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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1  Das maligne Melanom der Haut
1.1.1 Epidemiologie

Beim malignen Melanom der Haut handelt es sich um einen bdsartigen Tumor, dessen
Entstehung durch die neoplastische Umwandlung epidermaler Melanozyten erfolgt. Weltweit
findet sich eine steigende Inzidenz des kutanen Melanoms in allen kaukasischen Populationen,
wodurch es inzwischen ein wesentliches Problem der 6ffentlichen Gesundheit darstellt [Lens,
2008]. In Europa verzeichnet Skandinavien die hochste Inzidenzrate, in mediterranen Lénder ist
sie am niedrigsten [Garbe et al, 2001]. Andere Teile der Welt wie die USA oder Australien
weisen eine deutlich hohere Inzidenz auf.

In Deutschland betrug die altersstandardisierte Inzidenz im Jahr 2004 bei Minnern etwa 13, bei
Frauen 16 Fiélle pro 100.000 Einwohner und Jahr, wobei trotz steigender Inzidenz die
Sterblichkeit seit den 1970er Jahren keine wesentliche Verdnderung zeigte [Robert Koch-Institut
und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V (Hrsg.), 2008].

Dies ist wahrscheinlich auf verbesserte Priventionsmafinahmen zuriickzufiihren.

Die Tumor-spezifische 10-Jahresiiberlebensrate betrdgt bei Primartumoren ohne Nachweis von
Metastasen 75%-85% [Garbe et al, 2007] und sinkt nach erfolgter Metastasierung drastisch ab.
Wihrend die meisten Melanome bei Patienten im Alter von 50 bis 60 Jahren diagnostiziert
werden, finden sich auch etwa 22% aller diagnostizierten Melanome bei Patienten vor dem
vierzigsten Lebensjahr [Garbe et al, 2001]. Neben Alter und Geschlecht beeinflusst auch die
ethnische Herkunft die Hiaufigkeit der Neuerkrankungen beim malignen Melanom. Bei der
hellhdutigen Bevolkerung liegen die Inzidenzraten deutlich hoher als bei Afroamerikanern,
amerikanischen Ureinwohnern und Asiaten [Cormier et al, 2006]. Menschen mit positiver
Familienanamnese, einer groferen Zahl kutaner Navi sowie mit schweren Sonnenbrianden in der
Kindheit besitzen ein signifikant erhohtes Risiko fiir die Entstehung eines malignen Melanoms

[Cho et al, 2005].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des malignen Melanoms ist bis heute weitgehend ungeklirt. Von den bekannten

Umwelteinfliissen ist bei der Entstehung die UV-Exposition von besonders hohem Stellenwert.
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Dabei war zunichst nicht klar, welchen Rang hierbei Muster und Zeitintervall der UV-
Exposition einnehmen [Walter et al, 1999]. Es konnte jedoch mit Hilfe von epidemiologischen
Studien gezeigt werden, dass das Risiko, ein malignes Melanom zu entwickeln, nicht mit der
kumulativen, sondern der intermittierenden Sonnenexposition assoziiert zu sein scheint [Leiter et
al, 2008]. Einen starken UV-assoziierten Risikofaktor zur Entwicklung eines malignen
Melanoms stellt die Exposition mit hoher, Sonnenbrand verursachender UV-Strahlung wéhrend
der Kindheit dar [Marks, 2000]. Auch die regelméfBige Nutzung kiinstlicher Braunungsanlagen
erhoht das Risiko einer Melanomentstehung [Walter et al, 1990]. Trotz der Bedeutung der
intermittierender UV-Exposition fiir die Genese eines malignen Melanoms kann auch chronische
Exposition die Ausbildung bestimmter Subtypen unterstiitzen. Es konnte gezeigt werden, dass
Melanome im Bereich des Kopfes und Nackens eher mit chronischer Sonneneinwirkung
einhergehen, wihrend Melanome des Stamms vermehrt infolge intermittierender

Sonneneinwirkung auftreten [ Whiteman, 2006].

Neben externen Einfliissen spielen auch individuelle Parameter eine wichtige Rolle bei der
Genese eines malignen Melanoms. So entwickeln sich etwa 30% aller Melanome in Verbindung
mit einem fiir gewohnlich dysplastischen Néavus als Wegbereiter [Seykora et al, 1996], welcher
bereits als Zwischenstufe zur Tumorentstehung gesehen werden kann. Zusitzlich weisen
Menschen, die unter dem ,,Syndrom der dysplastischen Néavi“ (englisch: atypical mole
syndrome) leiden, ein erhohtes Risiko auf, an einem malignen Melanom zu erkranken [Slade et
al, 1995]. Im Gegensatz zu dysplastischen Navi scheinen kleine und mittelgroe kongenitale

Névi kein erhohtes Risiko darzustellen [Lang, 2002].

Zunehmende Bedeutung bei der Entstehung eines Melanoms nimmt die Immunsuppression im
Rahmen der drztlichen Intervention ein. Diese geschieht insbesondere in Folge von
Organtransplantationen oder der Therapie immunologischer Erkrankungen. Untersuchungen
zeigten, dass nierentransplantierte Patienten im Vergleich zur gewdhnlichen Bevdlkerung eine
etwa vierfach hohere Wahrscheinlichkeit aufweisen, ein Melanom zu entwickeln [Hollenbeak et
al, 2005]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch im Zusammenhang mit der Therapie der
Rheumatoiden Arthritis gemacht. Hier hatten beispielsweise mit Methotrexat immunsupprimierte
Patienten eine verglichen zur Normalbevolkerung dreimal hohere Wahrscheinlichkeit, ein

Melanom auszubilden [Buchbinder et al, 2008].
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Es wird auch die Mdglichkeit einer Beteiligung von Viren an der Entstehung oder Erhaltung des
Tumors diskutiert, insbesondere fiir Korperregionen, die nur in geringem Male eine UV-
Exposition erfahren, wie beispielsweise dem Rektalbereich [Fratesi et al, 2008]. So wurde
beispielsweise das Melanom-assoziierte Retrovirus (MelARV) sowohl bei Méusen als auch
Menschen identifiziert, und es konnte gezeigt werden, dass dieses Virus sowohl durch Insertion
zur Mutagenese beitrdgt als auch die Immunkontrolle beeinflufit [Hengge, 2008]. Es wurden
auch Hinweise gefunden, dass Melanomzellen retrovirusartige Partikel produzieren und sowohl
in Primirtumoren als auch Metastasen retrovirale Gene exprimiert werden [Muster et al, 2003].
Die Bedeutung von Viren fiir die Entstehung des malignen Melanoms ist jedoch bisher noch
weitgehend ungeklért.

Die Rolle Traumata bei der Genese eines malignen Melanoms ist gleichfalls Zeit noch
weitgehend unklar. Obwohl epidemiologische, klinische und wissenschaftliche Forschungen
darauf hindeuten, dass kein wursdchlicher Zusammenhang zwischen einzelnen oder
persistierenden traumatischen Ereignissen und der Melanomentstehung existiert [Kaskel et al,
2000] kann eine Beteiligung von Traumata an der Tumorgenese bisher noch nicht eindeutig

ausgeschlossen werden.

1.1.3 Klinische Diagnostik und Klassifikation

Obwohl die klinische Begutachtung einer Hautverdnderung bereits Hinweise auf das Vorliegen
eines malignen Melanoms liefern kann, ist eine endgiiltige Diagnose nur im Rahmen der
histologischen Begutachtung moglich. In der Klinik bereits seit langem etabliert sind die
sogenannten ABCD(E)-Kriterien, welche klinisch-morphologische Charakteristika des malignen
Melanoms beschreiben. Sie umfassen: A = Asymmetrie des Aufbaus; B = Begrenzung
unregelmafig; C = englisch: Color, inhomogene Kolorierung; D = Durchmesser > 6 mm; E =
Erhabenbheit.

Zur Optimierung der visuellen Begutachtung wird im klinischen Alltag zusitzlich hiufig ein
Dermatoskop verwendet, mit dem eine etwa 10-fache Vergroerung der Hautoberfldche [Stolz et
al, 1994] und damit eine bessere Beurteilbarkeit erreicht werden kann. Wenn eine
Hautverinderung mehrere ABCD(E)-Kriterien erfiillt, folgt zur weiteren histologischen
Begutachtung die Exzision. Aufgrund mannigfaltiger Erscheinungsformen konnen maligne

Melanome jedoch trotz ABCD(E)-Kriterien iibersehen werden [Fernandez et al, 2004].
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Abhéngig von klinischen und histologischen Kriterien werden heute die folgenden vier
Haupttypen des malignen Melanoms unterschieden:

1) Superfiziell-spreitendes Melanom (SSM). Das SSM ist mit 60-70% die am héaufigsten
diagnostizierte Form des malignen Melanoms [Wallon-Dumon et al, 2003]. Zusammen mit dem
Noduldren Melanom stellt es auch die hdufigste Form bei den in der Kindheit auftretenden
Melanomen dar [Prosdocimo et al, 2002]. Ein SSM kann sowohl ,,de novo* auf zuvor klinisch
unauffilliger Haut entstehen als auch aus einem Niavus hervorgehen. Dabei tritt es bevorzugt,
wenn auch nicht ausschlieBlich, am Korperstamm und den Extremititen auf [Su, 1997]. Die
Prognose beim SSM ist verglichen mit anderen Subtypen relativ gut, da es fiir gewohnlich
bereits wihrend der initialen radialen Wachstumsphase diagnostiziert werden kann [Blois et al,

1977], in der eine Metastasierung duflerst unwahrscheinlich ist.

2) Lentigo-Maligna-Melanom (LMM). Das LLM ist mit 5-10% ein deutlich seltenerer Subtyp des
malignen Melanoms [Wallon-Dumon et al, 2003]. Dessen ungeachtet finden sich Hinweise auf
Anderungen der Epidemiologie, wobei das LLM aufgrund wechselnder Muster bei
Sonnenexposition oder Umweltfaktoren inzwischen haufiger aufzutreten scheint [Forman et al,
2008]. Dieser Subtyp entsteht bevorzugt bei Patienten mittleren oder hdheren Alters in Regionen
der Haut mit chronischer UV-Exposition (Gesicht, Unterschenkel) auf dem Boden einer Lentigo
Maligna. Bei einer Lentigo Maligna handelt es sich um das intracpidermale Wachstum
atypischer Melanozyten, welches ein Carcinoma-in-situ darstellt. Eine Lentigo Maligna geht in
30-50% der Fille in ein LMM {iber [Gaspar et al, 1997]. Aufgrund seiner relativ langen radialen
Wachstumsphase ist die Prognose des LMM vergleichsweise gut.

3) Nodulares Melanom (NM). Das NM hat an den insgesamt diagnostizierten Melanomen einen
Anteil von etwa 15%, gleichzeitig stellt dieser Subtyp aber bis zu 70% der mehr als drei
Millimeter dicken Melanome dar. Ein wesentliches Charakteristikum dieses Subtyps ist der sehr
friihe Ubergang in die vertikale Wachstumsphase, sodass es zu einer rasch zunehmenden
Invasionstiefe des Tumors kommt [Kelly et al, 2003]. Daher besitzt das NM eine sehr schlechte

Prognose.

4) Akrolentigindses Melanom (ALM). Das ALM ist mit 5% [Wallon-Dumon et al, 2003] ein
relativ seltener Subtyp. Allerdings stellt es bei dunkelhdutigen Menschen eine der hédufigsten

Unterformen dar [Coleman et al, 1980 ]. Es tritt bevorzugt an den Handinnenflachen und
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FuBsohlen oder auch als Nagelmelanom auf. Die Uberlebensraten beim ALM #hneln denen des

Nodulédren Melanoms und sind damit vergleichsweise schlecht [Kuchelmeister et al, 2000].

Neben den vier Haupttypen gibt es weitere, seltene Formen des malignen Melanoms,
insbesondere im Bereich des Auges und der Schleimhdute. In der Klinik stellt das amelanotische
Melanom eine besondere diagnostische Herausforderung dar, da ihm aufgrund fehlender
Pigmentierung ein wesentliches Charakteristikum des malignen Melanoms fehlt. Bei nicht-
heilenden, erythematésen Hautverdnderungen auch ohne Pigmentierung oder Ulzeration sollte
daher an die amelanotische Form gedacht und eine Biopsie durchgefiihrt werden [Coras B et al,

2004].

Die Stadieneinteilung beim malignen Melanom erfolgt auf Basis der vom American Joint
Committee of Cancer (AJCC) vorgeschlagenen TNM-Klassifikation [Balch et al, 2001]
entsprechend den Empfehlungen der ,,.Deutschen Leitlinie malignes Melanom* (Herausgeber:
Deutsche Krebsgesellschaft und Deutsche Dermatologische Gesellschaft). Die TNM-
Klassifikation beriicksichtigt den Primirtumor (T), den regionidren Lymphknotenstatus (N) und
Fernmetastasierung (M). Dabei sind unter anderem die Tumordicke, der Clark-Level und
Ulzerationsgrad von Bedeutung. Die Tumordicke, der maximale vertikale Tumordurchmesser,
wird in Anlehnung an die Arbeit von A. Breslow ausgehend vom Stratum granulosum der
Epidermis bis zum Punkt der groBten Eindringtiefe gemessen und klassifiziert [Breslow, 1970].
Der Clark-Level gibt die vertikale Invasion des Tumors in die Dermis beziehungsweise das
subkutane Fettgewebe an. Eine Ulzeration ist charakterisiert durch das Fehlen einer intakten

Epidermis, welche grofle Teile des Melanoms bedeckt [Balch et al, 2001, Tabelle 1.1.1].

Tabelle 1.1.1  Stadieneinteilung des malignen Melanoms mit 10-Jahre-Uberleben

. o Regionire Fernmetastasen | 10-Jahre-
S Rt (1) Lymphknotenmetastasen (N) (M) Uberleben
0 In-situ Tumore keine keine -
1A < 1,0 mm, keine Ulzeration keine keine 88%
< 1,0 mm mit Ulzeration oder keine keine

B Clark-Level IV oder V 81 %
1,01-2,0 mm, keine Ulzeration keine keine
1,01-2,0 mm mit Ulzeration keine Keine

ITA 64 %
2,01-4,0 mm, keine Ulzeration keine
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2,01-4,0 mm mit Ulzeration keine keine
1B 52%
> 4,0 mm, keine Ulzeration keine keine
1IC > 4,0 mm mit Ulzeration keine keine 32 %
IIA jede Tumordicke, keine Ulzeration | Mikrometastasen keine 60 %
jede Tumordicke mit Ulzeration Mikrometastasen keine
MIB jede Tumordicke, keine Ulzeration | bis zu drei Makrometastasen keine 40%
jede Tumordicke + Ulzeration keine Satelliten und/oder in- keine
transit-Metastasen
jede Tumordicke mit Ulzeration bis zu drei Makrometastasen keine
jede Tumordicke + Ulzeration vier oder mehr Makrometastasen keine
IIc oder kapseliiberschreitender 19 %
Lymphknotenbefall oder Satelliten
und/oder in-transit-Metastasen mit
Lymphknotenbefall
v Fernmetastasen 8 %

1.1.4 Prognostische Parameter

Die Tumordicke nach Breslow ist ein wesentlicher Parameter in Bezug auf die Prognose beim
malignen Melanom. Dabei haben insbesondere Tumoren ab einer Dicke von etwa drei
Millimetern eine hohe Metastasierungswahrscheinlichkeit und sind damit fiir den Patienten
prognostisch unglinstig. Haufig ist eine zunehmende Tumordicke zusdtzlich von anderen
prognostischen Parametern begleitet wie zunehmendem Alter, mannlichem Geschlecht oder

Lokalisation des Primértumors [Osborne et al, 2001].

Neben der Tumordicke ist auch der Clark-Level von prognostischer Bedeutung. Die Einteilung
erfolgt hier entsprechend der Clark-Klassifikation [Clark et al, 1969, Tabelle 1.1.2], wobei sich
die Prognose des Patienten mit zunehmendem Clark-Level verschlechtert [Marghoob et al,
2000]. Obwohl sowohl die Tumordicke nach Breslow als auch der Invasionslevel nach Clark mit
der Uberlebenszeit von Melanompatienten korrelieren, besitzt der Clark-Level insgesamt

wahrscheinlich einen geringeren Vorhersagewert [Balch et al, 1978].

Tabelle 1.1.2 Clark-Klassifikation

Clark-Level Histologische Kriterien
I Tumorzellen allein in der Epidermis oberhalb der Basalmembran
II Tumorzellen durch die Basalmembran bis in das Stratum papillare
I Tumorzellen bis in die Grenzzone zwischen Stratum papillare und Stratum retikulare
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v Tumorzellen zwischen Kollagenfasern im Stratum retikulare

v Tumorzellen bis in das subkutane Fettgewebe

Der Ulzerationsgrad des Primértumors ist beim malignen Melanom ebenfalls von prognostischer
Bedeutung fiir den Patienten, da eine Ulzeration sich negativ auf dessen Prognose auswirkt und
mit einer erh6hten Metastasierungswahrscheinlichkeit einhergeht.

Auch das Geschlecht stellt einen Einflufaktor fiir die Prognose von Melanompatienten dar.
Frauen besitzen unabhéngig von anderen prognostischen Faktoren eine relativ bessere Prognose
[de Vries et al, 2008]. Der prognostische Vorteil scheint unabhéngig vom Alter und insbesondere
unabhingig von der prae- beziechungsweise postmenopausalen Lebensphase zu sein [Stidham et

al, 1994].

Unabhéngig von den bereits erwdhnten prognostischen Faktoren existiert noch eine Vielzahl
weiterer Parameter, die Einflul auf den Krankheitsverlauf nehmen kénnen. Dazu gehoren:
Lymphknotenstatus, Alter, Lokalisation sowohl des Primértumors als auch der Metastasen,
Mitoserate, Regressionszeichen, lymphozytires Infiltrat, Vaskularisierung, Satelliten — und in-
transit-Metastasen [Homsi et al, 2005] sowie der Hauttyp. Insbesondere haben Patienten mit
metastasierten Melanomen eine deutlich schlechtere Prognose als Patienten, bei denen noch
keine Metastasierung aufgetreten ist, weshalb eine friilhe Erkennung von besonderer Bedeutung

ist.

1.1.5 Therapie

Die heute erfolgversprechendste Therapie des nicht metastasierten malignen Melanoms besteht
in der vollstindigen operativen Entfernung, weshalb die iiberwiegende Zahl an primiren
malignen Melanomen durch chirurgische Exzision angegangen wird. Sicherheitsabstinde von 1-
2 cm abhédngig von der Tumordicke scheinen auszureichen [Hauschild et al, 2003]. In
anatomisch schwierigen Regionen (Gesicht, Akren) wird gegebenenfalls auch mikrographisch -
kontrolliert exzidiert, um die Sicherheitsabstinde reduzieren zu konnen. Dabei scheint das
Zeitintervall zwischen diagnostischer Exzision und nachfolgender weiter Exzision des Tumors
bei zweizeitigem Vorgehen auf die Uberlebenszeit oder Rezidivrate keinen EinfluB zu nehmen
[McKenna et al, 2002]. Bei nachgewiesenem Lymphknotenbefall wird eine regiondre

Lymphknotendissektion in Betracht gezogen. Auflerdem hat sich in Bezug auf die Prognose die
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Wichterlymphknotenbiopsie als invasiv-diagnostische Mallnahme bewidhrt [Markovic et al,

2007]. Gegebenenfalls kann zusitzlich die Entfernung von Metastasen operativ erfolgen.

Die Strahlentherapie stellt eine weitere Behandlungsoption beim malignen Melanom dar. Bei
Primértumoren erscheint sie insbesondere unter palliativen Gesichtspunkten zur lokalen
Tumorkontrolle beitragen zu kdnnen [Seegenschmiedt MH et al, 1999]. Auch die elektive
Bestrahlung bei Hochrisikopatienten kann zur postoperativen Kontrolle der Erkrankung sinnvoll
sein [Cooper et al, 2001]. Zusétzlich kommt die Strahlentherapie bei der Behandlung von

Metastasen, ebenfalls unter palliativen Gesichtspunkten, zum Einsatz.

Chemotherapeutika zeigten zur Therapie des metastasierten malignen Melanoms bisher
insgesamt nur geringe Erfolge. Dacarbazin (DTIC) als Monochemotherapeutikum zeigte
beispielsweise nur eine etwa 20%ige Ansprechrate fiir einen Zeitraum von fiinf bis sechs
Monaten [Serrone et al, 2000]. Andere Monochemotherapeutika wie Fotemustin und
Temozolomid weisen dhnliche Ansprechraten auf, wobei sie insbesondere bei Patienten mit
Hirnmetastasen eine vergleichsweise gute Option darstellen. Die verschiedenen Kombinationen
mehrerer Chemotherapeutika zeigten Ansprechraten von 20-40%. Ebenfalls niedrig mit 10-20%
sind die Ansprechraten beim alleinigen FEinsatz von Zytokinen wie Interferon-alfa and
Interleukin-2. Die Kombination verschiedener Regime kann jedoch deutlich hdhere
Ansprechraten von bis zu 60% aufweisen [Anderson et al, 1995].

Trotz unterschiedlicher therapeutischer Ansitze [Eberle et al, 2007] ist bisher keine Heilung des
metastasierten malignen Melanoms moglich. Von grundlegender Bedeutung hierfiir ist dessen
Resistenz gegeniiber der konventionellen Chemotherapie, welche insbesondere auf einer

Dysregulation der Apoptose beruht.

1.2 Apoptose
1.2.1 Allgemeines

Sowohl die Entstehung neuer Zellen als auch der Zelltod sind wesentliche Voraussetzungen fiir
einen probat funktionierenden mehrzelligen Organismus. Der Zelltod wird dabei in drei
Kategorien eingeteilt: Typ I (Apoptose), Typ II (Autophagie) und Typ III (Nekrose) [Lockshin et
al, 2004]. Die Apoptose wird klassischerweise als aktiver (programmierter), die Nekrose als

passiver Zelltod bezeichnet. Dem passiven Sterben wird dabei eher ein unbeabsichtigter, starker
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und chaotischer Ablauf zugeschrieben, wihrend der Ablauf des aktiven Zellsterbens auf eine
kontrollierte Art und Weise abliuft [Fietta, 2006]. Neuere Beobachtungen weisen jedoch darauf
hin, dass eine solche kategorische Abgrenzung die Vorginge des Zelltodes nur unzurreichend
beschreibt. So konnte gezeigt werden, dass bestimmte Signalwege, wie Todesrezeptor-
vermittelte Wege, Kinasekaskaden und mitochondriale Wege sowohl bei Apoptose als auch
Nekrose eine Rolle spielen und beide Signalwege modulieren [Proskuryakov et al, 2003]. In
einem gesunden Organismus miissen sich die Entstehung neuer Zellen beziehungsweise der
Erhalt vorhandener Zellen und der kontrollierte Zelltod im Gleichgewicht befinden.
Ungleichgewicht aufgrund einer gestérten Regulation bei Apoptosevorgingen fiihrt zu
verschiedensten Erkrankungen, darunter Krebs-, Autoimmun- und degenerative Leiden [Cory et

al, 2002].

Die Apoptose wurde 1972 erstmals beschrieben [Kerr et al, 1972]. Sie spielt eine wichtige Rolle
bei der Embryogenese, der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase und dem Immunsystem.
Morphologisch ist die Apoptose durch Zellschrumpfung, Zellfragmentierung mit Entstehung
sogenannter Apoptosekorperchen (englisch: apoptotic bodies), Phagozytosevorgidngen und der
Kondensation nuklearen Chromatins gekennzeichnet. Biochemische Charakteristika sind: DNA-
Fragmentierung und Caspasen-Aktivierung, wobei diese Vorginge ohne begleitende
Entziindungsreaktionen ablaufen [Saraste et al, 2000]. Die Apoptose kann durch verschiedene

Faktoren induziert werden, darunter genotoxische Reize wie Strahlung, oxidativer Stre3 oder

Krebstherapeutika. Auch Entzug von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen kann proapoptotische
Wirkung besitzen [Kim R et al, 2006].

Bis heute werden zwei grundsétzliche Apoptosewege unterschieden: (1) extrinsische
Signalwege, bei welchen membranstindige Todesrezeptoren eine zentrale Rolle spielen und (2)
intrinsische Signalwege, bei welchen mitochondriale Funktionen im Mittelpunkt stehen [Soengas
et al, 2003]. Dennoch sind extrinsische und intrinsische Signalwege nicht vollstindig
voneinander unabhédngig, statt dessen bestehen diverse Verbindungen, aufgrund derer eine

gegenseitige Beeinflussung stattfindet [Sprick et al, 2004].

Unter den meisten untersuchten Umstinden fiihren die verschiedenen Signalwege zur

Aktivierung unterschiedlicher Cystein-Aspartat-Proteasen, den sogenannten Caspasen. Es konnte
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bisher bei Sadugetieren eine Vielzahl unterschiedliche Caspasen identifiziert werden, wobei die
fiir die Apoptose relevanten Caspasen in zwei Kategorien eingeteilt werden: (1) Initiator- und (2)
Effektorcaspasen. Dariiber hinaus sind Entziindungscaspasen bekannt. Initiatorcaspasen sind die
Caspasen 2, 8, 9 und 10, zur Gruppe der Effektorcaspasen gehoren die Caspasen 3, 6 und 7. Alle
Caspasen werden als katalytisch inaktive Vorform (Procaspase) in den Zellen synthetisiert und
spater durch Prozessierung aktiviert. Dabei erfolgt die Aktivierung der Initiatorcaspasen meist
autokatalytisch, wihrend die Effektorcaspasen iiberwiegend von Initiatorcaspasen aktiviert
werden. Nach ihrer Aktivierung vollziehen die Effektorcaspasen die proteolytische Spaltung
einer ganzen Reihe von Zellsubstraten (Todessubstraten), was letztendlich den Zelltod
herbeifiihrt [Shi Y, 2002]. Eine zentrale Rolle bei der Kontrolle und Regulation dieser Vorgidnge
spielen die Inhibitor-of-Apoptosis-Proteine (IAPs). Sie konnen den Zelltod bei diversen Stimuli

verhindern, unter anderem durch direkte Inhibition von Caspasen [Deveraux et al, 1997].

1.2.2 Extrinsische Signalwege

Bei den verschiedenen extrinsischen Signalwegen nehmen membranstindige Todesrezeptoren
eine zentrale Funktion ein. Sie sind Vermittler zwischen extrazelluliren Signalen und
intrazelluldren Signalkaskaden, die letztendlich zum kontrollierten Zelltod fiihren konnen. Es
sind heute eine Reihe von Todesrezeptoren bekannt [Bhardwaj et al, 2003]. Die grundlegenden
Mechanismen, mit welchen die unterschiedlichen Todesrezeptoren Apoptose induzieren kdnnen
sind (1) Rezeptoroligomerisierung infolge der extrazelluliren Bindung verschiedener Liganden
(2) intrazellulire Bindung von Adapterproteinen und (3) Caspasenaktivierung [Daniel et al,
2001]. Zur Rekrutierung von Adapterproteinen besitzen Todesrezeptoren eine spezielle

intrazelluldre, etwa 80 Aminosduren lange, Struktur: die Todesdoméne [Singh et al, 1998].

Auch Adapterproteine besitzen Todesdoménen und zusétzlich Todeseffektordoménen, mit deren
Hilfe sie im weiteren Kaskadenverlauf neue Adapterproteine rekrutierten konnen. Ein wichtiger
Zwischenschritt im Rahmen intrazelluliren Kaskaden ist die Ausbildung des Zelltod-
induzierenden Signalkomplexes (englisch: death-inducing-signaling-complex, DISC). Er
ermoglicht die Rekrutierung weiterer Proteine und als Folge die Aktivierung von Caspasen

welche dann den Zelltod vorantreiben.
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Die Kaskadenvorgdnge im Rahmen der extrinsischen Signalwege unterliegen komplexen
Regulationsmechanismen, bei denen Decoy-Rezeptoren eine zentrale Rolle spielen. Decoy-
Rezeptoren konkurrieren mit den Todesrezeptoren um die intrazelluldren Liganden,
transduzieren aber nach erfolgter Bindung keine apoptotischen Signale, so dass die Apoptose

inhibiert wird [Sheikh et al, 2000].

1.2.3 Intrinsische Signalwege

1.2.3.1 Bedeutung der Mitochondrien fir intrinsische Signalwege der Apoptose

Neben einer ganzen Reihe wichtiger Funktionen des Mitochondriums, wie der Bereitstellung von
Energie in Form von ATP, gewinnt diese Zellorganelle zusétzlich dadurch an Bedeutung, dass
sie gleichzeitig einen wichtigen Dreh- und Angelpunkt im Rahmen der Apoptose darstellt. Um
die vielfdltigen Aufgaben erfiillen zu konnen, sind verschiedene morphologische
Voraussetzungen unabdingbar. Eine wesentliche morphologische Voraussetzung stellt die
Bildung und Aufrechterhaltung unterschiedlicher, voneinander abgegrenzter Zellkompartimente
dar. Dies wird im Wesentlichen durch zwei Membranen ermoglicht: (1) durch die duBere
mitochondriale Membran (englisch: outer mitochondrial membrane, OMM) und (2) durch die
innere mitochondriale Membran (englisch: inner mitochondrial membrane, IMM). Im Gegensatz
zur OMM besitzt die IMM zahlreiche faltenartige Aufwerfungen durch welche sich die
Membranoberfliche deutlich vergroBert. Die OMM grenzt das Mitochondrium vom Zytoplasma
der Zelle ab, die IMM umschlief3t die mitochondriale Matrix.

