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Das maligne Melanom ist der bosartigste Tumor der Haut und eines der am
schnellsten zunehmenden Malignome weltweit.

Bei verschiedenen Tumoren konnte gezeigt werden, dass die Expression von Ki-67,
p53 und bcl-2 von prognostischer Bedeutung ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, die
Expression dieser drei Proteine beim malignen Melanom zu untersuchen und mit
verschiedenen klinischen und histologischen Parametern in Zusammenhang zu
setzen. Hierzu wurden 26 maligne Melanome immunhistochemisch mit spezifischen
primdren AntikOrpern untersucht und der Anteil positiver Tumorzellen wurde als
Index in Prozent angegeben.

Alle untersuchten Schnitte zeigten eine positive Anfarbbarkeit fiir Ki-67, p53 und
bcl-2. In der untersuchten Patientenpopulation bestand ein Trend (p=0,08) zu einem
erhohten Ki-67-Index in aneuploiden verglichen zu diploiden Tumoren. Des
Weiteren war der mittlere p53-Index signifikant grofer in Melanomen diinner 1,5
mm sowie in superfiziell spreitenden Melanomen verglichen zu noduldren
Melanomen, jedoch traten innerhalb einer Gruppe erhebliche Streuungen auf. Alle
anderen Kriterien wiesen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer
Anférbbarkeit auf.

Die Ergebnisse zeigen, dass der immunhistochemische Nachweis von Ki-67, p53 und
bcl-2 wahrscheinlich nur eingeschrinkt nutzbar ist, um die Prognose und Therapie
des malignen Melanoms im Einzelfall festzulegen. Weitere Marker sollten

hinsichtlich ihrer Aussagekraft beziiglich Prognose und Therapie getestet werden.

FaBhauer, Maria V.. Expression von Ki-67, p53 und bcl-2 beim Malignen
Melanom. Halle (S.), Univ., Med. Fak., Diss. A, 60 Seiten, 2001



INHALTSVERZEICHNIS

Seite

Abkiirzungsverzeichnis
|1 Einleitung und Zielstellung 1|
L1 Einleitung 1
Ll12 Zielstellung g
| |2 Materialien und Methodik d
2.1 Gerite 9
[ 22 Chemikalien B
b3 Lésungen und Puffer 1d
|7 4 Intersuchungsmaterial 1 d
|7 5 Bestimmung der Ploidie durch Rildzytophotometrie 1 1|
|2 : 1 b hemischer Nachwei Ki-67. 053 THE, |2|
b7 Kontrollen 13
|7 & Quantitative Answertung von Ki-67 pS3 und hel-2 1?'
|7 9 Statistische Auswertung der Daten 1 1'
3 Ergebnisse 15
31 Charakterisierung der untersuchten Melanome 14
|? 2 Nachweis von Ki-67 7d
3.3 Nachweis von pS3 24
134 Nachweis von hel-2 24

|4 Diskussion ’Hl

l4.1 Zellzyklus und Tumorentstehung 3]
la2 Ki-67 beim malignen Melanom 33
la3 P53 beim malignen Melanom 34
lad  Rel? heim malignen Melanom 3d

| —— . . |

|4 6 Schlussfolgerung 4?'




5 Zusammenfassung

6 Literaturverzeichnis

7 Stammdaten der untersuchten Melanome

8 Thesen

Lebenslauf

Erklédrungen

Danksagung

45

47

57

58



VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

A.d.
AEC
ALM
AP
APAAP

BCG
Bcl-2

CDK
DAB
ELND

Ki-67

LMM
NM
pS3

pRDb
SD
SN
SSM
TBS
TLND

Tris

UCM

Destilliertes Wasser (Aqua destillata)
3-Amino-9-Ethylcarbazol

Akrolentigindses malignes Melanom

Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase-Maus anti-alkalische
Phosphatase

Bacillus Clamette-Guerin

Urspriinglich als in B-Zell-Lymphomen (B-cell
lymphoma) iiberexprimiertes Protein beschrieben
Cyclin-abhingige Kinase (Cyclin dependent kinase)
3’-3’-Diaminobenzidin

Elektive Lymphknotendissektion (elective lymph node
dissection)

Proliferationsantigen, welches nur in der G-, S-, G,-
und M-Phase des Zellzyklus exprimiert wird

Lentigo maligna Melanom

Noduldres malignes Melanom
Tumor-Suppressor-Genprodukt mit molarer Masse von
53 Kilodalton
Retinoblastoma-Tumor-Suppressor-Protein
Standardabweichung (Standard deviation)
Schildwichterlymphknoten (sentinel [lymph]node)
Superfiziell spreitendes malignes Melanom
Trisgepufferte Salzlosung

Therapeutische Lymphknotendissektion (therapeutic
lymph node dissection)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unklassifizierbares Melanom (unclassified melanoma)



1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Einleitung

Das maligne Melanom ist der bdsartigste Tumor der Haut. Seine Inzidenz bei
hellhdutigen Personen hat in den letzten 20 Jahren in FEuropa mit einer
Steigerungsrate von 3-7 % zugenommen. Anfang der 90er Jahre betrug die jdhrliche
Inzidenz in Europa 10-12 je 100000 Einwohner. Das maligne Melanom hat somit die
hochste Inzidenzsteigerung aller Krebsarten, es ist bei Méannern der am schnellsten
zunehmende maligne Tumor weltweit und hat die zwischenzeitlich hdohere
Inzidenzsteigerung des Lungenkarzinoms bei Frauen wieder iiberholt (BACCARD et

al., 1997, MACKIE et al., 1997; PISANI et al., 1999).

Es wird vermutet, dass maligne Melanome in 70 % der Fille von epidermalen
Melanozyten und in 30 % von dermalen Ndvomelanozyten ausgehen, nicht jedoch
von follikuliren Melanozyten. Entwicklungsgeschichtlich differenzieren vom
Neuralrohr abgeleitete Zellen zu Melanoblasten, welche in die Haut einwandern.
Nach Erreichen der Dermis konnen die Melanoblasten entweder in die Epidermis und
Haarfollikel einwandern und zu Melanozyten differenzieren oder sie verbleiben in
der Dermis und entwickeln sich zu Nédvomelanozyten. Als wichtige Funktion der
epidermalen Melanozyten erscheint die Produktion und der Transfer von
Melaninpartikeln in  die umliegenden Keratinozyten. Des Weiteren wird
angenommen, dass diese Zellen auch sensorische und regulatorische Funktionen
besitzen. Epidermale Melanozyten sind unter normalen Umstinden mitotisch inaktiv,
konnen aber durch externe Reize, wie UV-Bestrahlung, zur Proliferation stimuliert
werden.  Follikulire = Melanozyten  bestimmen durch eine  interpersonell
unterschiedliche zyklische Proliferation und Melaninproduktion die Haarfarbe. Die
Funktion der dermalen Ndvomelanozyten ist noch nicht geklart (SLOMINSKI et al.,
1995).

Histologisch werden fiinf verschiedene Typen des malignen Melanoms
unterschieden. Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) ist mit 60 % der am
hiufigsten bei hellhdutigen Patienten auftretende Melanomtyp. Sein Altersgipfel liegt

im Erwachsenenalter, es verfiigt iiber die groffte morphologische Vielfalt und kommt



besonders am Unterschenkel und am Stamm vor. Es wichst vergleichsweise rasch
(Monate bis Jahre) und st durch vorwiegend horizontales Wachstum
gekennzeichnet. Das akrolentigindse maligne Melanom (ALM) ist eine Sonderform
des SSM, die durch ihre Lokalisation an den Akren (Handflichen und FuBsohlen,
Finger- und Zehenendgliedern, aber auch subungual oder in der Nagelmatrix)
gekennzeichnet ist. Das ALM ist mit 2-8 % relativ selten bei Hellhdutigen, jedoch die
hiufigste Melanomart bei negroiden Personen. Das Lentigo maligna Melanom
(LMM) macht ca. 5 % aller Melanome hellhdutiger Patienten aus, ist eine Lésion des
Alters (Inzidenzgipfel im 7. und 8. Lebensjahrzehnt) und tritt fast ausschlieBlich an
sonnenexponierten Hautarealen (Gesicht, Handriicken, Unterarme) auf. Etwa 15-20
% aller Melanome Hellhdutiger sind nodulidre Melanome (NM). Diese aggressivste
Variante des Melanoms ist durch fehlendes horizontales und sofortiges vertikales
Wachstum gekennzeichnet. Das NM wéchst sehr rasch (Monate), ist nicht selten
erosiv oder exulzeriert, teilweise nekrotisch und tritt hdufig am Stamm auf. Die
fiinfte Gruppe mit einer Auftretenshiufigkeit von ca. 5 % wird von den nicht
klassifizierbaren Melanomen (UCM = ,unclassified melanoma*) gebildet
(ALTMEYER, 1998; FRITSCH, 1998).

Vereinfachend geht man davon aus, dass sich das maligne Melanom {iiber drei Stufen
entwickelt, der in situ radialen Wachstumsphase, der invasiven radialen
Wachstumsphase und der vertikalen Wachstumsphase. In der in situ radialen
Wachstumsphase breitet sich der Tumor seitlich aus. In diesem Stadium ist das
Wachstum ausschlieBlich auf die Epidermis begrenzt. Treten kleinere Infiltrationen
der dermalen Papillen auf, so ist das Melanom in die Phase des invasiven radialen
Wachstums iibergegangen. Die Tumorzellen in Epidermis und papillirer Dermis sind
hierbei dhnlich in Gréfe, Anzahl und Zytologie. Tumorzellmitosen finden sich nur
selten in der papilliren Dermis. In der vertikalen Wachstumsphase wachsen
Tumorzellknétchen infiltrierend in die Dermis ein, wobei ein Einbrechen in die
retikuldire Dermis und das subkutane Fettgewebe mdglich ist. Die Zahl der
Tumorzellen in der papilldren Dermis ist in dieser Phase grof3er verglichen zu den in der
Epidermis liegenden Zellen. Hiufig unterscheiden sich die Melanomzellen der Dermis

zytologisch von denen der Epidermis. Auch sind Mitosen in den papilliren



dermalen Tumorzellnestern in dieser Phase héufiger nachweisbar (SLOMINSKI et al.,

1995).

Gemal des Vorschlages des ,,American Joint Committee on Cancer* (AJC), wird die
Erkrankung in vier Stadien unterteilt (AHMED, 1997). In den Stadien I und II
findet ein lokalisiertes Wachstum ohne Lymphknoten- und Fernmetastasen statt. Im
Stadium III treten Satellitentumoren innerhalb von 2 cm vom Priméirtumor oder
regionale Lymphknotenmetastasen auf. Das Stadium IV ist durch das Auftreten von

Fernmetastasen gekennzeichnet.

Verschiedene pathologische und klinische Kriterien sind etabliert, um die Prognose
von malignen Melanomen zu bewerten.

Das wichtigste Kriterium, das durch zahlreiche Statistiken untermauert wurde, ist das
vertikale AusmalB, in dem das Melanom in das Gewebe eingedrungen ist.

Eine sehr genaue prognostische Beurteilung erlaubt die absolute Messung der
maximalen Tumordicke nach Breslow (BRESLOW, 1970; BALCH et al., 1992).
Hierbei wird die lokale Ausdehnung des Melanoms in Millimeter als Entfernung
zwischen Granularzellschicht und der am tiefsten gelegenen Tumorzelle angegeben
(BRESLOW, 1970). Melanome mit einer maximalen Tumordicke bis 0,75 mm sind
prognostisch mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von 80 % giinstig, Tumoren dicker als 1,5
mm hingegen sind mit einer Uberlebensquote von < 30 % prognostisch schlecht
(FRITSCH, 1998).

