, die u.a. den JAK/STAT
Signalweg einschlieRen oder die Annahme beschreiben, dall die Stilllegung von
SOCS-3 in Anti-Apoptose oder vermehrte Zellproliferation mindet und die Behandlung
von Melanompatienten mit Interferon beeinflusst (Reu, Leaman et al., 2006).

Ziel unserer immunhistochemischen Untersuchungen war es, alle drei Marker auf ihre
Eignung zu testen, eine Aussage hinsichtlich Prognose und Entwicklung des
Tumorstadiums beim MM zuzulassen. Wahrend des Prozesses der malignen
Transformation erlangen die wachsenden Melanomzellen die Fahigkeit den normalen
Zellverband und ihre ,Mikroumgebung“ zu verlassen. Dabei spielen Zell-Zell- und
Zell-Matrix Proteine eine groRe Rolle. Im Mittelpunkt der gegenwartigen Forschung
werden momentan neue biologische Marker gesucht, die sich entweder mit vermehrtem
Wachstum der Tumorzellen oder dem Kriterium der vermehrten Invasion und Ausbruch
aus ihrem Mikrozellverband in Verbindung bringen lassen (Villanueva and Herlyn, 2008).
Um die Schwierigkeit zu verdeutlichen, welche Hurden zu nehmen sind auf dem Weg der
klaren Diagnose und Prognose von Hautkrebs, sei eine erst jingst veroffentlichte Studie
erwahnt, die erstmals den Weg beschreitet zur Trennung von benignen melanozytaren
Lasionen und Melanomen auf molekularer Ebene. Dabei wurden funf Marker, WNT2
(developmental WNT pathway member-2), FN1 (fibronectin), ARPC2 (actin—related
protein 2/3 complex subunit 2), SPP1 (secreted phosphoprotein—1) und RGS1 (regulator
of G—protein signaling 1) mit 95% Spezifitat und 91% Sensitivitat klassifiziert, die eine
Differenzierung von gutartigen melanozytaren Zellverbanden und malignen Melanomen
zulassen (Kashani—Sabet, Rangel et al., 2009).

Diese Arbeit verdeutlicht auch, welch hohe Fallzahlen nétig sind, um aussagekraftige
Formulierungen treffen zu kdnnen bez. molekularer Veranderungen oder prognostischer
Vorhersagen. Hier waren es 693 Gewebeproben, bestehend aus Spitzzellnavi,
Melanomen, Navi und Melanomen, die als solche fehlinterpretiert waren.

Damit konnte die Publikation von Orchard et al. (Orchard, 2000) um entscheidende
differentialdiagnostische Details auf molekularer Ebene erweitert werden.

Unser Kollektiv aus Gewebeproben bestand aus 30 Primartumoren, sechs Lymphknoten-
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und vier kutanen Metastasen. Wie bereits erwahnt konzentrierten wir uns in der Analyse
der Farbestufen auf die Bereiche des Scores 0-1 als Zeichen einer verminderten
Expression der Antigen—Antikdrperreaktion. Entsprechend der Hypothese, dal} eine
geringe Auspragung oder gar keine Farbung fiur einen untersuchten Marker eine
besondere Schwere der Tumorform fordert, bzw. einen erhdhten Progress der
Erkrankung bedeuten konnte, untersuchten wir eingangs den Zusammenhang zwischen
Breslow—Index und Markerfarbung als Teil des geltenden Standard—Modells flr eine
hohere Tumordicke in Millimeter in direktem Zusammenhang zur Metastasierung in
Lymphknoten und zum Ubergang in ein gefahrlicheres Tumorstadium (Lens, Dawes et
al., 2002). Dabei konnte von uns kein Zusammenhang zwischen Breslow—Index und
Auspragung der Farbung fur MTAP, SOCS-3 und TFPI-2 nachgewiesen werden.
Immerhin zu bemerken ist, dal® fir eine schwach positive Farbung der Stufe 1 flr
SOCS-3 der Median der Tumordicke bei 2,9 mm lag und fur TFPI-2 bei 3,0 mm. Daraus
eine prognostische Tendenz der Tumorprogression abzuleiten, scheint uns verfriht. Tab.