Bedingt durch die morphologischen Gegebenheiten entstehen innerhalb des Mitochondriums
zwei funktionell unterschiedliche Kompartimente: (1) der 4&duBlere Stoffwechselraum
(Intermembranraum) und (2) der innere Stoffwechselraum (Matrix). Diese Stoffwechselrdume
sind jedoch nicht absolut voneinander abgetrennt, statt dessen findet ein gut regulierter
Austausch statt, der unter anderem durch multiple Transporter und Poren in den mitochondrialen
Membranen ermoglicht wird [Schwarz et al, 2007]. An einer ganzen Reihe von
Stoffwechselvorgingen sind auch in den Membranen verankerte Strukturelemente beteiligt.
Daher stellen ebenfalls die Membranen selbst eigenstindige Kompartimente des

Mitochondriums dar [van der Laan et al, 2006].
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Die Matrix enthélt eine Vielzahl unterschiedlicher Metabolite und Enzyme. Dazu zéhlen der
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex und Enzyme fiir den Citratzyklus. Wichtige Metaboliten sind
NAD, NADH, ADP und ATP [Logan, 2006]. Auch im Intermembranraum befinden sich eine
ganze Reihe unterschiedlicher Proteine, von denen viele eine enzymatische Funktion besitzen.
Verschiedene, fiir die Apoptose relevante Proteine sind hier lokalisiert, darunter Cytochrom C,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 und der Apoptose-induzierende-Fakor (AIF) [Mufioz-Pinedo et al,
2006]. Zusitzlich zu Enzymen und Metaboliten spielen Ionen wie beispielsweise Kalium (K")

oder Calcium (Ca”") eine wichtige Rolle fiir die mitochondriale Homdostase [Kaasik et al, 2007].

Im Rahmen der Apoptose kommt es zur Freisetzung multipler intermembrandrer Proteine aus
dem Mitochondrium wie beispielsweise Cytochrom C, wodurch nachgelagerte Signalkaskaden
der intrinsischen Apoptosewege eingeleitet werden. Die Freisetzung erfolgt wahrscheinlich
aufgrund einer Verdnderung mitochondrialer Membranpermeabilititen oder einer Ruptur der
OMM. Die genauen Mechanismen sind jedoch unklar. Zum einen ist es moglich, dass
membranstindige Kanéle, wie beispielsweise der spannungsabhingige Anionenkanal (englisch:
voltage-dependent anion channel, VDAC) ihren Offnungszustand éndern [Shoshan-Barmatz et
al, 2003]; zum anderen besteht die Moglichkeit der Ausbildung neuer Kanidle wie der PTP
(engl.isch: permeability transition pore), einem Multiproteinkomplex, der moglicherweise eine
Verbindung zwischen dulleren Kompartimenten und der mitochondrialen Matrix schafft [Rasola
et al, 2007].

Da die Freisetzung intermembrandrer mitochondrialer Proteine ein entscheidendes Ereignis im
Rahmen intrinsischer Apoptosewege darstellt, unterliegt sie einer profunden Regulation, unter

anderem durch Proteine der Bcl-2-Superfamilie.

1.2.3.2 Regulation intrinsischer Apoptosewege durch Proteine der Bcl-2-Superfamilie

Die Proteine der Bcl-2-Superfamilie sind bei der Apoptose fiir die Regulation intrinsischer
Signalwege von Bedeutung. Die Familie besteht sowohl aus Apoptose-fordernden
(proapoptotischen) Proteinen wie Bax, Bak, PUMA und Noxa als auch -hemmenden
(antiapoptotischen) Proteinen wie Bcl-2 und Mcl-1.

Abhingig von ihrem Aufbau in Bezug auf die Gegenwart typischer konservierter
Sequenzmotive, den Bcl-2-Homologie-Dominen (BH 1-4), erfolgt die strukturelle

Klassifizierung der unterschiedlichen Proteine dieser Familie. Im Gegensatz zu den
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proapoptotischen Proteinen weisen die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine alle vier BH-Doménen
auf. Die proapoptotischen Mitglieder dagegen werden zusdtzlich in Multi-Doménen-Proteine
(Bax, Bak) und BH3-only Proteine (PUMA, Noxa) unterteilt. Letztere besitzen lediglich die
BH3-Domine [Chan et al, 2004].

Antiapoptotische Bcl-2 Proteine:

(1) Bcl-2: Bei Bcl-2 (englisch: B-cell lymphoma 2) handelt es sich um ein etwa 26 kDa grosses
antiapoptotisches Protein, welches als Namensgeber fiir die entsprechende Superfamilie fungiert.
In der Zelle ist es in den Membranen des Mitochondriums und Endoplasmatischen Retikulums
(ER) sowie im Nukleus lokalisiert, wobei insbesondere die Membranlokalisationen fiir die
Apoptose von Bedeutung zu sein scheinen [Handrick et al, 2005]. Dabei beeinfluit Bcl-2 den
Weg der Zelle in Richtung Zelltod beziehungsweise Uberleben wahrscheinlich mit Hilfe
unterschiedlicher Mechanismen. Diese umfassen vermutlich sowohl Interaktionen mit
proapoptotischen Familienmitgliedern als auch von proapoptotischen Proteinen unabhingige
Wirkungen.

Bcl-2 fungiert unter anderem als Antagonist proapototischer Familienmitglieder. So konnte unter
anderem eine Heterodimerisierung von Bcl-2 und Bax nachgewiesen werden [Oltvai et al, 1993].
Solche Interaktionen wirken der Oligomerisierung proapoptotischer Proteine und deren
Integration in mitochondriale Membranen im Rahmen der Apoptose entgegen und fordern ein
Uberleben der Zelle.

Zu den von proapoptotischen Bcl-2 Proteinen unabhingigen Wirkungen zdhlt hochst
wahrscheinlich auch die Beeinflussung des zelluldren Ca**-Haushalts. Es konnte gezeigt werden,
dass Bcl-2 die Durchlissigkeit der ER-Membran fiir Ca** Zelltyp-spezifisch vergroBern und so
die intraluminalen Ca*"-Speicher reduzieren kann. Dies hat einen geringeren intrazeluliren Ca*-
Anstieg in Folge apoptotischer Stimuli zur Folge, wodurch die Aktivitidt Apoptose induzierender
Ca*"-abhingiger Enzyme reduziert wird [Pinton et al, 2006].

Des weiteren ist Bcl-2  moglicherweise an  der Regulation mitochondrialer
Membranpermeabilititen beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass Bcl-2 durch direkte
Interaktion mit VDAC diesen Kanal inhibieren kann, wobei diese Fahigkeit wahrscheinlich
durch die BH4-Doméne antiapoptotischer Proteine vermittelt wird [Shimizu et al, 2000]. Eine
Beeinflussung der  mitochondrialen =~ Membranpermeabilitit im Sinne einer
Membranstabilisierung konnte fiir die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 mit verantwortlich

sein.
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(2) Mcl-1: Mcl-1 (englisch: ML-1 myeloid cell leukemia ) ist ein etwa 38 kDa grof3es
antiapoptotisches Protein, dessen Gen 1993 erstmals beschrieben wurde [Kozopas et al, 1993].
Zusitzlich existieren weitere Mcl-1 Isoformen wie beispielsweise Mcl-1S (30 kDa), deren
genaue Charakterisierung jedoch noch nicht abgeschlossen ist [Michels et al, 2004]. Wie auch
Bcl-2 ist Mcl-1 im Nukleus lokalisiert, seine Lokalisation in der mitochondrialen Membran ist
jedoch wesentlich ausgeprigter und fiir seine antiapoptotische Wirkung ausschlaggebend [Yang
et al, 1995].

Seine Hauptwirkung im Rahmen der Apoptose entfaltet Mcl-1 durch Antagonisierung
proapoptotischer Bcl-2-Familienproteine wie Noxa oder Bim [Chen et al, 2005]. Die
Antagonisierung erfolgt, wie auch bei Bcl-2, vermutlich mittels Heterodimerbildung und bewirkt

eine Stabilisierung der mitochondrialen Membran und Hemmung der Apoptose.

Auch Mcl-1 beeinfluBt wahrscheinlich den Ca®’-Haushalt und damit die Apoptose. Die
Beeinflussung erfolgt jedoch vermutlich nicht wie bei Bcl-2 auf Ebene des ER, sondern im
Mitochondrium. Es gibt Hinweise darauf, dass Mcl-1 eine hemmende Wirkung auf den Ca®'-
Haushalt des Mitochondriums ausiibt ohne die Ca®*-Speicher im ER zu beeinflussen [Minagawa
et al, 2005]. Die proapoptotischen Effekte des rapiden Kalziumanstiegs im Rahmen der
Apoptose konnten durch Mcl-1 abgeschwicht und so die mitochondriale Membran stabilisiert

werden.

Proapoptotische Bcl-2 Proteine:

(1) Bax: Bei Bax (englisch: Bcl-2-associated X protein) handelt es sich um ein proapoptotisches
Protein der Bcl-2-Superfamilie, von welchem aufgrund alternativen RNA-Splicings eine ganze
Reihe unterschiedlicher Isoformen existieren. Es konnten unter anderem Bax-alpha (21 kDa),
Bax-beta (24 kDa), Bax-gamma (4,6 kDa) [Oltvai et al, 1993] und Bax-delta (15 kDa) [Apte et
al, 1995] ndher charakterisiert werden. In lebensfahigen Zellen ist Bax als Monomer im Zytosol
oder locker an die mitochondriale Membran gebunden lokalisiert [Gross et al, 1999]. Zusétzlich

konnte auch eine Lokalisation von Bax im ER nachgewiesen werden.

Zu den wichtigsten Funktionen von Bax im Rahmen der Apoptose zdhlt die Erhéhung der
mitochondrialen Membranpermeabilitit, was die Freisetzung intermembrandrer Proteine
ermOglicht, wobei die genauen Mechanismen noch unklar sind. Als Folge proapototischer

Signale kommt es zu einer Konformationsdnderung von zytosolischem Bax und anschlieBender
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Translokation zum Mitochondrium [Lucken-Ardjomande et al, 2005]. Moglicherweise erfolgt
mit Hilfe der translozierten Bax-Molekiile eine Porenbildung in der mitochondrialen Membran.
Es konnte die Oligomerisierung von bis zu acht Bax Molekiilen nachgewiesen werden, wobei
Konformationsdnderungen in diesem Zusammenhang wahrscheinlich die Integration in die

mitochondriale Membran und die Ausbildung von Kanélen ermdglichen [ Antonsson et al, 2000].

Neben mitochondrialen Effekten spielt fiir die proapoptotische Wirkung von Bax wahrscheinlich
auch dessen Beeinflussung des zelluldren Ca’’-Haushalts eine Rolle. Am ER wirkt Bax als
Antagonist von Bcl-2, indem es dessen Reduzierung der intraluminalen Ca®’-Speicher
entgegenwirkt. Auf diese Weise wird wahrscheinlich im Rahmen der Apoptose eine verstirkte
Ca*"-Ausschiittung ermdglicht welche dann als starker proapoptotischer Reiz den Zelltod fordert
[Scorrano et al, 2003]. Eine weitere Moglichkeit zur Beeinflussung der Membranpermeabilitét
konnte in der Interaktion von Bax mit Kanilen der OMM, wie dem VDAC, und deren Offnung

bestehen [Shimizu, 1999].

(2) Bak: Bak (englisch: Bcl-2-antagonist/killer) ist ein etwa 23 kDa grosses proapoptotisches
Protein der Bcl-2-Superfamilie, welches sowohl im ER als auch im Mitochondrium lokalisiert
ist. In Analogie zu Bax kann wahrscheinlich auch Bak im Rahmen der Apoptose eine Erhohung
der mitochondrialen Membranpermeabilitit bewirken. Obwohl es vermutlich auch bei Bak
aufgrund proapoptotscher Signale zu Konformationsinderungen kommt, findet im Gegensatz zu
Bax scheinbar keine Anderung der subzelluliren Lokalisation statt.

Es gibt Hinweise darauf, dass Bak in der mitochondrialen Membran konstitutiv an
antiapoptotische Proteine wie Bcl-X; gebunden ist und sich diese Bindungen durch
Konformationsédnderungen 16sen konnen [Lucken-Ardjomande et al, 2005], wodurch Bak dann
im Rahmen der Apoptose fiir andere Interaktionen zur Verfligung stiinde. Mogliche
Interaktionen umfassen, dhnlich wie bei Bax, Oligomerisierung mehrerer Bak-Molekiile oder
auch Kanile der OMM [Shimizu, 1999; Cheng et al, 2003]. In Analogie zu Bax bewirkt Bak
wahrscheinlich ebenfalls am ER eine Erhéhung der intraluminalen Ca”*-Speicher [Scorrano L et

al, 2003].

(3) PUMA: PUMA (englisch: p53 up regulated modulator of apoptosis) oder synonym bbc3
(englisch Bcl-2 binding component 3) ist ein proapoptotisches Protein der Bcl-2-Superfamilie,
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welches zur Untergruppe der BH3-only Proteine gehort. Es existieren verschiedene Isoformen,

darunter Isoform A (etwa 24 kDa) und Isoform B (etwa 18 kDa) [Nakano et al, 2001].

Hauptmechanismus von PUMA zur Forderung der Apoptose ist vermutlich die Interaktion mit
antiapoptotischen  Bcl-2-Proteinen und deren damit verbundene Antagonisierung.
Wahrscheinlich verdringen BH3-only Proteine die proapoptotischen Multidoménenproteine von
ithren antiapoptotischen Antagonisten und ermdglichen so die proapoptotischen Effekte [Willis et
al, 2005].

Im Gegensatz zu anderen BH3-only Proteinen scheint PUMA unselektiv mit allen
antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen zu interagieren [Chen et al, 2005]. Des weiteren scheint auch
eine Wechselwirkung von PUMA mit proapoptotischen Multidoménproteinen der Bcl-2-Familie
wie Bax und Bak zu bestehen, welche mdglicherweise deren Aktivierung fordert [Cartron et al,
2004]. Es gibt Hinweise darauf, dass BH3-only Proteine ohne Bax und Bak keine Apoptose

induzieren konnen [Zong et al, 2001].

(4) Noxa: Bei Noxa (lateinisch: Schaden) handelt es sich um ein cirka 11 kDa grosses BH3-only
Protein der Bcl-2-Superfamilie, welches funktionell groBe Ahnlichkeiten mit PUMA aufweist.
Noxa interagiert wahrscheinlich, wie auch PUMA, mit antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen und
antagonisiert diese.

Die Interaktionen von Noxa scheinen fiir bestimmte antiapoptotische Bcl-2 Proteine selektiv zu
sein. So konnte beispielsweise keine Wechselwirkung mit Bcl-2 und Bcl-X; nachgewiesen
werden, wohingegen bevorzugt eine Bindung von Noxa an Mcl-1 gefunden wurde [Chen et al,
2005]. Zusitzlich konnte vor kurzem eine Lokalisierung von Noxa im ER nachgewiesen und
gezeigt werden, dass eine Noxa-Expression einen schnellen Anstieg der intrazelluldren

Kalziumkonzentration bei Melanomzellen hervorrufen kann [Hassan et al, 2008].

1.2.3.3 Nachgeschaltete Signalwege

Infolge einer erhohten Membranpermeabilitit oder einer Ruptur der OMM gelangen im Zuge der
Apoptose multiple intermembranére Proteine wie Cytochrom C aus dem Mitochondrium in das
Zytosol. Es konnte gezeigt werden, dass Cytochrom C nach seiner Freisetzung aus dem

Mitochondrium an das zytosolische 130 kDa Protein Apaf-1 (englisch: Apoptosis protease-
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activating factor 1) bindet [Zou et al, 1997]. Nach Bindung von Cytochrom C kann das zunéchst
monomerische Apaf-1 unter Verbrauch von dATP oligomerisieren.

Der Apaf-1-Cytochrom C- Komplex ist dann in der Lage, Procaspase 9 zu binden und zu
prozessieren [Saleh et al, 1999]. Die Bindung wird durch die Interaktion spezieller Doménen des
Apaf-1-Cytochrom C- Komplexes und der Procaspase 9 vermittelt, welche als CARDs
(engl.isch: Caspase activating recruitment domains) bezeichnet werden [Li et al, 1997]. Die
Aktivierung der Caspase 9 fiithrt durch nachfolgende Signalkaskaden zur Aktivierung weiterer
Initiatorcaspasen (2, 8, 10) und Effektorcaspasen (3, 6, 7) [Guerrero et al, 2008], zur Spaltung

von Todessubstraten und zum Zelltod.

1.2.4 Bedeutung der Bcl-2-Superfamilie fr die Kanzerogenese

Die Entstehung maligner Tumore setzt Verdnderungen voraus, die es den Tumorzellen erlauben,
unabhingig von physiologischen Kontrollmechanismen zu proliferieren und damit das
Gleichgewicht zwischen Zellaufbau und —untergang zu stéren. Im Rahmen physiologischer
Kontrollmechanismen spielt die Apoptose eine wichtige Rolle, da sie eine Moglichkeit zur
Elimination entarteter Zellen darstellt.

Apoptoseresistenz kann zur neoplastischen Transformation, Progression und Metastasierung
beitragen, da sie Bedingungen ermdglicht, unter welchen genetische Instabilitit und
Akkumulation genetischer Mutationen von Zellen beglinstigt werden [Malaguarnera, 2004]. Die
Proteine der Bcl-2-Superfamilie leisten als Regulatoren der Apoptose einen wichtigen Beitrag

zur Ausbildung einer Apoptoseresistenz.

(1) Bcl-2: Die Rolle von Bcl-2 fiir die Tumorgenese und —progression ist bisher nur teilweise
geklart. Einerseits wurden Hinweise gefunden, dass eine hohere Expression von Bcl-2 mit einer
hoheren Metastasierungswahrscheinlichkeit des malignen Melanoms assoziiert ist [Hernberg et
al, 1998], andererseits gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass Melanome insbesondere
wihrend ihrer radialen Wachstumsphase das Bcl-2-Antigen exprimieren, wéhrend gerade in
Metastasen ein Verlust auftritt [van den Oord et al, 1994]. Diese Beobachtungen werden auch
dadurch gestiitzt, dass eine Expression von Bcl-2 insbesondere bei diinnen malignen Melanomen
vorkommt und mit zunehmender Tumordicke abnimmt [Zhuang et al, 2007]. Moglicherweise ist

Bcl-2 lediglich bei der Tumorgenese und frithen Progression des malignen Melanoms von
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Bedeutung, wihrend im weiteren Verlauf andere Mechanismen ein Uberleben der Metastasen

garantieren.

(2) Mcl-1: Die Bedeutung von Mcl-1 fiir die Tumorgenese und —progression erscheint insgesamt
eindeutiger als bei Bcl-2. Es wurde bei verschiedenen tumordsen Geweben eine erhdhte Mcl-1-
Expression gefunden [Wuilléeme-Toumi et al, 2005; Sano et al, 2005], was eine Tumor
begiinstigende Rolle nahelegt. Auch beim malignen Melanom konnte bereits in diinnen
Primirtumoren eine erhdhte Expression von Mcl-1 gezeigt werden, was auf die Erhohung der
Antigen-Expression als ein relativ friith stattfindendes Ereignis im Rahmen der Tumorgenese
hindeutet [Tang et al, 1998]. Gleichzeitig wurde bei diinnen malignen Melanomen eine geringere
Mcl-1-Expression gefunden als bei dickeren Tumoren und Metastasen [Zhuang et al, 2007], so

dass moglicherweise Mcl-1 bei der Tumorprogression von Bedeutung ist.

(3) Bax: Tierexperimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass ein Verlust von Bax mit
vermehrter Tumorgenese und stirkerem Tumorwachstum assoziiert ist [Shibata et al, 1999].
Auch beim malignen Melanom scheint ein Verlust von Bax mit einer verschlechterten Prognose
fiir den Patienten einherzugehen [Fecker et al, 2006]. Es konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass beim malignen Melanom verglichen zu nicht malignen Hautverdnderungen eine erhohte
Bax-Expression auftreten kann [Tang et al, 1998]. Moglicherweise spielt Bax beim malignen

Melanom also eher eine Rolle bei der Progression und weniger der Genese.

(4) Bak: Auch bei Bak konnte eine verminderte Expression bei bestimmten Tumorentititen
gezeigt werden [Krajewska et al, 1996]. Eine Herabregulation von Bak scheint zu einem
pathologischen Zellwachstum und zur Tumorgenese beizutragen [Liberman et al, 2008].
AulBlerdem gibt es Hinweise darauf, dass ein Verlust von Bak beim malignen Melanom zu einer

verschlechterten Prognose fiir den Patienten fiihrt [Fecker et al, 2006].

(5) PUMA: Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass der Verlust von PUMA eine
hemmende Wirkung auf die Apoptose besitzt [Villunger et al, 2003]. Beim malignen Melanom
konnte auflerdem sowohl eine signifikant verringerte PUMA-Expression in Primédrtumoren und
Metastasen verglichen mit dysplastischen Névi als auch eine deutlich verschlechterte Prognose

fiir Patienten mit geringer PUMA-Expression beobachtet werden [Karst et al, 2005].
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(6) Noxa: Uber die Bedeutung von Noxa beim malignen Melanom ist nur wenig bekannt. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Blockade von Noxa zu einer Reduktion der
proapoptotischen Antwort auf Apoptose-induzierende Substanzen in Melanomzellen fiihren kann

[Qin et al, 2004].

1.3  Aufgabenstellung der Arbeit

Beim malignen Melanom der Haut handelt es sich um einen Tumor, der insbesondere nach
Metastasierung hohe Mortalitdtsraten aufweist. Ursdchlich hierfiir ist vor allem ein
unzureichendes Ansprechen auf die bekannten therapeutischen Strategien und insbesondere die
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika. Daher ist die Entwicklung neuer Therapieansitze von
grof3er Bedeutung.

Schon heute dienen verschiedene prognostische Parameter wie beispielsweise die Breslow-
Tumordicke, der Clark-Level oder der Ulzerationsgrad dazu, eine stadiengerechte Tumortherapie
durchzufithren. Fiir die Entwicklung neuer Therapieansétze ist es wichtig, die molekularen
Grundlagen der Tumorprogression zu verstehen, um eine spezifische und stadiengerechte

Therapie des malignen Melanoms ermdglichen zu konnen.

Die pro- und antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Superfamilie als wichtige Regulatoren der
Apoptose bieten vielversprechende Ansétze, die Therapieresistenz des malignen Melanoms zu
tiberwinden und gleichzeitig die molekularen Mechanismen der Tumorprogression zu verstehen.
Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit nach einem Zusammenhang zwischen Expression anti-
und proapoptotischer Proteine der Bcl-2 Superfamilie, Metastasierung und prognostischen
Parametern gesucht werden. Hierzu sollte in zwanzig Primdrtumoren und Metastasen jeweils
desselben Patienten die Expression ausgewéhlter anti- und proapoptotischer Bcl-2 Proteine
immunhistologisch zunichst gesondert untersucht und spéter direkt verglichen werden. Des
weiteren sollte die Expression dieser Proteine auf einen Zusammenhang mit géngigen
prognostischen Markern hin {berpriift werden. Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung
ausgewdhlter anti- und proapoptotischer Proteine der Bcl-2 Superfamilie fiir die
Tumorprogression zu iiberpriifen, sowie das prognostische und therapeutische Potential dieser

Proteine ndher zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 L6sungen und Chemikalien

Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1 Biorad
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad
Aprotinin 10% in A. bidest Sigma
Bromphenolblau Biorad
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
EDTA Sigma
Ethanol J.T. Baker
Fetal Calf Serum (FCS) Sigma
Glycerol Sigma
Glycin Serva
H,0, Sigma
Humanserum Biseko, Biotest 50 ml
Hydroxycoumarinséure Sigma
Isopropanol J.T. Baker
Leupeptin 10 pg/ml in A. bidest Sigma
Luminol Sigma
Methanol J.T. Baker
Natriumazid (NaNj3) Roth
Natriumchlorid Merck
Natriumcitrat Merck
Pepstatin 0,5 mg/ml in A. Bidest Sigma
Phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF) 100 mM in DMSO | gjoma
Phosphate buffered saline (PBS) Biochrom AG
Ponceau S Losung Sigma
Rinderserum-Albumin (BSA) Sigma
RPMI Biochrome
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Amresco
3-Mercaptoethanol Merck
TEMED Biorad
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan (TRIS) Invitrogen
Trockenmilchpulver, fettfei Biorad
Tween20 Calbiochem
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Xylol

J.T. Baker

2.1.2 Materialien fir SDS-PAGE

Puffer

Laufpuffer (5x)

0,125 M Tris

1 M Glycin

0,5 % SDS

ad 1000 ml A. bidest

Proteinprobenpuffer (4x)

0,25 M Tris, pH 6,8

2 % SDS

40 % Glycerol

20 % B-Mercaptoethanol

0,04 % Bromphenolblau

ad 500 ml A.bidest

0,2 M Dithiothreitol (DTT) kurz vor Erhitzen frisch

dazugegeben

Sammelgelpuffer, pH 6,8

0,33 M Tris-Base,
0,2% SDS
ad 500 ml A. bidest

Trenngelpuffer, pH 8,8

0,64 M Tris-Base,

0,12 M Tris-HC],

0,2% Sodiumdodecylsulfat (SDS)
ad 500 ml A. bidest

Q)
@
@

Sammelgel (5%)

1,6 ml A. bidest

2,5 ml Sammelgelpuffer

0,84 ml 30% Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1
50 ul 10% Ammoniumpersulfat

5 ul TEMED

Trenngel (12%)

1,0 ml A. bidest

5,0 ml Trenngelpuffer

4,0 ml 30% Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1
100 pl 10% Ammoniumpersulfat (APS)
10 pl TEMED
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Aus Primédrtumoren Mel-HO
SK-Mel-13,
SK-Mel-23

Aus Metastasen Mel-2A
MeWo
M186

Sonstiges
Proteinmarker Biorad Dual Color # 161-0374

2.1.3 Materialien fir Western-Blot-Analyse

Losungen und Chemikalien

9,55 g Phosphate buffered saline (PBS)

PBS-Tween (0,05%) 0,5 ml Tween®20
ad 1000 ml A. Bidest

24,2 g Tris-Base
TBS (10x), pH 7,6 80 gNaCl
ad 1000 ml A. bidest

100 ml 10xTBS
TBS-Tween (10x), pH 7,6 0,05 % Tween®20
ad 1000 ml A. Bidest

Puffer

0,01 M Tris-HCI pH 7,5

0,144 M NaCl

0,5% Nonidet P-40

0,5% SDS

Lysat-Puffer 0,001 M EDTA, pH 8,0

5 pug /ml Pepstatin

0,002 M Phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF)
10 pg/ml Leupeptin

0,1% Aprotinin

500 ml 1x Elektrophoresepuffer (Laufpufter)
Transferpuffer 200 ml Methanol
ad 1000 ml A. bidest
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Sonstiges
Nitrozellulose-Membran (Porengréofie: 0,2 pum) Protran BA83, Schleicher & Schuell BioScience
Filterpapier 3MM Whatman
PVDF-Membran (PorengrdBe: 0.45 pm) Immobilon-P Transfer-Membrane, Millipore, Catalog-
Nummer: [IPVH00010
2.1.4 Materialien fur Immunodetektion
Blockierungsldsungen
) 5 g Trockenmilchpulver, fettfei
Blockierungslosung 1
ad 100 ml 1xTBS- Tween20
) 5 g BSA (Rinderserum-Albumin)
Blockierungslosung 2
ad 100 ml PBS- Tween
Primare Antikorper
. . . Anwendung
AT BT Spemgs.,. Verdinnung Firma Produktnummer | (WB=Western Blot;
nung Klonalitat N . .
IH=Immunhistologie)
Bak Kaninchen, 1:800 DakoCytomation | A3538 WB
polyklonal
Bak Kaninchen, 1y 55 1:400 | Biomol B0055-03 WB
polyklonal
Bak Kaninchen, || 5, Epitomics #1542-1 WB/IH
monoklonal
Maus,
Bax (B9) 1:200 Santa Cruz sc-7480 WB/IH
monoklonal
Bax (N20) Kaninchen, | 45, Santa Cruz 5c-493 WB/H
polyklonal
Bax (P19) Kaninchen, || ., Santa Cruz sc-526 WB/IH
polyklonal
Bax (YTH-2D2) | Maus, 1:2000 Trevigen 2282-MC-100 WB
monoklonal
Maus, .
Bcl-2 1:400 DakoCytomation | M 0887 WB/IH
monoklonal
Maus,
GAPDH (6C5) 1:200 Santa Cruz sc-32233 WB
monoklonal
Mel-1 Kaninchen, .7, Serotec AHP472 WB/H
polyklonal
Mel-1 Maus, 1:200 Abcam Ab3184 WB
monoklonal
NOXA Kaninchen, 1 154 ProSci #2437 WB/IH
polyklonal
PUMA Kaninchen, || 5, Epitomics #1652-1 WB/IH
monoklonal
S100 Kaninchen, | 55, DakoCytomation | Z 0311 H
polyklonal
a-Tubulin Kaninchen, | .14, Cell Signaling | #2144 WB
polyklonal
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B-Aktin Maus, 1:5000 Sigma A5441 WB
monoklonal | &

Sekundére Antikdrper

Antigen/Bezeichnung | Spezies, Klonalitat Verdinnung Firma Produktnummer
Anti-Kaninchen/HRP | Ziege, polyklonal 1:5000 DakoCytomation P 0448
Anti-Maus/HRP Ziege, polyklonal 1:5000 DakoCytomation P 0447
Anti-Mouse Kaninchen, polyklonal | 1:20 DakoCytomation 70259

ECL (Enhanced Chemoluminescence)

ECL-Losung 1

Amersham ECL™ Western Blotting Detection
Reagents, Produkt RPN2209

ECL-Lo6sung 2 (Losung A+Ldsung B+Ldsung C)

Losung A:
200 ml 0,1 M Tris/HCL, pH 8,6

50 mg Luminol

Losung B:

11 mg Hydroxycoumarinséure in 10 ml

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Lésung C:
30 % H,0,

Hyperfilm ECL

Amersham

2.1.5 Materialien fir Immunhistologie (APAAP)

Losungen und Chemikalien

Antikorper-Losung 1

DAKO Cytomation Antibody Diluent, SO809

Antikorper-Losung 2

RPMI-L6sung und Humanserum im Verhéltnis 7:1

Blockierungsloung APAAP

DAKO Cytomation Protein Block, serumfrei

RPMI-Lésung, pH 7,6

25 ml Roswell Park Memorial Institute-Medium
(RPMI-1640)
225 ml A. Bidest

25 ml Fetal Calf Serum (FCS), 30 min bei 56°C
inaktiviert
0,25 g NaN;

TBS (10x), pH 7,6

4,5 g Tris-Base
34,25 g Tris-HCL
43,9 gNaCl

ad 500 ml A. Bidest
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100 ml 10xTBS
TBS-Tween , pH 7,6 0,05 % Tween20
ad 1000 ml A. Bidest
Puffer
) 4,2 g Natriumcitrat
Citratpuffer, pH 6,0 )
ad 2000 ml A. bidest
Bricken-Antikdrper
Antigen/Bezeichnung | Spezies, Klonalitét Verdinnung Firma Produktnummer
Anti-Rabbit Maus, monoklonal 1:200 DakoCytomation | M 0737
APAAP Antikdrper
Antigen/Bezeichnung | Spezies, Klonalitat Verdinnung Firma Produktnummer
APAAP Maus, monoklonal 1:50 DakoCytomation | D 0651

Gewebsschnitte

18x Parchen, bestehend aus Primartumor und Metastase
jeweils desselben Patienten* / **

2x Primédres Melanom*

2x Melanom-Metastase*

AG Malignes Melanom, Leiter Dr. med. U.
Trefzer, Klinik fiir Dermatologie,
Venerologie und Allergologie

Charité Campus Mitte der Charité-
Universititsmedizin Berlin

* einschlieBlich klinisch-histologischer Daten

** primdre Melanome: nodulédr / lentigo-maligna /akro-lentiginds / superfiziell-spreitend / unklassifiziert:

n=2/2/2/13/1)

Sonstiges
Delimiting pen Dako, Produkt S2002
Deckglaser Roth
Eindeckmittel Aquamount 50 ml, BDH, Praparat Gurr
Fuchsin-Substrate-Chromogen-System Dako
Mayers Hdmalaunlosung Merck
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Apparatur fiir Western-Blot-Transfer

Mini-Trans-Blot, Bio-Rad

Bidest-Gerit Destamat Heraeus
Blue und Red Cap Tubes Falcon
Brutschrank mit Schittler GFL

Elektrophoreseapparaturen

Mini Protean II, Bio-Rad

Elektrophorese-Stromgerait

Model 1000/500, Bio-Rad

Feinwaage Sartorius
Filmkassetten Kodak

Gelkammer Biorad
Magnetriihrer MR 2000, Heidolph
Mikroskop Olympus, Modell BH-2
pH-Meter pH 526, WTW
Phosphoimager Fuji

Pipettierhilfe Eppendorf
Rontgenfilme Fuji

Schiittler Koéttermann
Tischzentrifuge (Biofuge) Heraeus

Vortex Bender&Holbein

2.2 Methoden
2.2.1 SDS-Page

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (englisch: sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel

electrophoresis) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Eine

Auftrennung erfolgt dadurch, dass die denaturierten, durch SDS negativ geladenen Proteine zur

Anode wandern. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit abhidngig vom Molekulargewicht.