Die Einteilung des Melanoms nach Clark hingegen beruht auf einer relativen
Beurteilungsmethode, bei der das Eindringen des Tumors an den vorliegenden
anatomischen Strukturen der Haut gemessen wird. Bei einem Clark-Level von I ist
der Tumor auf die Epidermis begrenzt (prdinvasiv), die S5-Jahresiiberlebensrate
betragt 100 %. Bei einem Level von II erfolgt bereits an einigen Stellen eine
Infiltration der papilliren Dermis, im Stadium III ist die papillire Dermis mit Tumor
ausgefiillt und im Stadium IV dringen Tumorzellen in die retikuldre Dermis ein. Ein
Clark-Level V bezeichnet die Infiltration des Tumors in das subkutane Fettgewebe
und weist eine 5-Jahresiiberlebensrate von 20 % auf (FRITSCH, 1998).

Des Weiteren wird die Prognose vom histologischen Typ des Tumors beeinflusst.

Die 10-Jahresiiberlebensrate von LMM-Patienten ist mit 90 % hoher als von



Personen mit SSM und NM, bei denen sie bei 65 % liegt. Patienten mit ALM haben
mit einer 10-Jahresiiberlebensrate von 50 % die schlechteste Prognose (BALCH et
al., 1992).

Neben den oben genannten Faktoren beeinflusst auch das Geschlecht der Patienten
die Prognose. So ist gezeigt worden, dass Frauen mit malignem Melanom insgesamt
eine bessere Uberlebensrate haben als Minner (CLARK et al., 1989; BALCH et al.,
1992).

Der EinfluB3 des Alters auf die Prognose ist weniger eindeutig. Wéahrend Ménner, die
jinger als 50 Jahre sind, bei Lymphknotenmetastasierung des malignen Melanoms
eine signifikant bessere 10-Jahresiiberlebensrate als {iber 50-jdhrige Patienten
aufweisen, ist dieser Alterszusammenhang bei Frauen nicht nachweisbar (BALCH et
al., 1992).

Als weiterer Prognosefaktor ist der Anteil von Tumorzellen in der S-Phase etabliert.
So wurde in einer Studie mit 369 Melanompatienten gezeigt, dass eine Erhdhung des
S-Phase-Index mit einer schlechteren Prognose korreliert (KARJALAINEN et al.,
1998).

Des Weiteren ist die Uberlebenszeit abhingig von der Ploidie des Tumors. So konnte
in einer umfangreichen Studie gezeigt werden, dass Aneuploidie ein signifikant die
Prognose des malignen Melanoms negativ beeinflussender Faktor ist (KHEIR et al.,
1988). In einer anderen Arbeit wurde demonstriert, dass Aneuploidie mit
Metastasenbildung und Letalitdt korreliert (HERZBERG et al., 1991).

Daneben wird die Prognose des malignen Melanoms von einer Reihe weiterer
pathologischer und klinischer Faktoren beeinflult, wie der Abwehrlage des
Patienten, der Lokalisation des Tumors, der Infiltration von Gefial3en, dem Auftreten von

Ulzerationen und der Mitoserate (AHMED, 1997).

Die operative Entfernung ist die Standardtherapie der Behandlung des Primirtumors
eines malignen Melanoms, eine prdoperative sonographische Tumordickemessung ist
empfehlenswert. Bei Melanomen im Stadium I und II wird der Primértumor operativ
weit exzidiert, wobei ein von der ,,Arbeitsgemeinschaft Dermatologische Onkologie*
empfohlener Sicherheitsabstand von etwa 1 cm bei einer Melanomdicke bis 1 mm,

ein Abstand von 2 cm bei Melanomen mit einem Breslow zwischen 1 und 4 mm und



ein Sicherheitsabstand von 3 cm bei Tumoren dicker als 4 mm eingehalten wird
(ALTMEYER, 1998).

Die therapeutische Lymphknotendissektion (TLND), d.h. die operative Entfernung
regionaler Lymphknotenmetastasen, ist als kurativer Therapieansatz anerkannt. Die
5-Jahresiiberlebensrate  betrdgt zwischen 13 und 45 %. Die elektive
Lymphknotendissektion (ELND) hingegen wird kontrovers diskutiert. Hierbei kann
trotz fehlenden Verdachtes auf Lymphknotenmetastasierung bereits eine elektive
regiondre Lymphadenektomie vorgenommen werden, um eventuell vorhandene
okkulte Lymphknotenmetastasen zu entfernen, bevor sie an GroBe zunehmen und
verschleppt werden. Bei Patienten mit einem Melanom mittlerer Dicke (1,5-4 mm)
ergibt sich durch die ELND gegebenenfalls ein therapeutischer Vorteil (BALCH et
al.,, 1992). Seit dem Anfang der 90er Jahre durch Donald Morton das Konzept der
Darstellung des ,,sentinel (lymph)node* (SN = Schildwichter-Lymphknoten) mittels
»lymphatic mapping* eingefithrt wurde, hat die elektive Lymphadenektomie weiter
an Bedeutung verloren. Grundlage dieses Konzepts ist die Beobachtung, dass
bestimmte kutane Areale die Lymphe in spezifische regiondre Lymphknoten
drainieren, die sogenannten sentinel Lymphknoten. Die Funktion des SN entspricht
der einer Kldranlage eines Flusses, neoplastische Zellen, die iiber die regionére
Lymphbahn in diesen ersten Lymphknoten gelangen, bleiben dort hingen. Diese SN
konnen szintigraphisch mit Hilfe von radioaktiv markiertem Nanocolloid, das intrakutan
in die unmittelbare Umgebung des primdren Melanoms injiziert wird, dargestellt
werden. Mit einer Gammakamera wird die Aktivitit gemessen und das Punktum
maximum mit Farbstift markiert. Nach Narkoseeinleitung erfolgt nochmals eine
intrakutane Umspritzung des Tumors, diesmal mit Patentblau-5-Losung, deren
Anreicherung die visuelle Darstellung des SN intraoperativ ermoglicht. Nach
Entnahme werden die sentinel Lymphknoten histologisch untersucht. Bei Fehlen von
Melanomzellen ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass keine regiondren
Lymphknotenmetastasen vorliegen. Bei histologischem Nachweis von Tumorzellen
dagegen wird an die Biopsie eine radikale Lymphadenektomie angeschlossen
(ROMPEL und PETRES, 1999).

Die Therapie des Melanoms im Stadium III besteht aus einer kompletten Entfernung
von Primédrtumor und regiondren Lymphknoten. Bei Melanomen mit grof3er

Eindringtiefe wird zusdtzlich zur Exzision eine Immunprophylaxe durchgefiihrt,



zumeist in Form von BCG-Vakzinationen. Diese Immunisierung wurde vor etwa 15
Jahren eingefiihrt und Dbegrindet sich auf die Vorstellung, dass eine
Antigenverwandtschaft ~ zwischen  Bacillus  Calmette-Guerin  (BCG)  und
Melanomzelldeterminanten besteht, die kontinuierliche Vakzination bewirke somit
eine starke Immunantwort gegen eventuell verbliebene Melanomzellen.
Immunprophylaxe mit anderen Mitteln (Bacillus subtilis, Corynebacterium parvum,
Levamisole) unterscheiden sich in ihrer Effektivitit wenig von der BCG-
Immunisierung. Anhdnger dieses Verfahrens sind im Schwinden (FRITSCH, 1998).

Treten beim malignen Melanom Fernmetastasen auf, sind die operative Entfernung
von Primédrtumor und gegebenenfalls Lymphknoten- und Fernmetastasen in der
Regel nur noch als palliative Mallnahme anzusehen. Systemische Therapien mit
verschiedenen Chemotherapieprotokollen und Interleukin-2 haben bisher nur
unbefriedigende Ergebnisse erbracht. Eine Hochdosistherapie mit Interferon-a-2b
fiihrt zur signifikanten Erhdhung der Uberlebenszeit bei Patienten mit Melanomen
dicker 4 mm, welche nach regiondrer Lymphknotenentfernung adjuvant behandelt
wurden. Melanome sind als relativ strahlenresistente Tumoren anzusehen. Dennoch
kann im Stadium IV die Bestrahlung von Fernmetastasen, z.B. Knochenmetastasen,

unter palliativen Gesichtspunkten erwogen werden (REEVES und COIT, 2000).

In den beiden letzten Jahrzehnten hat sich ein besseres Verstindnis der
Karzinogenese herausgebildet. Als Ursache vieler Tumoren konnten Mutationen
nachgewiesen werden, die zur kontinuierlichen Aktivierung wachstumsfordernder
oder zur Inaktivierung wachstumshemmender Faktoren fiihren.

Das am hidufigsten von Mutationen betroffene Gen kodiert fiir das Tumor-
Suppressor-Protein p53. Dieses Protein wird nach einer DNA-Schidigung induziert
und fiihrt zu einem Proliferationsarrest der Zellen in der G;-Phase (SHERR, 2000).
Ist eine Reparatur der geschiddigten DNA nicht moglich, wird durch p53 der
programmierte Zelltod, die Apoptose, induziert (MOLL und ZAIKA, 2001). Das
Tumor-Suppressor-Protein p53 hat eine kurze Halbwertszeit und ist deswegen unter
normalen Bedingung immunhistochemisch schwer nachweisbar (STRETCH et al.,
1991). Mutiertes p53 dagegen weist hdufig eine verlingerte Halbwertszeit auf,
akkumuliert in den Zellen und kann deshalb detektiert werden (FINLAY et al., 1988;

IGGO et al., 1990). Die Uberexpression von p53 kann in einer Vielzahl von Tumoren



immunhistochemisch nachgewiesen werden. Bei einer Reihe von malignen Tumoren,
wie Kolon- (REMVIKOS et al, 1992), Mamma- (THOR et al., 1992) und
Bronchialkarzinomen (EBINA et al., 1994) kann des Weiteren eine Abhéngigkeit der
Prognose von der p53 Uberexpression demonstriert werden.

Antagonistisch zu p53 wirkt das Proto-Onkogen bcl-2, welches iiber noch nicht
vollstindig geklirte Mechanismen die Apoptose inhibiert. Die Uberexpression dieses
Proteins wurde zundchst in einer Gruppe von B-Zell-Lymphomen (B-cell lymphoma)
beobachtet, bei denen eine Translokation des bcl-2 Gens von Chromosom 18 auf
Chromosom 14 stattfindet. Durch diese Translokation wird das Gen unter Kontrolle
des Promoters fiir die schwere Kette der Immunglobuline gebracht, was zur
Uberexpression des Proteins in B-Lymphozyten fiilhrt (ANTONSSON und
MARTINOU, 2000). Der erhohte bcl-2 Gehalt ermdglicht dann neoplastischen
Zellen, der beispielsweise durch p53 induzierten Apoptose zu entgehen. In
nachfolgenden Studien wurde in einer Reihe von Tumoren eine Uberexpression von bcl-
2 nachgewiesen (REED und ALBINO, 1999). Auch wurde ein Zusammenhang
zwischen Uberexpression von bcl-2 und schlechter Prognose bei Prostatakarzinomen
beschrieben (MATSUSHIMA et al., 1996).

Ki-67 ist ein Zellkernprotein, welches wihrend der G;-, S-, G- und M-Phase, nicht
jedoch in der Gy-Phase, nachgewiesen werden kann (ENDL und GERDES, 2000). Es
ist damit als Marker fiir den Anteil proliferierender Zellen an der Gesamtpopulation
etabliert. Bei einer Reihe von Tumoren, wie Prostata- und Mammakarzinomen,
konnte nachgewiesen werden, dass der Anteil Ki-67-positiver Zellen an der
Gesamtpopulation von prognostischer Relevanz ist (AALTOMAA et al, 1997
JANSEN et al., 1998).



