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1. Einleitung
1.1 Der Tumorbegriff und Tumoren der Haut

Eine abnorme Gewebemasse korpereigener und entarteter Zellen, welche sich trotz
Verlust der physiologischen Wachstumsstimulatoren weiterhin unkoordiniert und
ungebremst vergroRRert, wird als Tumor oder Neoplasie bezeichnet (Bocker et al.,
2001, Stricker and Kumar, 2007). In derart transformierten Zellen liegen haufig
Regulationsstérungen im Rahmen der Zellhomoostase vor. Bei einer gesunden,
nicht entarteten Zelle wird durch verschiedene Regulationsmechanismen ein
gewisses Gleichgewicht zwischen Proliferation, Differenzierung, Zell-Zell-Kontakten
und Apoptose eingehalten, wodurch die Masse eines Zellverbandes relativ konstant
bleibt (Bocker et al., 2001, Held et al., 2011). Hanahan und Weinberg definierten
acht Veranderungen der Zellphysiologie, die malignes Tumorwachstum steuern:
Unabhangigkeit/Autarkie von Wachstumssignalen, Evasion der Apoptose,
unlimitiertes Replikationspotential, anhaltende Angiogenese, Gewebeinvasion,
Metastasierung, Veranderung des Energiehaushaltes der Zelle und Evasion von der

Immuniberwachung (Hanahan and Weinberg, 2011).

Tumoren konnen aus unterschiedlichen Geweben hervorgehen und werden
allgemein in benigne, semimaligne und maligne Tumoren unterteilt (Bécker et al.,
2001, Stricker and Kumar, 2007).

Betrachtet man alle Organe, so finden sich in der Haut die héchste Inzidenz als auch
Vielfalt an Tumoren, wobei die meisten den benignen Tumoren zuzuordnen sind.
Zum einen ist diese Tatsache durch die GroRRe des Hautorgans zu erklaren zum
anderen aber auch durch ihre Exposition gegeniber Noxen und Stimuli aus der
Umwelt. Die Neoplasien der Haut kdonnen nach ihrer Dignitdt und nach ihrem
Ursprung eingeteilt werden. Man unterscheidet Tumoren epidermalen,

mesenchymalen und ektodermalen Ursprungs (Rdcken et al., 2010).



1.2 Melanome
121 Epidemiologie

Durch die zunehmende Haufigkeit hat das kutane Melanom in den letzten 40 Jahren
mehr und mehr Aufmerksamkeit erlangt. Hauptséachlich findet man kutane maligne
Melanome in der kaukasischen Bevdlkerung, seltener hingegen in dunkelh&autigen
Bevdlkerungsgruppen  (Hauttyp  IV-VI).  Vor allem in  hellhdutigen
Bevolkerungsgruppen der industrialisierten Lander wird Uber eine Steigerung der
Melanomneuerkrankungen berichtet (Garbe and Blum, 2001, Tronnier et al., 2013,
Garbe and Bauer, 2012). So weisen Australien und Neuseeland die héchsten
Inzidenzraten von 50-60 Fallen/100 000 Einwohner und Jahr auf. Das Auftreten in
europaischen Landern ist hingegen deutlich geringer. Im Zeitraum von 1970 bis
2008 ist in Deutschland ein Anstieg der altersstandardisierten Inzidenzraten von 3
Fallen auf 21 Falle/100 000 Einwohner und Jahr zu erkennen. Als Ursache der
Zunahme der Erkrankung vermutet man das veranderte Verhalten zur

Sonnenexposition (Garbe et al., 2013).

1.2.2 Pathogenese und Mechanismen der Tumorgenese

Das Melanom stellt einen hochaggressiven Tumor der Haut dar, der aus den
Melanozyten hervorgeht. Diese Zellen finden sich im Stratum basale der Epidermis
und produzieren das Pigment Melanin, welches fiir die Farbe der Haut und fir die
unterschiedlichen Brauntone benigner Naevi verantwortlich ist. Durch den Prozess
der Melanogenese entstehen diese Zellen aus den sogenannten
Melanozytenstammzellen. Hierbei verandert sich die Balance verschiedener Gene,
epigenetischer Faktoren und Faktoren des Mikromilieus, welches letztendlich
entweder zur Proliferation der Melanozytenstammzellen und deren Differenzierung

zu Melanozyten fuhrt oder dieselbe eben verhindert. Eine Stérung dieser Balance,



zum Beispiel durch dauerhaftes Aktivieren oder Inaktivieren bestimmter
Regulatorgene des Zellzyklus dieser Stammzellen kann letztlich zur
Melanomentstehung beitragen (Regad, 2013).