11 zeigt grin unterlegt die Farbescores der schwachsten Stufe.

Tab. 11: Auspragung der niedrigsten Markerfarbung in den untersuchten Gewebeproben

Farbeindex | il | ogten | Metactase (| Farbeindex | (GTET | 0 Con | Metastace
MTAP [0 | 8 2 1 TFP2 [0 8 3 0

1] 14 2 0 1] 1 1 1

2| 8 2 3 2| 11 2 3
SOCs-3| 0 | 1 1 0 HVB—45[0 | 7 3 1

1] 10 1 1 1] 8 2 1

2| 19 4 3 2| 15 1 2

Fir MTAP der Stufen 0—1 verzeichneten wir 22 Primarmelanome (73%) als negativ oder
schwach positiv. Seit den von Mowen et al. (Mowen, Tang et al., 2001) und Behrman et
al. (Behrmann, Wallner et al., 2003) publizierten Studien zu dem Farbeverhalten von
MTAP in benignen und malignen melanozytaren Lasionen, war davon auszugehen, daf}
wir eine Verbindung finden wirden zwischen abnehmendem Farbescore und vermehrter
Malignitat der Erkrankung in unseren Gewebeproben. Fur unser Patientenkollektiv kann
hierbei festgehalten werden, dal® die Antigen—Antikdrperreaktion fir MTAP in den
untersuchten Gewebeproben erfolgreich durchgefiihrt wurde und die chromosomale
Lokalisation auf 9p21 als kritisch zu bewerten ist, was die Malignitat fir Melanome
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anbelangt (Wild, Meyer et al., 2006). An dieser Stelle sei darauf verwiesen, dal} zum
gegenwartigen Zeitpunkt drei chromosomale Lokalisationen eindeutig einem hohen
Melanom-Risiko zugeschrieben werden. Darunter fallen 9p21 mit MTAP/CDKN2A,
16924 mit MC1R (Melanocortin—1—Rezeptor) und 11914-q21 mit TYR (Tyrosinase).
Dabei werden MC1R und TYR mit vermehrtem Pigmentierungsgrad und erhdhter
Sonnenempfindlichkeit der Haut in Verbindung gebracht (Bishop, Demenais et al., 2009).
Fir die Verteilung der Farbestufe 0-1 von TFPI-2 auf 19 Primartumore (63%) ist zu
erwahnen, dall deutlich mehr als die Halfte der Primarmelanome einen Rickgang der
Genexpression oder gar keine Expression fur TFPI-2 zeigte. Damit unterstreicht diese
Arbeit die These von Nobeyama et al. (Nobeyama, Okochi-Takada et al., 2007) in der die
Hypermethylierung der Promotorregion auf Chromosom 722 als eine der Ursachen zur
Steigerung der Invasivitat von malignen Melanomen ausgewiesen wird. Wir kdbnnen somit
die frihe Publikation von Konduri et al. (Konduri, Tasiou et al., 2000) fur amelanotische
Melanome dahingehend erweitern, dal} fir in unserer Untersuchung verwandte Subtypen
von Primarmelanomen, ein Rickgang der Genexpression verzeichnet werden konnte.