1.2 Zielstellung

Melanome sind maligne Tumoren, welche nur in frithen Stadien durch chirurgische
MaBnahmen kurativ behandelbar sind. Zur Festlegung der Prognose dieser
Erkrankung werden eine Reihe pathologischer und klinischer Parameter verwandt, wie
die Tumordicke bzw. -eindringtiefe nach Breslow und Clark. Eine Reihe von
Karzinomen zeigt immunhistochemisch eine Uberexpression von Ki-67, p53 und bcl-

2. Bei einigen Tumoren ist diese als prognostisch ungiinstiges Zeichen einzustufen.

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese von Ki-67, p53 und bcl-2 in
Melanomen verschiedener Patienten immunhistochemisch nachgewiesen und der
Anteil positiver Zellen an der Gesamttumorzellpopulation in Prozent angegeben. In
einer zweiten Phase wird dann untersucht, ob die Expression dieser drei Proteine in
Zusammenhang steht mit bereits etablierten, fiir die Prognose relevanten, klinischen und
pathologischen Parametern. Ziel der vorliegenden Arbeit ist damit zu
untersuchen, inwieweit die immunhistochemische Bestimmung der Expression von
Ki-67, p53 und bcl-2 als Prognosekriterium beim malignen Melanom von Nutzen sein

konnte.



2 Materialien und Methodik

2.1 Gerite

— Adhisivobjekttriger; MERCK, Darmstadt

— Brutschrank INCO 2;: MEMMERT, Schwabach

— Cydok Bildanalysesystem; FIRMA C. H. HILGES, K&nigswinter

— Deckglas; TECHNISCHES GLAS ILMENAU

— Lichtmikroskop Olympus BX 50 F4; OLYMPUS OPTICAL CO., Tokio, Japan
— Microtom Jung RM 2035; LEICA INSTRUMENTS, Bensheim

— Mikrowelle; SIEMENS, Frankfurt/M.

2.2 Chemikalien

— Alkalische Phosphatase-Maus anti-alkalische Phosphatase (APAAP) Kit Omni Tags
Plus; QUARTETT, Berlin

— Anti-bcl-2-Antikdrper (clone 124); DAKO, Hamburg

— Anti-MIB-1 (Ki-67)-Antikorper (clone MIB 1); DIANOVA, Hamburg

— Anti-p53-Antikorper (clone DO7); DAKO, Hamburg

— Ethanol (unvergillt, 96 %ig); MERCK, Darmstadt

— Glycerolgelatine; SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

— Kaliummetabisulfat; MERCK, Darmstadt

— Mayer’s Himalaun; MERCK, Darmstadt

— Natriumchlorid (NaCl); MERCK, Darmstadt

— Natriumcitrat; SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

— Natronlauge (NaOH); MERCK, Darmstadt

— Rotisol; ROTH, Karlsruhe

— Salzsdure (HCl); MERCK, Darmstadt

— Schiff’sches Reagenz; SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

— Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris); SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
— Xylol; MERCK, Darmstadt

— Zitronensdure; MERCK, Darmstadt




2.3 Losungen und Puffer
— AP-Substratlosung: AP-Substrattablette (in APAAP Kit enthalten) in 2 ml
Trispuffer (0,1 mol/l, pH 8,2, in APAAP Kit enthalten) 16sen und unmittelbar vor

Gebrauch filtern

— Citratpuffer (pH 6.0): Zitronensdure (1,8 mmol/l) - Natriumcitrat (8,2 mmol/l); 9

ml Stammlosung A und 41 ml Stammldsung B wurden mit 450 ml A.d. vermischt
(Endvolumen: 500 ml) und mit 2N NaOH auf den pH=6,0 eingestellt
— Ethanol (unvergillt; 70 %ig und 50 %ig): unvergéllter Ethanol (96 %ig) wurde

durch Verdiinnung mit A.d. auf die entsprechende Konzentration eingestellt

— Schwefeldioxid-Spiilbad: 10 ml Kaliummetabisulfat (10 %) und 10 ml HCI (1N)

wurden in A.d. gelost (Endvolumen: 220 ml)

— Stammlbésung A: Zitronensdure (0,1 mol/l): 21,01 g Zitronensdure wurde in A.d.

gelost (Endvolumen: 1 1)

— Stammldsung B: Natriumcitrat (0,1 mol/l): 29,41 g Natriumcitrat wurde in A.d.

gelost (Endvolumen: 1 1)
— Trisgepufferte Salzlosung (TBS, pH 7.6): Tris (50 mmol/l) - NaCl (150 mM); 6,1
g Tris und 8,8 g NaCl wurden in A.d. gelost (Endvolumen: 1 1) und mit 1IN HCI

auf den pH=7,6 eingestellt

2.4 Untersuchungsmaterial

Von den in der Universititsklinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie
der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg zwischen 1991 und 1997 operativ
entfernten malignen Melanomen wurden insgesamt 26 Melanome (10 noduldre und
16 superfiziell spreitende Melanome) fiir die vorliegende Arbeit ausgewéhlt. Bei
diesen Melanomen lagen neben den allgemeinen Patienteninformationen (Name,
Vorname, Geburtsdatum und Geschlecht) folgende Angaben vollstindig vor: Datum
der Probenentnahme des  Primértumors, Histologienummer, histologischer
Melanomtyp, Tumordicke bzw. -eindringtiefe nach Breslow und Clark und der
bildanalytisch oder durchfluBzytometrisch bestimmte Anteil der Zellen in der S-
Phase (KLAPPERSTUCK, 2001) vor. Auch war bei diesen 26 Melanomen geniigend in
Paraffin eingebettetes Material in ausreichender Qualitdt vorhanden, um die
Bestimmung der Ploidie und die immunhistochemischen Firbungen vornehmen zu

konnen.
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2.5 Bestimmung der Ploidie durch Bildzytophotometrie

Mit einem Mikrotom wurden 4 pum dicke Schnitte der in Paraffin eingebetteten

malignen Melanome angefertigt. Dann erfolgte die DNA-Férbung nach Feulgen

gemdl folgendem Protokoll:

Einlegen der Schnitte in Xylol fiir 10 Minuten bei 60°C

Einlegen der Schnitte in Rotisol fiir 5 Minuten bei 60°C

Einlegen der Schnitte in 96 %igen Ethanol fiir 5 Minuten bei 60°C
Einlegen der Schnitte in 70 %igen Ethanol fiir 5 Minuten bei 60°C
Einlegen der Schnitte in 50 %igen Ethanol fiir 5 Minuten bei 60°C
Einlegen der Schnitte in A.d. fiir 1 Minute

Einlegen der Schnitte in 5 mmol/l HCI fiir 45 Minuten bei 22°C
Einlegen der Schnitte in A.d. fiir 30 Sekunden

Farbung der Schnitte mit Schiff'schem Reagenz fir 60 Minuten
Zimmertemperatur

2 x Spiilung der Schnitte mit Schwefeldioxid-Spiilbad fiir 3 Minuten
Spiilung der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fiir 30 Minuten
Einlegen der Schnitte in 50 %igen Ethanol fiir 2 Minuten

Einlegen der Schnitte in 70 %igen Ethanol fiir 2 Minuten

Einlegen der Schnitte in 96 %igen Ethanol fiir 2 Minuten

Einlegen der Schnitte in Rotisol fiir 2 Minuten

Einlegen der Schnitte in Xylol fiir 2 Minuten

bei

Der DNA-gebundene Farbstoff wurde nun mittels monochromatischem Licht bei 466

nm absorptionsphotometrisch unter Zuhilfenahme des Cydok Bildanalysesystems

vermessen. Pro Prdparat wurden 100 Tumorzellen ausgewdhlt. Zur Erzeugung eines

diploiden DNA-Standard wurden desweiteren 30 Referenzzellen,

liberwiegend

Bindegewebszellen, vermessen.. Nach Messung von Tumor- und Referenzzellen wurden

DNA-Histogramme der untersuchten Tumoren durch das Bildanalysegerét automatisch
erzeugt, aus welchen sich die Ploidie des Melanoms ableiten lieB (KLAPPERSTUCK
und WOHLRAB, 1996; KLAPPERSTUCK, 2001).
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2.6 Immunhistochemischer Nachweis von Ki-67, pS3 und bcl-2

Mit einem Mikrotom wurden histologische Schnitte der in Paraffin eingebetteten

malignen Melanome mit einer Dicke von 4 pm angefertigt. Diese Schnitte wurden

auf einen Adhésivobjekttriger aufgebracht und iiber Nacht bei 48°C inkubiert.

Dann wurden die Schnitte folgendermaflen behandelt:

3 x Einlegen der Adhésivobjekttrager in Xylol fiir 10 Minuten

2 x Einlegen der Adhésivobjekttriager in 96 %igen Ethanol fiir 5 Minuten

1 x Einlegen der Adhisivobjekttriager in 70 %igen Ethanol fiir 5 Minuten

1 x Einlegen der Adhéasivobjekttriger in 50 %igen Ethanol fiir 5 Minuten

1 x Einlegen der Adhésivobjekttrager in A.d. fiir 5 Minuten

Einlegen der Schnitte in Citratpuffer und Mikrowellenbehandlung bei 600 W fiir
3 x 5 Minuten

Abkiihlung der Schnitte bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten

2 x Spiilung der Schnitte mit A.d. fiir 5 Minuten

Vorsichtiges Entfernen von A.d. durch Tupfen mit Zellstoff

Zugabe von Eiweillblocklosung (im APAAP-Kit enthalten) fiir 5 Minuten

AbgieBlen der Eiweifblocklosung

Zugabe von 100 pl — 200 pl (e nach GroBe des Schnittes) anti-Ki-67- (1:5
verdinnt in TBS) anti-bcl-2- (1:10 verdiinnt in TBS) oder anti-p53-
Antikorperlosung (1:20 verdiinnt in TBS)

Inkubation fiir 1 h bei 37°C im Brutschrank

2 x Spiilung der Schnitte mit TBS fiir 5 Minuten

Zugabe von 100 pl — 200 pl Kaninchen-anti-Maus-Antikorperlosung  (im
APAAP-Kit gebrauchsfertig enthalten) fiir 30 Minuten

2 x Spiilung der Schnitte mit TBS fiir 5 Minuten

Zugabe von 100 pl — 200 pl APAAP (im APAAP-Kit gebrauchsfertig enthalten)
fiir 30 Minuten

2 x Spiilung der Schnitte mit TBS fiir 5 Minuten

Vorsichtiges Entfernen von TBS durch Tupfen mit Zellstoff

Zugabe von 100 pl — 200 pl der AP-Substratlosung ,,fast red fiir 5 Minuten

Schnitte vorsichtig fiir 3 Minuten unter flieBendem Leitungswasser spiilen
Gegenfarbung mit Mayer’s Hdmalaun fiir 1 Minute

Schnitte unter flieBendem Leitungswasser vorsichtig abspiilen
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* Schnitte fiir 10 Minuten in Leitungswasser stellen

* Eindecken mit Glycerolgelatine

* Deckglas

2.7 Kontrollen

Bei allen immunhistochemischen Farbungen wurden parallel positive und negative
Kontrollen mitgefiihrt, um die Qualitdt des Nachweises von Ki-67, p53 und bcl-2 zu
tiberpriifen. Als Positivkontrollen dienten fiir p53 histologische Schnitte von
Mammakarzinomen (LASSAM et al.,, 1993) und fiir bcl-2 lymphatisches Gewebe
(JAY et al., 1996). Beide Gewebe wurden uns dankenswerterweise durch Herrn Dr.
H. Bahn (Pathologisches Institut der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg)
zur Verfligung gestellt. Bei Ki-67-Farbungen wurden die Zellen des Stratum basale
der Epidermis als interne Positivkontrolle verwandt (RAMSAY et al., 1995). Als
negative Kontrollen dienten histologische Schnitte, welche ohne Primérantikorper, unter

ansonsten gleichen Bedingungen, inkubiert wurden.