Melanozyten werden hauptsachlich in der Haut gefunden, sie kénnen aber auch in
anderen Organen des Korpers vorkommen, wie beispielsweise auf der Conjunctiva
und im Gastrointestinaltrakt. Primare Melanome treten daher auch in anderen

Organen als der Haut auf (Bandarchi et al., 2013).

Wie bei allen Tumoren so ist auch bei Melanomen eine Mutation der DNS
entscheidend. Diese kann genetisch vererbt sein und beeinflusst so das relative
Risiko Melanome zu entwickeln. Alternativ ist sie durch exogene Schéadigung
bedingt und wird dann als wichtig fur die Initiierung von Melanomen angesehen. Als
Indikatoren fur angeborene Risikofaktoren der Melanomentstehung gelten:
Familiare Haufung, stattgehabtes Melanom, heller Hauttyp, blonder oder roter
Haartyp sowie zahlreiche Navi. Zu den erworbenen Risikofaktoren zahlen extensive
Sonnenexposition, ultraviolettes Licht, (PUVA-Therapie), Chemikalien und

Immunsuppression (Bandarchi et al., 2013, Garbe et al., 2013).

Es gibt genetische Veranderungen, welche die Suszeptibilitit der
Melanomentstehung steigern. Eine Mutation betrifft den Cyklin-abhéngigen Kinase
Inhibitor 2A (CDKN2A). Das CDKN2A-Gen kodiert fur die Proteine p16INK4a und
pl4ARF (Weischer et al., 2012). Diese agieren als CDK4 Inhibitoren. pl4ARF
stabilisiert p53, indem es mit MDM2 (murine double minute 2) interagiert, einem
Protein, welches den Abbau von p53 fordert. Das Tumorsuppressorprotein p53
reguliert wichtige Kontrollpunkte des Zellzyklus, wie die Induktion von Apoptose,
DNS-Reparatur und Wachstumsarrest. Das Protein p16INK4a inhibiert direkt die
Zyklin  D-abhéangigen Kinasen CDK4 und CDK6. Diese hemmen die
Dephosphorylierung des Retinoblastom Proteins (Rb) und stoppen so die
Progression des Zellzyklus in der G1-S-Phase. Das Fehlen der funktionstiichtigen
Proteine p14ARF und p16INK4a tragt somit zur Tumorigenese bei (Regad, 2013).



Eine weitere Mutation Dbetrifft das Tumorsuppressorgen PTEN/MMAC1
(Phosphatase und Tensin Homolog/mutiert in multiplen fortgeschrittenen Tumoren
1). PTEN arretiert Tumorzellen in der G1-Phase des Zellzyklus und induziert deren
Apoptose. Ein Funktionsverlust des PTEN/MMAC1-Gens fiuhrt ebenfalls zu einem

gesteigerten Risiko der Melanomenentstehung (Tsao et al., 2003).

Weitere bekannte molekulare Veranderungen in Melanomen sind die
Hochregulierung von MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase) und PKB (Protein
Kinase B), die Uberexpression von MITF (Microphthalmie assoziierter
Transkriptionsfaktor) und EDNRB (Endothelin-Rezeptor-B-Gen) und die
BRAF(V600E) Mutation (Bandarchi et al., 2013, Regad, 2013, Garraway et al.,
2005).

Die Dysregulation von microRNS spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung und
Progression von Melanomen. Die microRNS regulieren die Proteinexpression einer
Vielfalt von Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, die mit der Entstehung,
Progression und Invasion des Melanoms assoziiert sind (Regad, 2013, Mueller and
Bosserhoff, 2009).