Da beschrieben ist, dald TFPI-2 Expression u.a. durch UVB-Strahlung induziert wird und
Apoptose Vorgange in Gang setzen kann (Liu, Biddle et al., 2006), wird diesem Marker
in zukUnftiger Forschungsarbeit fur das maligne Melanom noch weiter Gewicht verliehen
werden. Jungst publiziert fOr Lungenkrebs, wurde TFPI-2 beispielsweise eine
entscheidende Rolle far vermehrte Expression der beschriebenen
Matrix—Metalloproteinasen und ihrer Rolle flr gesteigerte Invasion von Krebszellen in
umgebendes Stromazellgewebe zugeschrieben (Gaud, lochmann et al., 2009). Damit
konnte verminderte TFPI-2 Genaktivitat in direktem Zusammenhang mit einem hdheren
Metastasierungsgrad auch beim Malignen Melanom stehen. Prognosen dieses Typs
lassen sich allerdings schwer flr die Gewebeproben unseres Patientenkollektivs ableiten,
da es sehr viel hdherer Fallzahlen bedarf, um konkrete Aussagen treffen zu kdnnen.
SOCS-3 prasentierte sich im Ganzen zehnmal schwach positiv und einmal negativ aus
der Gruppe der 30 Primartumoren. Es sei darauf hingewiesen, dafl} vornehmlich Gewicht
auf den Grad der Farbung in Primartumoren in dieser Arbeit gelegt wird, da sich
Prognosen nur uber die ursachliche Tumorentitat ableiten lassen und
Lymphknotenmetastasen zwar eine Absiedelung von Tumorzellen bedeuten, die

vorliegenden Fallzahlen allerdings zusammen mit den kutanen Metastasen hierbei zu
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gering erscheinen. Da weniger als die Halfte der Patientenproben des Gewebetyps
,Primartumor® fur SOCS-3 negativ oder schwach positiv waren, a3t sich hieraus
keinerlei Tendenz fur gewisse proliferative Effekte der Stilllegung des Genproduktes
dieses biologischen Markers auf den Krankheitsprogress des malignen Melanoms
ableiten. Die Publikationen von Komyod et al. (Komyod, Bohm et al., 2007) und Tokita et
al. (Tokita, Maesawa et al., 2007) gaben Anlass zu unserer Uberlegung, diesen Marker
in die Untersuchungen mitaufzunehmen, da Promotorhypermethylierung auf 17925 in
verschiedenen Krebsformen mit aggressivem Phanotyp bereits beschrieben ist (Niwa,
Kanda et al., 2005). Da fir SOCS—-1 Expressionsstatus und Hypermethylierung in
Malignen Melanomen nachvollzogen ist (Marini et al.,, 2006), wollte man die
Antigen—Antikorperreaktion in unseren Gewebeproben experimentell testen und belegte
eine Farbung mit diesem Marker, wie fur MTAP und TFPI-2 auch, entsprechend einer
positiven Farbung im Zytoplasma. Bestatigt werden kann hierbei die Qualitat des
Antikdrpers als durchaus verwendbar fur in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte.
Weitergehende Forschung allerdings wird ans Licht bringen, inwieweit Suppression oder
Stimulation von SOCS-3 die Immunantwort einzelner Patienten auf Interferon 3 und y
oder beispielsweise IL-6 beeinflussen kann. Wirden wir der Hypothese von Tokita et al.
(Tokita, Maesawa et al., 2007) folgen, so ergabe sich fur elf Primartumorproben (36%)
mit schwacher oder keiner Expression von SOCS-3, eine verminderte Responserate auf
die Behandlung dieser Patienten mit Interferon. Dieser Ansatz ist mit Abschlul® dieser
Dissertation bis zum heutigen Tage als kontrovers zu diskutieren und wird weiterer
Forschung bedirfen, um dezidiert entscheiden zu kdnnen, welchen Therapieansatze zu
folgen ist fir Patienten, bei denen eine Hypermethylierung der Promotorregion auf 17925
nachgewiesen werden kann.