Mit Hilfe von Molekulargewichtsstandards kann auf diese Weise die GrofBle eines Proteins

bestimmt werden.

Zuerst wurde das Trenngel hergestellt. Nach Zugabe des Radikalbildners Ammoniumpersulfat

(APS) und des Katalysators Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurde die Polymerisierung

gestartet und das noch fliissige Gel zwischen die zwei Glasplatten der Gelkammer gegossen;
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dann wurde das Gel mit 100 pl Isopropanol tiberschichtet, um eine moglichst gerade Oberkante
zu gewihrleisten. Nach einer Polymerisationszeit von 30 Minuten und Abgiessen des
Uberstandes wurde das noch unpolymerisierte Sammelgel direkt auf das fertige Trenngel
gegossen. Sofort wurde in das noch fliissige Sammelgel ein Kamm mit zehn Zéhnen eingelassen,
um Taschen zum Einfiillen von Proteinen anzulegen. Dabei wurde durch vorsichtiges Vorgehen
der Entstehung von Luftblasen vorgebeugt. Auch das Sammelgel polymerisierte innerhalb der
nidchsten 30 Minuten. Danach wurde der Kamm entfernt und die Gelplatte in die mit
Elektrophoresepuffer (Laufpuffer) gefiillte Elektrophoresekammer gegeben. Aulerdem wurden

die Taschen mit Laufpuffer vorsichtig gespiilt, um Gelreste und Luftblasen zu entfernen.

Die Proteinlysate wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe ,,Apoptose in
Hauttumoren* der Charité-Universititsmedizin Berlin, Leiter PD Dr. Jirgen Eberle, zur
Verfligung gestellt. Sie umfassten Proben aus folgenden humanen Melanomzelllinien: SKMel-
13, SKMel-23, M186, M221, Mel-2a, Mel-HO und MeWo. Die Lysate waren bei -20°C gelagert
und die entsprechende Proteinkonzentration war mit Hilfe des BCA Protein Assays (Pierce)
bestimmt worden.

Fiir die Proteinproben wurde zunidchst mittels Verdiinnung die Proteinkonzentration der
verschiedenen Lysate angepasst. Eine Probe enthielt insgesamt 30 pg Protein. Als
Verdiinnungslosung wurde Lysat-Puffer verwendet. Zusitzlich wurde bei allen Proben 1/4 ihres
Gesamtvolumens Proteinprobenpuffer hinzugefiigt. Unmittelbar vor Erhitzen der Proben wurden
noch 0,2 M Dithiothreitol (DTT) frisch dazugegeben. Es folgte die Denaturierung der Proteine
durch Erhitzen der Proteinsamples bei 95°C im Wasserbad fiir fiinf Minuten. Danach wurden die
Proben und der Proteinmarker mittels einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen gefiillt. Die
Elektrophorese erfolgte zunichst fiir 15 Minuten bei 75 Volt (V) und wurde dann fiir 75 Minuten
bei 100 V fortgesetzt. Sobald das Bromphenolblau die Unterkante des Sammelgels erreicht hatte,
wurde die Elektrophorese gestoppt. Nun wurde die Western-Blot-Apparatur vorbereitet.

2.2.2 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse dient dazu, die zuvor mit Hilfe der SDS-Page aufgetrennten Proteine
auf eine Membran zu transferieren, um sie dort spéter durch Bindung spezifischer Antikorper
indirekt identifizieren zu koénnen. Der Transfer ist ndtig, da eine angemessene Antigen-

Antikorper-Reaktion innerhalb eines Polyacrylamid-Gels nicht gewéhrleistet werden kann.
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Der Transfer folgte unmittelbar der zuvor durchgefiihrten Elektrophorese, wobei das Gel zu
jedem Zeitpunkt feucht gehalten wurde. Da die Proteine aufgrund des gebundenen SDS eine
negative Ladung aufweisen, wandern sie wihrend des Transfers von dem an der Kathode
ausgerichteten Gel zur an der Anode ausgerichteten Membran. Um eine Austrocknung zu
verhindern, wurde an den Auflenseiten der Kassette je ein in Transferpuffer getrankter Schwamm
positioniert, dem nach innen ein nasses und entsprechend groBes Filterpapier folgte. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Schichtung der einzelnen Western-Blot-Komponenten keine
Luftblasen enthielt. Luftblasen wurden durch Ausrollen eines Blue Caps auf der Schichtung
entfernt. Dann wurde die Kassette in die Western-Blot-Kammer eingefiigt und die Apparatur
soweit mit Transferpuffer aufgefiillt, dass die Elektroden umspiilt waren. Um die wéhrend des
Proteintransfers entstehende Wérme adédquat abzuleiten, wurde die Kammer in Eiswasser
gebettet und der Transferpuffer mit Hilfe eines Magnetrithrers durchmischt. Der Transfer
erfolgte nun entweder fiir 90 Minuten bei 100 V oder iiber Nacht bei 10 V. Zur Uberpriifung
eines erfolgreichen Transfers wurde die Membran fiir zwei bis fiinf Minuten auf dem Schiittler in
Ponceau S-Losung bei Raumtemperatur inkubiert, sodass die Proteinbanden gut sichtbar
reversibel angefarbt wurden. AnschlieBend wurde die Farbung durch mehrere Waschungen mit

TBS-Tween vollstindig entfernt.

2.2.3 Immunodetektion

Um die zuvor auf eine Membran transferierten Proteine identifizieren zu konnen, wurde ein
indirekter Nachweis mittels mehrerer hintereinander geschalteter Antigen-Antikorper-
Reaktionen durchgefiihrt. Hierbei binden zunichst Primérantikorper spezifisch an die Proteine
auf der Membran. In einem weiteren Schritt werden an diese Primédrantikdrper
Sekunddrantikdrper gebunden, welche mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert sind. Dieses
Enzym wiederum reduziert in Folgereaktionen H,O, zu Wasser, wobei der entstehende
Sauerstoft als Elektronenakzeptator fiir ein Chemilumineszenzreagenz (Luminol) wirkt, welches
durch die Reaktion auf ein hoheres Energieniveau gehoben wird. Bei der Riickkehr zu seinem
urspriinglichen Enerergieniveau wird Energie in Form von Licht emittiert, welche dann mit Hilfe
eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden kann.

Abhingig von den Angaben im Standardprotokoll des Primérantikorper-Herstellers wurde die
Nitrozellulosemembran zunéchst unter leichtem Schiitteln fiir 1 h bei Raumtemperatur bzw. bei

4°C tiber Nacht entweder mit 10 ml Blockierungslosung 1 oder 2 behandelt, um unspezifischen
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Bindungen vorzubeugen. Nach Entfernen der Blockierungslésung wurde die Membran mit dem
primdren Antikdrper in entsprechender Blockierungslosung inkubiert. Je nach Antikrper
erfolgte diese Inkubation bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten beziehungsweise 120 Minuten
oder iiber Nacht bei 4°C. In allen Féllen erfolgte die Inkubation unter leichtem Schiitteln.
Anschlielend erfolgte eine dreimalige Waschung der Membran fiir jeweils 5 Minuten mit TBS-
Tween20 (0.05%) oder PBS-Tween (0.05%), je nach Herstellerangabe.

Nach abgeschlossener Waschung wurde der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte
Sekundérantikdrper in Blockierungslosung 1 beziehungsweise 2 gegeben und die Membran unter
leichtem Schiitteln fiir eine Stunde (h) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der oben
genannte Waschvorgang wiederholt und zusitzlich eine fiinfminiitige Waschung nur mit TBS

bzw. PBS durchgefiihrt.

Fiir die Chemilumineszenzreagenz-Reaktion wurde anfangs die ECL-Losung 1 im Verlauf der
Arbeit dann die ECL-Losung 2 verwendet. Die Anwendung der ECL-Losung 1 erfolgte durch
Mischung der entsprechenden ECL-Reagenzien zu gleichen Teilen und Inkubation der
vollstdndig mit Losung bedeckten Membran. Bei Anwendung der ECL-Losung 2 wurden 2 ml
Losung A, 200 pl Losung B und 0,6 pl Losung C gut gemischt und dann auf die Membran
aufgetragen. Bei  beiden  Variationen betrug die Inkubationszeit mit dem
Chemilumineszenzreagenz zwei Minuten bei Raumtemperatur.

Als nichstes wurde das Chemilumineszenzreagenz vorsichtig von der Membran abgeschiittelt
und diese dann zwischen zwei Folien in der Filmkassette fixiert, wobei vorsichtiges Ausstreichen
eine luftblasenfreie Membranplatzierung ermdoglichte. Dann wurden Rontgenfilme innerhalb
einer Dunkelkammer in die Filmkassette eingeschlossen und so dem emittierten Signal
exponiert. Die Expositionszeit betrug abhidngig von der Signalstirke 1 Sekunde bis hin zu
mehreren Stunden. Die finale Einordnung der auf dem Roéntgenfilm sichtbaren Banden erfolgte

mit Hilfe des Markers.

2.2.4 Immunhistochemie (APAAP)

Fiir die Immunbhistologie wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte von
Melanomen und Aktinischen Keratosen verwendet. Zunichst erfolgte die Entparaffinierung der
Schnitte mittels Xylol, danach die Rehydratisierung mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe.

Hierbei wurden die Schnitte in Fiarbegestelle platziert und fiir jeweils fiinf Minuten 96%igem,
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80%igem, 70%igem und 50%igem Ethanol bei Raumtemperatur exponiert. Dann folgte eine
weitere Exposition der Schnitte mit doppeldestilliertem Wasser (Aqua bidest) und anschlieend
eine kurze Zwischenlagerung in TBS, da eine Austrocknung der Schnitte ab diesem Zeitpunkt
unbedingt verhindert werden musste.

Zur Steigerung der Antigenitit und Demaskierung der Antigene nach Fixation wurden die
Schnitte im Dampfdruckkochtopf mit Citratpuffer vollstindig bedeckt, erhitzt und drei Minuten
sprudelnd gekocht (Antigen-Retrieval). Anschlieend kiihlten die Schnitte unter sehr langsam
flieBendem Aqua bidest fiir 30 Minuten auf Raumtemperatur ab und wurden dann erneut in TBS
zwischengelagert. Es folgte die Umrandung und Abgrenzung des Gewebes vom restlichen

Objekttriager mittels eines entsprechenden Markers (Delimiting pen, Dako).

Anschlieffend erfolgte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer die
Inkubation der Gewebsschnitte mit Blockierungslosung. Nach einmaliger kurzer Waschung in
TBS-Tween folgte die Inkubation der Schnitte mit dem Primédrantikdrper in Antikorper-Losung
1. Die Inkubationszeit betrug abhingig vom Antikorper 60-90 Minuten bei Raumtemperatur oder
iber Nacht bei 4°C.

Nach der Primédrantikdrperinkubation wurden die Schnitte 2x10 Minuten unter leichtem
Schiitteln in TBS-Tween gewaschen. Nur bei den Schnitten, die zuvor mit einem
Primérantikdrper vom Kaninchen inkubiert worden sind, folgte als nichstes eine 45-miniitige
Inkubation mit dem Briickenantikorper in Antikorper-Losung 2 mit anschlieBender Waschung
der Schnitte fiir 2x10 Minuten unter leichtem Schiitteln in TBS-Tween. AnschlieBend wurden
die Schnitte fiir 45 Minuten mit dem Sekundérantikdrper in Antikorper-Losung 2 inkubiert und

erneut fiir 2x10 Minuten unter leichtem Schiitteln in TBS-Tween gewaschen.

Als nichstes wurden die Gewebsschnitte fiir 45 Minuten mit dem APAAP-Antikorper in RPMI-
Losung inkubiert und wieder fiir 2x10 Minuten unter leichtem Schiitteln in TBS-Tween
gewaschen. Bei allen Férbungen, in denen ein Primédrantikorper der Spezies Maus verwendet
worden war, wurden die letzten beiden Inkubationsschritte zur Signalverstirkung fiir jeweils 10
Minuten wiederholt. AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte einmal kurz mit TBS-Tween
abgesplilt und nochmals 2x5 Minuten griindlich gewaschen.

Nun erfolgte die 15-miniitige Farbung der Gewebsschnitte mit Hilfe des Fuchsin-Substrat-
Chromogen-Systems und eine erneute Waschung mit Aqua bidest fiir 2x5 Minuten. Die

Gegenfarbung geschah mit Mayers Himalaunlosung fiir 45 Sekunden und anschlieBender
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Waschung der Schnitte mit Leitungswasser fiir 2x5 Minuten. Zuletzt wurden die Schnitte mit

Eindeckmittel und Deckglisern bedeckt.

Die Auswertung erfolgte durch mehrfache mikroskopische Abschidtzung der Anzahl stark,
mittelgradig und schwach gefdarbter Tumorzellen in Prozent. Tumorzellen mit starker und
mittelgradiger Intensitit der Farbreaktion wurden als positiv fiir die Expression des Antigens
angesehen. Ein Tumor galt in der Auswertung als positiv, wenn mindestens 30% seiner Zellen
das Antigen exprimierten. Der Gradmesser fiir die Intensitdt der Farbreaktion wurde fiir jede
einzelne Firbeserie getrennt bestimmt und nie fiir andere Serien angewendet. Eine Herab-
beziehungsweise Heraufregulierung des Antigens in der Duplettanalyse lag dann vor, wenn sich
die Gesamtzahl positiver Zellen im Primirtumor und seiner korrespondierenden Metastase um
mindestens 10% unterschied. Um eine selektive Beurteilung der Tumorzellen zu gewéhrleisten,
wurden alle Tumore einmalig unter Verwendung des Anti-S100-Antikérpers immunhistologisch
gefdrbt, was eine Identifizierung der Melanom-Zellen ermdoglichte. Es erfolgte auflerdem eine
Zweitbeurteilung durch OA. Dr. med. Joachim Réwert, Leiter der Dermatopathologie, Klinik fiir
Dermatologie, Venerologie u. Allergologie, Charit¢ Campus Mitte der Charité-

Universitatsmedizin Berlin.

2.3  Statistische Auswertung

Die Bewertung der statistischen Relevanz von den durch mikroskopische Auswertung
gewonnenen Daten erfolgte abhingig von den betrachteten Stichproben mit Hilfe
unterschiedlicher statistischer Tests, wobei stets eine Berechnung des p-Wertes mit Hilfe des
Statistikprogramms SPSS erfolgte. Entsprechend der géngigen Konvention wurde die
Nullhypothese bei p-Werten von p < 0,05 verworfen und Ergebnisse von p > 0,05 bei
gleichzeitig p < 0,1 als Tendenz gewertet. Bei p-Werten von p > 0,1 behielt die Nullhypothese
Geltung.

Auch die zur Testauswahl notwendige Abweichung der Daten von der Normalverteilung
(Schiefe) wurde mit SPSS berechnet. Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs waren die
Daten erwartungsgemdll nicht normalverteilt, und es wurden daher nicht-parametrische Tests
verwendet. Der nach Datenerhebung vorhandene Unterschied zwischen starker und
mittelgradiger Farbung floB nicht in die statistische Auswertung ein. Statt dessen wurden

lediglich die gesamt-positiven Prozentsitze fiir die Bewertung verwendet.
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Die statistische Beratung erfolgte durch Hr. Helmut Orawa, Institut fiir Biometrie und klinische
Epidemiologie, Charit¢ Campus Mitte der Charité-Universititsmedizin Berlin.

Wurde eine Variable bei zwei voneinander unabhingigen Kollektiven verglichen, zum Beispiel
die Antigen-Expression in Primédrtumoren von Mannern und Frauen, so wurde der U-Test flir
zwei unverbundene Stichproben verwendet. Um festzustellen, in wie weit die Antigen-
Expression (abhingige Variable) statistisch relevant von einem untersuchten Faktor
(unabhingige Variable), zum Beispiel der Tumordicke beeinfluit wird, also ob hier ein
Zusammenhang besteht, wurde mit Hilfe von SPSS eine Regressionsanalyse durchgefiihrt.
Angegeben sind jeweils die p-Werte der linearen Regression. Die Auswertung der Dupletts, also
der direkte Vergleich der Antigen-Expression in Primédrtumoren und korrespondierenden
Metastasen jeweils desselben Patienten erfolgte mit Hilfe des Vorzeichen-Rang-Tests nach

Wilcoxon fiir verbundene Stichproben.
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3. ERGEBNISSE

3.1  Vorversuche Bcl-2
3.1.1 Hohe Spezifitat des Anti-Bcl-2-Antikorpers in der Western-Blot-Analyse

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen Bcl-2-Expression und Metastasierung in
Primartumoren und Metastasen untersucht. Zunachst wurde die Spezifitat des fur die folgenden
immunhistologischen Versuche genutzten Antikorpers in der Western-Blot-Analyse an sieben
Melanom-Zelllinien getestet. Da vom Hersteller DakoCytomation flr diesen Antikorper keine
Angaben bezuglich der Western-Blot-Analyse gemacht worden sind, wurde die fur

Immunzytochemie empfohlene Verdiinnung von 1:50 gewabhlt.

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine durchgehende Expression von Bcl-2 in allen sieben
Melanom-Zelllinien (Abbildung 3.1.1). Es fand sich ausschlieBlich die erwartete Bcl-2-Bande
bei 23 kDa, sodass auf eine hohe Spezifitdt des Antikorpers geschlossen wurde. Die
Ladekontrolle erfolgte mit Hilfe einer Ponceau-Farbung sowie der Uberpriifung der B-Aktin-
Expression. Beide Kontrollen zeigten eine einheitliche Proteinbeladung aller Spuren und
gleichméRigen Protein-Transfer.

23 kDA—> " G - e G e e |Bcl-2

42 kDA— | . S S WD s w— | f-Aktin

Abbildung 3.1.1 Durchgehende Expression von Bcl-2 in Melanom-Zelllinien

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine Expression von Bcl-2 in allen sieben getesteten Melanom-
Zelllinien. Die Expositionsdauer betrug 30 Sekunden. Die Beladung erfolgte jeweils mit der gleichen
Proteinmenge (30 pg pro Spur) und ist mittels s-Aktin dargestellt. Hier betrug die Expositionszeit nur
finf Sekunden.

3.1.2 Geringe Farbintensitdt der immunhistologischen Farbung bei allen getesteten
Antikorper-Verdinnungen

Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe wurde nach Bestatigung der Spezifitdt die geeignete

Verdlnnung des Anti-Bcl-2-Antikorpers fir die Immunhistologie ermittelt. Dazu wurden
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Schnitte von drei Tumoren jeweils mit Antikérper-Verdinnungen von 1:50, 1:100 und 1:200
gefarbt. Parallel lief eine Negativkontrolle, bei der kein Primarantikorper eingesetzt wurde.

In der mikroskopischen Begutachtung fand sich bei allen Antikdrper-Verdiinnungen eine
schwache Féarbung des Zytosols der Tumorzellen, die bei der geringsten Verdinnung von 1:50
am intensivsten war (Abbildung 3.1.2). Nicht tumortses Gewebe wies keine Farbung auf und
konnte so abgegrenzt werden. Auch die Negativkontrolle wies keine Farbung auf, wodurch eine
unspezifische Reaktion des sekundéren Antikorpers ausgeschlossen wurde. Aufgrund der nur
geringen Farbintensitat bei hoheren Verdiinnungen eignete sich lediglich eine Verdinnung von
1:50 fir die weiteren immunhistologischen Versuche.

Abbildung 3.1.2 Verdunnungsreihe mit Anti- Bcl-2-Antikorper in der Immunhistologie

Es wurden die Verdiinnungsstufen 1:50, 1:100 und 1:200 an drei verschiedenen Melanomen getestet,
von denen hier exemplarisch ein Tumor dargestellt ist. Bei allen drei Antikdrper-Verdiinnungen fand
sich nur eine schwache Farbung von Bcl-2 im Zytosol der Tumorzellen. Es zeigte sich keine
unspezifische Farbung nicht tumordsen Gewebes (Pfeile). Die Negativkontrolle wies keinerlei Farbung
auf.
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3.1.3 Hohere Farbintensitat bei verlangerter Inkubationszeit des Fuchsin-Substrat-
Chromogen-Systems

Aufgrund der insgesamt schwachen Farbintensitat auch bei geringer Antikorper-Verdinnung,
wurden die Inkubationszeiten fir die Primarantikorper-Exposition und die Exposition des
Fuchsin-Substrat-Chromogen-Systems modifiziert. Hierzu wurde die Expositionszeit des
Primarantikdrpers bei Schnitten von drei Melanomen abweichend vom Standardprotokoll auf
180 Minuten verlangert, bei weiteren drei Melanomen wurde die Expositionszeit des Fuchsin-
Substrat-Chromogen-Systems auf 25 Minuten verldngert und bei zwei Tumoren sowie der
Negativkontrolle erfolgte eine Verlangerung beider Expositionszeiten. Zusatzlich wurden zwei
Tumore dem Standardprotokoll entsprechend behandelt (Tabelle 3.1.1).

Tabelle 3.1.1 Modifikation ausgewahlter EinfluRgréRen der immunhistologischen Féarbung

(APAAP)
Protokoll Ex_po§ition_sz§it des Expositionszeit des Fuchsin- Getestete
Priméarantikorpers Substrat-Chromogen-Systems Tumore
Standardprotokoll 60’ 15’ 2
Protokoll 1 180’ 15’ 3
Protokoll 2 60’ 25’ 3
Protokoll 3 180’ 25’ 2

Die Auswertung zeigte eine Uberwiegend von der Expositionszeit des Fuchsin-Substrat-
Chromogen-Systems abhdngige Farbintensitat. Bei Verlangerung der Bcl-2-Antikorper-
Exposition um Faktor drei (Protokoll 1) fand sich keine intensivere Féarbung verglichen zum
Standardprotokoll. Dagegen zeigte sich bereits bei einer nur 1,6-fachen Verldngerung der
Expositionszeit des Fuchsin-Substrat-Chromogen-Systems (Protokoll 2) eine Intensivierung der
Farbung. Die gleichzeitige Veranderung beider Parameter (Protokoll 3) brachte keine zusatzliche
Verstarkung des Signals (Abbildung 3.1.3). In den folgenden immunhistologischen Versuchen
mit Bcl-2 wurde daher die Inkubationszeit des Fuchsin-Substrat-Chromogen-Systems auf 20

Minuten verlangert.
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Abbildung 3.1.3 Farbintensitat in der Immunhistologie (APAAP) abhéngig von der
Expositionszeit des Fuchsin-Substrat-Chromogen-Systems.
Abweichend vom Standardprotokoll wurden die Expostionszeiten des Bcl-2-Antikdrpers und des

Fuchsin-Substrat-Chromogen-Systems drei unterschiedlichen Protokollen entsprechend modifiziert
(Tab. 3.1.1). Hier beispielhaft dargestellt ist ein getesteter Tumor.

3.2  Bcl-2-Expression in Primartumoren und Metastasen
3.2.1 Geringere Bcl-2-Expression in Metastasen

Die Expression von Bcl-2 wurde bei jeweils 20 Schnitten von primdren Melanomen und
Metastasen immunhistologisch (APAAP) untersucht. Davon waren ein Primartumor und drei
Metastasen nicht auswertbar. In 14 von 19 Primartumoren zeigte sich eine deutliche Bcl-2-
Expression (mittelstarke bis starke Farbintensitét; 74%), wéhrend nur 8 von 17 der Metastasen
das Antigen exprimierten (47%; Tabelle 3.2.1). Auch der Median positiver Tumorzellen war bei
Primartumoren deutlich héher (60%) als bei Metastasen (15%). Diese Aussage war statistisch
signifikant (p = 0,04).

Der Vergleich der Bcl-2-Expression bei vierzehn Parchen von Primértumor und
korrespondierender Metastase ergab in 7 von 14 Fallen eine Herabregulation von Bcl-2 in
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Metastasen (50%). Hierbei wurden Unterschiede von > 10% gewertet. Es fand sich eine
Heraufregulation in nur 3 Fallen (21%) und eine gleich bleibende Expression in 4 Féllen (29%;
Abbildung 3.2.1). Dieser Unterschied war jedoch aufgrund der begrenzten Stichprobenzahl nicht
signifikant (p = 0,28).

Tabelle 3.2.1  Expression von Bcl-2 in Primartumoren und Metastasen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberpriifung der Bcl-2-Expression in 20
Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt. Drei Metastasen (P, Q, T) und ein Primartumor
(O) waren nicht auswertbar.

* schwach wurde als negativ gewertet

Patient Tumorzellen mit Farbintensitat Patient Tumorzel[ep mit
P1) . [%6] (Met) Farblr)ten3|tat [%6]
stark | mittel Schwach* stark | mittel | Schwach*

A 2,5 35 62,5 A 0 1 99
B 22,5 42,5 35 B 20 50 30
C 20 10 70 C 2,5 4 93,5
D 10 50 40 D 1 14 85
E 0 1 99 E 20 60 20
F 50 25 25 F 0 1 99
G 10 55 35 G 0 0,5 99,5
H 10 25 65 H 1 35 65
[ 6 20 74 I 7,5 32,5 60
J 1 25 74 J 1,5 35 63,5
K 1 40 59 K 0 0 100
L 0,5 70 29,5 L 0 70 30
M 15 45 40 M 0 60 40
N 20 40 40 N 5,5 35 59,5
O O 3 2 95
P 5 15 80 P
Q 2,5 15 82,5 Q
R1 25 40 35 R2 0 15 85
S1 15 50 35 S2 0 5 95
T 25 55 20 T
Median der positiven Tumorzellen: 60% Median der positiven Tumorzellen: 15%
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Abbildung 3.2.1 Héaufige Herabregulation von Bcl-2 in Metastasen verglichen zum

korrespondierenden Primartumor
Es ist die Expression von Bcl-2 in 14 korrespondierenden Tumorparchen dargestellt (Patienten: A-N).
Es fand sich verglichen mit Primartumoren (Pt) in 7 von 14 Metastasen (Met) eine Herabregulierung
der Bcl-2-Expression (Pfeile). In drei Tumoren (E, I, J) fand sich eine Heraufregulation, wahrend die
ubrigen keine Veranderung aufwiesen.