1.2.3 Diagnostik: Histologie des Melanoms und Subtypen

Jede neue aufgetretene oder sich umwandelnde Pigmentveranderung sollte
dematologisch untersucht werden. Die Deutsche Dermatologische Gesellschaft
empfiehlt bei auffalligen Navi eine solche Untersuchung einmal im Jahr. Zu den
wichtigsten Hilfsmitteln der Melanomdiagnostik gehdren neben der klinisch-
dermatoskopischen Beurteilung die fotographische Dokumentation auffalliger
Lasionen, die histopathologische Untersuchung, das Mikrostaging, die
Immunhistopathologie und die molekulare Analyse (Garbe and Bauer, 2012).

Verdachtige Navi werden zundchst nach der ABCDE-Regel beurteilt, dabei stehen



die Buchstaben fur funf Merkmale, die in Tabelle 1 erlautert werden (Abbasi et al.,
2004).

A Asymmetrie asymmetrische Form, nicht spiegelbar

B Begrenzung unregelmagiger Rand mit unscharfer Begrenzung
C Color/Farbe unterschiedliche Pigmentierung

D Durchmesser >5mm

E Erhabenheit cave: In-situ-Melanome sind nicht erhaben

Tabelle 1: ABCDE-Regel maodifiziert nach (Abbasi et al., 2004)

Auch das sogenannte ,ugly duckling-sign® dient als Hinweis fur Malignitat: Es
beschreibt die morphologischen Unterschiede zwischen einem einzelnen auffalligen
Navus im Vergleich mit den umliegenden unauffalligen Navi des Patienten (Scope
et al., 2008). Erst bei fortgeschrittenen Primarmelanomen treten auch Symptome

wie Blutungen und Ulzerationen auf (Garbe and Bauer, 2012).

Das Melanom kann Klinisch-histologisch in vier Subtypen unterteilt werden: Das
superfiziell spreitende Melanom (SSM), das primar nodulare Melanom (NM), das
lentigo-maligna Melanom (LMM) und das akrolentigindse Melanom (ALM) (Garbe
and Bauer, 2012).

SSM

Das SSM ist der haufigste Melanomtyp. Zu Beginn kennzeichnend sind eine
intraepidermale, horizontale und radiale Wachstumsphase. Klinisch prasentiert sich
das SSM als langsam wachsende Makula oder Plaque unregelmalliger
Pigmentierung und Begrenzung. Teilweise sind bei Melanomen depigmentierte
Areale zu finden. Die bevorzugte Lokalisation des SSM ist der Rumpf. Bei Frauen
tritt es auch haufig an den Extremitaten auf. Mikroskopisch kennzeichnend sind in
Nestern angeordnete, grol3e Melanozyten entlang der dermo-epidermalen



Junktionszone sowie die vertikale Invasion der Epidermis. Sekundar kann das SSM
auch in ein nodulares Melanom lbergehen (Soyer et al., 2007, Garbe et al., 2012,
Garbe and Bauer, 2012).

NM

Das NM stellt den zweith&aufigsten Melanomtyp dar und ist die aggressivste Form
des Melanoms mit der schlechtesten Prognose. Der Grund hierfur liegt darin, dass
das NM sehr schnell vertikal wachst. Klinisch imponiert das NM als ein nodulérer,
exophytisch wachsender, braun-schwarzer Tumor. Die Oberflache kann hierbei glatt
oder ulzeriert sein. Das Wachstum erfolgt kaum in horizontaler Ebene sondern
hauptsachlich in vertikaler Richtung. Dies begriindet die schon nach kurzer
Wachstumszeit einsetzende hamatogene und lymphogene Metastasierung (Garbe
et al., 2012, Garbe and Bauer, 2012).

LMM

Das LMM entsteht auf dem Boden einer Lentigo maligna (melanoma in situ). Die
Pradilektionsstellen dieser Form des Melanoms sind Bereiche der chronisch
sonnenexponierten Haut, insbesondere Gesicht und Kopf. Das LMM wachst
zunéachst sehr langsam und vornehmlich radial und horizontal. Die vertikale/invasive
Wachstumsphase stellt sich oft erst nach Jahren ein. Dies erklart die geringe
Metastasenneigung und somit auch die oft gunstigere Prognose des LMM.
Histologisch kennzeichnend sind die lentiginése Proliferation atypischer
Melanozyten in der dermoepidermalen Junktionszone, sowie die Zeichen chronisch
lichtgeschadigter Haut (Garbe et al., 2012, Garbe and Bauer, 2012).