2.8 Quantitative Auswertung von Ki-67, p53 und bcl-2

Von jedem der untersuchten Melanome wurden acht Schnitte angefertigt und von diesen
je zwei Schnitte mit spezifischem Ki-67-, p53- und bcl-2-Antikorper sowie
ohne Primirantikoérper als Negativkontrolle inkubiert. Nach immunhistochemischer
Anfarbung der Pridparate wurden zwei verschiedene reprisentative Felder pro Schnitt
ausgewdhlt (entspricht vier Feldern insgesamt fiir jedes untersuchte Antigen) und in
jedem Feld ca. 100 Tumorzellen lichtmikroskopisch ausgezdhlt. Der Anteil der Ki-
67-, p53- und bcl-2-positiven Zellen an der Gesamttumorzellzahl wurde dann in
Prozent als Ki-67-, p53- und bcl-2-Index angegeben. Die aufgefiihrte Methodik ist in
einer Reithe von Publikationen beschrieben worden (GELSLEICHTER et al., 1995;
KANTER et al., 1995; RAMSAY et al., 1995; KARLSSON et al., 1996; STRAUME
et al., 2000).

2.9 Statistische Auswertung der Daten

Es war zu untersuchen, ob der jeweilige klinische oder pathologische prognostische
Faktor EinfluB auf den Anteil von Ki-67-, p53- und bcl-2-exprimierenden
Tumorzellen hat. Hierzu wurde zunédchst der Mittelwert der Farbungsindices in den

unterschiedlichen Gruppen, zusammen mit Standardabweichung sowie Minimum und
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Maximum bestimmt. Mit Hilfe des t-Tests wurden dann die unabhéngigen Gruppen
miteinander verglichen und auf signifikante Unterschiede untersucht. Als statistisch

signifikant wurde ein p < 0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der untersuchten Melanome

Untersucht wurden insgesamt 26 Melanome, die zwischen 1991 und 1997 in der
Universitétsklinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie der Martin-
Luther-Universitdit Halle-Wittenberg operativ entfernt wurden. Histologisch handelte
es sich um 10 noduldre Melanome und 16 superfiziell spreitende Melanome .
31 % der Patienten waren ménnlichen, 69 % weiblichen Geschlechts (Abb. 2). Das Alter
der Patienten lag zwischen 20 und 84 Jahren, bei einem mittleren Alter von
58,3 Jahren . Als klinische Prognosekriterien waren bei allen untersuchten
Patienten die Tumordicke bzw. -eindringtiefe nach Breslow und Clark bestimmt
worden. Clark-Level von I bis V waren im Patientengut vertreten (Abb. 4). Die
Breslow-Werte lag zwischen 0,20 mm und 15,0 mm, der Mittelwert bei 2,9 mm
(Abb. 5). Durchflulzytomotrisch oder bildanalytisch war bei allen Patienten der
Anteil der Zellen in der S-Phase an der Gesamttumorzellpopulation ermittelt worden.
Der Mittelwert lag bei 10,2 %, bei Werten zwischen minimal 4,3 % und maximal

19,7 % . Von den 26 untersuchten Melanomen waren 58 % diploid und 42 %
aneuploid (Abb. 7).
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3.2 Nachweis von Ki-67

In allen 26 untersuchten malignen Melanomen war Ki-67 nachweisbar. Die positive
Immunreaktion war deutlich an der roten Féarbung der Zellkerne zu erkennen ,
) Die Befunde wurden durch mitgefiihrte Positiv- und Negativkontrollen
abgesichert. Der Anteil an Ki-67-positiven Tumorzellen bezogen auf die
Gesamttumorzellpopulation, bezeichnet als Ki-67-Index, lag im Mittel bei 28,43 %,
bei einer Standardabweichung von 17,13 % (Tab. 1). Der mittlere Ki-67-Index von
Melanomen mit einem Breslow-Wert kleiner 1,5 mm war mit 27,90 % nicht
signifikant verschieden zu 29,16 % bei einem Breslow-Wert grofer 1,5 mm (p=0,86)
(Tab. 1). Die Tumoren mit einem Clark-Level von I bis III zeigten im Mittel einen
Ki-67-Index von 29,50 % verglichen zu 26,73 % im Stadium IV und V (p=0,70)
. Auch der histologische Typ des Tumors hatte keinen signifikanten Einflufl
auf den Ki-67-Index, mit Mittelwerten von 28,89 % bei noduldren und 28,15 % bei
superfiziell spreitenden Melanomen (p=0,92) (. Minner wiesen einen
mittleren Ki-67-Index von 30,27 % auf verglichen zu 27,62 % bei Frauen (p=0,72)
|1). Der  mittlere Ki-67-Index stieg mit zunehmenden Alter an, von einem
durchschnittlichen Index von 24,12 % bei den unter 50jdhrigen auf 37,51 % bei den
iiber 69jdhrigen Patienten (p=0,22) . Der Ki-67-Index in Melanomen mit
einem Anteil in der S-Phase befindlicher Zellen >10 % war mit 36,39 % groBer
verglichen zu 18,09 % in Melanomen mit einem Anteil DNA-synthetisierender
Zellen <5 % (. Dieser Zusammenhang erreichte bei einem p=0,12 jedoch
keine statistische Signifikanz .Wurde der Ki-67-Index in Abhingigkeit von
der Ploidie bestimmt, so war der mittlere Index in aneuploiden Melanomen mit 35,19
% hoher verglichen zu diploiden Tumoren mit 23,48 % (Tab. 1). Dieser

Zusammenhang verfehlte mit einem p=0,08 ebenfalls nur knapp die statistische

Signifikanz (Tab. 1).

Zusammenfassende Bewertung:

Der  Ki-67-Index  wurde in den  untersuchten = Melanomen  durch
immunhistochemische Férbung bestimmt wund in Beziechung zu bekannten
prognostischen Kriterien des Tumors gesetzt. Hierbei konnte ein starker Trend
(p=0,07) zu einem Anstieg des Index in aneuploiden im Vergleich zu diploiden

Tumoren nachgewiesen werden. Auch gab es einen Trend (p=0,12) zu einem hoéheren
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Ki-67-Index in Melanomen mit einem Anteil DNA-synthetisierender Zellen >10 %
verglichen zu Melanomen mit einem Anteil <5 %. Dagegen konnten keine
signifikanten =~ Unterschiede des Anteils Ki-67-positiver Tumorzellen bei
verschiedener Tumordicke bzw. Eindringtiefe nach Breslow und Clark sowie
zwischen noduldren und superfiziell spreitenden Melanomen nachgewiesen werden.
Auch énderte sich der Ki-67-Index nicht signifikant in Abhéngigkeit von Geschlecht

und Alter des Patienten.
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Abb. 8:

Abb. 9:

Nodulédres Melanom (Histologie-Nr.: 741b/94)
Immunhistochemische Ki-67-Farbung mit APAAP

Ki-67-positive Kerne férben sich rot, Ki-67-negative Kerne sind blau
angefarbt

Mikroskopische VergroBBerung 200fach

Noduldres Melanom (Histologie-Nr.: 160b/92)
Immunhistochemische Ki-67-Farbung mit APAAP

Ki-67-positive Kerne féarben sich rot, Ki-67-negative Kerne sind blau
angefarbt
Mikroskopische VergroBBerung 400fach
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Parameter n Ki-67-Index (%)

Mittelwert Minimum  Maximum SD P
Gesamt 26 28,43 4,65 63,99 17,13
Breslow-Wert
e <1,5mm 15 27,90 5,80 63,99 15,77
* >1,5mm 11 29,16 4,65 60,21 19,62 0,86
Clark-Level
e LILII 16 29,50 5,80 63,99 17,48
e IV,V 10 26,73 4,65 50,25 17,34 0,70
Histologie
* NM 10 28,89 4,65 60,21 20,66
e SSM 16 28,15 5,80 63,99 15,26 0,92
Geschlecht
* Mainnlich 8 30,27 5,80 63,99 19,54
* Weiblich 18 27,62 4,65 60,21 16,50 0,72
Alter
e <50Jahre 7 24,12 4,65 63,99 20,52
e 50-59 Jahre 3 24,06 23,33 25,29 1,07 0,99
*  60-69 Jahre 10 27,31 5,80 55,44 18,15 0,74
e >09Jahre 6 37,51 17,49 60,21 15,18 0,22
% S-Phase
* <5% 3 18,09 5,80 25,14 10,68
e >5%,<10%10 21,19 4,65 44,66 13,41 0,72
e >10% 13 36,39 15,21 63,99 17,85 0,12
Ploidie
* Diploid 15 23,48 4,65 55,44 15,97
* Aneuploid 11 35,19 16,89 63,99 17,03 0,08

Tab. 1: Statistischer Vergleich zwischen Ki-67-Expression und klinischen bzw.

histologischen Parametern
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3.3 Nachweis von p53

In allen 26 untersuchten malignen Melanomen war p53 nachweisbar. Eine positive
Immunreaktion war deutlich an der roten Farbung der Zellen zu erkennen
. Bezogen auf alle untersuchten Melanome lag der mittlere p53-Index bei
61,48 % . Die Standardabweichung der Gesamtpopulation betrug 18,61 %
(Tab. 2). Bei Melanomen mit einem Breslow-Wert kleiner 1,5 mm war der mittlere p53-
Index mit 69,38 % signifikant groBer als bei Tumoren mit einem Breslow grofer 1,5
mm, wo er 50,71 % betrug (p=0,009) (. Die Tumoren mit einem Clark-
Level von I bis III wiesen einen Mittelwert des p53-Index von 66,72 % auf
verglichen zu 53,11 % in den Stadien IV und V (Tab. 2). Dieser Unterschied
verfehlte mit einem p=0,07 nur knapp die statistische Signifikanz . Der p53-
Index war in nodulidren Melanomen mit einem Mittelwert von 46,96 % signifikant
geringer verglichen zu 70,56 % in superfiziell spreitenden Melanomen (p=0,0006)
(Tab. 2). Dagegen konnte keine Abhingigkeit des p53-Index vom Geschlecht
demonstriert werden, mit Mittelwerten von 66,52 % bei Ménnern und 59,25 % bei
Frauen (p=0,37) . Auch war keine signifikante Anderung des Anteils p53-
positiver Zellen in den verschiedenen Altersgruppen nachweisbar . Ebenfalls
keine statistisch signifikanten Unterschiede lieen sich nachweisen, wenn der p53-Index
auf den Anteil der in der S-Phase befindlichen Zellen bezogen wurde . Wurde
der p53-Index in Abhéngigkeit von der Ploidie bestimmt, so unterschied sich
der mittlere Index in aneuploiden Melanomen mit 61,86 % statistisch nicht

signifikant von 61,21 % in diploiden Tumoren (p=0,93) (.