Primartumor Metastase

Patient
N
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Patient
E
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B

Abbildung 3.2.2 Bcl-2-Expression in der immunhistologischen Farbung (APAAP)

Es ist jeweils ein Beispiel fiir die Herabregulation (Patient N), die Heraufregulation (Patient E) und die
unveranderte Expression von Bcl-2 (Patient B) in den korrespondierenden Metastasen verglichen zum
Primartumor dargestellt.

3.2.2 Verlust von Bcl-2 in korrespondierenden Metastasen der Manner

Es wurde die Bcl-2-Expression in jeweils 10 Priméartumoren und Metastasen von Mannern und
Frauen verglichen. Bei den Mannern waren ein Primdrtumor und eine Metastase, bei den Frauen
zwei Metastasen nicht auswertbar. Es zeigte sich bei den Primartumoren in 7 von 9 Féllen der
Manner (78%) und in 7 von 10 Féllen der Frauen (70%) eine deutliche Bcl-2-Expression. Im
Gegensatz dazu war die Expression von Bcl-2 in den Metastasen der Manner seltener. Es fand
sich nur in 2 von 9 Metastasen der Ménner (22%), aber in 6 von 8 Metastasen der Frauen (75%)
eine deutliche Expression von Bcl-2.

Der Median positiver Tumorzellen unterschied sich bei den Primartumoren von Ménnern (60%)
und Frauen (49%) nur geringfligig, wéhrend er bei den Metastasen groliere Unterschiede
aufwies. Er betrug hier fir die Manner nur 7%, fur die Frauen dagegen 39%. Diese Unterschiede
waren jedoch nicht signifikant (p = 0,14).



Ergebnisse 40

Der Vergleich der Bcl-2-Expression bei vierzehn Péarchen von Primadrtumor und
korrespondierender Metastase zeigte bei Mannern in 4 von 6 Féllen (67%) eine Herabregulation
in Metastasen, wahrend in nur einem Fall eine Heraufregulation auftrat (Abbildung 3.2.3).
Dieser Unterschied erwies sich als Tendenz (p = 0,08). Bei den Frauen zeigte sich insgesamt
keine Anderung der Bcl-2-Expression. Nur in 3 von 8 Metastasen (38%) fand sich ein Verlust

von Bcl-2, bei 2 von 8 Féllen (25%) dagegen eine Heraufregulation.

Manner Frauen B Pt, starke Farbung

& pt, mittlere Farbung

Met, starke Farbun
100 - . g

o0 l & Met, mittlere Farbung
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Abbildung 3.2.3 Verlust von Bcl-2 in korrespondierenden Metastasen der Manner

Es ist die Expression von Bcl-2 bei 14 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-N) sortiert
nach Geschlecht dargestellt. Bei Mannern fand sich ein haufiger Verlust von Bcl-2 in Metastasen
(Pfeile), wahrend sich bei den Frauen insgesamt keine Unterschiede zeigten.

3.2.3 Verlust von Bcl-2 in korrespondierenden Metastasen dickerer Primartumore
(T3/T4)

Es wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen Tumordicke und Bcl-2-Expression uberpruft.
Die Schnitte wurden hierzu entsprechend der Tumordicke nach Breslow des Primartumors in
vier Gruppen eingeteilt (T1-T4; Tabelle 3.2.2). Der Einteilung wurde die T-Klassifikation des

malignen Melanoms zugrunde gelegt [Balch et al, 2001].
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Tabelle 3.2.2  Gruppeneinteilung der Schnitte entsprechend der Tumordicke des Primartumors

Gruppe Tumordicke des Primartumors Prif\nr;izr?mnuonrfae/ﬁl;(t:;]:f;sen
T1 <1,0mm 3/3
T2 1,01-2,0 mm 4/4
T3 2,01-4,0 mm 7/5
T4 >4,0mm 5/5

Bei Primartumoren fand sich in Gruppe T1 in 2 von 3 (~67%), in Gruppe T2 in 3 von 4 (75%),
in Gruppe T3 in 5 von 7 (71%) und in Gruppe T4 in 4 von 5 (80%) Fallen eine deutliche Bcl-2-
Expression. Bei den Metastasen fand sich in Gruppe T1 bei 2 von 3 (67%), in Gruppe T2 bei 2
von 4 (50%), in den Gruppen T3 und T4 jeweils bei 2 von 5 Tumoren (40%) eine deutliche Bcl-
2-Expression.

Der Median positiver Tumorzellen betrug jedoch bei diinnen Primdrtumoren (T1) nur 30%, in
T2 lag er dagegen bei 62,5%, in T3 bei 60% und in T4 bei 65%. Dinne Primértumore (T1)
wiesen eine signifikant verringerte Bcl-2-Expression verglichen zu dickeren Tumoren (T2-T4)
auf (p = 0,03). Bei den Metastasen waren die Unterschiede geringer. Der Median positiver
Tumorzellen lag hier in T1 bei 35%, in T2 bei 26%, in T3 bei 15% und in T4 bei 1%.

Beim direkten Vergleich der vierzehn Primartumore und korrespondierenden Metastasen zeigte
sich bei dickeren Primartumoren (T3/T4) in 6 von 9 Fallen (67%) eine Herabregulation von Bcl-
2 in Metastasen (Abbildung 3.2.4). Dieser Verlust erwies sich als Tendenz (p = 0,05). Eine
Heraufregulation fand sich dagegen bei diinneren Tumoren (T1/T2) in 2 von 5 Féllen (40%), bei

dickeren Tumoren in nur einem Fall (11%).
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Abbildung 3.2.4

Bcl-2-Verlust in korrespondierenden Metastasen dickerer Primartumore

Es ist die Expression von Bcl-2 bei 14 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-N) sortiert
entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Es zeigte sich bei dickeren
Tumoren (T3/T4) ein haufiger Bcl-2-Verlust in den Metastasen (Pfeile). AuBerdem fanden sich zwei
von drei Bcl-2-Heraufregulationen (E, 1, J) bei Metastasen diinnerer Primartumore (T1/T2).

3.2.4 Erhohte Bcl-2-Expression in Metastasen von Primartumoren mit Clark-Level IV

Es wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen Clark-Level und Bcl-2-Expression geprift.

Hierfur wurden die Schnitte zunéchst entsprechend der in der Klinik bereits etablierten Clark-

Klassifikation in funf Gruppen (1-V) eingeteilt. Fir die Gruppen | und Il standen keine Tumore

zur Verflgung (Tabelle 3.2.3).

Tabelle 3.2.3 Clark-Level des Primartumors

Clark-Level Anzahl untersuchter Primartumore/Metastasen
I 0/0
I 0/0
Il 5/5
v 13/11
Vv 1/1
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In Primédrtumoren zeigte sich unabhéngig vom Clark-Level in allen Gruppen eine héaufige
Expression. In Gruppe 1l exprimierten alle fiinf untersuchten Tumore (100%) Bcl-2, in Gruppe
IV fand sich in 8 von 13 (62%) Féllen eine deutliche Expression. Auch der Tumor in Gruppe V
war Bcl-2-positiv. In den Metastasen von Priméartumoren mit Clark-Level 1l fand sich
verglichen zu Metastasen von Primartumoren mit Clark-Level IV eine deutlich seltenere
Expression von Bcl-2. In Gruppe 11 exprimierten 1 von 5 (20%), in Gruppe IV dagegen 7 von
11 (~64%) Tumore Bcl-2. Der Tumor in Gruppe V erwies sich als Bcl-2-negativ.

Der Median schwankte bei Primartumoren unabhéngig vom Clark-Level stark. Er lag bei den in
Gruppe 111 bei 41%, in Gruppe IV bei 60% und in Gruppe V bei 37,5%. Bei den Metastasen in
Gruppe 11 betrug er nur 15%, in Gruppe IV dagegen 40%. Dieser Unterschied war allerdings
nicht signifikant (p = 0,19).

Der Vergleich von vierzehn korrespondierenden Tumorparchen zeigte eine haufige
Herabregulation von Bcl-2 in Metastasen korrespondierender Primértumore mit Clark-Level I11.
Es fand sich in Gruppe Il bei 3 von 4 (75%) Metastasen und in Gruppe 1V bei 3 von 9 (33%)
Metastasen ein Verlust von Bcl-2. Auch die Metastase in Gruppe V wies eine Herabregulation
auf. Heraufregulation zeigten sich bei 3 von 9 (33%) Metastasen in Gruppe 1V. Der hdufige
Verlust in Gruppe 11 erwies sich als nicht signifikant (p = 0,14).

3.2.5 Verlust von Bcl-2 in korrespondierenden Metastasen ulzerierter Primartumore

Es wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen Ulzeration und Bcl-2-Expression in jeweils 16
Primértumoren und Metastasen gepruft. Ein Primdrtumor und zwei Metastasen waren nicht

auswertbar. Zundchst erfolgte die Einteilung der Schnitte in drei Gruppen (Tabelle 3.2.4).

Tabelle 3.2.4  Gruppeneinteilung anhand der Ulzeration des Primartumors

Ulzeration bei Priméartumor Anzahl auswertbarer Primartumore/Metastasen
Primartumor ohne Ulzeration 10/10
Primartumor mit Ulzeration 5/4

In den Primértumoren zeigte sich unabhéngig von der Ulzeration eine haufige Bcl-2-Expression.
Bei den nicht-ulzerierten Primértumoren fand sich in 8 von 10 Fallen (80%), bei den ulzerierten
in 4 von 5 Tumoren (80%) eine deutliche Bcl-2-Expression. Auch bei den Metastasen zeigte sich
kein Zusammenhang zwischen der H&ufigkeit der Bcl-2-Expression und dem Ulzerationsgrad

des Primartumors. Bei Metastasen nicht-ulzerierter Primartumore fand sich in 4 von 10 Fallen
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(40%), bei Metastasen ulzerierter Primartumore in 2 von 4 Fallen (50%) eine Expression von
Bcl-2.

Auch beim Median positiver Tumorzellen fanden sich nur geringe Unterschiede. In beiden
Gruppen betrug der Median jeweils 60%. Bei den Metastasen nicht-ulzerierter Tumore lag der

Median bei 15%, bei Metastasen ulzerierter Tumore betrug er 21%.

Der Vergleich der Bcl-2-Expression in elf Parchen von Primartumor und korrespondierender
Metastase ergab einen Verlust von Bcl-2 in Metastasen ulzerierter Tumore. Wahrend sich nur in
3 der 7 Metastasen (43%) nicht-ulzerierter Primartumore ein Verlust von Bcl-2 fand, zeigte sich
in 3 von 4 (75%) Metastasen ulzerierter Primartumore eine Herabregulation (Abbildung 3.2.5).
Dieser Verlust erwies sich in der statistischen Auswertung als Tendenz (p = 0,06). Eine
Heraufregulation von Bcl-2 fand sich insgesamt in nur zwei Metastasen (29%) der nicht-
ulzerierten Tumore.

nicht-ulzeriert ulzeriert || [Pt starke Farbung
& Pt, mittlere Farbung
100 - B Vet, starke Farbung
90 B8 Met, mittlere Farbung
80
70
60
g 50
S 40
o
g 30
20
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0
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Abbildung 3.2.5 Bcl-2-Verlust in korrespondierenden Metastasen ulzerierter Primartumore

Es ist die Expression von Bcl-2 bei elf korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A, D, F-N)
sortiert entsprechend Ulzerationsgrad des Primartumors (nicht-ulzeriert/ulzeriert) dargestellt. Es
zeigte sich bei ulzerierten Tumoren ein Bcl-2-Verlust in Metastasen (Pfeile).
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3.3 Vorversuche Mcl-1

3.3.1 Unterschiedliche Spezifitat getesteter Mcl-1-Antikérper in der Western-Blot-
Analyse

Es erfolgte zunichst die Uberprifung der Spezifitit zweier Antikorper gegen Mcl-1 durch
Western-Blot-Analysen von sieben Melanom-Zelllinien. Es wurden die Antikdrper AHP472
(Firma Serotec) und Ab3184 (Firma Abcam) getestet. Die Western-Blot-Analysen mit beiden
Antikdrpern zeigten bei allen Uberpriften Melanom-Zelllinien die erwartete Bande von Mcl-1
bei 40 kDa (Abbildung 3.3.1). Zusétzlich fand sich bei dem Abcam-Antikérper Ab3184 eine
weitere starke Bande bei 30 kDa, die am ehesten der Isoform Mcl-1S entspricht. AuRerdem fand
sich bei diesem Antikorper eine weitere Bande etwas unterhalb 40 kDa, die eine sichere
Identifikation von Mcl-1 erschwerte. Daher wurde fir die immunhistologischen Versuche der
Antikorper AHP472 gewahlt.

Da die GroRze von B-Aktin (42 kDa) in etwa der des Mcl-1 Proteins (40 kDa) entspricht, erfolgte
die Ladekontrolle abweichend vom Standard mit Alpha-Tubulin (52 kDa). Zusatzlich erfolgte
eine Ponceau-Farbung. Die Kontrollen zeigten eine Proteinbeladung aller Spuren und einen

gleichméRigen Protein-Transfer.

Antikorper AHPA472 (Serotec) Antikérper Ab3184 (Abcam)
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Abbildung 3.3.1 Unterschiedliche Spezifitat von zwei Antikérpern gegen Mcl-1 in der Western-
Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse zeigte bei beiden Antikdrpern (AHP472; Ab3184) eine Expression von Mcl-1
in allen Melanom-Zelllinien. Der Antikdrper Ab3184 wies jedoch im Bereich von 40 kDa eine
Doppelbande auf. Die Expositionsdauer betrug bei AHP472 zwei, bei Ab3184 sieben Minuten. Die
Beladung erfolgte jeweils mit der gleichen Proteinmenge (30 pg pro Spur) und ist mittels Alpha-Tubulin

dargestellt. Hier betrug die Expositionszeit drei Minuten.
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3.3.2 Beste Auswertbarkeit der immunhistologischen Farbung bei einer Verdinnung des
Primarantikdrpers von 1:800

Es wurde fiir die folgenden immunhistologischen Versuche mit einer Verdunnungsreihe die
geeignete Verdunnung fir den Antikorper AHP472 ermittelt. Hierzu wurden Schnitte von
jeweils vier Tumoren mit den Verdinnungen 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 immunhistologisch
gefarbt. Parallel lief eine Negativkontrolle, bei der kein Primérantikdrper eingesetzt wurde.

Um die Ergebnisse der unterschiedlichen Verdinnungen vergleichen zu kénnen, wurde flr jeden
Tumor der Mittelwert gesamt-positiver Zellen aller Verdinnungen ermittelt. Anhand des
Mittelwerts erfolgte die Definition des Tumors als Mecl-1-positiv oder —negativ. Nach
Einordnung wurden dann Tumore derselben Antikorperverdiinnung auf Ubereinstimmung mit
der ihnen zuvor zugeordneten Kategorie hin Gberprift.

Am hdufigsten waren Differenzen bezuglich der zugeordneten Kategorie bei einer Verdinnung
von 1:400 (3 Abweichungen), bei sehr hoher Verdiinnung von 1:1600 (2 Abweichungen) waren
Differenzen ebenfalls hdufig (Tabelle 3.3.1). Selten traten Unterschiede bei 1:200 (keine
Abweichung) und 1:800 (eine Abweichung) auf.

Tabelle 3.3.1  Expression von Mcl-1 bei vier Melanomen und unterschiedlichen Antikorper-
VerdUnnungen

Es wurden vier Melanome anhand der mittleren Mcl-1-Expression bei verschiedenen Verdinnungen

des Primérantikorpers (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600) als Mcl-1-positiv (+) oder —negativ (-) definiert.

Abweichungen der Mcl-1-Expression innerhalb einzelner Verdiinnungen von der definierten Kategorie

sind grau unterlegt.

Melanom Mcl-1-positive Tumorzellen [%0]
1:200 1:400 1:800 1:1600 Mittelwert
1 85 (+) 20 (-) 25(9) 10 () 35 (+)
2 10 () 45 (+) 25(9) 15 () 23,8 ()
3 25 () 30 (+) 25 () 30 (+) 27,5 (-)
4 60 (+) 75 (4) 60 (+) 75 (+) 67,5 (+)

Bei der mikroskopischen Begutachtung fiel eine mit hoherer Antikkdrper-Verdinnung
einhergehende Verringerung der Farbintensitat auf (Abbildung 3.3.2). Wahrend die geringste
Verdlinnung (1:200) eine sehr starke Farbung aller Tumorzellen aufwies, fand sich bei der
hochsten Verdlinnung (1:1600) nur noch ein sehr geringer Unterschied zwischen Mcl-1-
positiven und —negativen Zellen, sodass hier eine eindeutige Einschatzung der Mcl-1-Expression
erschwert wurde. Mittelgradige Verdinnungen (1:400, 1:800) waren dagegen mikroskopisch gut

auswertbar und zeigten vergleichbare Farbintensitaten. Aufgrund zuverlassiger und guter
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Auswertbarkeit wurde fir die weiteren immunhistologischen Versuche fir den Antikorper

AHP472 eine Verdiinnung von 1:800 gewahlt.

Abbildung 3.3.2 Verdlinnungsreihe  mit  Anti-Mcl-1-Antikbrper  AHP472 in  der
Immunhistologie

Es wurden in der Verdinnungsreihe die Verdinnungen des primaren Antikdrpers 1:200, 1:400,

1:800, 1:1600 an vier Melanomen getestet, von denen hier exemplarisch ein Tumor dargestellt ist.

Die Farbintensitat nahm mit zunehmender Verdinnung ab. Die Negativkontrolle erfolgte ohne
Primarantikorper und wies keine Farbung auf.
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3.4 Mcl-1-Expression in Primartumoren und Metastasen

3.4.1 Haufiger Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden Metastasen

Es wurde die Expression von Mcl-1 bei jeweils 20 Schnitten von primaren Melanomen und
Metastasen immunhistologisch untersucht. Zwei Metastasen waren nicht auswertbar. In 9 von 20
Primartumoren (45%) und 7 von 18 Metastasen (39%) fand sich eine deutliche Mcl-1-
Expression (Tabelle 3.4.1). Der Median positiver Tumorzellen wies zwischen Primartumoren
(26%) und Metastasen (15%) jedoch keinen signifikanten Unterschied auf (p = 0,22).

Beim Vergleich der Mcl-1-Expression in sechzehn Pdarchen von Primértumor und
korrespondierender Metastase fand sich mit 9 von 16 Féllen (56%) ein haufiger Verlust des
Antigens (Abbildungen 3.4.1, 3.4.2). Es wiesen 5 von 16 Falle (31%) eine Heraufregulation von
Mcl-1 in Metastasen auf, zwei Pérchen zeigten eine gleichbleibende Expression. Die
unterschiedliche Mcl-1-Expression in Priméartumoren und korrespondierenden Metastasen war

nicht signifikant (p = 0,69).

Tabelle 3.4.1 Expression von Mcl-1 in Primértumoren und Metastasen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberpriifung der Mcl-1-Expression in
20 Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt. Zwei Metastasen (P, T) waren nicht
auswertbar.

* schwach wurde als negativ gewertet

Patient Turr)orzell_ep mit Patient Tumorzell_ep mit
(P Farblr_1ten5|tat [%6] (Met) Farblnf[ensnat [%6]
stark | mittel | schwach* stark | mittel | schwach*
A 5 22,5 72,5 A 0 5 95
B 15 33,5 51,5 B 0,5 27 72,5
C 2,5 10 87,5 C 0,5 0,5 99
D 10 32,5 57,5 D 0 17,5 82,5
E 0 5 95 E 5 27,5 67,5
F 13,5 28 58,5 F 0 7,5 92,5
G 2,5 37,5 60 G 5 55 40
H 7,5 15 77,5 H 30 60 10
| 0 7,5 92,5 | 0 7.5 92,5
J 0 0 100 J 0 30 70
K 0 30 70 K 0 7.5 92,5
L 5 35 60 L 5 30 65
M 0 7,5 92,5 M 0 40 60
N 0 15 85 N 0 2,5 97,5
O 5 15 80 O 0 5 95
P 0 7,5 92,5 P
Q 5 20 75 Q 0 5 95
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R1 35 37,5 27,5 R2 7,5 30 62,5

Sl 7,5 67,5 25 S2 0 12,5 87,5

T 185 | 335 48 T
Median positiver Tumorzellen: 26% Median positiver Tumorzellen: 15%

B pt, starke Farbung
100 4 ¥ pt, mittlere Farbung
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Abbildung 3.4.1 Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden Metastasen verglichen zum
Primartumor

Es ist Expression von Mcl-1 in sechzehn Tumorpérchen dargestellt (Patienten: A-O, Q). Es fand sich
verglichen mit Primartumoren (Pt) in 9 von 16 Metastasen (Met) eine Herabregulierung der Mcl-1-

Expression (Pfeile). In finf Tumoren (E, G, H, J, M) fand sich eine Heraufregulation, wahrend die
ubrigen keine Veranderung aufwiesen.

Met

Patient
D
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Abbildung 3.4.2 Mcl-1-Expression in der immunhistologischen Farbung

Es ist jeweils ein Beispiel fur die Herabregulation (Patient D), die Heraufregulation (Patient M) und
die unveranderte Expression von Mcl-1 (Patient I) in korrespondierenden Metastasen verglichen zum
Primartumor dargestellt.

3.4.2 Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden Metastasen von Mannern

Es wurde die Mcl-1-Expression in jeweils 10 Primdrtumoren und Metastasen von Ménnern und
Frauen verglichen. Zwei Metastasen von Frauen waren nicht auswertbar. Es wiesen 6 von 10
Primartumore von Ménnern (60%) und nur 3 von 10 von Frauen (30%) eine deutliche Mcl-1-
Expression auf. Die Metastasen waren in nur 3 von 10 Féllen von Ménnern (30%) aber in der
Hélfte der Félle von Frauen Mcl-1-positiv.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei den Priméartumoren der Manner hoher (35%) als bei
Frauen (19%). Bei den Metastasen von Ménnern war er mit 10% verglichen zu Frauen mit 29%
erniedrigt. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (Primartumore: p = 0,19; Metastasen: p =
0,36).

Der Vergleich der Mocl-1-Expression in sechzehn Péarchen von Primértumor und
korrespondierender Metastase zeigte einen deutlichen Verlust von Mcl-1 in den Metastasen von
Mannern. Es wiesen 5 von 8 korrespondierende Metastasen von Mannern (63%) einen insgesamt



Ergebnisse 51

signifikanten Verlust von Mcl-1 auf (p = 0,04; Abbildung 3.4.3). Bei Frauen zeigte sich zwar in
4 von 8 Féllen (50%) ein Verlust von Mcl-1, dieser erwies sich jedoch nicht als signifikant (p =
0,44). Eine Heraufregulation von Mcl-1 in Metastasen von Mannern fand sich in nur einem Fall,
von Frauen dagegen in der Hélfte der Félle. Die Ubrigen Parchen zeigten eine gleichbleibende

Expression.

Manner Frauen B Pt, starke Farbung
Z pt, mittlere Farbung
B Met, starke Farbung
28 Met, mittlere Farbung

Prozent [%]

Abbildung 3.4.3 Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden Metastasen von Mannern

Es ist die Expression von Mcl-1 bei 16 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-O, Q)
sortiert nach Geschlecht dargestellt. Bei Mannern fand sich ein haufiger Verlust von Mcl-1 in
Metastasen (Pfeile), wahrend sich bei Frauen geringere Unterschiede zeigten.

3.4.3 Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden Metastasen dickerer Primartumore
(T3/T4)

Es wurde im Folgenden die Mcl-1-Expression in den 20 Primartumoren und 18 Metastasen in
Verbindung mit der Tumordicke untersucht. Hierzu wurden die Schnitte entsprechend der
Tumordicke des priméren Melanoms in die Gruppen T1-T4 eingeteilt. Bei dunnen
Primartumoren (T1) fand sich kein Mcl-1-positiver Tumor. Dagegen wiesen dickere Tumore
(T2, T3) in der Halfte der Félle, dicke Tumore (T4) sogar in 3 von 5 Féllen (60%) eine deutliche
Mcl-1-Expression auf.
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Der Median positiver Tumorzellen lag in T1 bei 12,5%, in T2 bei 40%, in T3 bei 27,5% und in
T4 bei 40%. Die verminderte Mcl-1-Expression in dinnen Primartumoren war aufgrund eines
geringen Stichprobenumfangs nicht signifikant (p = 0,12). Bei den Metastasen zeigten 2 von 3
dinne Tumore (T1, 67%), 3 von 4 Tumore in T2 (75%) und nur 2 von 5 Tumore (40%) in T4
eine deutliche Mcl-1-Expression. In Gruppe T3 war keine Metastase Mcl-1-positiv. Der Median
positiver Tumorzellen lag in den Metastasen in T1 bei 33%, in T2 bei 34%, in T3 bei 6% und in
T4 bei 7%. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,2).

Der direkte Vergleich der sechzehn Pérchen zeigte bei diinneren Tumoren (T1, T2) in nur einem
von finf Fallen (20%) einen Verlust von Mcl-1 in den Metastasen, in dickeren Tumoren (T3/T4)
dagegen in 8 von 11 Féallen (73%; Abbildung 3.4.4). Der Verlust bei dickeren Tumoren war
signifikant (p = 0,01). Zusatzlich wiesen dinnere Tumore in 4 von 5 Féllen (80%), die dickeren
Tumore dagegen nur in einem von elf Fallen (9%) eine Heraufregulation von Mcl-1 in den
Metastasen auf. Die Zunahme der Mcl-1-Expression bei diinneren Tumoren erwies sich als

Tendenz (p = 0,08). Bei den uibrigen Parchen fand sich keine Anderung.

T1/T2 T3/T4 B Pt, starke Farbung
2 pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung

100 - &2 Met, mittlere Farbung
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Abbildung 3.4.4 Mcl-1-Verlust in Metastasen dickerer Primartumore (T3/T4)

Es ist die Expression von Mcl-1 in 16 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-O, Q) sortiert
entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Es zeigte sich bei dickeren
Tumoren (T3/T4) ein Mcl-1-Verlust in den Metastasen (Pfeile). AuRerdem zeigte sich eine h&ufige
Heraufregulation in dinneren Tumoren (T1/T2; E, H, J, M).
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3.4.4 Mcl-1-Expression unabhangig vom Clark-Level

Es wurde im Folgenden die Mcl-1-Expression in den 20 Primartumoren und 18 Metastasen in
Verbindung mit dem Clark-Level untersucht. Es zeigte sich bei Primartumoren der Gruppe 11 in
3 von 5 Fallen (60%) und der Gruppe IV in 6 von 14 Fallen (43%) eine deutliche Expression von
Mcl-1. Der Tumor in Gruppe V war ebenfalls Mcl-1-positiv. Auch der Median positiver
Tumorzellen zeigte bei Primartumoren unabhdngig vom Clark-Level starke Schwankungen. Er
lag in Gruppe I11 bei 30%, in Gruppe 1V bei 23% und in Gruppe V bei 28%.

Bei den Metastasen fand sich bei Gruppe 111 in 2 von 5 Féllen (40%) und bei Gruppe IV in 5 von
12 Fallen (42%) eine Mcl-1-Expression. Der Median positiver Tumorzellen lag in Gruppe 11 bei
18%, in Gruppe IV bei 20% und in Gruppe V bei 5%. Weder bei Primartumoren noch
Metastasen wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen Mcl-1-Expression und Clark-Level
gefunden (Primartumore: p = 0,51; Metastasen: p = 0,32).

Der direkte Vergleich der sechzehn Pérchen zeigte einen Verlust von Mcl-1 in 3 von 4
Metastasen (75%) in Gruppe Il und 5 von 11 Metastasen (45%) in Gruppe IV. Auch die
Metastase der Gruppe V zeigte eine Herabregulation von Mcl-1. Eine Heraufregulation fand sich
in einer von vier Metastasen (25%) der Gruppe Il und bei 4 von 11 Metastasen (36%) der
Gruppe IV. Die ubrigen Tumore zeigten keine Veranderung.

3.4.5 Mcl-1-Expression unabhéngig vom Ulzerationsgrad des Primartumors

Es wurde die Mcl-1-Expression in 16 Priméartumoren und Metastasen in Verbindung mit dem
Ulzerationsgrad untersucht. Zwei Metastasen waren nicht auswertbar. Die Schnitte wurden
zundchst in geeignete Gruppen (nicht-ulzeriert/ulzeriert) eingeteilt. Bei Primdrtumoren ohne
Ulzeration fand sich in 6 von 11 Féllen (55%), bei ulzerierten Tumoren in 2 von 5 Féllen (40%)
eine deutliche Mcl-1-Expression. Der Median positiver Tumorzellen lag bei nicht-ulzerierten
Primartumoren bei 30%, bei ulzerierten Primartumoren betrug er 28%. Diese Unterschiede
waren nicht signifikant (p = 0,53). Bei Metastasen nicht-ulzerierter Tumore zeigte sich in 4 von
10 Féllen (40%), bei Metastasen ulzerierter Tumore in 2 von 4 Fallen (50%) eine deutliche Mcl-
1-Expression. Der Median positiver Tumorzellen lag bei Metastasen nicht-ulzerierter
Primartumore bei 15%, bei Metastasen ulzerierter Primartumore betrug er 20%. Diese
Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,62).