ALM

Das ALM tritt typischerweise palmoplantar, subungual und in der Mundschleimhaut
auf. Vom Aussehen her &ahnelt das ALM dem LMM, durch sein schnelleres
Wachstum erweist es sich jedoch als betrachtlich aggressiver. Es sind alle
Menschen von dieser Form des Melanoms etwa gleich haufig betroffen. Dadurch



wird es, neben den Schleimhautmelanomen zum haufigsten Melanom
dunkelhautiger Menschen (Garbe et al., 2012, Garbe and Bauer, 2012).

In Tabelle 2 sind die Haufigkeiten und die Altersverteilung der einzelnen
Melanomformen aufgelistet. Einige Subtypen sind noch nicht klassifiziert oder
reprasentieren Mischformen, beispielsweise das amelanotische Melanom und

Melanome der Schleimhaut.

Typ Anteil in % Medianes
Erkrankungsalter

Superfiziell spreitendes Melanom (SSM) 57,4% 51 Jahre
Nodulares Melanom (NM) 21,4% 56 Jahre
Lentigo-maligna Melanom (LMM) 8,8% 68 Jahre
Akral-lentiginses Melanom (ALM) 4,0% 63 Jahre
Nicht-klassifizierbares Melanom 3,8% 54 Jahre
Sonstige 4,9% 54 Jahre

Tabelle 2: Darstellung der Subtypen des Melanoms im deutschsprachigen Raum mit prozentualem Anteil und
medianem Erkrankungsalter modifiziert nach (Garbe et al., 2005)

1.2.4 Stadieneinteilung und Prognose

Handelt es sich bei einem Pigmenttumor nach histopathologischer Untersuchung
tatsachlich um ein Melanom, so bendtigt man eine Abschatzung der
Tumorausbreitung und Stadienzuordnung. Diese ist  wichtig  zur
Prognoseeinschatzung und zur Einleitung der optimalen Therapie und Nachsorge.
Wichtige prognostische Parameter beim primaren Melanom sind hierbei (Garbe et
al., 2005, Garbe et al., 2013):

1. das TNM-Stadium



die Tumordicke nach Breslow
das Vorhandensein von Ulzerationen

Mikrometastasen im Sentinellymphknoten

o bk~ 0N

Mitosen im subepidermalen Anteil des Melanoms, besonders bei dinnen
Melanomen, T1

6. der Clark-Level (die relative Eindringtiefe in die Haut)

Zusammengefasst wird dies in der TNM-Klassifikation der AJCC aus dem Jahr 2009
(Balch et al., 2009). Die wichtigsten drei Faktoren, welche T definieren, sind die
Tumordicke nach Breslow, die Mitoserate bei Primdarmelanomen und
histopathologische Anzeichen von Ulzerationen (Tabelle 3). Die N-Klassifikation
beschreibt die Ausbreitung des Tumors im regionalen Lymphknotengebiet (Tabelle
4). Die wichtigsten prognostischen Faktoren stellen hierbei die Anzahl an
metastatisch befallenen Lymphknoten, die Unterscheidung von mikroskopischem
oder makroskopischem Lymphknotenbefall und das Vorhandensein von Satelliten-
oder In-transit-Metastasen dar. Bei der M-Klassifikation (Tabelle 5) spielen der
anatomische Ort der Metastasen im Korper und die HoOhe der Serum-
Laktatdehydrogenase (LDH) eine wichtige Rolle (Garbe and Bauer, 2012).