Zusammenfassende Bewertung:

Durch immunhistochemische Anfirbung mit p53-spezifischem primdren Antikdrper
wurde der p53-Index in den untersuchten Melanomen bestimmt und in Beziehung zu
bekannten prognostischen Kriterien gesetzt. Hierbei konnte ein statistisch
signifikanter Abfall des Index in Tumoren mit einem Breslow-Wert groBer 1,5 mm
verglichen zu einem Breslow kleiner 1,5 mm nachgewiesen werden. Ebenfalls war
der p53-Index in superfiziell spreitenden Melanomen signifikant grofler im Vergleich zu
noduldren Melanomen. Auch gab es einen Trend (p=0,07) zu einer Verminderung des
p53-Index bei Patienten mit einem Clark-Level von IV oder V. Es lielen sich keine

signifikanten Unterschiede des Anteils p53-positiver Tumorzellen zwischen
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Minnern und Frauen und in verschiedenen Altersgruppen nachweisen. Auch dnderte
sich der p53-Index nicht signifikant in Abhidngigkeit vom Anteil DNA-

synthetisierender Zellen und von der Ploidie.
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Abb. 10:  Superfiziell spreitendes Melanom (Histologie-Nr.: 2900a/96)
Immunhistochemische p53-Farbung mit APAAP
p53-positive Zellen farben sich rot, p53-negative Zellen sind blau
angefarbt
Mikroskopische VergroBerung 200fach

Abb. 11:  Superfiziell spreitendes Melanom (Histologie-Nr.: 3373a/96)
Immunhistochemische p53-Farbung mit APAAP
p53-positive Zellen farben sich rot, p53-negative Zellen sind blau
angefarbt
Mikroskopische VergroBerung 400fach
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Parameter n p53-Index (%)
Mittelwert Minimum  Maximum SD P

Gesamt 26 61,48 20,89 88,25 18,61

Breslow-Wert

e <1,5mm 15 69,38 54,13 84,98 9,24

* >1,5mm 11 50,71 20,89 88,25 22,92 0,009
Clark-Level

e LILII 16 66,72 20,89 84,98 14,88

e IV,V 10 53,11 27,69 88,25 21,60 0,07
Histologie

* NM 10 46,96 20,89 76,69 20,29

e SSM 16 70,56 54,13 88,25 10,09  0,0006
Geschlecht

* Mainnlich 8 66,52 20,89 84,98 20,49

* Weiblich 18 59,25 27,69 88,25 17,87 0,37
Alter

e <50Jahre 7 60,31 31,42 84,98 20,59

e 50-59 Jahre 3 68,88 57,03 81,10 12,04 0,53
*  60-69 Jahre 10 60,71 20,89 88,25 23,38 0,97
e >09Jahre 6 60,44 37,46 72,58 12,01 0,99
% S-Phase

* <5% 3 76,41 68,52 84,98 8,25

e >5%,<10%10 55,76 27,69 88,25 21,34 0,14
e >10% 13 62,44 20,89 81,10 16,88 0,19
Ploidie

* Diploid 15 61,21 27,69 84,98 19,66

* Aneuploid 11 61,86 20,89 88,25 18,02 0,93

Tab. 2: Statistischer Vergleich zwischen p53-Expression und klinischen bzw.

histologischen Parametern
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3.4 Nachweis von bcl-2
Von den 26 untersuchten malignen Melanomen zeigten alle bcl-2-positive Bereiche,

welche deutlich durch die rote Firbung der Zellen nachweisbar waren (Abb. 12} [Abb. |

13'). Der mittlere bcl-2-Index lag bei allen untersuchten Melanomen bei 65,51 %, bei
einer Standardabweichung von 18,27 % (Tab. 3). Melanome mit einem Breslow-
Wert kleiner 1,5 mm hatten einen mittleren bcl-2-Index von 63,21 % verglichen zu
68,66 % mit einem Breslow grofler 1,5 mm (p=0,46) (. Die Tumoren mit
einem Clark-Level von I bis III wiesen mit einem mittleren bcl-2-Index von 61,55 %
keinen signifikanten Unterschied zu Tumoren in den Stadien IV und V auf, bei denen
der Mittelwert bei 71,86 % lag (p=0,17) (. Auch der histologische Typ des
Tumors hatte keinen signifikanten Einfluss auf den bcl-2-Index ). In
nodulidren Melanomen betrug der Mittelwert des bcl-2-Index 67,47 % verglichen zu
64,29 % in superfiziell spreitenden Melanomen (p=0,67) (. Weiterhin konnte
keine Abhédngigkeit des bcl-2-Index vom Geschlecht demonstriert werden, mit
Mittelwerten von 68,74 % bei Minnern und 64,08 % bei Frauen (p=0,56) ([Tab. 3).
Auch war keine signifikante Anderung des bcl-2-Index in den verschiedenen
Altersgruppen und in Abhdngigkeit vom DNA-Syntheseindex nachzuweisen ‘
Des Weiteren konnte keine Abhéngigkeit des bel-2-Index von der Ploidie nachgewiesen
werden, mit Mittelwerten von 67,37 % in diploiden Melanomen und 62,98 % in

aneuploiden Tumoren (p=0,56) (Tab. 3).

Zusammenfassende Bewertung:

Unter Verwendung spezifischer Antikorper konnte bcl-2 in allen untersuchten
Melanomen immunhistochemisch nachgewiesen und in Beziehung zu bekannten
prognostischen Kriterien gesetzt werden. Hierbei konnten keine signifikanten
Unterschiede des bcl-2-Index in Abhédngigkeit von Tumordicke bzw. -eindringtiefe
nach Breslow und Clark, histologischem Typ, Geschlecht, Alter, DNA-

Syntheseindex und Tumorploidie nachgewiesen werden.
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Abb. 12:

Immunhistochemische bcl-2-Féarbung mit APAAP

bcl-2-positive Zellen farben sich rot, bcl-2-negative Zellen sind blau

angefarbt
Mikroskopische VergroBBerung 200fach

B ' 1, : .
Abb. 13:  Superfiziell spreitendes Melanom (Histologie-Nr.: 3373a/9

A\ e

)
Immunhistochemische bcl-2-Farbung mit APAAP

bcl-2-positive Zellen farben sich rot, bcl-2-negative Zellen sind blau
angefarbt
Mikroskopische VergroBBerung 400fach
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Parameter n bel-2-Index (%)

Mittelwert Minimum  Maximum SD P
Gesamt 26 65,51 9,66 88,82 18,27
Breslow-Wert
e <1,5mm 15 63,21 9,66 86,06 19,06
* >1,5mm 11 68,66 37,44 88,82 17,52 0,46
Clark-Level
e LILII 16 61,55 9,66 86,06 18,89
e IV,V 10 71,86 37,44 88,82 16,12 0,17
Histologie
* NM 10 67,47 37,44 88,82 18,00
e SSM 16 64,29 9,66 86,06 18,91 0,67
Geschlecht
* Mainnlich 8 68,74 56,05 86,06 10,42
* Weiblich 18 64,08 9,66 88,82 20,95 0,56
Alter
e <50Jahre 7 61,78 9,66 86,86 26,63
e 50-59 Jahre 3 69,98 66,24 76,26 5,47 0,62
e 60-69 Jahre 10 71,01 37,44 88,82 15,69 0,38
e >09Jahre 6 58,49 41,24 80,76 14,53 0,79
% S-Phase
e 5% 3 71,80 61,91 86,06 12,65
e >5%,<10%10 59,24 9,66 86,86 24,11 0,41
e >10% 13 68,89 46,82 88,82 13,33 0,74
Ploidie
* Diploid 15 67,37 9,66 86,86 20,67
* Aneuploid 11 62,98 41,24 88,82 14,98 0,56

Tab. 3: Statistischer Vergleich zwischen bcl-2-Expression und klinischen bzw.

histologischen Parametern
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4 Diskussion

4.1 Zellzyklus und Tumorentstehung

In den beiden letzten Jahrzehnten hat sich ein besseres Verstindnis der Entstehung
von Tumoren auf molekularer Ebene herausgebildet. Eine zentrale Stellung scheint
hierbei die gestorte Kontrolle des Zellzyklus einzunehmen, die dazu fiihrt, dass
Zellen unkontrolliert proliferieren (SHERR, 2000). Der Zellzyklus wird in der
Reihenfolge G-, S-, G-, M-Phase durchlaufen. Dabei kommt es in der S-Phase zur
Verdopplung der DNA, der sogenannten DNA-Replikation, welche dann in der
Mitose- oder M-Phase auf zwei Tochterzellen gleichmifBig verteilt wird. Die G-
Phasen sind als Zwischenphasen anzusehen, in denen die nachfolgenden Prozesse
vorbereitet bzw. die vorangegangenen Prozesse kontrolliert werden. Ruhende, nicht
teilende Zellen befinden sich in der Gy-Phase (SHERR, 2000). Eine Reihe von
Proteinen ist beschrieben worden, die als positive oder negative Regulatoren den
Zellzyklus kontrollieren. So werden in der G;-Phase nacheinander die Cycline D, E
und A synthetisiert, welche sich mit von ihnen abhédngigen Kinasen verbinden. Diese
als CDKs (=cyclin dependent kinases) bezeichneten Enzyme werden durch diese
Protein-Protein-Interaktion aktiviert, phosphorylieren eine Reihe von Zielproteinen
wie das Retinoblastoma-Tumor-Suppressor-Protein (pRb) und treiben damit die G-
Phase-Progression voran (SHERR, 1993). Auf der anderen Seite sind CDK-
Inhibitoren wie p21P', p27%P! und p16™* beschricben worden, die durch
Hemmung der Cyclin/CDK-Komplexe die Zellzyklusprogression inhibieren
(SHERR, 2000). Neben diesen Proteinen scheint das Tumor-Suppressor-Protein p53
eine tiberragende Rolle bei der Zellzykluskontrolle einzunehmen (NORTH und
HAINAUT, 2000). Kommt es zu einer Schidigung der Zelle, so wird p53 induziert
und der Zellzyklus unterbrochen. Ist eine Reparatur des Schadens nicht moglich, so wird
durch p53 der programmierte Zelltod, die Apoptose, induziert, welche zum Absterben
der  geschddigten Zelle zugunsten der nichtgeschadigten Zellpopulation
filhrt. Die durch p53 und andere Faktoren induzierte Apoptose kann durch bcl-2
wirkungsvoll gehemmt werden. Eine bcl-2-Uberexpression verhindert also, dass
geschidigte Zellen durch Apoptose eliminiert werden (ANTONSSON und
MARTINOU, 2000).
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Aus heutiger Sicht sind Storungen der ansonsten fein kontrollierten Balance
zwischen wachstumsstimulierenden und -hemmenden Faktoren, beispielsweise durch
Mutationen, ursidchlich an der Tumorentstehung beteiligt. Es erscheint dabei wichtig,
die bei verschiedenen Tumoren dysregulierten Proteine nachzuweisen. Diese konnen
dann in einigen Fillen als unabhdngige Prognosekriterien verwandt werden. Des
Weiteren wird erwartet, dass ein besseres Verstindnis der bei Tumorzellen
verdanderten Zellzykluskontrolle die Entwicklung gezielt in die Zellzyklusmaschinerie

eingreifender Therapeutika erleichtern wird.
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4.2 Ki-67 beim malignen Melanom

Das Ki-67 Protein wurde urspriinglich definiert durch einen monoklonalen
Antikorper, welcher durch Immunisierung von Méusen mit Kernen der Hodgkin-
Lymphomzellinie 1428 erzeugt wurde. Der Name war dabei aus dem Ort der
Erzeugung (Kiel) und der Nummer des Originalklones auf einer 96-well Platte
zusammengesetzt worden. In den letzten Jahren sind eine Reihe von Daten zur
Struktur und Regulation des Ki-67 Proteins publiziert worden, seine Funktion ist
jedoch bis heute weitgehend ungekldart (SCHOLZEN und GERDES, 2000). Das
Protein kommt {iberwiegend in zwei hochmolekularen Splicevarianten von 320 kDa und
359 kDa vor. Eine Phosphorylierung von Ki-67 in der M-Phase ist nachgewiesen
worden (MACCALLUM und HALL, 1999). Auch konnte gezeigt werden, dass nach
Behandlung von Zellen mit antisense-Nukleotiden oder Antikorpern gegen Ki-67 ein
Proliferationsstopp auftrat (ENDEL und GERDES, 2000).