HMB—-45 als Aktivitatsindex fur Melanozyten farbte die Halfte unseres
Primartumor—Kollektivs mit der Farbestufe 2 stark positiv. Damit wiesen wir, dem
Goldstandard in der Diagnostik des malignen Melanoms folgend, 15 Primarlasionen
(50%) als zellaktive Melanome aus. Die andere Halfte der Gewebeproben zeigte nur eine
geringe oder gar keine HMB—45 Farbung , ein Indiz dafur, dal® diese Proben nicht zur
Expression des nétigen Antigens fahig zu sein schienen. Setzte man die einzelnen
Farbestufen und die Marker in Relation zueinander, so lieferten lediglich TFPI-2 und

HMB—-45 einen schwachen Zusammenhang mit k = 0,34, ein eventuelles Anzeichen
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TFPI-2 zusammen mit HMB—45 fur die Bewertung von Primarmelanomen kombiniert
werden sollte, wirde man TFPI-2 als Marker verwenden wollen und dessen niedrigen
Expressionsgrad invers mit einem hohen HMB—-45 Index diskutieren.

Betrachten wir die Kontrollfarbung fur die Gruppe der Basalzellkarzinome, so war
auffallend, dald auch hier unsere Gewebeproben eine Antikérperreaktion mit SOCS-3
zeigten. Das Farbemuster erwies sich als durchwegs homogen im Zytoplasma.
Basaliome finden sich vornehmlich an lichtexponierten Stellen der menschlichen Haut.
Ihre Entwicklung geht auf nichtverhornende Zellen in der Basalzellschicht der Epidermis
zurtck. Als ,semi—maligner” Tumor wird meist umliegendes Gewebe geschadigt und
kann auch Knochen infiltriert werden, allerdings treten nur in den seltensten Fallen
Metastasen auf (Nakayama, Tabuchi et al., 2011). In der Literatur ist ein Zusammenhang
zwischen der Entstehung von Basaliomen und SOCS-3 Genexpression bisher nicht
beschrieben worden. Daher fallt eine Interpretation der Ergebnisse schwer. Zu erwahnen
ist an dieser Stelle, dal} die Epidermis sich in Abhangigkeit des Transkriptionsfaktors p63
entwickelt, einem Mitglied der Familie der p53 Transkriptionsfaktoren (Lena, Shalom-
Feuerstein et al., 2008). Es wird in weiterer Forschungsarbeit untersucht werden mussen,
inwieweit sich die Stillegung des Genproduktes fir SOCS-3 via Transkriptionsfaktoren
auf die Genese des Basalzellkarzinoms auswirkt.

In zwei Fallen zeigte TFPI-2 eine schwach positive Farbung im Gewebetyp der
Basaliome. Diese Farbung ist zu konstatieren, allerdings finden sich in der Literatur
keinerlei Hinweise auf eine Anfarbbarkeit von Gewebeproben aus Basalzellkarzinomen
mit dem genannten Antikorper. Daher ist unserer Meinung nach der Marker nicht
verwertbar fur die Diagnostik dieses Tumortyps.

Innerhalb der Untersuchungsgruppe ,Navus® prasentierte sich SOCS-3 sechsmal
schwach positiv und vier Falle lieferten keine Reaktion. TFPI-2 zeigte drei schwach
positive und sieben Falle ohne Reaktion. Mit diesem Ergebnis konnte flr beide Marker
eine Anfarbbarkeit in benignem melanozytarem Gewebe nachgewiesen werden. Auch
hier zeigt sich kein Hinweis auf frihere Untersuchungen dieser Art. HMB—45 wies zwei
Navus—Proben als stark positiv und zellaktiv nach.

Die Farbereaktion in der Gruppe der Spinalzellkarzinome erwies sich durchaus als
interessant. Formen des verhornenden Plattenepithelkrebs™ treten in einer Reihe

unterschiedlicher Gewebetypen auf. Darunter fallen die Haut, Lunge und
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Mundschleimhaut. Obwohl alle Spinaliome epithelialen Ursprungs sind und sich eine
gemeinsame Nomenklatur teilen, gibt es doch gro3e Unterschiede der einzelnen
Subtypen bzgl. Auftreten, Prognose und Behandlung (Gibb, Enfield et al., 2011).