T- Tumordicke Weitere prognostische Parameter
Klassifikation
Tis Melanoma in situ, keine Tumorinvasion
TX Keine Angabe Stadium nicht bestimmbar*
T1 <1,0mm a: ohne Ulzeration, Mitoserate/mm? <1
b: mit Ulzerationen oder Mitoserate/mm?2 >1
T2 1,1-2,0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T3 2,1-4,0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T4 >4,0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

*Fehlen einer Bestimmung der Tumordicke und/oder Ulzeration oder unbekannter Primartumor

Tabelle 3: T-Klassifikation des Primartumors beim Melanom modifiziert nach (Garbe et al., 2013)

N- Zahl metastatisch befallener Ausmal der
Klassifikation Lymphknoten (LK) Lymphknotenmetastasierung
N1 1LK a: nur mikroskopische Metastasen
(klinisch okkult)
b: nur makroskopische Metastasen
(klinisch nachweisbar)
N2 2-3 LK a: nur mikroskopische nodale
Metastasen
b: nur makroskopische nodale
Metastasen
c: Satelliten oder In-transit-Metastasen
ohne regionare
Lymphknotenmetastasen
N3 >4 LK oder verbackene LK oder
Satelliten oder In-transit-
Metastasen mit regionarer
Lymphknotenbeteiligung

Tabelle 4: N-Klassifikation des Primartumors beim Melanom modifiziert nach (Garbe et al., 2013)
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M- Art der Fernmetastasierung LDH
Klassifikation
Mla Metastasen in Haut, Subkutis oder LK jenseits normal
der regionaren LK (auch iliakale LK)
M1b Lungenmetastasen normal
Mlc Fernmetastasen anderer Lokalisation oder erhoht
Fernmetastasen jeder Lokalisation mit erhdhten
Serumwerten der Laktatdehydrogenase (LDH)

Tabelle 5: M-Klassifikation des Primartumors beim Melanom modifiziert nach (Garbe et al., 2013)

Hieraus ergibt sich durch Kombination der T-, N- und M-Klassifikation die in Tabelle
6 dargestellte Stadieneinteilung. Dabei steht das Stadium O fir ein Melanoma in situ.
Stadium | und Il beschreiben ein lokalisiertes Geschehen. Zu Stadium | gehéren
Patienten mit einem niedrigen Risiko (Breslow Index <1mm), zu Stadium Il hingegen
zahlen Patienten mit héherem Risiko (Breslow Index >2mm oder mit Ulzerationen).
Stadium [l umfasst Patienten mit regionalen Lymphknotenmetastasen und/oder
intralymphatischen Metastasen. Im Stadium IV sind Fernmetastasen vorhanden
(Garbe and Bauer, 2012).
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Stadium Primartumor Regionare Fernmetastasen
(pT) Lymphknotenmetastasen (N) (M)
0 In-situ-Tumoren keine keine
IA Tla keine keine
B T1b keine keine
T2a keine keine
A T2b keine keine
T3a keine keine
1B T3b keine keine
T4a keine keine
Ic T4b keine keine
A Jedes T, keine Nla, N2a keine
Ulzeration
B Jedes T, mit Nla, N2a keine
Ulzeration
Jedes T, keine N1b,N2b keine
Ulzeration
Jedes T, keine N2c keine
Ulzeration
[ Jedes T mit N2c keine
Ulzerationen
Jedes T +/- N3 keine
Ulzerationen
v Jedes T Jedes N Jedes M

Tabelle 6: Stadieneinteilung des Melanom gemaf der AJCC-Klassifikation modifiziert nach (Garbe et al., 2013)

Die Prognose bei Patienten mit Melanom ist abhéangig vom Stadium der Erkrankung

zum Zeitpunkt der Diagnose. Patienten im Stadium | und Il haben generell eine gute

Prognose, da noch keine Lymphknoten- oder Fernmetastasen vorliegen. In spateren

Stadien ist die Prognose deutlich schlechter, wie in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Stadium nach AJCC 5-Jahresuberleben in %
1A 97%
1B 93%
A 82-79%
1B 68-71%
lc 53%
A 78%
B 59%
nc 40%
v 9-27%

Tabelle 7: 5-Jahresuberleben in Abhéngigkeit des AJCC-Stadiums modifiziert nach (Garbe and Bauer, 2012)