Besondere Bedeutung hat dieses Protein erlangt, weil seine Expression alleinig in
proliferierenden Zellen in der G-, S-, G,- und M-Phase nicht jedoch in Gy arretierten
Zellen auftritt (GERDES et al., 1984). Aufgrund dieser Eigenschaft wird Ki-67 heute als
wichtiger Proliferationsmarker genutzt. Zum Nachweis des Proteins werden
verschiedene Antikorper verwandt, wobei am hiufigsten der monoklonale Antikorper
MIB-1 (Molecular Immunology Borstel-1) eingesetzt wird (SCHOLZEN und
GERDES, 2000). Dieser 1992 erstmals beschriebene Antikorper hat den Vorteil,
dass Ki-67 auch in Paraffinschnitten nachweisbar ist. Aus diesem Grund wurde
dieser Antikérper in der vorliegenden Arbeit verwandt. Schon 1984 schlugen
GERDES et al. vor, dass der Anteil Ki-67-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl, der
Ki-67-Index, als Prognosekriterium verschiedener Tumoren nutzbar sein konnte.
Tatsdchlich konnte in einer Reihe von Tumoren der Ki-67-Index als unabhingiger
prognostischer ~ Faktor  etabliert  werden. Hierzu  gehdren  verschiedene
Weichteilsarkome (UEDA et al., 1989), das Mammakarzinom (JANSEN et al., 1998)
und Prostatakarzinom (AALTOMAA et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte in allen 26 untersuchten Melanomen Ki-67
nachgewiesen werden, wobei der Mittelwert mit Werten zwischen 4,65 % und 63,99
% bei 2843 9% lag. Bei einer von STRAUME et al. (2000) untersuchten
Melanompopulation ergaben sich dhnliche Werte mit dem Median bei 27 %, und

Werten zwischen 1 % und 79 %. In anderen Studien wurden mittlere Ki-67-Indices
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zwischen 17,3 % und 24,6 % angegeben (KANTER et al., 1995; TALVE et al,
1996b; TALVE et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte ein Trend (p=0,08)
zu einem hoheren Ki-67-Index in aneuploiden verglichen zu diploiden Melanomen
nachgewiesen werden. Humane nicht teilende Zellen besitzen unter normalen
Umstinden 23 Chromosomenpaare. Sie werden dann als diploid oder euploid
bezeichnet. Kommt es zu einer Anderung der Chromosomenzahl, spricht man von
aneuploiden Zellen. Meistens handelt es sich hierbei um eine Erhoéhung der
Chromosomenzahl und damit des DNA-Gehaltes von Zellen. Es ist gezeigt worden,
dass aneuploide Tumoren ein klinisch aggressiveres Wachstumsverhalten aufweisen
(HERZBERG, 1992). Die Daten der vorliegenden Arbeit passen damit gut zu diesen
Beobachtungen, da die Wachstumsfraktion der untersuchten aneuploiden Melanome
im Vergleich zu diploiden Tumoren erhdht war. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit beschriecben KARLSSON et al. (1996) in
uvealen Melanomen eine Erhohung des Ki-67-Index in aneuploiden verglichen zu
diploiden Tumoren, wobei dieser Zusammenhang mit einem p=0,08 ebenfalls keine
statistische Signifikanz erreichte. Desweiteren konnte in der vorliegenden Arbeit eine
Erhohung des Ki-67-Index in Melanomen mit einem Anteil DNA-synthetisierender
Zellen 210 % verglichen zu Tumoren mit einem S-Phase-Index <5 % nachgewiesen
werden. Dieser Zusammenhang verfehlte jedoch mit einem p=0,12 die statistische
Signifikanz. In Untersuchungen von KARLSSON et al., (1996) in uvealen
Melanomen erhéhte sich in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit ebenfalls der
Ki-67-Index in Abhédngigkeit vom Anteil an Zellen in der S-Phase. In der hier
vorliegenden Untersuchung konnte keine Abhidngigkeit des Anteils Ki-67-positiver
Zellen von der Tumordicke bzw. -eindringtiefe nach Breslow und Clark
nachgewiesen werden. Auch in anderen Untersuchungen konnte kein Zusammenhang
zwischen Tumorzellproliferation und Tumordicke festgestellt werden (RAMSAY et
al., 1995; TALVE et al.,, 1996b; VOGT et al., 1997). In verschiedenen Arbeiten
dagegen, konnte eine Beziehung zwischen Ki-67-Index und Tumordicke gezeigt
werden (SMOLLE et al., 1989; KAUDEWITZ et al., 1989; GELSLEICHTER et al.,
1995; KARLSSON et al., 1996; TRAN et al., 1998; STRAUME et al., 2000). Als
mogliche  Ursachen fiir diese Diskrepanz  zwischen den  verschiedenen
Untersuchungen sind Unterschiede der verwendeten Antikorper, der Art der

immunhistochemischen Aufarbeitung der Priparate sowie der Patientenpopulationen
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zu nennen. So wurden die ersten Untersuchungen zur Bedeutung von Ki-67 bei
malignen Melanomen an Gefrierschnitten unter Verwendung des Antikoérpers Ki-67
durchgefiihrt (SMOLLE et al.,, 1989; KAUDEWITZ et al., 1989). Des Weiteren
wurden in den verschiedenen Studien unterschiedlich grofle Populationen untersucht,
wobei die Anzahl zwischen 17 (SMOLLE et al., 1989) und 187 (STRAUME et al.,
2000) Patienten lag. Der Zusammenhang zwischen Ki-67-Index und Parametern wie
Alter, Geschlecht und histologischem Typ, fiir welche in der vorliegenden Arbeit
keine statistische Signifikanz bestand, ist nur in wenigen Arbeiten untersucht
worden. KARLSSON et al. (1996) konnten in Ubereinstimmung mit den hier
beschriebenen Ergebnissen, keinen Zusammenhang zwischen Proliferationsindex und
Alter bzw. Geschlecht der Patienten bei uvealen Melanomen herstellen. TRAN et al.
(1998) beschrieben einen statistisch signifikant erhdhten Ki-67-Index in noduldren
verglichen zu superfiziell spreitenden Melanomen. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit erfolgte der Nachweis von Ki-67 jedoch nicht mit dem MIB-1- sondern dem
MMI-Antikorper. Auch wurde zum Nachweis des Proteins ein sekundérer

Peroxidase-gekoppelter Antikorper verwandt.
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4.3 P53 beim malignen Melanom

P53 wurde 1979 urspriinglich als ein Protein beschrieben, welches das SV40 T-
Antigen binden konnte. Erst spdter wurde es als Tumor-Suppressor-Protein
beschrieben, welches bei ca. 50 % der menschlichen Tumoren funktionell inaktiviert
ist (GRIMBERG, 2000). Als Ursache einer Inaktivierung von p53 sind erworbene
Punktmutationen héufig. Des Weiteren kodieren verschiedenen Viren, wie Hepatitis
B-, Epstein Bar- und Zytomegalievirus fiir Proteine, welche die p53-Funktion
hemmen (SHERR und WEBER, 2000). Beim seltenen Li Fraumeni Syndrom liegt
eine vererbte Mutation im p53 Protein vor, welches zur Enstehung verschiedenster
Tumoren bei jungen Patienten fiihrt (SRIVASTAVA et al., 1990). Des Weiteren sind
Maiuse erzeugt worden, bei denen das p53-Gen inaktiviert wurde. Diese sogenannten
p53 knockout Miuse zeigen eine erhohte Rate spontan auftretender Tumoren
(DONEHOWER et al., 1992).

P53 wird durch verschiedene Signale wie DNA-Schidigung, Hypoxie, Zytokine und
metabolische Verdnderungen induziert. Ein wichtiges von p53 induziertes Zielprotein ist
der CDK-Inhibitor p21Cip ' welcher verschiedene Cycline hemmt und dadurch den
Zellzyklus stoppt. Ein weiteres durch p53 induziertes Signalmolekiil ist mdm-2, das
im Sinne einer negativen Riickkopplung zu einer verminderten Neusynthese sowie zu
einem verstirkten Abbau von p53 fiihrt (SHERR, 2000).

Im letzten Jahrzehnt sind eine Reihe von immunhistochemischen Untersuchungen
zur Expression von p53 in verschiedenen Tumoren durchgefiihrt worden.
Hintergrund all dieser Experimente ist die Beobachtung, dass p53 mit einer
Halbwertszeit von ca. 15 Minuten unter physiologischen Bedingungen ein
kurzlebiges, immunhistochemisch schwer nachweisbares Protein ist (STRETCH et
al., 1991). Mutiertes p53 Protein dagegen weist eine Halbwertszeit von mehreren
Stunden auf und wird damit durch immunhistochemische Firbungen detektierbar
(FINLAY et al., 1988; IGGO et al., 1990). Tatsachlich konnte in einer Reihe von
humanen Tumoren eine statistisch signifikant erhohte Nachweisbarkeit von p53
gezeigt, sowie eine Korrelation zwischen p53-Farbbarkeit und Prognose hergestellt
werden. Hierzu gehdren Karzinome der Mamma (THOR et al., 1992), des Kolon
(REMVIKOS et al., 1992) und der Lunge (EBINA et al., 1994). Desweiteren wurde
iiber eine Chemotherapieresistenz von Hodgkin-Lymphomen bei p53-Uberexpression

berichtet (SMOLEWSKI et al., 2000).
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In der vorliegenden Arbeit wurde p53 in allen untersuchten Schnitten
immunhistochemisch unter Verwendung eines spezifischen anti-p53 Antikorpers
(DO7) nachgewiesen. In verschiedenen Arbeiten war der Anteil von p53-positiven
Melanomen mit 92 % (BARTEK et al., 1991), 85 % (STRETCH et al., 1991) und 97
% (AKSLEN et al, 1992) im Vergleich zu den hier vorliegenden Ergebnissen
dhnlich hoch. Im Gegensatz hierzu war bei anderen Untersuchungen nur ein geringer
Anteil von Melanomen p53-positiv (LASSAM et al., 1993; BARNHILL et al., 1994;
SAENZ-SANTAMARIA et al.,, 1995a). So war in einer Arbeit von SAENZ-
SANTAMARIA et al. (1995a) nur eines von 17 Melanomen féarberisch positiv fiir
das Tumor-Suppressor-Protein. Allerdings wurden in dieser Studie drei verschiedene
Antikdrper verwandt, und ein Melanom wurde nur dann als positiv eingestuft, wenn
der Anteil von p53-positiven Zellen bei allen drei Antikdrpern jeweils groBer als 5 %
war. Diese Arbeit zeigt sehr eindriicklich die groBen Unterschiede bei Verwendung
verschiedener, gegen dasselbe Protein gerichteter Antikorper. So waren nur 4 von 17
Melanomen p53-negativ mit dem auch in der vorliegenden Studie verwandten p53-
Antikorper DO7. Wurden dagegen dieselben Melanome mit dem polyklonalen
Antikorper Pab1801 angefirbt, welcher wie DO7 sowohl nichtmutiertes als auch
mutiertes p53 Protein detektiert, so waren 12 von 17 Melanomen p53-negativ. Bei
Nachweis des Tumor-Suppressor-Proteins mit dem polyklonalen Antikorper Pab240,
welcher nur mutiertes p53 detektiert, waren 15 von 17 Melanomen p53-negativ.