Die Rolle von SOCS-3 als Mediator des JAK/STAT Signalweges ist bereits untersucht.
In der Behandlung von Spinalzellkarzinomen wird SOCS-3 eine wichtige Rolle
zugeschrieben, da gezeigt werden konnte, dald in verschiedenen Zelllinien aus
Spinaliomen der Regionen Kopf und Hals (squamous cell carcinoma of the head and
neck—SCCHN), Hypermethylierung in der Promotorregion von SOCS-3 dessen
Protein—Expression stark unterdrickte (Weber, Hengge et al., 2005). Kinstlich erhdhte
Expression von SOCS-3 fuhrte in dieser Studie zur direkten Induktion von Apoptose und
einer Unterdrickung des Wachstums von Tumorzellen. Bekannt ist weiterhin, dal}
beschriebene SCCHN Zellen durch veranderte Signalwege von STAT-1 und STAT-3
der immunologischen Erkennung von speziellen T-Lymphozyten (tumor antigen—specific
cytotoxic T lymphocytes—CTL) entkommen (Leibowitz, Andrade Filho et al.). Eine Summe
von genetischen Veranderungen, ahnlich derer beim malignen Melanom, ist ursachlich
fur Entstehung und Entwicklung von Spinalzellkarzinomen. In dieser Arbeit konnten wir
fur SOCS-3 flinfmal eine stark positive Farbung verzeichnen, immerhin der Halfte des
untersuchten Probenmaterials. Eine positive Prognose flir diese Patienten abzuleiten
scheint verfruht und es wird weiterer Forschungsarbeit bedirfen, den genauen
Hypermethylierungsprozess dieser Gensequenz zu untersuchen und eine Korrelation mit
dem weiteren Krankheitsverlauf und Metastasierungsgrad abzuleiten (Costello, Hong et
al., 2009).

In allen Tumorstadien von Spinalzellkarzinomen treten signifikante chromosomale
Aberrationen auf (Carless and Griffiths, 2008). Dartberhinaus wiesen jlingste
Publikationen zehn Gensequenzen nach, die in dieser Tumorform dem Prozess der
Methylierung unterliegen, darunter TFPI-2 (Tsunoda, Smith et al., 2009).

Mit der Verteilung auf funf stark positive Antikrperreaktionen und funf schwach reaktive
Gewebeproben, liel3 sich die Gruppe der Spinalzellkarzinome im Ganzen anfarben und
eine Verwendung dieses Markers fir unsere Versuchsreihe bestatigen. An dieser Stelle
eine Bewertung flir TFPI-2 vorzunehmen, scheint uns nicht einfach. Festzuhalten ist,
dall zum gegenwartigen Zeitpunkt 7922 in die Forschung einzubeziehen ist und sich

auch fur zukunftige zielgerichtete Therapieansatze eignet. Fur das
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Diskussion
@

Plattenepithelkarzinom des Larynx wurde beispielsweise die Invasivitat und Fahigkeit zur
Formation des Tumors erfolgreich abgesenkt durch eine TFPI-2 Gensequenz, die mit
einem Adenovirus verandert war (Ad—TFPI-2). Die Forschergruppe wurde hierbei von
einem ektopen Mausmodell unterstutzt. Ad—TFPI-2 konnte die TFPI-2 Expression in
Larynxkarzinomzellen entscheidend erhéhen (Sun, Liu et al., 2008).

In diese Arbeit wurden experimentell drei unterschiedliche biologische Marker
aufgenommen, um sie auf ihre Antigen—Antikérperreaktion in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben immunhistochemisch zu untersuchen.