1.2.5 Therapie

Den priméaren Therapieansatz beim Melanom ohne Metastasen (Stadien | und II)
stellt die chirurgische Exzision in toto mit angemessenem Sicherheitsabstand dar
(Tabelle 8). Dies ist bisher die einzige kurative Therapie eines Melanoms, wobei die
Exzisionstiefe bis zur Faszie reichen sollte (Garbe et al., 2013). Oft muss das
chirurgische Vorgehen individuell angepasst werden, beispielsweise aufgrund von
schwierigen anatomischen Gegebenheiten (Gesicht, distale Extremitaten), was zu
einem hoheren Rezidivrisiko fuhrt. Eine Besonderheit stellen das LMM und das ALM
dar, hier sollte daher der Sicherheitsabstand mittels histologisch mikrographischer
Kontrolle Gberpruft werden (Garbe et al., 2012). Ab einer Tumordicke von >1mm wird
den Patienten eine Wachterlymphknotenbiopsie angeboten. Falls in der
histopathologischen Aufarbeitung des Wachterlymphknotens Tumorzellen gefunden
werden, so folgt die totale Lymphadnektomie des betroffenen Gebietes als
Standarttherapie (Garbe and Bauer, 2012).

Tumordicke Sicherheitsabstand
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In situ 0,5cm
<Imm 1,0cm
1,01-2mm 1,0-2,0cm
>2mm 2,0cm

Tabelle 8: Sicherheitsabstand bei chirurgischer Exzision in Abhangigkeit von der Tumordicke modifiziert nach
(Garbe and Bauer, 2012)

Ein adjuvanter Therapieansatz wird bei Patienten ohne erkennbare Metastasen aber
hohem Risikoprofil fur Mikrometastasen angewandt (Stadium Il und IIl). Ziel dieser
Therapie ist die langfristige Kontrolle potentieller Mikrometastasen nach der
chirurgischen Exzision des Primartumors. Als adjuvante Therapie wird eine 1,5-

jahrige Immuntherapie mit 3x3 Millionen i.E. Interferon-a (IFN-o) empfohlen.

In fortgeschrittenen Stadien mit Fernmetastasen (Stadium 1V) hatte sich das 5-
Jahresuberleben bis 2015 nicht signifikant verbessert und lag bei 9-27% (Tabelle 7).
Hier kommen Therapien, wie Strahlentherapie, Chemotherapie und Immuntherapie
sowie palliatve Therapien zum Einsatz. Eine Radiatio zeigt bei inoperablen
Melanomen, Skelett- und Lymphknotenmetastasen sowie In-transit-Metastasen der
Haut gute Erfolge (Garbe and Bauer, 2012, Garbe et al., 2012). Die Kombination
von Bestrahlung und chirurgischem Vorgehen bei Hirnmetastasen ermoglicht ein
mittleres Uberleben von 10 Monaten verglichen mit 3-5 Monaten ohne diese
Therapie (Young, 1998, Garbe et al., 2012).

Fur die systemische Chemotherapie des fortgeschrittenen Melanoms sind einige
Mittel bekannt, die zur Tumorregression und Reduktion der tumorassoziierten
Symptome flihren kénnen. Im Vergleich zu Monotherapien, beispielsweise mit
Dacarbazin, erreichen Kombinationen mehrerer Chemotherapeutika miteinander
und/oder in Kombination mit Zytokinen (Polychemoimmuntherapie) hoéhere
Remissionsraten, allerdings wird die Gesamtiberlebenszeit nicht verlangert. Zu
diesen Kominationschemotherapien gehoren unter anderem das BOLD-Schema

(Bleomycin, Vincristin, Lomustin, Dacarbazin) und das CarboTax-Schema,
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(Carboplatin, Paclitaxel). Letzteres wird derzeit haufiger eingesetzt, da es eine
uberraschend lange progressionsfreie Uberlebenszeit von 4 Monaten zeigte
(Hauschild et al.,, 2009). Wegen der teilweise erheblichen Beeintrachtigung der
Lebensqualitét sollte die Indikation zur Chemotherapie stets individuell abgewogen

und mit dem Patienten besprochen werden.