In der vorliegenden Arbeit bestand ein inverses Verhéltnis zwischen der Tumordicke
und der Anfarbbarkeit fiir p53. So war der p53-Index in der untersuchten
Patientenpopulation signifikant niedriger in Melanomen mit einem Breslow groBer
1,5 mm, und es bestand ein Trend (p=0,07) zu einem hoheren p53-Index bei Clark
Levels zwischen I und III verglichen zu IV und V. Es ist jedoch festzuhalten, dass
grofle Unterschiede des p53-Index innerhalb derselben Gruppe auftraten. So wies die
Patientin mit dem maximalen p53-Index von 88,25 % einen Breslow grofer 1,5 mm und
einen Clark von IV auf. Des Weiteren stieg bei anderen Untersuchungen, im Gegensatz
zur  hier  vorliegenden  Arbeit, die  p53-Expression  signifikant  in
Abhidngigkeit von der Tumordicke an (KORABIOWSKA et al, 1995;
YAMAMOTO et al., 1995). Die Mehrzahl der publizierten Untersuchungen konnte
allerdings keine signifikante = Abhédngigkeit der pS53-Expression von der
Melanomdicke demonstrieren (GELSLEICHTER et al., 1995; WEISS et al., 1995;
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TALVE et al., 1996a; STRAUME und AKSLEN, 1997; VOGT et al., 1997
HIEKEN et al., 1999; KARJALAINEN et al., 1999; STRAUME et al., 2000). Als
mogliche Ursache der Diskrepanz zwischen den verschiedenen Arbeiten sind
Unterschiede der Patientenpopulationen, der verwendeten Antikorper und der
Férbemethoden zu nennen. So lag die Zahl der untersuchten Melanompatienten
zwischen 24 (VOGT et al, 1997) und 284 (KARJALAINEN et al., 1999). Als
primdre Antikorper kamen DO7 (KORABIOWSKA et al., 1995; TALVE et al.,
1996a; STRAUME und AKSLEN, 1997; HIEKEN et al., 1999; KARJALAINEN et
al., 1999; STRAUME et al., 2000), Pab1801 (GELSLEICHTER et al., 1995), DO1
(WEISS et al., 1995) und CM1 (WEISS et al.,, 1995; YAMAMOTO et al., 1995;
VOGT et al, 1997) zur Anwendung. Des Weiteren wurde der p53-Nachweis
entweder iiber einen Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikérper unter
Verwendung von DAB (GELSLEICHTER et al., 1995; YAMAMOTO et al., 1995;
TALVE et al., 1996a; KARJALAINEN et al., 1999) bzw. AEC (STRAUME et al.,
2000) oder iiber eine APAAP-Reaktion (KORABIOWSKA et al., 1995; WEISS et
al., 1995; VOGT et al., 1997) gefiihrt.

Auch war der p53-Index in der vorliegenden Arbeit signifikant hoher in superfiziell
spreitenden verglichen zu noduldren Melanomen. Im Gegensatz hierzu konnte in
anderen Untersuchungen keine Abhéngigkeit der p53-Expression vom histologischen
Melanomtyp nachgewiesen werden (YAMAMOTO et al., 1995; HIEKEN et al.,
1999). Auch hier sind Unterschiede der Patientenpopulationen, der verwendeten
Antikorper und der Farbemethoden als mogliche Ursache der Diskrepanz zwischen
den verschiedenen Untersuchungen zu nennen.

In der vorliegenden Arbeit bestand keine Abhidngigkeit des p53-Index von
Geschlecht und Alter der Patienten sowie vom Anteil der Melanomzellen in der S-
Phase des Zellzyklus und der Ploidie des Tumors. Eine Reihe friiherer
Untersuchungen konnte ebenfalls keine Abhédngigkeit der p53-Expression von
Geschlecht (ROSS et al., 1997), Alter (STRAUME und AKSLEN, 1997) und Ploidie
des Tumors (AKSLEN et al., 1992; ROSS et al., 1997) nachweisen. Jedoch ist auch
eine signifikante Abhédngigkeit der p53-Expression vom Geschlecht (STRAUME und
AKSLEN, 1997) und vom Alter (ROSS et al.,, 1997) der Patienten beschrieben

worden.
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4.4 Bcl-2 beim malignen Melanom

Bcl-2 wurde urspriinglich als ein bei B-Zell-Lymphomen von Chromosom 18 auf 14
transloziertes  Proto-Onkogen  beschrieben, welches eine Hemmung des
programmierten Zelltodes, der Apoptose, verursacht (TSUJIMOTO und SHIMIZU,
2000). Spéter wurden eine Reihe von zu bcl-2 homologen Proteinen, wie bcl-X;, bel-
w, bax und bad beschrieben, welche zusammen die bcl-2 Proteinfamilie bilden. Ein
interessantes Merkmal dieser Familie ist, dass einige Mitglieder wie bcl-2, bcl-Xp
und bcl-w die Apoptose inhibieren, wihrend andere Mitglieder wie bax und bad die
Apoptose stimulieren (ANTONSSON und MARTINOU, 2000). So konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von bcl-2 die p53-induzierte Apoptose, nicht
jedoch den Gj-Arrest, wirkungsvoll unterdriickt (MARCHENKO et al., 2000). Die
verschiedenen Proteine konnen untereinander Homo- oder Heterodimere bilden, was
thre Aktivitdt als pro- oder antiapoptotische Faktoren moduliert (TSUJIMOTO und
SHIMIZU, 2000). Bcl-2 wird dariiber hinaus durch Phosphorylierung an
verschiedenen Serin- und Threoninresten, sowie durch Proteinspaltung funktionell
inaktiviert. Auch das apoptosefordernde Protein bad wird durch Phosphorylierung
von zwei Serinresten inaktiviert. (ANTONSSON und MARTINOU, 2000). Die
Mechanismen der Apoptoseregulation durch die bcl-2 Proteinfamilie sind noch nicht
vollstindig klar. Es ist gezeigt worden, dass das proapoptotische bax mitochondriale
Porenkomplexe bilden kann, durch welche Cytochrom C freigesetzt wird. Diese
Freisetzung fiihrt tiber eine Aktivierung von Caspasen zur Apoptoseinduktion. Bcl-2
kann die Porendffnung wirkungsvoll inhibieren (ANTONSSON und MARTINOU,
2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Expression von bcl-2 in allen untersuchten
Melanomen nachgewiesen. Eine dhnlich starke bcl-2-Anfirbbarkeit beim kutanen
malignen Melanom wurde auch in anderen Untersuchungen beschrieben (SAENZ-
SANTAMARIA et al., 1994; COLLINS und WHITE, 1995; TANG et al., 1998). In
der hier vorliegenden Arbeit bestand des Weiteren kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen bcl-2-Expression und Tumordicke, Histologie, Ploidie,
Anteil von Zellen in der S-Phase sowie Alter und Geschlecht der Patienten. In der
publizierten Literatur ist die bcl-2-Expression beim malignen Melanom nur selten in
Abhingigkeit von klinischen und histologischen Parametern untersucht worden. In

Ubereinstimmung mit unserer Arbeit konnten auch SAENZ-SANTAMARIA et al.
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(1994) keinen Zusammenhang zwischen bcl-2-Synthese und Breslow herstellen. Bei
uvealen Melanomen konnte des Weiteren kein Zusammenhang zwischen Expression des
Proto-Onkogens und der Prognose hergestellt werden (MOOY et al., 1995). Auch bei
anderen Tumoren ist die bcl-2-Expression hinsichtlich ihrer prognostischen Relevanz
mit verschiedenen Ergebnissen untersucht worden. So wurde bei Prostatakarzinomen
eine Korrelation zwischen Uberexpression dieses Proteins und schlechter Prognose
beschrieben (MATSUSHIMA et al., 1996). Auch ist eine Chemotherapieresistenz von
Hodgkin-Lymphomen (SMOLEWSKI et al., 2000) und Ovarialkarzinomen (MANO et
al., 1999) bei erhohter Anfarbbarkeit der Tumoren fiir bel-2 beschrieben worden.
Dagegen war die Uberexpression von bcl-2 bei Kolon- (OFNER et al., 1995) und
Bronchialkarzinomen (FONTANINI et al., 1995) ein prognostisch giinstiger Faktor.
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4.5 Andere beim malignen Melanom dysregulierten Proteine

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen Ki-67, pS3 und bcl-2 sind in den
letzten Jahren eine Reihe von Signalmolekiilen beim malignen Melanom beforscht
worden, denen eine wichtige Funktion bei der Zellzykluskontrolle zuerkannt wird.
Ziel dieser Arbeiten war es, neue, moglicherweise prognostisch relevante Faktoren zu
untersuchen.

Eine Reihe von Arbeiten hat die Expression von Cyclinen, CDK- und CDK-
Inhibitor-Proteinen bestimmt. So wurde eine Uberexpression der Cycline D1, D3 und
E in malignen Melanomen beschrieben (BALES et al., 1999; FLORENES et al.,
2000). Die Uberexpression von Cyclin D3 korrelierte hierbei signifikant mit einer
schlechten Prognose bei superfiziell-spreitenden Melanomen (FLORENES et al.,
2000). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten konnten INOHARA et al. (1996) nur in
einem von 10 untersuchten malignen Melanomen eine Uberexpression von Cyclin
D1 feststellen.

In mehreren Arbeiten wurde eine signifikante Korrelation zwischen Verlust der
Expression des CDK-Inhibitor-Proteins p16Ink4a und einer schlechten Prognose des
malignen Melanoms hergestellt (REED et al., 1995; STRAUME und AKSLEN,
1997, TALVE et al., 1997, STRAUME et al., 2000). Des Weiteren wurde gezeigt,
dass familidr gehduft auftretende maligne Melanome héufig eine inaktivierende
Mutation des p16h‘k4a-Gens aufweisen (HUSSUSSIAN et al., 1994). Bei sporadisch
auftretenden Melanomen sind die publizierten Daten widerspriichlich: Wahrend eine
Arbeit Mutationen des pl16™*-Gens als seltenes Ereignis beschrieb (HEALY et al.,
1996), wurde die Héufigkeit von Mutationen durch GRUIS et al. (1995) mit 15 %
und durch KUMAR et al. (1998) mit 26 % angegeben.

In einer Studie von KARJALAINEN et al. (1999) wurde demonstriert, dass die
Synthese des CDK-Inhibitor-Proteins p21Cipl mit der Tumordicke invers korrelierte,
d.h. dickere Melanome wiesen einen signifikant niedrigeren p21“?'-Gehalt auf. Im
Gegensatz hierzu wurde in zwei anderen Arbeiten beschrieben, dass p21Cipl v.a. in
fortgeschrittenen Melanomen iiberexprimiert wird (MAELANDSMO et al.,, 1996;
BALES et al.,, 1999). Als mogliche Ursache fiir diesen {iberraschenden Befund
diskutierten BALES et al. (1999), dass p21“P' moglicherweise neben einer anti-
proliferativen auch eine anti-apoptotische Funktion besitzt, eine Uberexpression

somit die gesteuerte Elimination von Tumorzellen durch Apoptose verhindern
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konnte. In derselben Arbeit wurde auch eine erhohte Expression des CDK-Inhibitors
p27%"! bei fortgeschrittenen Melanomen beschrieben (BALES et al., 1999).

In einer Arbeit von SAENZ-SANTAMARIA et al. (1995b) wurde des Weiteren die
Uberexpression des Retinoblastoma-Antigens (pRb) bei malignen Melanomen
beschrieben. Dieses Tumor-Suppressor-Protein ist ein wichtiges Signalmolekiil
unterhalb der Cyclin/CDK-Komplexe, welche es durch Phosphorylierung funktionell
inaktivieren (SHERR, 2000).
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4.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine Ki-67, p53 und bcl-2 in
verschiedenen malignen Melanomen immunhistochemisch nachgewiesen und der Anteil
positiver Zellen an der Gesamttumorzellzahl als Index angegeben. Durch diese
Untersuchung sollte bestimmt werden, ob der immunhistochemische Nachweis der
verschiedenen Proteine mit etablierten klinischen und histologischen Kriterien beim
malignen Melanom im Zusammenhang steht und somit potentiell bei der
Abschédtzung von klinischem Verlauf und Prognose des malignen Melanoms

einsetzbar sein konnte.