Der direkte Vergleich von zwd0lf Péarchen zeigte keine vom Ulzerationsgrad abh&ngigen

Anderungen der Mcl-1-Expression. In beiden Gruppen fand sich bei jeweils der Halfte der
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untersuchten Pérchen eine Herabregulation von Mcl-1 in Metastasen. Eine Heraufregulation fand
sich in 3 von 8 Metastasen (38%) nicht-ulzerierter Tumore und in einer Metastase (25%) von
ulzerierten Tumoren. Die tbrigen Parchen wiesen keine Verénderung auf. Die Unterschiede der
Mcl-1-Expression zwischen Primartumoren und korrespondierenden Metastasen waren weder

bei nicht-ulzerierten (p = 0,87) noch bei ulzerierten Tumoren (p = 0,19) signifikant.
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35 Vorversuche Bax

3.5.1 Unterschiedliche Spezifitat getesteter Antikorper gegen Bax in der
Western-Blot-Analyse

Zur Auswahl eines geeigneten Antikdrpers gegen Bax wurde zundchst die Spezifitat von vier
unterschiedlichen Antikorpern durch Western-Blot-Analysen von sieben Melanom-Zelllinien
Uberprift. Es wurden die Antikdrper sc-7480, sc-493, sc-526 (Firma Santa Cruz) und YTH-2D2
(Firma Trevigen) getestet. Letzterer diente als bereits etablierter Antikorper lediglich als
Vergleichskontrolle, da er im Handel nicht mehr verfligbar war.

Die Western-Blot-Analyse zeigte bei allen Antikorpern in den tberpriften Melanom-Zelllinien
die erwartete Bax-Bande im Bereich von 20 kDa (Abbildung 3.5.1). Der Antikorper sc-7480
wies jedoch an dieser Stelle eine Doppelbande auf, die am ehesten durch die beiden Isoformen
Bax-alpha (21 kDa) und -beta (24 kDa) erklarbar ist. AuRerdem fand sich bei dem Antikdrper sc-
526 eine Bande bei 15 kDa, die am ehesten der Isoform Bax-delta (15 kDa) entspricht. Banden
eines unbekannten Proteins zeigten zwei der Antikdrper bei 35 kDa (sc-7480, sc-526) und ein
Antikorper bei 30 kDa (sc-526). Die Ubrigen Antikorper (sc-493, YTH-2D2) zeigten neben der
Bax-Bande (20 kDa) keine weiteren Banden. Die Ladekontrolle erfolgte mit B-Aktin (42 kDa).
Zusatzlich erfolgte eine Ponceau-Féarbung. Die Kontrollen zeigten eine Proteinbeladung aller
Spuren und einen gleichmaRigen Protein-Transfer.

Obwohl von Santa Cruz fur die Immunhistologie nicht getestet, wurde fiir die folgenden
immunhistologischen Farbungen der AntikOrper sc-493 verwendet, da er in der Western-Blot-
Analyse die hochste Spezifitat aufwies und deutliche Ahnlichkeit mit dem bereits etablierten

Trevigen-Antikorper zeigte.
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Abbildung 3.5.1 Unterschiedliche Spezifitat von vier Antikérpern gegen Bax in der Western-

Blot-Analyse
Die Western-Blot-Analyse zeigte bei allen Antikorpern (sc-7480, sc-526, sc-493, YTH-2D2) eine

Expression von Bax in sieben untersuchten Melanom-Zelllinien. Banden eines unbekannten
Proteins zeigten zwei der Antikérper bei 35 kDa (sc-7480, sc-526) und ein Antikorper bei 30

kDa (sc-526). Die Beladung erfolgte jeweils mit der gleichen Proteinmenge (30 pug pro Spur) und ist
mittels B-Aktin dargestellt. Die Expositionsdauer betrug bei YTH-2D2 flinf Sekunden, bei sc-7480 und
sc-493 jeweils sechs Minuten und bei sc-526 45 Minuten. Die Expositionszeit fir p-Aktin betrug
jeweils drei Sekunden mit Ausnahme des Antikdrpers sc-526, bei dem g-Aktin 10 Minuten exponiert

wurde.

3.5.2 Geringe Unterschiede in der immunhistologischen Farbung bei unterschiedlichen
Antikorpern gegen Bax

Da der gewahlte Antikorper sc-493 vom Hersteller Santa Cruz nicht fiir die Immunhistologie
getestet war, wurde im Folgenden sein Verhalten in der immunhistologischen Farbung mit dem
anderer Antikorper verglichen. Es wurden die Antikorper sc-7480, sc-526 und sc-493 und eine
Verdinnung von 1:200 gewahlt. Die Untersuchung erfolgte an Schnitten von vier
unterschiedlichen Melanomen (1-4). Parallel dazu lief eine Negativkontrolle, bei der kein
Primarantikdrper eingesetzt wurde.

In der Auswertung zeigten sich nur geringe Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Antikorpern. Die Melanome 1, 2 und 4 wurden unabhé&ngig vom Antikorper immer als Bax-
positiv gewertet, das Melanom 3 erwies sich stets als Bax-negativ (Tabelle 3.5.1). Zusatzlich
wiesen die getesteten Antikdrper bei den jeweiligen Melanomen vergleichbare Farbintensitaten
auf und zeigten alle eine der Bax-Lokalisation entsprechende zytosolische Farbung (Abbildung
3.5.2). Bei der Negativkontrolle fand sich keinerlei Farbung. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
von einer Eignung des Antikorpers sc-493 fir die immunhistologische Farbung ausgegangen.
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Tabelle 3.5.1 Expression von Bax bei Verwendung verschiedener Antikorper

Es wurden an vier verschiedenen Melanomen (1-4) bei einer Verdinnung von 1:200 drei
Antikdrper (sc-7480, sc-526, sc-493) in der immunhistologischen Farbung getestet. Tumore, die
bei > 30% der Zellen eine starke bis mittelgradige Farbung aufwiesen, wurden als positiv (+)
gewertet, die Ubrigen galten als negativ (-). Ein Schnitt war nicht auswertbar. Es zeigte sich in der
Auswertung der vier Melanome eine weitgehende Ubereinstimmung bei den drei Antikérpern.

Melanom Bax-positive Tumorzellen [%0]
sc-7480 sc-526 sc-493
1 70,00 (+) 80,00 (+) 80,00 (+)
: 90,00 (+) 30,00 (+) 40,00 (+)
3 15,00 () 15,00 () 5.00 (9
! 65,00 (+) 55,00 (+)

Abbildung 3.5.2 Vergleich  verschiedener  Antikérper gegen  Bax in  der
immunbhistologischen Farbung

Es wurden bei vier Melanomen drei Antikdrper (sc-7480, sc-526, sc-49) in der immunhistologischen

Farbung getestet. Die Verdunnung betrug 1:200. Hier ist exemplarisch ein Melanom sowie die

Negativkontrolle dargestellt. Bei der Kontrolle wurde kein Primarantikdrper eingesetzt. Die

Antikdrper zeigten in Bezug auf Farbintensitat und Lokalisation (Zytosol) ein vergleichbares Bild.

Bei der Negativkontrolle fand sich keinerlei Farbung.
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3.5.3 Vergleichbare Untersuchungsergebnisse bei unterschiedlichen Verdiinnungen
des Primarantikérpers

Es wurde die geeignete Verdiinnung fir den gewéhlten Antikdrper gegen Bax (sc-493) mit Hilfe
einer Verdinnungsreihe ermittelt. Dazu wurden Schnitte von funf Melanomen (1-5) jeweils mit
verschiedener Verdinnung des Primarantikorpers (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600) gefarbt. Es
lief zusatzlich eine Negativkontrolle mit, bei der kein Primarantikorper eingesetzt wurde. Zur
Ermdglichung einer Vergleichbarkeit verdiinnungsabhangiger Ergebnisse wurde das jeweilige
Melanom anhand des Mittelwerts positiver Tumorzellen der unterschiedlichen Verdinnungen als
positiv oder negativ definiert und dann die Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der jeweiligen
Verdlnnung geprft.

Am hdufigsten waren Differenzen beziiglich der zugeordneten Kategorie bei der geringsten
Verdunnung von 1:50 (3 Abweichungen, Tabelle 3.5.2). Bei allen anderen Verdinnungen fand
sich jeweils nur eine Abweichung. Weiterhin fiel ein Verlust der Farbintensitit mit zunehmender
Verdinnung des Primérantikorpers auf (Abbildung 3.5.3). Bei der Negativkontrolle fand sich
keinerlei Farbung. Da mit Ausnahme der geringsten Verdinnung alle getesteten Verdiinnungen
vergleichbare Ergebnisse lieferten, stellte die zunehmend geringe Farbintensitat bei héheren
Verdlinnungen den begrenzenden Faktor dar. Es wurde 1:400 als Verdiunnung fir die weiteren

immunbhistologischen Farbungen gewahlt.

Tabelle 3.5.2  Expression von Bax bei verschiedenen Antikdrper- Verdiinnungen

Es wurden funf Melanome anhand der mittleren Bax-Expression bei verschiedenen Verdinnungen des
Primarantikorpers (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600) als positiv (+) oder negativ (-) definiert.
Abweichungen der Bax-Expression innerhalb einzelner Verdinnungen von der definierten Kategorie
sind grau unterlegt. Ein Schnitt war nicht auswertbar.

Melanom Bax-positive Tumorzellen [%0]
1:50 1:100 1:200 1:400 1:600 Mittelwert
1 30(+) | 20() 10 () 5() 5() 14 ()
2 60 (+) 40 (+) 30 (+) 20 (-) 1() 30,2 (+)
3 31(+) 30 (+) 30 (+) 25 () 20 () 27,2 (1)
4 5() 10 (1) 15 (1) 10 () 15 (1) 11 (1)
5 35 (4) 60 (+) 60 (+) 60 (+) 43 (+)




Ergebnisse

oy 1
_ S B A
Abbildung 3.5.3 Verdinnungsreihe  mit  Anti-Bax-Antikorper  (sc-493) in  der

Immunhistologie
Es wurden in der Verdiinnungsreihe unterschiedliche Verdinnungen des primaren Antikérpers (1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:600) an fiinf unterschiedlichen Melanomen getestet, von denen hier
exemplarisch ein Tumor dargestellt ist. Die Farbintensitat nahm mit zunehmender Verdinnung ab.
Die Negativkontrolle erfolgte ohne Primérantikdrper und wies keine Farbung auf.
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3.6 Bax-Expression in Primartumoren und Metastasen

3.6.1 MalRiger Verlust von Bax in korrespondierenden Metastasen

Es wurde die Expression von Bax bei jeweils 20 Schnitten von primdren Melanomen und
Metastasen immunhistologisch untersucht. Ein Primdrtumor und drei Metastasen waren nicht
auswertbar. Es fand sich in 16 von 19 (82%) Priméartumoren und 12 von 17 (71%) Metastasen
eine deutliche Expression von Bax (Tabelle 3.6.1). Der Median positiver Tumorzellen lag bei
Primartumoren mit 62% hdéher als bei Metastasen mit 35%. Dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant (p = 0,12).

Beim Vergleich der Bax-Expression in funfzehn Péarchen von Primértumor und
korrespondierender Metastase fand sich in 6 von 15 (40%) Metastasen ein Verlust von Bax, in 4
von 15 Fallen (27%) zeigte sich eine Heraufregulation (Abbildung 3.6.1). Die Ubrigen Parchen

wiesen eine unveranderte Expression auf. Die Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,5).

Tabelle 3.6.1 Expression von Bax in Primartumoren und Metastasen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberpriifung der Bax-Expression in 20
Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt Ein Primértumor (Q) und drei Metastasen (P,
Q, T) waren nicht auswertbar.

Patient Tumorzell_e[l mit Patient Turr_lorzell_e_rj mit
(P1) Farbmtensﬂat [%0] (Met) Farblntfensnat [%0]
stark | mittel | schwach stark | mittel | schwach
A 15 30 55 A 0 10 90
B 5 70 25 B 0 60 40
C 0 12,5 87,5 C 42,5 42,5 15
D 10 70 20 D 0,5 10 89,5
E 0 5 95 E 2,5 57,5 40
F 0 15 85 F 0 20 80
G 10 62,5 27,5 G 21,5 42,5 36
H 10 57,5 32,5 H 30 55 15
| 5 60 35 | 5 30 65
J 2,5 30 67,5 J 2,5 35 62,5
K 7,5 35 57,5 K 5 30 65
L 5 60 35 L 0 32,5 67,5
M 2 60 38 M 5 30 65
N 5 35 60 N 2,5 35 62,5
@) 5 40 55 @) 52,5 42,5 5
P 8,5 39 52,5 P
Q [ — [ - Q
R1 20 70 10 R2 0 12,5 87,5
S1 175 | 725 10 S2 0,5 5 94,5
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Abbildung 3.6.1 Bax-Expression in der immunhistologischen Farbung

Es ist jeweils ein Beispiel flr die Herabregulation (Patient B), die Heraufregulation (Patient O) und
die unveranderte Expression von Bax (Patient G) in korrespondierenden Metastasen verglichen zum
Primartumor dargestellt.
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3.6.2 Bax-Expression in priméaren Melanomen und Metastasen unabhéngig vom
Geschlecht

Es wurde die Bax-Expression in jeweils 10 Primdrtumoren und Metastasen von Ménnern und
Frauen verglichen. Von Ménnern waren ein Primértumor und eine Metastase, von Frauen zwei
Metastasen nicht auswertbar. Es exprimierten von Ménnern 8 von 9 (89%), von Frauen 8 von 10
Primartumore (80%) Bax. Bei Metastasen von Méannern fand sich in 6 von 10 Féllen (60%), von
Frauen in 6 von 8 Fallen (75%) eine deutliche Bax-Expression.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei Primartumoren von Mannern etwas hoher (65%) als
von Frauen (46%). Bei den Metastasen von Mannern betrug er 35%, von Frauen 38%. Weder bei
Primartumoren noch Metastasen traten signifikante Unterschiede zwischen Mannern und Frauen
auf (Primértumore: p = 0,15; Metastasen: p = 0,66).

Der Vergleich der Bax-Expression in finfzehn Parchen von Primdrtumor und
korrespondierender Metastase zeigte bei Mannern in 3 von 7 Féllen (43%), bei Frauen in 3 von 8
Fallen (38%) einen Verlust von Bax bei korrespondierenden Metastasen. Bei zwei Parchen jeder
Gruppe fand sich eine Heraufregulation, wéhrend sich bei den ibrigen Parchen keine Anderung
der Bax-Expression fand.

3.6.3 Verlust von Bax in korrespondierenden Metastasen dickerer Primartumore (T3/T4)

Es wurde die Bax-Expression in 19 Primartumoren und 17 Metastasen in Verbindung mit der
Tumordicke untersucht. Hierzu wurden die Schnitte entsprechend der Tumordicke des priméren
Melanoms in die Gruppen T1-T4 eingeteilt. Lediglich einer von drei diinnen Primartumoren (T1)
erwies sich als Bax-positiv (33%, Abbildung 3.6.3). Dagegen wiesen alle Tumore der Gruppen
T2 und T3 sowie 4 von 5 Primartumore der Gruppe T4 eine deutliche Bax-Expression auf.

Der Median positiver Tumorzellen lag in T1 bei 12,5%, in T2 bei 76%, in T3 bei 47,5% und in
T4 bei 65%. Die deutlich geringere Bax-Expression in diinnen Priméartumoren erwies sich als
Tendenz (p = 0,05). AuRerdem zeigte sich in allen Metastasen der Gruppe T1 und der Halfte der
Metastasen in Gruppe T2 eine deutliche Bax-Expression. In Gruppe T3 waren 4 von 5
Metastasen, bei dicken Tumoren (T4) drei von flinf Metastasen (60%) Bax-positiv.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei Metastasen in T1 mit 85% deutlich héher als in den
Gruppen T2 mit 24%, T3 mit 38% und T4 mit 33%. Die hoéhere Bax-Expression in T1

verglichen mit den tbrigen Gruppen erwies sich als signifikant (p = 0,01).
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Der direkte Vergleich der flinfzehn Parchen zeigte bei dinneren Tumoren (T1/T2) in nur einem
von flnf Fallen (20%) einen Verlust von Bax, wahrend sich bei dickeren Tumoren (T3/T4) in
der Halfte aller Féllen eine Herabregulation fand (Abbildung 3.6.2). Die Unterschiede bei
dickeren Tumoren waren signifikant (p = 0,04). Gleichzeitig wiesen 3 von 5 diinnere Tumore
(60%) und nur ein dickerer Tumor eine Zunahme der Bax-Expression auf. Bei den ubrigen

Parchen fand sich keine Anderung der Expression.

T1/T2 T3/T4 B Pt, starke Farbung

#2 pt, mittlere Farbung
B Met, starke Farbung
100 1 # Met, mittlere Farbung

b4
Vo

Prozent [%)]
(o2}
o

C EH J M B D K N OAF G I L

Abbildung 3.6.2 Bax-Verlust in Metastasen dickerer Primartumore (T3/T4)

Es ist die Expression von Bax bei 15 korrespondierenden Tumorpérchen (Patienten: A-O) sortiert
entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Es zeigte sich bei dickeren
Tumoren (T3/T4) ein Bax-Verlust in den Metastasen (Pfeile) sowie eine haufige Heraufregulation bei
dunneren Tumoren (T1/T2; C, E, H).

3.6.4 MaRiger Verlust von Bax in korrespondierenden Metastasen mit zunehmender
Invasionstiefe des Primartumors

Es die Expression von Bax in den 19 Primértumoren und 17 Metastasen in Verbindung mit dem
Clark-Level untersucht. Fir die Gruppen | und Il standen keine Tumore zur Verfligung. In
Primartumoren war eine deutliche Bax-Expression mit 4 von 5 Tumoren (80%) in Gruppe Il
und 11 von 13 Tumoren (85%) in Gruppe IV sehr hdufig. Auch der Tumor in Gruppe V war
Bax-positiv. Der Median positiver Tumorzellen lag in Gruppe 11l bei 68%, in Gruppe IV bei
62% und in Gruppe V bei 45%.
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Bei Metastasen fand sich in 3 von 5 (60%) Féllen der Gruppe 111 und 9 von 11 Fallen (82%) der
Gruppe 1V eine deutliche Bax-Expression, wéhrend der Tumor in Gruppe V Bax-negativ war.
Der Median positiver Tumorzellen lag hier in Gruppe 111 bei 35%, in Gruppe IV bei 38% und in
Gruppe V bei 10%. Weder bei Primédrtumoren noch Metastasen wurde ein signifikanter

Zusammenhang mit dem Clark-Level gefunden (Primartumore: p = 0,58; Metastasen: p = 0,46).

Der direkte Vergleich der flinfzehn Parchen zeigte einen Verlust von Bax in nur einer von vier
Metastasen (25%) in Gruppe I11 und 4 von 10 Metastasen (40%) in Gruppe 1V. In der Metastase
der Gruppe V zeigte sich eine Herabregulation. Eine Heraufregulation in Metastasen fand sich in
der Halfte der Parchen in Gruppe Il aber nur in 2 von 10 Fallen (20%) der Gruppe IV. Die
ubrigen Tumore zeigten keine Verdnderung. Der Verlust von Bax in Metastasen der Gruppen
IV/V war statistisch nicht signifikant (p = 0,37).

3.6.5 Verlust von Bax in korrespondierenden Metastasen ulzerierter Primartumore

Es wurde die Bax-Expression in 16 Primartumoren und 14 Metastasen in Verbindung mit der
Ulzeration untersucht. Bei Primértumoren ohne Ulzeration zeigte sich in 10 von 11 Féllen
(91%), bei Priméartumoren mit Ulzeration in allen Fallen eine deutliche Bax-Expression. Der
Median positiver Tumorzellen betrug bei nicht-ulzerierten Primértumoren 65% und bei
ulzerierten Primértumoren 48%. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,61).

Bei Metastasen nicht-ulzerierter Primartumore zeigte sich in 6 von 10 Féllen (60%), bei
Metastasen ulzerierter Tumore in 3 von 4 Féllen (75%) eine deutliche Bax-Expression. Der
Median positiver Tumorzellen betrug in beiden Gruppen 35%.

Der direkte Vergleich von zwolf korrespondierenden Tumorparchen zeigte bei Tumoren ohne
Ulzeration in 3 von 8 Féllen (38%) einen Verlust von Bax in Metastasen, bei Tumoren mit
Ulzeration dagegen in 2 von 4 Fallen (50%, (Abbildung 3.6.3)). Eine Heraufregulation von Bax
in Metastasen fand sich lediglich in 2 von 8 Féllen bei nicht ulzerierten Tumore (25%). Die
iibrigen Parchen zeigten keine Anderung der Bax-Expression. Der Verlust von Bax in

Metastasen ulzerierter Primartumore erwies sich als Tendenz (p =0,07).
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Abbildung 3.6.3 Bax-Verlust in korrespondierenden Metastasen ulzerierter Primartumore

Es ist die Expression von Bax in zwolf korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A, D, F-O)
sortiert entsprechend Ulzerationsgrad des Primartumors (nicht-ulzeriert/ulzeriert) dargestellt. Es
zeigte sich bei ulzerierten Tumoren ein tendenzieller Verlust von Bax (Pfeile) in den Metastasen.
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3.7 Vorversuche Bak
3.7.1 Unterschiedliche Spezifitat getesteter Bak-Antikoérper in der Western-Blot-Analyse

Es wurde die Spezifitat von drei unterschiedlichen Antikdrpern gegen Bak bei sieben Melanom-
Zelllinien in der Western-Blot-Analyse tberprift. Verwendet wurden die Antikdrper B0055-03
(Firma Biomol), 1542-1 (Firma Epitomics) und A3538 (Firma Dako). Bei Letzterem handelte es
sich um einen etablierten, aber im Handel nicht mehr verfiigbaren Antikorper, welcher lediglich
als Vergleichskontrolle genutzt wurde und in den immunhistologischen Versuchen keine
Anwendung fand. Die verwendeten Verdinnungen entsprachen den Vorgaben des Herstellers.
Die Western-Blot-Analyse zeigte bei allen Antikdrpern bei den Uberpriften Zelllinien die
erwartete Bak-Bande (24 kDa; Abbildung 3.7.1). Zusétzlich wiesen die Antikdrper B0055-03
und A3538 bei 50 kDa die Bande eines unbekannten Proteins auf. Bei dem Antikorper B0055-03
fanden sich auBerdem im Bereich von 75 kDa zwei weitere Banden unbekannter Proteine, sowie
eine Bande im Bereich von 18 kDa.

Um auszuschliellen, dass die im Bereich von 50 kDa gefundene Bande durch den
Sekundarantikorper verursacht wurde, erfolgte eine weitere Western-Blot-Analyse ohne Einsatz
eines Primarantikorpers. Hier traten keine Signale auf, sodass der Sekundérantikorper als
Ursache ausgeschlossen wurde. Die Ladekontrolle erfolgte mit B-Aktin (42 kDa), zusatzlich
wurde eine Ponceau-Féarbung durchgefihrt. Die Kontrollen zeigten eine Proteinbeladung aller
Spuren und einen gleichmaRigen Protein-Transfer. Fur die weiteren immunhistologischen
Versuche wurde aufgrund hoher Spezifitat in der Western-Blot-Analyse und Monoklonalitét der

Antikorper 1542-1 verwendet.
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Abbildung 3.7.1 Unterschiedliche Spezifitdt von drei Antikdrpern gegen Bak in der
Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse zeigte bei allen Antikdrpern (B0055-03, 1542-1, A3538) eine Expression
von Bak (24 kDa) in sieben untersuchten Melanom-Zelllinien. Zusatzliche Banden unbekannter
Proteine fanden sich insbesondere bei dem Antikérper B0055-03 bei 18 kDa und im Bereich 75 kDa.
Die Antikdrper B0055-03 und A3538 wiesen eine weitere Bande bei 50 kDa auf. Bei der Western-
Blot-Analyse ohne Einsatz eines primaren Antikorpers trat dagegen keine Bande auf. Die Beladung
erfolgte jeweils mit der gleichen Proteinmenge (30 pg pro Spur) und ist mittels s-Aktin oder Ponceau
dargestellt. Bei Antikdrper B0055-03 betrug die Expositionszeit 6” (Aktinkontrolle 30°"), bei 1542- 1
betrug sie 30° (Aktinkontrolle 4°”) und bei A3538 drei Minuten. Bei der Western-Blot-Analyse ohne
Einsatz von Primarantikdrper wurde die Membran 6’ exponiert (Aktinkontrolle 3”).

3.7.2 Verbesserte Ergebnisse in der immunhistologischen Farbung bei Exposition des
priméaren Antikorpers tUber Nacht

Es wurde die geeignete Verdinnung fir den Antikorper gegen Bak (1542-1) mittels einer
Verdunnungsreihe bestimmt. Hierzu wurden Schnitte von vier Melanomen mit Verdinnungen
des Priméarantikorpers von 1:300, 1:400, 1:500 und 1:600 immunhistologisch gefarbt. Parallel
lief eine Negativkontrolle, bei der kein Priméarantikdrper eingesetzt wurde. Zusétzlich wurde die
Farbung entsprechend Standardprotokoll mit einem auf Basis der Herstellerangaben festgelegten
modifizierten Protokoll verglichen. Dazu wurde die Expositionszeit fir den Primarantikorper
von 90 Minuten bei Raumtemperatur (Standard) auf Exposition Uber Nacht bei 4°C
(Modifikation) gedndert. Die jeweiligen Ergebnisse fiir einen Tumor bei den unterschiedlichen
Verdlnnungen wurden mit der auf Basis des Mittelwerts positiver Tumorzellen aller
Verdlnnungen festgelegten Kategorie (positiv, negativ) verglichen.

Bei der Farbung nach Standardprotokoll fand sich insgesamt nur eine Abweichung von der zuvor

definierten Kategorie des Tumors (Tabelle 3.7.1). Diese trat bei nur einem Melanom und der
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groRten Verdinnung (1:600) auf. Bei der Farbung mit dem modifizierten Protokoll fanden sich
keine Abweichungen. Trotz der nur geringen Unterschiede zwischen den getesteten Protokollen
in bezug auf die Kategorie (positiv/negativ) eines Tumors, erwies sich die Farbung entsprechend
modifiziertem Protokoll in der mikroskopischen Auswertung als glinstiger, da sich hier bei
gleicher Verdinnung verglichen zum Standardprotokoll eine hohere Farbintensitat zeigte
(Abbildung 3.7.2). Daher wurde in den weiteren immunhistologischen Versuchen mit Bak das

modifizierte Protokoll verwendet und der Primarantikorper 1:500 verdinnt.

Tabelle 3.7.1 Expression von Bak bei unterschiedlichen Antikérper-Verdinnungen und unter
verschiedenen Expositionsbedingungen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Farbung von vier Melanomen bei
verschiedenen Verdiinnungen (1:300, 1:400, 1:500, 1:600) des Primarantikorpers (1542-1)
dargestellt. Die Farbung erfolgte zum einen entsprechend Standardprotokoll (A) und zum anderen
entsprechend modifiziertem Protokoll (B). Die Melanome wurden anhand der mittleren Bak-
Expression bei den unterschiedlichen Verdiinnungen des Primarantikdrpers als positiv (+) oder
negativ (-) definiert. Abweichungen der Bak-Expression innerhalb einzelner Verdiunnungen von der
definierten Kategorie sind grau unterlegt.

A (Exposition des Primarantikorpers 90’ bei Raumtemperatur)

Melanom Bak-positive Tumorzellen [%0]
1:300 1:400 1:500 1:600 Mittelwert
1 40 (+) 45 (+) 55 (+) 40 (+) 45 (+)
2 5() 5() 5() 1() 4()
3 0() 0() 0() 0() 0()
4 60 (+) 60 (+) 60 (+) 15 (-) 48,75 (+)

B (Exposition des Primarantikdrpers tiber Nacht bei 4°C)

Melanom Bak-positive Tumorzellen [%0]
1:300 1:400 1:500 1:600 Mittelwert
1 65 (+) 65 (+) 45 (+) 50 (+) 56,25 (+)
2 15 () 25 () 15 () 5 () 15 ()
. 00 1() 0() 00) 025 ()
4 55 (+) 45 (+) 30 (+) 60 (+) 475 (+)
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Abbildung 3.7.2 Verdiinnungsreihe mit Anti-Bak-Antikorper (1542-1) unter zwei

verschiedenen Expositionsbedingungen in immunhistologischer Farbung
Es wurden vier Melanome mit unterschiedlichen Verdiunnungen (1:300, 1:400, 1:500, 1:600) des
Primarantikrpers immunhistologisch geféarbt, von denen hier ein Tumor exemplarisch dargestellt ist.
Dabei wurde der Priméarantikorper einmal bei 90" und Raumtemperatur (links), einmal bei 4°C liber
Nacht (rechts) exponiert. Die Negativkontrollen erfolgten ohne Priméarantikérper und wiesen keine
Farbung auf.