Mit den gefundenen Ergebnissen unterstitzen wir die laufende Forschungsarbeit
hinsichtlich genetischer Alterationen, die immer entscheidender werden in Diagnostik,
Prognose und gezielter Therapie fur Patienten mit Hautkrebserkrankungen, speziell des
Malignen Melanoms, von dessen weiterer Verbreitung in den nachsten Jahren
auszugehen ist, zumal bereits allein flir die Gruppe der nicht melanozytaren
Tumorformen weltweit zwischen drei und vier Millionen Erkrankungen verzeichnet
werden (Erb, Ji et al., 2008).
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Maligne Melanom gilt als die aggressivste und lebensbedrohlichste Form von
Hautkrebs. Neben der Diagnostik nach bekanntem Standard spielen die
Immunhistochemie und, vornehmlich wahrend der letzten zehn Jahre,
molekulargenetische Methoden hinsichtlich onkogenetischer Mutationsrate und
Genexpression in der Differenzierung der unterschiedlichen Melanomtypen  fir
Bewertung und Prognose der Erkrankung eine grof3e Rolle. Dabei gilt es, eine mogliche
frihe Fernmetastasierung von Primartumoren bereits in einem Stadium von
Mikrolasionen zielgerichteter Therapie zuganglich zu machen. Der Mangel an Spezifitat
und Sensitivitdt der bis heute untersuchten biologischen Marker bedingt die noch
unzureichende Zuverlassigkeit und Qualitat. In vorliegender Studie wurden die
chromosomalen Lokalisationen 9p21, 7922 und 17925 auf ihre mégliche Verbindung zur
Ursachlichkeit und zuklnftigen Prognose bei Patienten mit malignem Melanom mit den
Markern MTAP, TFPI-2 und SOCS-3 immunhistochemisch Uberpriuft. Auf der Basis
epigenetischer  Stillegung durch Hypermethylierung der Promotorsequenzen
untersuchten wir Genorte, die als Tumorsuppressorregionen ausgewiesenen sind. Eine
resultierende Verminderung der entsprechenden Proteinexpression in den
Gewebeschnitten von 30 Primartumoren, sechs Lymphknoten— und vier kutanen
Metastasen wurde semiquantitativ mit den Farbescores 0-2 bewertet. Kontrollgewebe in
Form von Proben aus Spinaliomen, Basalzellkarzinomen und benignem Navusmaterial
diente zur Differenzierung der Antigen—Antikorperreaktion mit den drei Markern. Unsere
Ergebnisse weisen MTAP, TFPI-2 und SOCS-3 als wichtige Schnittstellen in den
Signalwegen der Tumorsuppression flir das Maligne Melanom nach. Eine geringe
Stichprobengréfle und mangelnde Spezifitdt der Antikérper lassen weitere
Forschungsarbeit auf diesem Gebiet sinnvoll erscheinen. Fir die Kontrollfarbung der
Spinalzellkarzinome interpretieren wir SOCS-3 und TFPI-2 im Speziellen als mogliche
Kandidaten eines malRgeschneiderten Therapiekonzeptes. Keiner der Antikorper eignet
sich im Zusammenhang mit unserer Studie als ,standalone® Faktor im Vorhersagemodell
von Tumorprogression und moglichem Metastasierungsgrad einer Primarlasion von
schwarzem Hautkrebs. In der Kombination der drei Marker eine sichere Bewertung eines

vermehrten Invasionscharakters fur das Maligne Melanom zu sehen, scheint verfriht.
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Zusammenfassung
L

Eine tatsachliche Unterscheidung zwischen Malignem Melanom und dem untersuchten
Kontrollgewebe mit Hilfe der Antikérper zu fihren, war nicht Gegenstand unserer Studie,
allerdings haben die in dieser Form noch nicht in der Literatur beschriebenen Ergebnisse
Auswirkung auf das Verstandnis des Malignen Melanoms, seiner genetischen
Besonderheiten und den Unterschieden zu nicht melanozytaren Hautkrebsformen. Unser
Anliegen war, die heute gangige Diagnostik und Therapie zu unterstitzen. Ziel zukunftiger
Forschung wird sein, mit korrektiver Gentherapie die Funktion von mutierten Genen

wiederherzustellen oder den Verlust von Genen auszugleichen.
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