Es konnte statistisch signifikant eine Abhéngigkeit des mittleren p53-Index von der
Tumordicke und dem histologischem Typ beobachtet werden. Des Weiteren bestand
ein Trend (p=0,08) zu einem niedrigeren Ki-67-Index in diploiden verglichen zu
aneuploiden Tumoren. Alle anderen untersuchten histologischen und klinischen
Parameter zeigten keine statistisch signifikante Abhédngigkeit von den verschiedenen
Indices. Einschrinkend ist anzumerken, dass selbst in den statistisch signifikant
unterschiedlichen Gruppen eine starke Uberlappung der individuellen Indices
bestand. In der publizierten Literatur fanden sich sowohl die vorliegende Arbeit
bestdtigende als auch abweichende Ergebnisse. Auch bestehen starke Unterschiede
zwischen den  publizierten  Arbeiten  hinsichtlich der  Resultate  und

SchluB3folgerungen.

Es ist daher im Ergebnis dieser Arbeit in Zusammenschau mit der publizierten
Literatur davon auszugehen, dass die immunhistochemische Anfarbung von Ki-67,
pS3 und bcl-2 nur von bedingtem Nutzen sein wird, um den klinischen Verlauf und
die Prognose des malignen Melanoms im individuellen Fall abzuschitzen. Solange nicht
spezifischere Marker gefunden werden, sind etablierte Kriterien wie Breslow
und Clark weiterhin der Goldstandard, um den Verlauf der Melanomerkrankung
klinisch einzuschdtzen und die Therapie zu planen. Allerdings erscheint es wichtig,
weiter nach Markern zu suchen, die eine verldsslichere Prognoseeinschitzung und
Therapieempfehlung ermoéglichen. Das Wissen zur Wachstumsregulation hat in den

letzten Jahren rapide zugenommen, und es ist wahrscheinlich, dass dieses Wissen in
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den nichsten Jahren helfen wird, neue und bessere histologische Tumormarker zu

etablieren.
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5 Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist der bdsartigste Tumor der Haut. Es ist weltweit der am
schnellsten zunehmende maligne Tumor. Seine Inzidenz hat in den letzten 20 Jahren
in Europa bei hellhdutigen Personen mit einer Steigerungsrate von 3-7 %
zugenommen. Zur Prognoseabschitzung werden beim malignen Melanom
verschiedene pathologische und klinische Kriterien verwandt. Von besonderer
Wichtigkeit ist hierbei die Bestimmung der Tumordicke nach Breslow und der
Eindringtiefe nach Clark. Nur die frithen Stadien der Tumorerkrankung konnen durch

chirurgische Maflnahmen kurativ behandelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen klinischen
und pathologischen Kriterien der Melanomerkrankung einerseits und der Expression
von Ki-67, p53 und bcl-2 andererseits untersucht. Eine Abhéngigkeit der Prognose
verschiedener Tumoren von der Expression dieser 3 Proteine ist beschrieben worden. Es
wurden 26 maligne Melanome des Patientengutes der Universititsklinik und Poliklinik
fir Dermatologie und Venerologie Halle immunhistochemisch mit spezifischen
primidren Antikdrpern untersucht. Der Anteil positiver Zellen an der

Gesamttumorzellzahl wurde als Index in Prozent angegeben.

Alle 26 Melanome waren féarberisch Ki-67-positiv. Es konnte ein Trend (p=0,08) zu
einem erhohten Ki-67-Index in aneuploiden verglichen zu diploiden Tumoren
festgestellt werden. Daneben lieen sich keine signifikanten Unterschiede im Ki-67-
Index in Abhingigkeit von der Dicke und Eindringtiefe des Tumors nach Breslow
und Clark, dem histologischen Typ, dem Anteil der Zellen in der S-Phase sowie vom
Alter und Geschlecht der Personen feststellen. Alle untersuchten Melanome zeigten eine
positive Anfarbbarkeit fliir p53. Der p53-Index war signifikant hoher in
Melanomen diinner 1,5 mm. Auch war der Anteil p53-positiver Zellen signifikant
grofer in superfiziell spreitenden verglichen zu noduldren Melanomen. Alle anderen
untersuchten Kriterien zeigten keine signifikanten Unterschiede. Auch bcl-2 war in allen
Tumoren immunhistochemisch nachweisbar. Allerdings lie3 sich kein Zusammenhang
zwischen der Expression dieses Proteins und den untersuchten histologischen und

klinischen Parametern nachweisen.
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Die Proteine Ki-67, p53 und bcl-2 konnten somit in allen untersuchten Melanomen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse in Zusammenschau
mit der publizierten Literatur, welche sowohl die vorliegende Arbeit bestitigende als
auch abweichende Resultate beinhaltet, weisen darauf hin, dass der
immunhistochemische Nachweis der drei Proteine wahrscheinlich nur von
eingeschriankter Bedeutung sein wird, um die Prognose und adédquate Therapie des
malignen Melanoms festzulegen. Jedoch ist davon auszugehen, dass das weitere
Wissen um die Kontrolle von Proliferation und Apoptose zur Beschreibung neuer
Marker fithren wird, deren Bestimmung zusitzlich zu den etablierten klinischen und
pathologischen Kriterien beim malignen Melanom zukiinftig von Bedeutung sein

wird.
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7 Stammdaten der untersuchten Melanome

Prip.-Nr. Alter J/Q Hist. Clark Breslow Ploidie % S  Ki-67

3524b/96 69
2803a/96 84
2900a/96 52

SSM 0,40 aneuploid 6,00 0,21
SSM 0,35 aneuploid 10,20 0,17
SSM 1 0,50  diploid 4,30 0,23

160b/92 67 w NM 4 15,00 aneuploid 11,60 0,50
853a/92 70 w NM 4 8,20 diploid 14,40 0,44
916b/91 20 w NM 4 3,50 diploid 6,70 0,06
7416/94 71 w NM 4 5,60 diploid 8,50 0,31
215a91 68 w NM 4 12,00 diploid 5,72 0,16
625/95 65 w NM 4 3,40 diploid 8,50 0,11
683291 46 w NM 5 4,70  diploid 8,80 0,05
555b/91 60 m NM 3 2,50 aneuploid 16,40 0,17
3523/96 70 w NM 3 3,20 aneuploid 10,60 0,60
533a/97 68 w NM 4 4,00 diploid 19,70 0,49
934a/96 60 m SSM 3 1,28  diploid 11,20 0,55
1523/95 36 w SSM 2 0,50 diploid 6,70 0,13
275a91 66 w SSM 3 0,80  diploid 12,07 0,15
833a91 71 m SSM 2 0,78  diploid 12,34 0,28
2366a/96 51 w SSM 3 1,20  diploid 12,40 0,25
3222b/96 44 m SSM 2 0,76 aneuploid 18,70 0,64
501a91 69 w SSM 4 1,58 aneuploid 6,78 0,32
21376/91 53 m SSM 4 1,20 aneuploid 16,80 0,24
2407b/96 35 m SSM 3 1,30 aneuploid 10,20 0,24
3373296 73 w SSM 3 1,10 aneuploid 8,70 0,45
3372b/96 43 m SSM 2 1,15 diploid 5,00 0,25
2992/96 44 w SSM 2 0,20 aneuploid 8,80 0,33
1236/95 61 m SSM 2 0,40 diploid 4,40 0,06

w 2

w 2

w
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pS3
0,42
0,61
0,31
0,37
0,28
0,75
0,34
0,21
0,63
0,77
0,80
0,64
0,54
0,66
0,81
0,68
0,88
0,57
0,79
0,73
0,85
0,61
0,76
0,66
0,62
0,69

Bcl-2
0,89
0,60
0,87
0,81
0,37
0,70
0,61
0,56
0,47
0,86
0,76
0,10
0,82
0,68
0,76
0,58
0,81
0,66
0,77
0,41
0,86
0,53
0,62
0,71
0,53
0,67



THESEN

zur

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin (Dr.med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultét
der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg

Universitétsklinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Vernerologie

von Maria V. Falhauer

geboren am 18.04.1974 in Halle

58



. Das maligne Melanom ist der bdsartigste Tumor der Haut. Es ist eine der am

schnellsten zunehmenden malignen Erkrankungen weltweit.

. Zur Prognoseabschitzung und Therapiefestlegung werden beim malignen
Melanom verschiedene pathologische und klinische Kriterien, wie die
Bestimmung der Tumordicke nach Breslow und der Eindringtiefe nach Clark

verwandt.

. Die Proteine Ki-67, p53 und bcl-2 werden in einer Reihe von Tumoren
iiberexprimiert. Auch ist gezeigt worden, dass die Synthese dieser Proteine in

einer Reihe von Malignomen mit der Prognose korreliert.

. Die immunhistochemische Anfiarbung von Ki-67, p53 und bcl-2 ist eine
geeignete Methode, um diese Proteine beim malignen Melanom nachzuweisen.
Der Anteil von positiven Zellen an der Gesamttumorzellpopulation kann hierbei

als Index in Prozent angegeben werden.

. Ki-67 kann in allen 26 untersuchten malignen Melanomen immunhistochemisch

nachgewiesen werden. Als Antikorper wird MIB-1 verwendet.

. Es besteht ein Trend (p=0,08) zu einem erhohten Ki-67-Index in aneuploiden
Tumoren verglichen zu diploiden Melanomen. Des Weiteren lassen sich keine
statistisch ~ signifikanten ~Zusammenhidnge zwischen Ki-67-Expression und
Tumordicke, Eindringtiefe, histologischem Typ, Anteil der Zellen in der S-Phase,
Alter und Geschlecht der Patienten herstellen.

. Das Tumor-Suppressor-Protein p53 kann in allen untersuchten malignen
Melanomen nachgewiesen werden, wobei der spezifische primédre Antikorper

DO7 verwendet wird.

. Der p53-Index ist in der untersuchten Patientenpopulation signifikant héher in
Melanomen diinner 1,5 mm. Auch ist der Anteil p53-positiver Zellen signifikant
grofler in superfiziell spreitenden verglichen zu noduldren Melanomen. Dagegen
besteht keine statistische Signifikanz zwischen p53-Index einerseits und Ploidie,

Anteil der Zellen in der S-Phase, Alter und Geschlecht der Patienten andererseits.
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10.

11.

12.

13.

Bel-2 kann in allen untersuchten Meanomen nachgewiesen werden, unter

Verwendung des priméren Antikdrpers bel-2 (clone 124).

Es besteht keine statistische Signifikanz zwischen bcl-2-Expression und den

untersuchten klinischen und histologischen Kriterien.

Die Ergebnisse von vergleichbaren Studien differieren untereinander sehr stark.
Teilweise werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigt, teilweise sind sie
kontrdr. Als mdgliche Ursache der Diskrepanz zwischen den verschiedenen Arbeiten
sind Unterschiede der Patientenpopulationen, der verwendeten

Antikorper und der Farbemethoden zu nennen.

Die immunhistochemische Bestimmung von Ki-67, p53 und bcl-2 ist nur
begrenzt zu gebrauchen, um eine Prognoseabschétzung sowie Therapieplanung beim

malignen Melanom vorzunehmen.

Es ist wichtig, weitere Marker auf ihre Relevanz hinsichtlich Prognose und

Therapieentscheidung beim malignen Melanom zu untersuchen.
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