3.8 Bak-Expression in Primartumoren und Metastasen

3.8.1 Keine Anderung der Expression von Bak in korrespondierenden Metastasen

Die Expression von Bak wurde in jeweils 20 Schnitten von Primértumoren und Metastasen
immunbhistologisch untersucht. Drei Metastasen waren nicht auswertbar. In Primartumoren
wiesen 12 von 20 (60%), in Metastasen 9 von 17 (53%) Tumore eine deutliche Expression von
Bak auf (Tabelle 3.8.1). Der Median positiver Tumorzellen betrug bei Primartumoren 35%, bei
Metastasen 30%. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,6).

Der Vergleich der Bak-Expression in finfzehn Parchen von Priméartumor und
korrespondierender Metastase ergab in 6 von 15 Fallen (40%) eine Herabregulation von Bak in
Metastasen (50%, Abbildung 3.8.1). Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,73). Eine
Heraufregulation fand sich ebenfalls in 6 von 15 Fallen (40%). Die lbrigen Tumore zeigten
keine Anderung der Expression.
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Tabelle 3.8.1  Expression von Bak in Primartumoren und Metastasen
Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberprifung der Bak-Expression in 20
Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt. Drei Metastasen (P, Q, T) waren nicht

auswertbar.
Patient Tumorzell_ep mit Patient Turr_lorzell_ep mit
(PY) Farbmtensﬂat [%] (Met) Farbmtgnsﬂat [%]
stark | mittel | schwach stark | mittel | schwach
A 8,5 27,5 64 A 20 45 35
B 175 | 425 40 B 40 50 10
C 0 2,5 97,5 C 0 0 100
D 10 50 40 D 0 2,5 97,5
E 0 0 100 E 9 36,5 54,5
F 3 17 80 F 0 0 100
G 22 41 37 G 0 7,5 92,5
H 0 5 95 H 0 7,5 92,5
[ 0 7,5 92,5 I 1 2,5 96,5
J 0 5 95 J 17,5 62,5 20
K 5 35 60 K 0 5 95
L 0 20 80 L 2,5 30 67,5
M 15 45 40 M 5 37,5 57,5
N 0 15 85 N 0 30 70
O 5 30 65 o] 2,5 7,5 90
P 7,5 32,5 60 P
Q 0 30 70 Q
R1 5 30 65 R2 5 45 50
S1 215 | 515 27 S2 7,5 30 62,5
T 11,5 37 51,5 T
Median der positiven Tumorzellen: Median der positiven Tumorzellen:
35% 30%
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B pt, starke Farbung
#2 Pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung
&8 Met, mittlere Farbung
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Abbildung 3.8.1 Keine Unterschiede der Bak-Expression in korrespondierenden Metastasen

und Primértumoren
Es ist Expression von Bak in fiinfzehn Tumorpéarchen dargestellt (Patienten: A-O). Es fand sich
verglichen mit Priméartumoren (Pt) bei 6 Metastasen (Met) eine Herabregulierung der Bak-Expression

(Pfeile). Ebenfalls in sechs Tumoren (A, B, E, J, L, N) fand sich eine Heraufregulation. Die (ibrigen
Parchen zeigten keine Anderung der Expression.

Met

Patient
K




Ergebnisse 73

Patient
J

Patient
|

Abbildung 3.8.2 Bak-Expression in der immunhistologischen Farbung

Es ist jeweils ein Beispiel fir die Herabregulation (Patient K), die Heraufregulation (Patient J) und
die unveranderte Expression von Bak (Patient I) in korrespondierenden Metastasen verglichen zum
Primartumor dargestellt.

3.8.2 Verlust von Bak in Metastasen mannlicher Patienten

Es wurde die Bak-Expression in jeweils 10 Primdrtumoren und Metastasen von Mannern und
Frauen untersucht. In der Gruppe der Manner waren eine Metastase, in der Gruppe der Frauen
zwei Metastasen nicht auswertbar. Bei Priméartumoren zeigte sich in 7 von 10 Fallen (70%) bei
Méannern und in 5 von 10 Féllen (50%) bei Frauen eine deutliche Expression von Bak. Bei
Metastasen wiesen nur 3 von 9 Tumore (33%) von Mannern aber 6 von 8 Tumore von Frauen
(75%) eine Bak-Expression auf.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei Primértumoren von Ménnern bei 35%, von Frauen bei
28%. Bei den Metastasen von Ménnern war er mit nur 8% verglichen zu Frauen mit 44%

deutlich erniedrigt. Dieser Unterschied erwies sich als Tendenz (p = 0,08).

Der Vergleich der Bak-Expression in funfzehn Pérchen von Primartumor und
korrespondierender Metastase zeigte in 4 von 7 Fallen bei Mannern (57%), dagegen bei Frauen
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in nur 2 von 8 Féllen (25%) einen deutlichen Verlust von Bak in korrespondierenden Metastasen
(Abbildung 3.8.3). Der Verlust von Bak in Metastasen von Mannern war signifikant (p = 0,002).
Eine Heraufregulation fand sich in der der Gruppe der Manner in nur einer Metastase, in der
Gruppe der Frauen dagegen in finf Metastasen (63%). Die Ubrigen Tumore wiesen keine

Anderung der Expression auf.

Manner Frauen B rt, starke Farbung
# Pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung

100 28 Met, mittlere Farbung

S
1=
(]
N
=
a

c b G I K L O/ A B E F H J M N

Abbildung 3.8.3 Verlust von Bak in korrespondierenden Metastasen von M&nnern

Es ist die Expression von Bak in 15 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-O) sortiert
nach Geschlecht dargestellt. Bei Mannern fand sich ein deutlicher Verlust von Bak in Metastasen
(Pfeile), wahrend sich bei Frauen Uberwiegend eine Heraufregulation zeigte.

3.8.3 Haufiger Verlust von Bak in korrespondierenden Metastasen dickerer
Primartumore (T3/T4)

Es wurde die Bak-Expression in 20 Primartumoren und 17 Metastasen in Verbindung mit der
Tumordicke untersucht. Die Schnitte wurden entsprechend der Tumordicke des priméren
Melanoms in die Gruppen T1-T4 eingeteilt. In Gruppe T1 exprimierte kein Primartumor Bak,
wahrend sich in Gruppe T2 in 3 von 4 Tumoren (75%), in T3 in 7 von 8 Tumoren (88%) und in
T4 in 2 von 5 Tumoren (40%) eine deutliche Expression zeigte. Bei Metastasen fand sich in
Gruppe T1 in einem von drei Tumoren (33%), in T2 in allen Tumoren, in T3 und T4 jeweils in 2
von 5 Tumoren (40%) eine deutliche Bak-Expression.
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Der Median positiver Tumorzellen lag bei diinnen Primértumoren (T1) mit nur 2,5% deutlich
niedriger als in den Gbrigen Gruppen. In Gruppe T2 betrug er 48%, in T3 betrug er 40% und in
T4 lag er bei 20%. Die verminderte Bak-Expression in dinnen Primértumoren (T1) war
signifikant (p = 0,008). Bei Metastasen lag der Median in T1 bei 8%, in T2 bei 40%, in T3 bei
10% und T4 bei 8%. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,67).

Der direkte Vergleich der flinfzehn Parchen zeigte bei dinneren Tumoren (T1/T2) in nur einem
Fall (20%) einen Verlust von Bak in Metastasen, bei dickeren Tumoren (T3/T4) dagegen in 5
von 10 Fallen (50%; Abbildung 3.8.4). Der Verlust von Bak bei dickeren Tumoren war nicht
signifikant (p = 0,96). Eine Heraufregulation fand sich bei der Halfte aller diinneren Tumoren

und 4 von 10 dickeren Tumoren (40%). Die lbrigen Parchen zeigten keine Anderung der Bak-
Expression.

T1/T2 T3/T4 B Pt, starke Farbung
## pt, mittlere Farbung
100 - B Met, starke Farbung
90 - 22 Met, mittlere Farbung

Prozent [%]

c EH J M B D K N OAUFG I L

Abbildung 3.8.4 Haufiger Verlust von Bak in korrespondierenden Metastasen dickerer
Priméartumore (T3/T4)

Es ist die Expression von Bak in 15 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-O) sortiert

entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Dickere Tumoren (T3/T4) wiesen

einen haufigen Verlust von Bak in Metastasen auf (Pfeile).
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3.8.4 Zunahme der Bak-Expression in Metastasen mit steigendem Clark-Level des
Primartumors

Es wurde die Bak-Expression in 20 Primartumoren und 17 Metastasen abhéngig vom Clark-
Level Uberprift. Zunachst erfolgte die Einteilung der Schnitte in entsprechende Gruppen. Bei
Primartumoren mit Clark-Level 111 fand sich in 3 von 5 Fallen (60%) und mit Clark-Level 1V in
8 von 14 Fallen (57%) eine deutliche Bak-Expression. Auch der untersuchte Tumor mit Clark-
Level V war Bak-positiv. Der Median positiver Tumorzellen lag in Gruppe Ill bei 35%, in
Gruppe IV bei 33% und in Gruppe V bei 36%.

Bei Metastasen zeigte sich in Gruppe Il in nur einem Tumor (20%) eine deutliche Bak-
Expression, in Gruppe IV bei 7 von 11 Tumoren (64%) und auch in dem Tumor in Gruppe V.
Der Median positiver Tumorzellen lag bei Metastasen der Gruppe Il bei 5%, der Gruppe 1V bei
33% und der Gruppe V bei 65%. Die mit dem Clark-Level zunehmende Bak-Expression in
Metastasen erwies sich als Tendenz (p = 0,06).

Der direkte Vergleich der flinfzehn Parchen zeigte bei Tumoren mit Clark-Level Il in 2 von 4
Fallen (50%), bei Tumoren mit Clark-Level IV in 4 von 10 Fallen (40%) einen Verlust von Bak
in Metastasen (Abbildung 3.8.5). Eine Heraufregulation fand sich bei keinem P&rchen in Gruppe
I11, wahrend in Gruppe IV die Halfte der Tumore und auch das Parchen der Gruppe V eine
Zunahme der Bak-Expression in Metastasen aufwiesen. Dieser Unterschied war nicht signifikant

(p = 0,62). Bei den uibrigen Tumoren fand sich keine Anderung der Bak-Expression.
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Abbildung 3.8.5 Bak-Expression in Primartumoren und Metastasen in Abhangigkeit
vom Clark-Level

Dargestellt ist die Expression von Bak in 15 korrespondierenden Tumorpéarchen (Patienten: A-O)

sortiert entsprechend Clark-Level des Primértumors (Pt; T1-T4). Es zeigte sich eine mit dem Clark-

Level ansteigende Bak-Expression in Metastasen (Met) und ein Verlust von Bak bei der Halfte der

untersuchtem Tumorpéarchen mit Clark-Level 111 (Pfeile).

3.8.5 Haufige Zunahme der Bak-Expression in korrespondierenden Metastasen
ulzerierter Primartumore

Es wurde die Expression von Bak in 20 Primértumoren und 17 Metastasen in Verbindung mit
dem Ulzerationsgrad untersucht. Bei nicht-ulzerierten Primartumoren fand sich in 7 von 11
Fallen (64%), bei ulzerierten Tumoren in 3 von 5 Féllen (60%) eine deutliche Bak-Expression.
Der Median positiver Tumorzellen lag bei nicht-ulzerierten Primartumoren bei 35% und bei
ulzerierten Primértumoren betrug er 36%.

Bei Metastasen nicht-ulzerierter Priméartumore wiesen 4 von 10 Tumore (40%), bei Metastasen
ulzerierter Primartumore 3 von 4 Tumore (75%) eine deutliche Bak-Expression auf. Der Median
positiver Tumorzellen betrug hier 31%, bei Metastasen nicht-ulzerierter Primartumore 9%. Die

Unterschiede waren weder in Priméartumoren (p = 0,87) noch Metastasen (p = 0,44) signifikant.

Der direkte Vergleich von zwolf Parchen zeigte in 5 von 8 Tumoren ohne Ulzeration (63%) und

nur in einem ulzerierten Tumor (25%) einen Verlust von Bak in Metastasen (Abbildung 3.8.6).
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Gleichzeitig fand sich in der Gruppe mit nicht-ulzerierten Tumoren nur eine Heraufregulation
von Bak (13%), wéhrend sich bei ulzerierten Tumoren in 3 von 4 Féllen (75%) eine Zunahme
der Bak-Expression in Metastasen fand. Die Expressionsunterschiede von Bak zwischen
Primartumoren und Metastasen waren jedoch weder bei nicht-ulzerierten Tumoren (p = 0,26)
noch bei ulzerierten Tumoren (p = 0,71) signifikant.

nicht-ulzeriert ulzeriert | MPt starke Farbung
|| E# pt, mittlere Farbung

M Vet, starke Farbung

100 B8 Met, mittlere Farbung

90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A

Prozent [%)]
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Abbildung 3.8.6 Haufige Zunahme der Bak-Expression in korrespondierenden Metastasen
ulzerierter Primartumore

Es ist die Expression von Bak in zwdlf korrespondierenden Tumorpérchen (Patienten: A, D, F-O)

sortiert entsprechend Ulzerationsgrad des Primartumors (nicht-ulzeriert/ulzeriert) dargestellt. Es

zeigte sich bei ulzerierten Tumoren eine haufige Zunahme der Bak-Expression in Metastasen (A, L, N)
sowie ein seltener Verlust (Pfeile).
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3.9  Vorversuche PUMA
3.9.1 Hohe Spezifitat des Anti-PUMA-AnNtikorpers in der Western-Blot-Analyse

Die Spezifitat des ausgewahlten Antikorpers gegen PUMA (Firma Epitomics, #1652-1) wurde in
der Western-Blot-Analyse von sieben Melanom-Zelllinien Gberpriift. Die verwendete
Verdlinnung entsprach den Vorgaben des Herstellers. Es zeigte sich eine durchgehende
Expression von PUMA bei allen sieben Zelllinien (Abbildung 3.9.1). Zusétzlich zur erwarteten
PUMA-Bande (Isoform B, 18 kDa) fand sich ausschlieflich eine vom Hersteller ebenfalls
angegebene, schwéchere Bande bei 24 kDa (Isoform A). Die Ladekontrolle erfolgte mit p-Aktin
(42 kDa). Zuséatzlich erfolgte eine Ponceau-Farbung. Die Kontrollen zeigten eine
Proteinbeladung aller Spuren und einen gleichméfigen Protein-Transfer.

E g
-+ ]
s 2 8 8 F 7 =
s &5 ¢ & 2 & =2
24 kDa =™ - — PUMA (Isoform A), 5

18 kDa —» [WSSES SEES AN SN N SN S PU LA (Isoform B), 5'

24 kDa =» [ e @B | PUMA, (isoform A), 3*
18 kDa =» PUMA, (Is oform B), 3*

42 kDa =p | " — — e — — | Akt

Abbildung 3.9.1 Hohe Spezifitat des Anti-PUMA-AnNtikdrpers in der Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine Expression von PUMA bei sieben Melanom-Zelllinien. Es fanden
sich ausschlieBlich die erwarteten Banden bei 18 kDa (PUMA, Isoform B) und 24 kDa (Isoform A). Die
Expositionszeiten betrugen funf Minuten (oben) beziehungsweise drei Minuten (Mitte). Die Beladung
erfolgte mit einer Proteinmenge von 30 pg pro Spur und ist mittels p-Aktin dargestellt. Die
Expositionszeit fiir s-Aktin betrug drei Sekunden.

3.9.2 Durchgehende PUMA-Expression in allen Primartumoren

Es wurde die geeignete Verdiinnung fur den Antikdrper gegen PUMA (1652-1) mittels einer
Verdlnnungsreihe bestimmt. Hierzu wurden Schnitte von drei Melanomen mit Verdinnungen
des Priméarantikorpers von 1:100, 1:200 und 1:400 immunhistologisch gefarbt. Parallel lief eine

Negativkontrolle, bei der kein Primé&rantikorper eingesetzt wurde. Die Bewertung der einzelnen
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Ergebnisse bei den verschiedenen Verdinnungen erfolgte anhand der auf dem Mittelwert
positiver Tumorzellen aller Verdiinnungen basierenden Tumorkategorie (positiv, negativ).

In der Auswertung fand sich bei keinem Tumor und bei keiner Verdinnung eine Differenz
bezlglich der zugeordneten Kategorie (Tabelle 3.9.1). Es zeigte sich unabhé&ngig von der
Verdlnnung in allen drei Primértumoren eine deutliche Expression von PUMA. Die Féarbung der
Tumorzellen bei hoherer Verdunnung (1:400) war insgesamt weniger homogen, sodass
Expressionsunterschiede innerhalb des Tumors deutlicher erkennbar waren (Abbildung 3.9.2).
Die Negativkontrolle wies keine Farbung auf, wodurch eine unspezifische Reaktion des
sekundaren Antikorpers ausgeschlossen wurde. Fir die folgenden immunhistologischen
Versuche mit PUMA wurde 1:400 als Verdiinnung gewéhit.

Tabelle 3.9.1 Expression von PUMA bei drei Melanomen und unterschiedlichen Antikorper-
Verdlinnungen

Es wurden drei Melanome anhand der mittleren PUMA-Expression bei verschiedenen Verdinnungen

des Primarantikorpers (1:100, 1:200, 1:400) als -positiv (+) oder negativ (-) definiert. Es fanden sich

bei keiner Verdinnung Unterschiede bei der Positivitat eines Tumors verglichen zuvor definierten

Kategorie. Tumor 2 war bei der Verdiinnung von 1:400 nicht auswertbar.

Melanom PUMA-positive Tumorzellen [%0]
1:100 1:200 1:400 Mittelwert
1 45 (+) 40 (+) 35 (+) 40 (+)
2 80 (+) 65 (+) 725 (+)
3 80 (+) 90 (+) 90 (+) 87 (+)
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Abbildung 3.9.2 Verdinnungsreihe  mit 1652-1 in  der
Immunhistologie

Es wurden in der Verdiinnungsreihe die Verdinnungen des primaren Antikérpers 1:100, 1:200, 1:400

bei drei Melanomen getestet, von denen hier exemplarisch ein Tumor dargestellt ist. Es fand sich eine

von der Verdlinnung unabhangige PUMA-Expression. Die Negativkontrolle erfolgte ohne

Primarantikorper und wies keine Farbung auf.

Anti-PUMA-Antikorper

3.10 PUMA-Expression in Primartumoren und Metastasen

3.10.1 Haufiger Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen

Die Expression von PUMA wurde bei jeweils 20 Schnitten von Primartumoren und Metastasen
immunhistologisch untersucht. Zwei Metastasen waren nicht auswertbar. Bei Primartumoren
wiesen 14 von 20 (70%), bei Metastasen 8 von 18 (44%) Tumore eine deutliche PUMA-
Expression auf (Tabelle 3.10.1). Der Median positiver Tumorzellen betrug bei Primartumoren
49%, bei Metastasen 22%. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,25).

PUMA-Expression
korrespondierender Metastase zeigte einen Verlust von PUMA in der Hélfte aller Metastasen

Der Vergleich der in sechzehn Parchen von Primértumor und
Abbildungen 3.10.1, 3.10.2). Die Expressionsunterschiede waren nicht signifikant (p = 0,43).
Vier der sechzehn Pérchen (25%) wiesen eine Heraufregulation in Metastasen auf. Die brigen

Tumore zeigten keine Anderung der PUMA-Expression.

Tabelle 3.10.1 Expression von PUMA in Primartumoren und Metastasen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberpriifung der PUMA-Expression in
20 Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt. Zwei Metastasen (Q, T) waren nicht
auswertbar.

Patient Turr)orzel!ep mit Patient Tumorzell_ep mit
(P) Farblr_ltensnat [%0] (Met) Farblnt_ensnat [%]
stark | mittel | schwach stark | mittel | schwach
A 5 45 50 A 5 30 65
B 9,5 33 57,5 B 20 60 20
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C 0 7,5 92,5 C 0 2,5 97,5
D 175 | 525 30 D 0 22,5 77,5
E 0 5 95 E 11,3 58,8 29,9
F 12,5 45 42,5 F 15 30 55
G 2,5 42,5 55 G 2,5 19 78,5
H 7,5 40 52,5 H 0 175 82,5
I 1,5 15,5 83 I 0 7,5 92,5
J 0 15 85 J 30 55 15
K 10 50 40 K 0 5 95
L 0 15 85 L 15 45 40
M 325 | 525 15 M 32,5 52,5 15
N 10 55 35 N 10 50 40
O 375 | 475 15 O 0 75 92,5
P 30 47,5 22,5 P 2,5 12,5 85
Q 2,5 45 52,5 Q
R1 25 52,5 22,5 R2 2,5 10 87,5
S1 35 50 15 S2 0 15 85
T 0 75 92,5 T
Median der positiven Tumorzellen: Median der positiven Tumorzellen:
49% 22%

B Pt, starke Farbung

#2 Pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung
## Met, mittlere Farbung l l

Prozent [%]

Abbildung 3.10.1 Haufiger Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen

Es ist Expression von PUMA in sechzehn Tumorparchen dargestellt (Patienten: A-P). Es fand sich
verglichen mit Primartumoren (Pt) in 8 Metastasen (Met) eine Herabregulierung der PUMA-
Expression (Pfeile). Vier Tumore (B, E, J, LN) zeigten eine Heraufregulation. Die lbrigen Parchen

zeigten keine Anderung der Expression.
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Abbildung 3.10.2 PUMA-Expression in der immunbhistologischen Farbung

Es ist jeweils ein Beispiel flr die Herabregulation (Patient O), die Heraufregulation (Patient B) und
die unveranderte Expression von PUMA (Patient M) in korrespondierenden Metastasen verglichen
zum Primé&rtumor dargestellt.

3.10.2 Haufiger Verlust von PUMA in Metastasen mannlicher Patienten

Es wurde die PUMA-Expression in jeweils 10 Primértumoren und Metastasen von Mannern und
Frauen untersucht. In beiden Gruppen war jeweils eine Metastase nicht auswertbar. In

Primértumoren zeigte sich in beiden Gruppen eine deutliche Expression von PUMA bei 7 von 10
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Tumoren (70%). Bei Metastasen von Mannern fand sich in einem Fall (11%), von Frauen
dagegen in 7 von 9 Fallen (78%) eine deutliche PUMA-Expression. Der Median positiver
Tumorzellen lag bei Primartumoren von Ménnern bei 54%, von Frauen bei 49%. Bei den
Metastasen von Ménnern betrug nur 13%, von Frauen dagegen 60%. Dieser Unterschied war
signifikant (p = 0,005).

Der Vergleich der PUMA-Expression in sechzehn Parchen von Primartumor und
korrespondierender Metastase zeigte einen Verlust in 4 von 7 Metastasen (57%) von Méannern
und 4 von 9 Metastasen (44%) von Frauen (Abbildung 3.10.3). Dagegen fand sich eine
Heraufregulation in nur einem Fall bei Mannern (14%) und in 3 von 9 Féllen bei Frauen (33%).

Die tibrigen Parchen zeigten keine Anderung der PUMA-Expression.

Manner Frauen B Pt, starke Farbung

¥ pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung
l & Met, mittlere Farbung

!
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Abbildung 3.10.3 Haufiger Verlust von PUMA in Kkorrespondierenden Metastasen von
Mannern

Es ist die Expression von PUMA in 16 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-P) sortiert

nach Geschlecht dargestellt. Bei Mannern fand sich ein haufiger Verlust von PUMA in Metastasen

(Pfeile), bei Frauen dagegen zeigte sich in Metastasen eine vergleichsweise hohe PUMA-Expression.
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3.10.3 Haufiger Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen dickerer
Primartumore (T3/T4)

Es wurde die PUMA-Expression in 20 Primé&rtumoren und 18 Metastasen in Verbindung mit der
Tumordicke untersucht. Die Schnitte wurden entsprechend der Tumordicke des priméren
Melanoms in die Gruppen T1-T4 eingeteilt. In Gruppe T1 exprimierte nur ein Primartumor
PUMA (33%), wéhrend sich in Gruppe T2 bei 3 von 4 Tumoren (75%), in T3 bei 7 von 8
Tumoren (88%) und in T4 bei 3 von 5 Tumoren (60%) eine deutliche Expression zeigte. Bei
Metastasen fand sich in Gruppe T1 in einem von drei Tumoren (33%), in T2 in 2 von 4 Tumoren
(50%), in T3 in 2 von 6 Tumoren (33%) und in T4 in 3 von 5 Tumoren (60%) eine deutliche
PUMA-EXxpression.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei dinnen Primartumoren (T1) mit nur 8% deutlich
niedriger als in den tbrigen Gruppen. In Gruppe T2 betrug er 81%, in T3 betrug er 63% und in
T4 lag er bei 45%. Die erniedrigte PUMA-Expression in diinnen Priméartumoren (T1) erwies sich
als Tendenz (p = 0,05). Bei Metastasen lag der Median in T1 bei 18%, in T2 bei 50%, in T3 bei
19% und T4 bei 35%. Diese Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,83).

Der direkte Vergleich der sechzehn Pérchen zeigte bei dinneren Tumoren (T1/T2) in nur einem
Fall (20%) einen Verlust von PUMA in Metastasen, bei dickeren Tumoren (T3/T4) dagegen in 7
von 11 Fallen (64%; Abbildung 3.10.4). Der Verlust von PUMA bei dickeren Tumoren war nicht
signifikant (p = 0,10). Eine Heraufregulation fand sich bei 2 von 5 diinneren Tumoren (40%) und
2 von 11 dickeren Tumoren (19%). Die Gbrigen Péarchen zeigten keine Anderung der PUMA-

Expression.
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Abbildung 3.10.4 Haufiger Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen dickerer
Primartumore (T3/T4)

Es ist die Expression von PUMA in 16 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-P) sortiert

entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Dickere Tumore (T3/T4) wiesen

einen haufigen Verlust von PUMA in Metastasen auf (Pfeile).

3.10.4 Verlust von PUMA in Metastasen von Primartumoren mit geringer Invasionstiefe
(Clark-Level 111)

Es wurde die PUMA-Expression in 20 Primartumoren und 18 Metastasen abhéngig vom Clark-
Level Uberprift. Zunachst erfolgte die Einteilung der Schnitte in entsprechende Gruppen. Bei
Primartumoren mit Clark-Level I11 fand sich in 4 von 5 Fallen (80%) und mit Level 1V in 9 von
14 Féllen (64%) und auch bei dem Tumor mit Level V eine deutliche Expression von PUMA.
Der Median positiver Tumorzellen lag in Gruppe 11l bei 60%, in Gruppe 1V bei 40% und in
Gruppe V bei 50%. Bei Metastasen exprimierte in Gruppe Il kein Tumor PUMA.. In Gruppe IV
zeigte sich dagegen in 7 von 12 Metastasen (58%) eine deutliche PUMA-Expression, auch der
Tumor in Gruppe V erwies sich als positiv. Diese Unterschiede erwiesen sich als Tendenz (p =
0,08).

Der direkte Vergleich der sechzehn Parchen zeigte bei Tumoren mit Clark-Level 111 in 3 von 4
Fallen (75%), mit Level IV in 4 von 11 Fallen (36%) und auch bei dem Pé&rchen in Gruppe V
einen Verlust von PUMA in Metastasen (Abbildung 3.10.5). Der Verlust bei Tumoren mit Clark-

Level 111 erwies sich als Tendenz (p = 0,06). Eine Heraufregulation vom PUMA zeigte sich nur
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in 4 von 11 Fallen (36%) bei Tumoren mit Clark-Level IV. Die Ubrigen Parchen wiesen keine

Anderung der PUMA-Expression auf.

Il VIV

Prozent [%]

C D H K | B

B pt, starke Farbung
# Pt, mittlere Farbung
B Vet, starke Farbung
# Met, mittlere Farbung
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Abbildung 3.10.5

Verlust von PUMA

in  korrespondierenden Metastasen von

Primértumoren mit Clark-Level 111
Dargestellt ist die Expression von PUMA in 16 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-P)
sortiert entsprechend Clark-Level des Primartumors (Pt; T1-T4). Es zeigte sich bei geringer
Invasionstiefe des Primértumors (Gruppe III) ein Verlust von PUMA in korrespondierenden
Metastasen (Pfeile). Eine Heraufregulation fand sich ausschlieflich in Tumorparchen groRerer

Invasionstiefen (Gruppe IV/V; B, E, J, L).

3.10.5 PUMA-Expression unabhangig vom Ulzerationsgrad

Es wurde die Expression von PUMA in 20 Primartumoren und 18 Metastasen in Verbindung mit

dem Ulzerationsgrad untersucht. Nicht-ulzerierte Primartumore wiesen in 8 von 11 Féllen (73%),

ulzerierte Primartumore in 4 von 5 Féllen (80%) eine deutliche PUMA-Expression auf. Der

Median positiver Tumorzellen betrug bei nicht-ulzerierten Primartumoren 60% und bei

ulzerierten Priméartumoren 50%. Bei Metastasen nicht-ulzerierter Priméartumore zeigte sich in 3

von 10 Fallen (30%), bei Metastasen ulzerierter Priméartumore in 3 von 5 Fallen (60%) eine

deutliche PUMA-Expression. Der Median positiver Tumorzellen betrug hier 35% und bei
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Metastasen nicht-ulzerierter Primartumore 17%. Die Unterschiede waren weder bei

Primartumoren (p = 0,53) noch Metastasen (p = 0,3) signifikant.

Der direkte Vergleich von dreizehn Pérchen zeigte bei 5 von 8 Tumoren ohne Ulzeration (63%)
und 3 von 5 ulzerierten Tumoren (60%) einen Verlust von PUMA in Metastasen. Eine
Heraufregulation von PUMA in Metastasen fand sich sowohl bei nicht-ulzerierten als auch bei
ulzerierten Tumoren in jeweils nur einem Fall (13%, beziehungsweise 20%) Die ibrigen P&rchen
zeigten keine Anderung der PUMA-Expression. In keiner der drei untersuchten Gruppen waren
die Expressionsunterschiede von PUMA zwischen Primértumoren und Metastasen signifikant

(nicht-ulzerierte Tumore: p = 0,18 ; ulzerierte Tumore: p = 0,34).
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3.11  Vorversuche Noxa
3.11.1 Eindeutige Identifizierung von Noxa in der Western-Blot-Analyse

Die Spezifitat eines Antikorpers gegen Noxa (Firma ProSci, #2437) wurde in der Western-Blot-
Analyse von sieben Melanom-Zelllinien Gberpruft. Die verwendete Verdiinnung entsprach den
Vorgaben des Herstellers. Es fand sich eine Expression von Noxa bei allen Zelllinien (Abbildung
3.11.1). Neben der erwarteten Bande von Noxa (14 kDa) fand sich zusatzlich die Bande eines
unbekannten Proteins bei 21 kDa. Die Ladekontrolle erfolgte mit p-Aktin (42 kDa). Zusatzlich
erfolgte eine Ponceau-Farbung. Die Kontrollen zeigten eine Proteinbeladung aller Spuren und
einen gleichméligen Protein-Transfer. Der Antikorper wurde im Folgenden fir die
immunhistologischen Versuche mit Noxa verwendet, da er eine eindeutige Identifizierung des

Proteins in der Western-Blot-Analyse erméglichte.
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Abbildung 3.11.1 Hohe Spezifitat des Anti-Noxa-Antikorpers in der Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine Expression von Noxa bei sieben Melanom-Zelllinien. Neben der
erwarteten Bande (18 kDa) fand sich zusatzlich die Bande eines unbekannten Proteins (21 kDa). Die
Expositionszeit betrug drei Minuten. Die Beladung erfolgte mit einer Proteinmenge von 30 ug pro Spur
und ist mittels s-Aktin dargestellt. Die Expositionszeit fir g-Aktin betrug fiinf Sekunden.

3.11.2 Beste Auswertbarkeit der immunhistologischen Farbung bei einer Verdinnung des
Primarantikdrpers von 1:1000

Es wurde mit einer Verdunnungsreihe die geeignete Verdiinnung fir den Antikorper #2437
gegen Noxa ermittelt. Hierzu wurden Schnitte von jeweils drei Melanomen mit den
Verdunnungen 1:500, 1:1000 und 1:2000 immunhistologisch gefarbt. Parallel lief eine
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Negativkontrolle, bei der kein Primarantikdrper eingesetzt wurde. Die Bewertung der einzelnen
Ergebnisse bei den verschiedenen Verdinnungen erfolgte anhand der auf dem Mittelwert
positiver Tumorzellen aller Verdinnungen basierenden Tumorkategorie (positiv, negativ). Am
seltensten zeigten sich Differenzen zur definierten Tumorkategorie bei der geringsten
Verdinnung von 1:500 (Tabelle 3.11.1). Bei den beiden ubrigen Verdinnungen stimmte jeweils
einmal die Kategorie nicht Uberein. In der mikroskopischen Begutachtung fiel bei der geringsten
Verdinnung von 1:500 eine sehr intensive Farbung auf, wahrend die Farbung bei der hdchsten
Verdunnung des Primérantikdrpers von 1:2000 schwach ausfiel (Abbildung 3.11.2). Daher
wurde flr die weiteren immunhistologischen Versuche eine Verdinnung von 1:1000 gewdhlt.

Tabelle 3.11.1 Expression von Noxa in drei Melanomen bei unterschiedlichen Antikorper-
VerdUnnungen

Es wurden drei Melanome anhand der mittleren Noxa-Expression bei verschiedenen Verdiinnungen

des Primarantikrpers (1:500, 1:1000, 1:2000) als positiv (+) oder negativ (-) definiert.

Abweichungen der Noxa-Expression innerhalb einzelner Verdiinnungen von der definierten Kategorie

sind grau unterlegt. Tumor 3 war bei der Verdiinnung von 1:1000 nicht auswertbar.

Melanom Mcl-1-positive Tumorzellen [%0]
1:500 1:1000 1:2000 Mittelwert
1 60 (+) 60 (+) 10(-) 43,3 (+)
2 45 (+) 10(-) 60 (+) 38,3 (+)
3 10 (=) 10(9) 10(9)
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Abbildung 3.11.2 Verdinnungsreihe mit  Anti-Noxa-AntikOrper #2437 in  der
Immunhistologie

Es wurden in der Verdinnungsreihe die Verdinnungen des primaren Antikérpers 1:500, 1:1000 und

1:2000 bei drei Melanomen getestet, von denen hier exemplarisch ein Tumor dargestellt ist. Die

Farbintensititt nahm mit zunehmender Verdinnung ab. Die Negativkontrolle erfolgte ohne

Priméarantikorper und wies keine Farbung auf.

3.12 Noxa-Expression in Primartumoren und Metastasen

3.12.1 Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen

Die Expression von Noxa wurde bei jeweils 20 Schnitten von Priméartumoren und Metastasen
immunhistologisch untersucht. Zwei Metastasen waren nicht auswertbar. Primartumore wiesen
nur in 5 von 20 Fallen (25%), Metastasen in 2 von 18 Fallen (11%) eine deutliche Noxa-
Expression auf (Tabelle 3.12.1). Der Median positiver Tumorzellen betrug sowohl bei
Primé&rtumoren bei als auch Metastasen 5%.

Der Vergleich der Noxa-Expression in 18 Parchen von Primértumor und korrespondierender
Metastase zeigte in 4 von 16 Féllen (25%) einen deutlichen Verlust von Noxa (Abbildungen
3.12.1, 3.12.2). Der Verlust erwies sich als Tendenz (p = 0,08). Es fand sich in keinem Fall eine
Heraufregulation von Noxa in Metastasen. Die Mehrheit der Parchen, 12 von 16 Tumore (75%),

zeigte keine Anderung der Expression.

Tabelle 3.12.1 Expression von Noxa in Primartumoren und Metastasen

Es sind die Auswertungsergebnisse der immunhistologischen Uberpriifung der Noxa-Expression in 20
Primartumoren (Pt) und Metastasen (Met) dargestellt. Zwei Metastasen (Q, T) waren nicht
auswertbar.

Patient Turr)orzell_ep mit Patient Turr_10rze||_ep mit

(P1) Farbmtensﬂat [%0] (Met) Farblnt_ensnat [%0]
stark | mittel | Schwach stark | mittel | Schwach

A 5 32,5 62,5 A 0 5 95
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B 0 15 85
C 0 0 100
D 0 32,5 67,5
E 0 0 100
F 0 0 100
G 5 30 65
H 0 5 95
I 0 0 100
J 0 35 65
K 0 5 95
L 0 5 95
M 0 7,5 92,5
N 0 35 65
O 0 5 95
P 0 0 100
Q 0 5 95
R1 0 5 95
Sl 0 5 95
T 0 2,5 97,5
Median der positiven Tumorzellen: 5%

B 0 12,5 87,5
C 0 5 95
D 0 32,5 67,5
E 0 5 95
F 0 0 100
G 0 5 95
H 0 0 100
I 0 0 100
J 0 0 100
K 0 0 100
L 0 7,5 92,5
M 0 0 100
N 0 2,5 97,5
O 0 5 95
P 0 5 95
Q - - -
R2 0 7,5 92,5
S2 0 30 70
T - - -

Median der positiven Tumorzellen: 5%

92

Prozent [%]

B Pt, starke Farbung
#2 pt, mittlere Farbung
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Abbildung 3.12.1

Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen

Es ist die Expression von Noxa in sechzehn Tumorparchen dargestellt (Patienten: A-P). Es fand sich
verglichen mit Primartumoren (Pt) in vier Metastasen (Met) ein deutlicher Verlust der Noxa-

Expression (Pfeile). Die iibrigen Parchen (75%) zeigten keine Anderung der Expression.
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Patient
G

Patient
D

Abbildung 3.12.2 Noxa-Expression in der immunhistologischen Farbung

Es ist jeweils ein Beispiel flr die Herabregulation (Patient G) und die unverénderte Expression von
Noxa (Patient D) in korrespondierenden Metastasen verglichen zum Priméartumor dargestellt. Beide
dargestellten Primartumore waren insgesamt Noxa-positiv, es fand sich jedoch bei Patient G (starke
Farbintensitat) verglichen zu Patient D (mittelgradige Farbintensitét) eine hthere Expression. Die
Negativkontrolle (K-) wies keine Farbung auf.

3.12.2 Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen weiblicher Patienten

Es wurde die Noxa-Expression in jeweils 10 Primartumoren und Metastasen von Ménnern und
Frauen untersucht. In beiden Gruppen war jeweils eine Metastase nicht auswertbar. Bei
Primartumoren von Méannern zeigte sich in 2 von 10 Fallen (20%), von Frauen in 3 von 10
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Fallen (30%) eine deutliche Expression von Noxa. Bei Metastasen von Mannern wiesen nur 2
von 9 Tumore (22%) eine Noxa-Expression auf. Der Median positiver Tumorzellen lag bei
Primartumoren von Ménnern bei 5%, von Frauen bei 6%. Bei Metastasen von Ménnern betrug er
5%, von Frauen dagegen 0%. Dieser Unterschied erwies sich als Tendenz (p = 0,06).

Der Vergleich der Noxa-Expression bei sechzehn Parchen von Primartumor und
korrespondierender Metastase zeigte einen Verlust in nur einem Tumor von Ménnern (14%) aber
in 3 von 9 Metastasen (33%) von Frauen (Abbildung 3.12.3). Der Verlust von Noxa in
Metastasen von Frauen erwies sich als Tendenz (p = 0,09). Die (brigen Parchen zeigten keine

Anderung der Noxa-Expression.

100 - Manner Frauen | WM Pt starke Farbung
#% pt, mittlere Farbung

90 -
B Vet, starke Farbung
80 - B Met, mittlere Farbung
70 A
g
c
(&)
N
o
a
H J M N P
Abbildung 3.12.3 Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen von Frauen

Es ist die Expression von Noxa in 16 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-P) sortiert
nach Geschlecht dargestellt. Bei Frauen fand sich ein tendenzieller Verlust von Noxa in Metastasen
(Pfeile).

3.12.3 MaRiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen dickerer
Primartumore (T3/T4)

Es wurde die Noxa-Expression in 20 Primartumoren und 18 Metastasen in Verbindung mit der
Tumordicke untersucht. Die Schnitte wurden entsprechend der Tumordicke des Primartumors in
die Gruppen T1-T4 eingeteilt. In diinnen Primartumoren (T1) zeigte sich keine Noxa-Expression.
In Gruppe T2 fand sich in 1 von 4 Féllen (25%), in T3 in 2 von 8 Fallen (25%) eine deutliche
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Noxa-Expression. Bei dicken Primartumoren (T3) waren 2 von 5 Tumore (40%) positiv. Bei
Metastasen fand sich in T1 und T4 kein positiver Tumor, in T2 und T3 war jeweils ein Tumor
Noxa-positiv (25% beziehungsweise 17%). Der Median positiver Tumorzellen lag bei dinnen
Primartumoren (T1) bei 0%, in Gruppe T2 bei 6%, in T3 und T4 jeweils bei 5%. Bei Metastasen
lag der Median in T1, T3 und T4 bei jeweils 5%, in Gruppe T2 bei 4%.

Der direkte Vergleich der sechzehn Pérchen zeigte bei diinneren Tumoren (T1/T2) in nur einem
Fall (20%) einen Verlust von Noxa in Metastasen, bei dickeren Tumoren (T3/T4) in 3 von 11
Fallen (27%; Abbildung 3.12.4). Der Verlust von Noxa in dickeren Tumoren war nicht

signifikant (p = 0,13). Die Ubrigen Parchen zeigten keine Anderung der Noxa-Expression.

T1/T2 T3/T4 B Pt, starke Farbung
#2 pt, mittlere Farbung
100 - B Vet, starke Farbung
90 - 2 Met, mittlere Farbung
80
70 -
—. 60
X
: | L !
o 40~
a
c EH J M |[B DK N OP A F G I L
Abbildung 3.12.4 MaRiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen dickerer
Priméartumore (T3/T4)

Es ist die Expression von Noxa in 16 korrespondierenden Tumorparchen (Patienten: A-P) sortiert
entsprechend der Tumordicke des Primartumors (T1-T4) dargestellt. Dickere Tumoren (T3/T4) wiesen
einen relativ haufigen Verlust von Noxa in Metastasen auf (Pfeile).

3.12.4 Haufiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen von Primartumoren
mit Clark-Level IV/V

Es wurde die Noxa-Expression in 20 Priméartumoren und 18 Metastasen abhangig vom Clark-

Level Gberprift. Zunéchst erfolgte die Einteilung der Schnitte in entsprechende Gruppen. Bei
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Primartumoren mit Clark-Level 111 fand sich in 1 von 5 Fallen (20%) und mit Level 1V in 3 von

14 Féllen (21%) eine deutliche Noxa-Expression. Auch der Primértumor in Gruppe V war Noxa-

positiv. Der Median positiver Tumorzellen lag in den Gruppen Il und IV jeweils bei 5%, in

Gruppe V bei 38%. Die Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,27).

Bei Metastasen fand sich in Gruppe Il in 1 von 5 Fallen (20%) und in Gruppe IV in 1 von 12

Fallen (8%) eine deutliche Expression von Noxa. Die Metastase in Gruppe V war Noxa-negativ.

Der Median positiver Tumorzellen lag bei den Metastasen aller Gruppen bei 5%.

Der direkte Vergleich der sechzehn P&rchen zeigte in keinem der Tumore mit geringen
Invasionstiefen (Gruppe 111) eine Anderung der Noxa-Expression (Abbildung 3.12.5). In
Tumoren mit groBeren Invasionstiefen (Gruppen 1V, V) fand sich in 4 von 12 Féllen (33%) ein

Verlust von Noxa in Metastasen. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,10).

Die tibrigen Parchen wiesen keine Anderung der Expression auf.

100 - Il 1IV/V | B Pt, starke Farbung
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Abbildung 3.12.5 Haufiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen von

Primartumoren mit Clark-Level 1V/V
Dargestellt ist die Expression von Noxa in 16 korrespondierenden Tumorpérchen (Patienten: A-P)
sortiert entsprechend Clark-Level des Primartumors (Pt; T1-T4). Es zeigte sich bei grolerer
Invasionstiefe des Primartumors (Gruppen IV, V) ein relativ haufiger Verlust von Noxa in
korrespondierenden Metastasen (Pfeile).
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3.12.5 Haufiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen ulzerierter
Priméartumore

Es wurde die Expression von Noxa in 20 Primdrtumoren und 18 Metastasen in Verbindung mit
dem Ulzerationsgrad untersucht. Bei Primdrtumoren ohne Ulzeration fand sich in 2 von 11
Fallen (18%), bei ulzerierten Priméartumoren in 3 von 5 Féllen (60%) eine deutliche Noxa-
Expression. Der Median positiver Tumorzellen lag bei den nicht-ulzerierten Tumoren bei 5%
und bei den ulzerierten Tumoren bei 35%. Dieser Unterschied waren nicht signifikant (p = 0,2).
Bei Metastasen nicht-ulzerierter Primé&rtumore zeigte sich in 2 von 10 Fallen (20%) eine
deutliche Noxa-Expression, wahrend keine Metastase von ulzerierten Primadrtumoren Noxa
exprimierte. Der Median positiver Tumorzellen betrug bei Metastasen nicht-ulzerierter Tumore
0% und bei Metastasen ulzerierter Primartumore 5%. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p
=0,31).

Der direkte Vergleich von dreizehn Pérchen zeigte bei den nicht-ulzerierten Tumoren in einer
Metastase (13%) einen Verlust der Noxa-Expression, wéhrend sich bei den ulzerierten Tumoren
in 3 von 5 Metastasen (60%) eine Herabregulation fand (Abb. 3.12.6). Die Unterschiede der
Noxa-Expression zwischen Primértumoren und korrespondierenden Metastasen ulzerierter

Tumore waren aufgrund des geringen Stichprobenumfangs nicht signifikant (p = 0,23).
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Abbildung 3.12.6 Haufiger Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen ulzerierter
Primartumore

Es ist die Expression von Noxa in dreizehn korrespondierenden Tumorpérchen (Patienten: A, D, F-P)

sortiert entsprechend Ulzerationsgrad des Primértumors (nicht-ulzeriert/ulzeriert) dargestellt.

Tumore mit Ulzeration zeigten einen relativ haufigen Verlust von Noxa in Metastasen (Pfeile).
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4. Diskussion

Das maligne Melanom der Haut ist eine aggressive Tumorentitat mit weltweit steigender
Inzidenz, hochgradiger Therapieresistenz und schlechter Prognose nach Metastasierung. Es
konnte gezeigt werden, dass die Prognose mit verschiedenen Parametern wie dem Geschlecht,
der Tumordicke, der Invasionstiefe oder dem Ulzerationsgrad assoziiert ist [de Vries et al,
2008; Breslow, 1970; Clark et al, 1969; Balch et al, 2001]. Um auch auf molekularer Ebene
aussagekraftige prognostische Marker zu identifizieren, wurden unter anderem Proteine der
Zellzyklus-Regulation wie p16, p21 oder Cyklin-D untersucht [Straume et al, 2000; Tchernev,
Orfanos, 2007; Georgieva et al, 2001]. Trotz der Bemihungen konnten bisher keine
zuverldssigen prognostischen Marker mit ausreichend hoher Aussagekraft identifiziert
werden. Ursachen hierflr sind mdéglicherweise Unterschiede zwischen den Subtypen des
malignen Melanoms oder Anderungen der Gen- beziehungsweise Protein-Expression im
Verlauf der Tumorprogression. Daher ist ein genaues Verstandnis der molekularen Ursachen
von Tumorgenese und —progression eine wichtige Voraussetzung zur Identifizierung neuer

prognostischer Marker und zur Entwicklung wirksamer Therapien fir das maligne Melanom.

Ein wesentliches Merkmal des metastasierten malignen Melanoms ist seine Resistenz
gegeniber herkémmlichen therapeutischen Strategien, wie beispielsweise der Chemotherapie.
Die Resistenz kommt haufig dadurch zustande, dass ein wichtiges physiologisches Mittel der
Zellelimination, die Apoptose, nur unzureichend funktioniert und sich so eine
Apoptoseresistenz bei Melanomzellen ausbildet. Fir die Ausbildung der Apoptoseresistenz
sind Defekte bei extrinsischen und intrinsischen (mitochondrialen) Signalkaskaden von
Bedeutung. Die Proteine der Bcl-2-Superfamilie, welche wichtige Regulatoren der
mitochondrialen Apoptosewege darstellen, spielen fur die Apoptoseresistenz des malignen
Melanoms eine wichtige Rolle. Die Ausbildung einer Apoptoseresistenz wird unter anderem
durch eine Dysbalance zwischen pro- und antiapoptotischen Mitgliedern dieser Proteinfamilie
verursacht [Eberle et al, 2007]. Daher ist eine genaue Charakterisierung der molekularen
Vorgéange beziglich der Bcl-2-Proteine von groRRer Bedeutung fir das Verstandnis der Genese
und Progression des malignen Melanoms. Gleichzeitig kdnnten Proteine dieser Familie

zukiinftig moglicherweise auch als aussagekraftige prognostische Marker dienen.



Diskussion 100

Bisherige Studien konnten bereits durch vergleichende Untersuchungen von gutartigen
melanozytaren Veranderungen, primaren Melanomen und Metastasen zu einem besseren
Verstandnis der Bedeutung von Bcl-2-Proteinen fur Tumorgenese und —progression beitragen
[Tang et al, 1998; Karst et al, 2005, van den Oord et al, 1994]. Die untersuchten Kollektive
stammten dabei meist von unterschiedlichen Patienten, sodass Anderungen der Expression
von Bcl-2-Proteinen im Zuge der Tumorprogression erfalit werden konnten. Allerdings
konnte bisher nicht geklart werden, in wie weit eine Dysbalance zwischen pro- und
antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen selbst ursachlich fur eine Progression des malignen
Melanoms sein konnte. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression ausgewahlter
Bcl-2-Proteine in Primértumoren und Metastasen desselben Patienten immunhistologisch
untersucht, um deren Bedeutung flr die Progression des malignen Melanoms genauer zu

charakterisieren.

4.1  Bedeutung antiapoptotischer Bcl-2-Proteine fur die Progression des malignen
Melanoms

4.1.1 Bcl-2-Expression und Progression

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bcl-2-Expression in primaren malignen Melanomen und
Metastasen desselben Patienten untersucht. Die meisten Primartumore wiesen eine deutliche
Bcl-2-Expression auf, in Metastasen war diese dagegen wesentlich seltener. Auch beim
direkten Vergleich fand sich ein hé&ufiger Verlust von Bcl-2 in Metastasen. Die
Untersuchungen zeigten einen Verlust von Bcl-2 im Zusammenhang mit Tumorprogression.
Die Beobachtungen befinden sich in Ubereinstimmung mit Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
[van den Oord et al, 1994; Ramsay et al, 1995]. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte
jedoch auch bereits eine erhéhte Bcl-2-Expression in Metastasen gezeigt werden [Leiter et al
2000].

Es ist bekannt, dass Manner trotz niedrigerer Inzidenz eine schlechtere Prognose beim
malignen Melanom besitzen [de Vries et al, 2008]. Bei den hier vorgestellten Untersuchungen
fand sich in korrespondierenden Metastasen von Mannern, nicht aber von Frauen, ein Verlust
von Bcl-2. Es konnten also bei Mannern andere Mechanismen von Bedeutung sein, die trotz
verringerter Bcl-2-Expression eine Forderung der Tumorprogression bewirken.
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Ein wichtiger prognostischer Marker beim malignen Melanom in der Klinik ist die
Tumordicke nach Breslow, da sich mit deren Zunahme die Metastasierungswahrscheinlichkeit
des malignen Melanoms erhoht. In der vorliegenden Arbeit fand sich insbesondere in
Tumoren mit einer Tumordicke von mehr als 2 mm ein Verlust von Bcl-2 in
korrespondierenden  Metastasen. Diese Beobachtung befindet sich in  gewisser
Ubereinstimmung mit einer Arbeit von Zhuang et al, bei der ein mit zunehmender
Tumordicke und —progression einhergehender Verlust von Bcl-2 gefunden wurde [Zhuang et
al, 2007]. In der hier vorgelegten Arbeit fand sich zudem eine verminderte Bcl-2-Expression
in dinnen Primartumoren (Tumordicke < 1 mm). Dieses Ergebnis ist jedoch nur mit einem
relativ kleinen Stichprobenumfang belegt.

Der Clark-Level besitzt einen von anderen prognostischen Markern unabhangigen
signifikanten Vorhersagewert [Marghoob et al, 2000]. Im Rahmen dieser Arbeit fand sich in
korrespondierenden Metastasen von Primédrtumoren mit Clark-Level 11l ein haufiger Verlust
von Bcl-2 sowie eine erhdhte Bcl-2-Expression in Metastasen von Primartumoren mit Clark-
Level 1V. Diese Ergebnisse konnten vielleicht auf eine verstarkte Bcl-2-Expression in
Metastasen mit steigendem Clark-Level hindeuten. Hohere Bcl-2-Expression konnte die
Metastasierung von Tumorzellen mit groRerer Tiefenausdehnung beglnstigen. Da die
bisherigen Beobachtungen in Verbindung mit der Tumordicke nach Breslow eher einen Bcl-
2-Verlust in Zusammenhang mit verschlechterter Prognose zeigten, ist eine Bestimmung des
Clark-Levels mdglicherweise insbesondere bei dunneren Melanomen mit deutlicher
Tiefeninvasion sinnvoll. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund fehlender Stichproben
keine Begutachtung von Tumoren mit Clark-Level | und Il durchgefihrt. Zukinftige
Untersuchungen konnten eine genauere Aussage zum Zusammenhang zwischen Bcl-2-
Expression und Clark-Level ermdglichen.

Einen weiteren wichtigen prognostischen Marker stellt der Ulzerationsgrad des Primartumors
dar, da ulzerierte Primartumore eine hdhere Metastasierungswahrscheinlichkeit besitzen
[Balch et al, 2001]. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten einen Verlust von
Bcl-2 in korrespondierenden Metastasen ulzerierter Tumore. Die schlechtere Prognose
ulzerierter Primdrtumore scheint mit einem Verlust von Bcl-2 einherzugehen. Andere
Proteine der Bcl-2-Familie oder Signalkaskaden jenseits des mitochondrialen Signalwegs
kdnnten einen die Progression fordernden Einflu? besitzen und die Metastasierung trotz
verringerter Bcl-2-Expression ermoglichen.
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4.1.2 Mcl-1-Expression und Progression

Die Mcl-1-Expression erwies sich bei den Untersuchungen in dieser Arbeit als relativ
kontinuierlich. Es zeigten sich insgesamt nur geringe Unterschiede zwischen Primértumoren
und Metastasen. Dennoch fand sich im direkten Vergleich der korrespondierenden Parchen
eine Verminderung von Mcl-1 bei der Uberwiegenden Zahl der Metastasen. Auch in der
Arbeit von Wong et al wurde, verglichen zu dysplastischen Né&vi, eine reduzierte Mcl-1-
Expression in Metastasen gefunden [Wong et al, 2008]. Dagegen fand sich in der Arbeit von
Tang et al eine verstarkte Mcl-1-Expression bei Tumorprogression [Tang et al, 1998]. Da bei
unterschiedlichen Tumorentitaten in vorherigen Untersuchungen eine erhohte Mcl-1-
Expression gefunden wurde [Wuilleme-Toumi et al, 2005; Sano et al, 2005], kdnnte die in
dieser Arbeit beobachtete Verminderung von Mcl-1 in Metastasen auf eine Rolle dieses
Proteins bei der Tumorgenese und weniger der Progression hindeuten.

Die Betrachtung der Mcl-1-Expression in Abhédngigkeit vom Geschlecht zeigte bei Mannern
einen Verlust in korrespondierenden Metastasen. Die Mcl-1-Expression hat somit bei der
Untersuchung Parallelen zur Bcl-2-Expression aufgewiesen. Die Untersuchungen deuten
darauf hin, dass es bei Mannern zu einem generellen Verlust antiapoptotischer Bcl-2-Proteine
in Zusammenhang mit Tumorprogression kommen konnte.

Auch bei der Betrachtung der Mcl-1-Expression in Abh&ngigkeit von der Tumordicke fanden
sich Parallelen zu Bcl-2. Es zeigte sich ein Verlust von Mcl-1 in korrespondierenden
Metastasen von Tumoren mit einer Dicke von mehr als 2 mm. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen konnte jedoch auch bei dickeren Melanomen eine verglichen mit dinneren
Tumoren erhéhte Mcl-1-Expression gezeigt werden [Zhuang et al, 2007]. Mdglicherweise
verhalten sich in bezug auf die Mcl-1-Expression nicht alle dicken Tumore identisch, sondern
unterscheiden sich beispielsweise in Abhangigkeit vom Subtyp oder der Konstellation anderer
molekularer Parameter.

Die Untersuchungen der Mcl-1-Expression in bezug auf den Clark-Level ergaben keinen
Zusammenhang. Es fand sich in keiner der betrachteten Untergruppen (111-V) eine Anderung
der Expression in korrespondierenden Metastasen verglichen zu Primartumoren. Im
Gegensatz zum Bcl-2-Protein, das eher eine Heraufregulierung mit hoherem Clark-Level
aufwies, konnte Mcl-1 daher eine geringe Bedeutung fur die Metastasierung von Tumorzellen

mit deutlicher Tiefeninvasion besitzen.
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Auch in Abhangigkeit vom Ulzerationsgrad fanden sich keine Unterschiede zwischen der
Mcl-1-Expression in Primartumoren und korrespondierenden Metastasen. Im Gegensatz zu

Bcl-2 scheint ein Verlust von Mcl-1 nicht mit einer Ulzeration einherzugehen.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit einen haufigen Verlust der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1 in Metastasen in Zusammenhang mit unginstigen
Konstellationen bei prognostischen Markern. Diese Beobachtung widerspricht der
urspringlichen  Vorstellung, dass eine Erhéhung antiapoptotischer Proteine mit
Tumorprogression einhergeht. Die Ursachen flr eine Tumorprogression trotz geringer
Expression antiapoptotischer Bcl-2-Proteine sind bisher noch weitgehend ungeklart und
weitere Untersuchungen sollten zukinftig durchgefihrt werden, um ein genaueres
Verstandnis der molekularen Mechanismen von Tumorgenese und —progression zu erlangen.
Von Wichtigkeit sind hierbei moglicherweise insbesondere Apoptosemechanismen jenseits
des mitochondrialen Signalweges, die Bedeutung des Immunsystems fiir Tumorgenese und —
progression sowie Interaktionen von Tumorzellen mit umliegendem Gewebe [Ruiter et al,
2002].

4.2 Antiapoptotische Bcl-2-Proteine in der Tumortherapie

Beobachtungen, die darauf hindeuteten, dass eine erhohte Bcl-2-Expression in primdren
Tumoren mit Progression vergesellschaftet sein kann [Hernberg et al, 1998], fuhrten zu
Substanzen, welche die antiapoptotischen Proteine dieser Familie antagonisieren kénnen, den
Antisense-Oligonukleotiden. Bei diesen Substanzen handelt es sich um chemisch
synthetisierte, aufgereinigte Sequenzen von Einzelstrang-DNA, welche komplementér zu
spezifischen Regionen der mRNA sind und auf diese Weise eine Expression von Genen
antiapoptotischer Bcl-2-Proteine hemmen kénnen [Jansen et al, 2000].

Sowohl in vitro als auch bei Tierversuchen an SCID-Mé&usen (englisch: Severe combined
immunodeficient mice) konnte unter Einsatz eines Bcl-2-Antisense-Oligonukleotids eine
signifikante Induktion der Apoptose in Melanom-Zellen ausgelést und eine Sensibilisierung
fir die Behandlung mit DTIC (Dacarbazin) beobachtet werden [Jansen et al, 1998]. In einer
groR angelegten Phase-111-Studie mit Melanom-Patienten in fortgeschrittenen Stadium hatte
der Einsatz des Antisense-Oligonukleotides Oblimersen einen die Prognose des Patienten

verbessernden Effekt, welcher sich allerdings hauptsachlich auf Patienten ohne erhéhtes
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Serum-LDH beschrénkte [Bedikian et al, 2006]. Unter Einsatz von Mcl-1-Antisense-
Oligonukleotiden konnte in vitro eine positive Beeinflussung der Chemorestistenz und im
Mausmodell eine verstarkte Apoptose bei Melanomzellen gezeigt werden [Thallinger et al,
2003; Nguyen et al, 2007]. Trotz dieser zunéchst vielversprechenden Ergebnisse konnte die
Uberlebensrate bei Patienten mit metastasierten malignen Melanomen bisher nicht wesentlich
verbessert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten einen Verlust von Bcl-2 und zum grof3en Teil auch von
Mcl-1 im Zuge der Metastasierung. Der Verlust antiapoptotischer Proteine der Bcl-2-
Superfamilie im Rahmen der Metastasierung kénnte einen Grund fir die teilweise nur geringe
Wirksamkeit der Antisense-Oligonukleotide darstellen. Allerdings zeigten die Ergebnisse
auch, dass zwischen der Expression der einzelnen Bcl-2-Proteine Unterschiede existieren.
Zukiinftig ware es daher sinnvoll, diese Unterschiede weiter zu charakterisieren, damit
antiapoptotische Bcl-2-Proteine zusammen mit den klinisch-prognostischen Parametern
gezielt auch als molekulare Marker eingesetzt werden konnen, um Patienten fur eine

maoglichst Tumor-spezifische Therapie auszuwahlen.

4.3 Bedeutung proapoptotischer Bcl-2-Proteine fir die Progression des malignen
Melanoms

4.3.1  Bax-Expression und Progression

Es wurde in der Arbeit die Expression des proapoptotischen Bcl-2-Proteins Bax im
Zusammenhang mit unterschiedlichen prognostischen Markern untersucht. Das gesamte
Kollektiv zeigte in Primartumoren eine deutliche Bax-Expression. Ein Grofteil der Tumore
regulierte das Antigen aber in den Metastasen herunter. Auch beim Vergleich mit benignen
Hautverdnderungen (Navi) wurde in Primartumoren bereits eine erhdhte Bax-Expression
gefunden [Tang et al, 1998]. Es fand sich auch eine, mit Verlust von Bax einhergehende ,
verschlechterte Prognose fiir den Patienten [Fecker et al, 2006]. Die Beobachtungen deuten
darauf hin, dass eine erhohte Bax-Expression bei der Tumorgenese von Bedeutung sein und
der Verlust die Progression fordern kdnnte.

Bei der Untersuchung der Bax-Expression in Abhangigkeit vom Geschlecht fand sich kein
Zusammenhang. Weder bei Mannern noch Frauen fand sich eine Anderung der Expression in

korrespondierenden Metastasen. Das Bax-Protein scheint daher fiir die prognostischen
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Unterschiede von Mannern und Frauen beim malignen Melanom nicht direkt von Bedeutung
zu sein.

Bei den Untersuchungen fand sich ein Zusammenhang zwischen Tumordicke und Bax-
Expression. In dinnen Primartumoren (Tumordicke < 1 mm) fand sich eine erniedrigte, in
Metastasen dieser Gruppe dagegen eine erhdhte Bax-Expression. Auflerdem zeigte die
Parchenanalyse bei Tumoren mit einer Dicke von mehr als 2 mm einen Verlust von Bax in
korrespondierenden  Metastasen. Die  Ergebnisse  zeigen  Ubereinstimmung  mit
Tierexperimenten, wo der Verlust von Bax mit vermehrter Tumorgenese und starkerem
Tumorwachstum assoziiert war [Shibata et al, 1999]. Der Verlust von Bax konnte eine
Metastasierung dicker maligner Melanome begiinstigen. Die Ergebnisse konnten eine
Erklarung bieten fir die Beobachtung, dass der Verlust von Bax mit verschlechterter
Prognose fur den Melanom-Patienten assoziiert ist [Fecker et al, 2006].

Bei den Untersuchungen zeigte sich ein haufiger Verlust von Bax in korrespondierenden
Metastasen von Primadrtumoren mit groReren Invasionstiefen (Clark-Level 1V/V). Zusétzlich
wiesen korrespondierende Metastasen von Primértumoren mit Clark-Level 111 eine h&ufige
Bax-Heraufregulation auf. Die Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant; dennoch
kdnnten sie auf einen Bax-Verlust mit zunehmendem Clark-Level hindeuten. In Verbindung
mit der eher hoheren Bcl-2-Expression koénnte ein mit zunehmender Invasionstiefe
Uberwiegender antiapoptotischer Reiz die Metastasierung des malignen Melanoms
begunstigen. Die gleichzeitige Bestimmung von Bcl-2 und Bax kdénnte daher eine Aussage
uber die Prognose fiir Tumore mit deutlicher Tiefeninvasion ermdglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit fand sich ein Verlust von Bax bei ulzerierten Tumoren. Der Verlust
konnte die Metastasierung ulzerierter Tumore begunstigen.

4.3.2  Bak-Expression und Progression

Die Expression des proapoptotischen Bcl-2-Proteins Bak zeigte sich in den vorliegenden
Untersuchungen in Primdrtumoren und Metastasen als relativ konstant. Die Uberwiegende
Zahl der untersuchten Tumore zeigte eine Bak-Expression, welche insgesamt allerdings
relativ gering ausgepragt war. Beim Vergleich der Tumorparchen fand sich keine relevante
Anderung. Eine geringe Expression von Bak konnte daher sowohl zur Genese als auch

Progression des malignen Melanoms beitragen.
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Unterschiede fanden sich bei der geschlechtsabhangigen Betrachtung. Wahrend sich bei
Ménnern ein deutlicher Verlust von Bak in korrespondierenden Metastasen zeigte, wiesen die
Metastasen von Frauen hdufig eine verglichen zum Primartumor erhohte Bak-Expression auf.
Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede kdnnten ein Hinweis auf Unterschiede in der
Apoptoseregulation in malignen Melanomen von Mannern und Frauen sein. Die Ergebnisse
zeigen Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass ein Verlust von Bak mit einer
verschlechterten Prognose assoziiert ist [Fecker et al, 2006].

Die Untersuchung in bezug auf die Tumordicke zeigte in diinnen Primartumoren (Tumordicke
< 1 mm) eine geringe Bak-Expression. Aulerdem fand sich eher ein Bak-Verlust in
korrespondierenden Metastasen von Primartumoren mit einer Dicke von mehr als 2 mm.
Diese Beobachtung kdnnten auf einen Verlust von Bak bei dickeren Tumoren hindeuten. Da
auch bei Bax ein Verlust bei Tumoren mit einer Dicke von mehr als 2 mm gefunden wurde,
zeigte sich in den Untersuchungen ein genereller Verlust proapoptotischer Multidoménen-
Proteine der Bcl-2-Familie, welcher eine Erklarung flr die schlechtere Prognose dicker
Melanome bieten konnte.

Die Untersuchungen zeigten in Metastasen eine mit dem Clark-Level des Primértumors
zunehmende Bak-Expression. Auflerdem fand sich mit zunehmendem Clark-Level eine
haufige Steigerung der Bak-Expression in Metastasen verglichen zum Primértumor. Eine
Zunahme der Bak-Expression in Metastasen von Primartumoren mit hoher Invasionstiefe
konnte einem Selbstschutzmechanismus zur Tumorabwehr entsprechen. Dies scheint
insbesondere vor dem Hintergrund des starken antiapoptotischen Reizes aufgrund des
Anstiegs der Bcl-2-Expression und Verlustes von Bax von Bedeutung zu sein.

In korrespondierenden Metastasen ulzerierter Primartumore zeigte sich haufig eine Zunahme
der Bak-Expression. Nicht ulzerierte Tumore dagegen zeigten haufig einen Bak-Verlust. Eine
Zunahme der Bak-Expression bei ulzerierten Tumoren konnte einem Mechanismus der

Tumorabwehr entsprechen.
4.3.3 PUMA-Expression und Progression
Die Expression von PUMA, einem BH3-only-Protein der Bcl-2-Superfamilie, zeigte in

Primartumoren eine hé&ufige Expression und einen Verlust in einem Groliteil

korrespondierender Metastasen. Auch Karst et al (2005) fand beim Vergleich von
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dysplastischen Navi, primaren Melanomen und Metastasen eine mit Tumorgenese und —
progression vergesellschaftete Abnahme der PUMA-Expression. Da PUMA als BH3-only-
Protein aufgrund seiner Interaktion mit antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen proapoptotische
Multidoméanenproteine (beispielsweise Bax, Bak) indirekt beeinflult, kdnnte ein PUMA-
Verlust zu einer verminderten proapoptotischen Effektorfunktion der Multidoménenproteine
beitragen und so die Tumorprogression fordern.

In der vorliegenden Arbeit fand sich in Metastasen von Ménnern eine deutlich geringere
PUMA-Expression als in Metastasen weiblicher Patienten. AuRerdem zeigte sich bei
Mannern ein haufiger Verlust von PUMA in Metastasen im Vergleich zu korrespondierenden
Primartumoren. Die Ergebnisse kdnnten darauf hindeuten, dass ein Verlust von PUMA die
Progression des malignen Melanoms von Mannern férdert und sich so prognostisch ungiinstig
auswirkt. Tumore mit einer Dicke von mehr als 2 mm zeigten ebenfalls einen hdufigen
Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen. Der Verlust von PUMA kdnnte daher
die Metastasierung dicker Melanome fordern.

Die Untersuchung zeigte bei Tumoren mit geringer Invasionstiefe (Clark-Level I11) eher einen
Verlust von PUMA in korrespondierenden Metastasen. Aullerdem fand sich in Metastasen mit
zunehmendem Clark-Level des Primértumors eher eine Zunahme der PUMA-EXxpression.
Eine mit der Invasionstiefe des Primartumors zunehmende PUMA-EXxpression in Metastasen
kdnnte einen Mechanismus der Tumorabwehr darstellen. Zukinftige Untersuchungen kdnnten
Erklarungen daflr liefern, weshalb Melanome mit groflen Invasionstiefen trotz erhohter
Expression proapoptotischer Proteine wie Bak oder PUMA eine Apoptoseresistenz aufweisen.
Die Untersuchung der PUMA-Expression in Abhéngigkeit vom Ulzerationsgrad zeigte keinen
Zusammenhang. PUMA koOnnte daher bei der Metastasierung ulzerierter Tumore nur eine
geringe Rolle spielen.

4.3.4 Noxa-Expression und Progression

Die Expression von Noxa, einem weiteren BH3-only-Protein der Bcl-2-Superfamilie, zeigte
sowohl in Primértumoren als auch Metastasen eine relativ geringe Expression. In der
Parchenanalyse fand sich dartiber hinaus eher ein Verlust in korrespondierenden Metastasen.

Die Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass eine geringe Expression von Noxa die
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Tumorgenese beim malignen Melanom beguinstigt durch zusétzlichen Verlust zur Progression
beitragt.

Noxa wies als einziges untersuchtes Bcl-2-Protein in der P&rchenanalyse einen relativ
haufigen Verlust in den Metastasen von Frauen auf. Ein Verlust konnte daher die
Metastasierung des malignen Melanoms von Frauen unterstlitzen. Bei Betrachtung der
Tumordicke fand sich kein Zusammenhang zwischen Noxa-Expression und Progression.
Allerdings trat ein Verlust von Noxa in korrespondierenden Metastasen Uberwiegend in
Primartumoren mit einer Tumordicke von mehr als 2 mm auf. Die Ergebnisse konnten darauf
hindeuten, dass der Verlust von Noxa nur eine geringe Rolle bei der Metastasierung dicker
Melanome spielt, bei einigen Tumoren aber zur Progression betragt.

Bei Tumoren mit groReren Invasionstiefen (Clark-Level 1V/V) fand sich eher ein Verlust von
Noxa in korrespondierenden Metastasen. In Verbindung mit der eher zunehmenden Bcl-2-
Expression und dem Verlust von Bax konnte ein Verlust von Noxa in bestimmten Tumoren
die Metastasierung von Melanomen mit groRerer Tiefeninvasion begulnstigen. In ulzerierten
Primartumoren zeigten die Untersuchungen ebenfalls eher einen Verlust von Noxa in den
korrespondierenden Metastasen. Ein Verlust des Noxa-Proteins konnte daher eine

Metastasierung ulzerierter Melanome begtinstigen.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit einen relativ hdufigen
Verlust proapoptotischer Bcl-2-Proteine im Zuge der Metastasierung maligner Melanome.
Meistens ging eine ungunstige Konstellation prognostischer Marker mit dem Verlust einher,
wobei der Clark-Level eine Ausnahme darstellte. Die Metastasierung vieler Melanome konnte
durch einen generellen Verlust proapoptotischer Bcl-2-Proteine gefordert werden. Zukinftig
konnte die Untersuchung der weitgehend noch unbekannten Wirkmechanismen von BH3-
only-Proteinen einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis der Interaktionen zwischen den
unterschiedlichen Signalkaskaden der Apoptose liefern. AuBerdem konnte die Betrachtung
proapoptotischer Bcl-2-Proteine in Abhédngigkeit vom Subtyp des malignen Melanoms zu
einem tieferen Verstandnis der Unterschiede auf molekularer Ebene fiihren und somit eine

spezifische Tumortherapie ermdglichen.
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4.4  Proapoptotische Bcl-2-Proteine in der Tumortherapie

Aufgrund des héufigen Verlustes proapoptotischer Bcl-2-Proteine im Zuge der
Metastasierung des malignen Melanoms kodnnte in Zukunft der Einsatz von Substanzen,
welche diesem Verlust entgegenwirken, eine Therapieoption darstellen. Bei der Suche nach
entsprechenden Substanzen sind unterschiedliche Ansédtze von Bedeutung: (1) BH3-only
Mimetika und (2) Gentherapie. Ein weiterer Ansatz konnte der Einsatz von Antisense-
Nukleotiden bilden, um einer erhéhten Expression antiapoptotischer Bcl-2-Proteine
entgegenzuwirken.

Insbesondere BH3-only Mimetika erscheinen zur Zeit vielversprechend. Hierbei handelt es
sich um Molekiile, welche die Struktur der BH3-Domane imitieren. Ein wichtiger Vertreter
dieser neuen Substanzgruppe ist ABT-737. Neben Apoptoseinduktion wurde bei dieser
Substanz zusétzlich in Kombination mit Protease-Inhibitoren wie Bortezomib ein additiver
hemmender Effekt gefunden [Chauhan et al, 2007]. Zukiinftig kénnte die gezielte, Computer-
basierte Entwicklung neuer, effektiver BH3-only Mimetika aufgrund der Bedeutung des
mitochondrialen Signalweges der Apoptose eine zunehmende Rolle bei der Therapie des
malignen Melanoms spielen.

Die Gentherapie stellt einen weiteren Versuch dar, dem Verlust proapoptotischer Bcl-2-
Proteine entgegenzuwirken. Dabei wird versucht, Tumorsuppressorgene, wie beispielsweise
Bax, mittels viraler Vektoren in die Tumorzellen einzuschleusen und so die Expression
proapoptotischer Proteine zu erhéhen. Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine Therapie
mittels viraler Vektoren die Apoptose bei Tumorzellen férdern [Huh WK et al, 2002] und die
Effizienz anderer therapeutischer Malinahmen wie Strahlentherapie erhohen kann [Arafat et
al, 2000]. Beim malignen Melanom konnte das proapoptotische Potential von Bcl-xs und
Bik/Nbk (englisch: Bcl-2 interacting killer/naural born killer) nach Uberexpression gezeigt

werden [Hossini et al, 2003; Oppermann et al, 2005].

45  Limitationen der Arbeit und Ursachen fir Diskrepanzen mit Ergebnissen
anderer Autoren

Stichproben: Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie Diskrepanzen zu Beobachtungen anderer
Autoren konnten durch die Auswahl der Stichproben beeinfluBt worden sein. Im Gegensatz

zu anderen Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht voneinander unabhangige
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Stichproben von Primértumoren und Metastasen verwendet, sondern statt dessen Parchen
desselben Patienten ausgewahlt. So konnte der Einflul® individueller Parameter auf die
Protein-Expression in Priméartumoren und Metastasen verringert werden. AuBBerdem besteht
die Moglichkeit, dass die verschiedenen Subtypen des malignen Melanoms unterschiedliche
molekulare Eigenschaften besitzen und daher Diskrepanzen zu Ergebnissen anderer Autoren
auftraten. Des weiteren konnte eine unterschiedliche Behandlung der Schnitte im Vorfeld
(beispielsweise bei der Fixation) die Ergebnisse der immunhistologischen Farbung beeinfluf3t
haben.

Auswertung der immunhistologischen Farbung: Die mikroskopische Auswertung einer

immunhistologischen Farbung geschient hdufig durch Abschatzung oder Auszahlung
positiver Tumorzellen und beinhaltet damit eine stark subjektive Komponente. Gleichzeitig
ist die Definition eines Tumors als Antigen-positiv oder -negativ nicht standardisiert, sodass
unterschiedliche Ergebnisse bei anderen Autoren auch durch unterschiedliche Kriterien
diesbeziiglich zustande kommen konnten. In dieser Arbeit wurde durch exemplarische
Zweitbegutachtung versucht, den subjektiven Charakter der Ergebnisse zu minimieren.

Antik6rper: Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei der Testung der Spezifitat unterschiedlicher
Antikorper deutlich, dass diese zum Teil sehr unterschiedlich sein kann. Die Auswahl des
Antikorpers konnte daher ebenfalls EinfluR auf die Auswertungsergebnisse sowohl in dieser
Arbeit als auch bei anderen Autoren genommen haben. Es wurde in dieser Arbeit mit Hilfe
der Western-Blot-Analyse und Antikorpertestung in der Immunhistologie im Vorfeld
versucht, eine moglichst hohe Spezifitat des Antikdpers zu gewahrleisten und das Protokoll
der Immunhistologie (Verdunnung, Inkubationszeiten) optimal an die Eigenschaften des

jeweiligen Antikorpers anzupassen.

Protokolle: Fir die Immunhistologie existiert kein standardisiertes Protokoll. Oft werden
Losungen (beispielsweise fur Antikdrper), Inkubationszeiten oder einzelne Arbeitsschritte
(beispielsweise Antigen-Retrieval) in Abhangigkeit vom Experimentator modifiziert. Dies
kann Ergebnisse beeinflussen und ebenfalls Unterschiede dieser Arbeit zu anderen Autoren
erklaren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde so weit wie moglich ein standardisiertes Protokoll
verwendet, allerdings musste dieses auch aufgrund unterschiedlicher Antikorper-

Eigenschaften teilweise modifiziert werden (Inkubationszeiten, Verdinnungen). Zusétzlich
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geschah der Nachweis des Antigens nicht bei allen verschiedenen Autoren
immunhistologisch, sondern teilweise auch mittels PCR auf Ebene der Genexpression, sodass
Diskrepanzen zu anderen Autoren auch durch unterschiedliche Nachweisverfahren zustande

gekommen sein kdnnten.

Statistik: Die statistische Aussagekraft ist unter anderem abhé&ngig vom Stichprobenumfang.
In der vorliegenden Arbeit war dieser mit je zwanzig Primé&rtumoren und Metastasen relativ
gering, sodass teilweise bei Betrachtung der Untergruppen nur wenige Tumore zur Verfligung
standen. Im Rahmen der statistischen Beratung wurden verschiedene Tests erdrtert. Da bei
kleinem Stichprobenumfang héaufig eine Abweichung von der Normalverteilung vorliegt,
wurden zur Auswertung primér nicht-parametrische Tests verwendet. Des weiteren standen in
dieser Arbeit fur die statistische Bewertung der Pé&rchenanalyse lediglich Tests zur
Verfligung, welche positive oder negative Abweichungen der Antigen-Expression
beriicksichtigen, nicht aber die Haufigkeiten. Daher kam es, insbesondere wenn einzelne
Metastasen eine starke Abweichung aufwiesen, nicht zu statistisch signifikanten Ergebnissen.
Untersuchungen mit gréRerem Stichprobenumfang wiirden sich daher in Zukunft eignen, um
den statistischen EinfluB einzelner abweichender Tumore zu reduzieren und die Aussagekraft

zu erhéhen.

4.6 Fazit

Aufgrund der groflen Bedeutung des mitochondrialen Signalwegs der Aopotose fur
Tumorgenese, -progression und Therapieresistenz des malignen Melanoms konnte der Einsatz
von Bcl-2 Antisense-Oligonukleotiden, BH3-only Mimetika und Gentherapie zukinftig eine
wichtige Therapieoption darstellen. Anti- und proapoptotische Proteine der Bcl-2-
Superfamilie konnten als molekulare Marker helfen, geeignete Patienten fir die
unterschiedlichen Therapieoptionen auszuwéhlen.

In der vorliegenden Arbeit fand sich in Zusammenhang mit Metastasierung eher ein Verlust
proapoptotischer Bcl-2-Proteine, sodass zukinftig insbesondere der Einsatz gezielt
entwickelter BH3-only Mimetika erfolgsversprechend zu sein scheint. Es wurde auerdem
eher ein Verlust antiapoptotischer Proteine in Zusammenhang mit einer Metastasierung
gefunden, was eine Erklarung fir die verhéltnismaRig geringe klinische Wirksamkeit der

Therapie mit Bcl-2 Antisense-Oligonukleotiden sein konnte. Die Kombination
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verschiedener Therapeutika kdnnte zukinftig eine Mdglichkeit bieten, der Apoptoseresistenz
des malignen Melanoms wirksam zu begegnen.

In der vorliegenden Arbeit fanden sich bei Betrachtung unterschiedlicher Untergruppen,
insbesondere bei der Tumordicke und dem Geschlecht, Unterschiede bei der Expression von
Bcl-2-Proteinen zwischen Primartumoren und Metastasen. Eine genaue Charakterisierung
dieser Unterschiede unter Einbeziehung des Melanom-Subtyps kénnte zukiinftig die gezielte
Therapie des malignen Melanoms abhangig von der Konstellation molekularer Parameter auf
Ebene der anti- und proapoptotischen Bcl-2-Proteinen ermdglichen.
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5. Zusammenfassung

Das maligne Melanom der Haut ist eine aggressive Tumorentitat mit weltweit steigender
Inzidenz und relativ konstanter Mortalitat. Es zeichnet sich insbesondere nach Metastasierung
durch eine hochgradige Therapieresistenz und schlechte Prognose aus. Als therapeutische
Optionen kommen heute insbesondere operative Verfahren, Chemotherapeutika (Dacarbazin,
Fotemustin) und Zytokine (Interferon-alpha, Interleukin-2) in Betracht. Neuere Anséatze
bieten sogenannte Antisense-Oligonukleotide, BH3-only-Mimetika oder Gentherapie. Von
groRBer Bedeutung flr die Progression und Therapieresistenz des malignen Melanoms ist

dessen ausgepragte Apoptoseresistenz.

Bei der Apoptose handelt es sich um eine genetisch determinierte, geordnet ablaufende Form
des Zelltodes. Typische morphologische und biochemische Charakteristika konnten diesem
programmierten Abbauprozess zugeordnet werden. Es werden heute im Wesentlichen zwei
Apoptosewege unterschieden: die extrinsichen und die intrinsischen Signalkaskaden. Bei den
extrinsischen Signalwegen spielen zur Aktivierung membranstdndige Todesrezeptoren eine
zentrale Rolle. Intrinsische Signalwege werden primar durch intrazelluldre Signale infolge
einer Zellschadigung, beispielsweise durch UV-Strahlung oder Chemotherapeutika, aktiviert.
Bei den intrinsischen Signalkaskaden stehen mitochondriale Funktionen im Vordergrund. Als
Effektormolekiile, welche letztendlich den apototischen Zelltod herbeiftihren, fungieren bei

beiden Apoptosewegen unterschiedliche Cystein-Aspartat-Proteasen, die Caspasen.

Die Apoptose unterliegt einer profunden Regulation. Bei der Regulation intrinsischer
Signalwege sind Proteine der Bcl-2-Superfamilie von besonderer Bedeutung. Die Familie
besteht aus proapoptotischen Proteinen, wie Bax, Bak, PUMA und Noxa und
antiapoptotischen Proteinen, wie Bcl-2 und Mcl-1. Erstere fuhren eher zu einer Forderung,
Letztere zu einer Hemmung der Apoptose. In Abhangigkeit von der Gegenwart bestimmter
Bcl-2-Homologiedomanen (BH 1-4) konnen die proapoptotischen Proteine zusatzlich in
Multidomanenproteine (Bax, Bak) und BH3-only Proteine (PUMA, Noxa) unterteilt werden.
Bei der Regulation intrinsischer Signalwege ist die Expression fordernder und hemmender
Bcl-2-Proteine insgesamt ausgeglichen. Eine Dysbalance tréagt dagegen zur Apoptoseresistenz
und Tumorprogression bei. Die Expression der Bcl-2-Proteine ist abhéngig von

unterschiedlichen Signalkaskaden, deren fehlerhafte Regulation regelmé&fRig in Tumoren zu
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finden ist. Insbesondere Metastasen des malignen Melanoms sind durch eine ausgeprégte
Therapieresistenz charakterisiert, die durch eine Blockade proapoptotischer Signalwege
gekennzeichnet ist. Die Prognose des malignen Melanoms ist sowohl mit unterschiedlichen
histologischen Parametern (Tumordicke, Invasionstiefe, Ulzeration) als auch mit nicht-

histologischen Parametern (beispielsweise dem Geschlecht) assoziiert.

Fur die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien ist es wichtig, neben diesen Parametern
auch die molekularen Vorgange im Rahmen der Tumorprogression zu verstehen. Ziel der
Arbeit war es, die Bedeutung ausgewdhlter anti- und proapoptotischer Proteine der Bcl-2-
Superfamilie fir die Tumorprogression zu uberprifen, sowie das prognostische und

therapeutische Potential dieser Proteine n&her zu charakterisieren.

In dieser Arbeit wurde die Expression der Bcl-2-Proteine Bcl-2, Mcl-1, Bax, Bak, PUMA und
Noxa in Metastasen untersucht und mit den korrespondierenden Primartumoren desselben
Patienten verglichen. Zwanzig primdre Melanome (nodulér / lentigo-maligna / akrolentiginds
| superfiziell-spreitend / unklassifiziert: n = 2 /2 / 2 / 13 / 1) und Metastasen wurden
immunhistologisch untersucht (APAAP). Primare Antikdrper gegen Bcl-2, Mcl-1, Bax, Bak,
PUMA und Noxa wurden verwendet und deren Spezifitdt mittels Western-Blot-Analyse
gepruft. Zusatzlich wurde die Expression dieser Bcl-2-Proteine auf einen Zusammenhang mit
den prognostischen Markern Geschlecht, Tumordicke, Invasionstiefe und Ulzerationsgrad hin

untersucht.

Die mikroskopische Auswertung der Schnitte zeigte interessanterweise einen hdaufigen
Verlust des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und zum groRen Teil auch von Mcl-1 im Zuge
der Metastasierung, der oft von einer ungiinstigen Konstellation bei prognostischen Markern
begleitet wurde. Gleichzeitig fand sich in korrespondierenden Metastasen ein relativ haufiger
Verlust proapoptotischer Bcl-2-Proteine, ebenfalls oftmals begleitet von einer ungunstigen
Markerkonstellation. Die Ergebnisse deuten einerseits auf einen generellen Verlust von
antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen im Zusammenhang mit der Progression des malignen
Melanoms hin und unterstreichen andererseits die Bedeutung proapoptotischer Bcl-2-Proteine
fur die Tumorprogression.

Gleichzeitig bietet der Verlust antiapoptotischer Bcl-2-Proteine eine Erklarung fir die relativ

geringe Klinische Wirksamkeit des Bcl-2-Antisense-Oligonukleotides Oblimersen in einer
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groR angelegten Phase-I11-Studie [Bedikian et al, 2006]. Aufgrund des im Rahmen dieser
Arbeit beobachteten Verlustes proapoptotischer Bcl-2-Proteine kdnnte in Zukunft der Einsatz
von Substanzen, welche diesem Verlust entgegenwirken, eine wichtige Therapieoption
darstellen. Insbesondere BH3-only Mimetika erscheinen vor dem Hintergrund dieser Arbeit

vielversprechend.
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