Als Immuntherapie werden Therapieansatze bezeichnet, die das Immunsystem in
die Lage versetzen, den Tumor zu bekampfen. Hierzu z&ahlt beispielsweise die
zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Antigen-4 Blockade (CTLA-4). Aktuell
stellen Antikdrper gegen das Molekihl Programmed Death 1 (PD-1) die wirksamste
Immuntherapie dar. Die monoklonalen Antikérper gegen CTLA-4 oder PD-1
blockieren inhibitorische Signale und fihren so zur Reaktivierung von T-Zellen und
deren Proliferation (Agarwala, 2010, Robert and Ghiringhelli, 2009). Die
Kombination der immuntherapeutischen Ansatze der CTLA-4 und PD-1 Blockade
zeigen beim Melanom eine signifikant gesteigerte TumorabstoRungsreaktion im
Vergleich zu einer singularen Blockade von CTLA-4 oder PD-1 (Curran et al., 2010).
In einer Studie von Robert et al. wird die Superioritat der Kombination von
Ipilimumab und Dacarbazin gegenuber einer Dacarbazin-Monotherapie beim
Menschen gezeigt (Robert et al., 2011). Dies war die erste ,proof of concept” Studie,
die zeigt, dass eine Immuntherapie zu einer sehr geringen, aber statistisch
gesicherten Verbesserung im Stadium Il oder IV fuhren kann. Ein weiterer
immuntherapeutischer Ansatz ist die Hochdosis-Interleukin-2 Therapie. Als
Monotherapie bewirkt diese keine signifikante Verlangerung des progressionsfreien
Intervalls. In Kombination mit einem gp 100 Peptid-Vakzin wird in einer neuen Studie
jedoch ein gesteigertes Ansprechen sowie ein langeres progressionsfreies Intervall
dargestellt (Schwartzentruber et al., 2011, Garbe and Bauer, 2012).

Ein neuerer molekularer Ansatz in der Therapie des Melanoms stellt die Gabe von
Inhibitoren fir mutiertes BRAF dar. Diese Behandlung erzielt Remissionen bei
Patienten mit Tumoren, die eine BRAF V600E Mutation tragen. Chapman et al.
zeigten 2011 die Uberlegenheit der Vemurafenib Therapie im Vergleich zur Therapie
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mit Dacarbazin in Bezug auf das progressionsfreie Intervall und bestatigter
Ansprechrate (Chapman et al., 2011).

In der Studie von Flaherty et al. zeigte die Kombination des BRAF V600E-Inhibitors
Dabrafenib und des MAPK-Inhibitors Trametinib beim metastasierten Melanom eine
deutliche Verlangerung der progressionsfreien Uberlebenszeit im Vergleich zu der
Monotherapie mit einer der beiden Substanzen. Ferner konnte bei Einnahme der
dualen Therapie mittels Dabrafenib und Trametinib im Vergleich zu der
Monotherapie ein vermindertes Auftreten von Plattenepithelkarzinomen festgestellt
werden (Flaherty et al., 2012).

Die Suche nach weiteren mdglichen molekularen Ansatzpunkten stellt somit bei
noch immer niedrigen 5-Jahresiberlebensraten bei den fortgeschrittenen Stadien

des Melanoms ein wichtiges Thema der Melanomtherapie dar.

1.3 Mechanismen der Tumorkontrolle und Regression
13.1 Progression versus Regression in Melanomen

Ein Melanom kann entweder weiter wachsen oder sich aufgrund noch ungeklarter
Ursachen spontan durch Regression zurickbilden. Veradnderungen wie
Wachstumsbeschleunigung und Tumorinvasion zahlen zu den Zeichen der
Progression. In der histopathologischen Untersuchung finden sich oft auch Zonen
der Regression, also der Riuckbildung. Man kann diesen Prozess anhand

bestimmter Merkmale in drei Stadien unterteilen (Tronnier et al., 1997):

1. Fruhstadium:
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Vorhandensein  von  entzindlichem Infiltrat zwischen  der
Melanozytenaggregation und der Epidermis, keine Fibrose und keine
zerstorten Tumoranteile
2. Fortgeschrittenes Stadium:
Variable Dichte des Entzindungsinfiltrates, fokale Fibrose und
GefalRvermehrung, Melanophagenablagerungen, Epidermisatrophie
3. Endstadium
Vollstdndige Regression, kein Melanozytennachweis, oberflachliche
Vernarbung, kein entziindliches Infiltrat, kaum bis keine Tumoranteile

nachweisbar

Ferner lassen sich zwei Varianten der Regression unterscheiden, der Fibrose-Typ
(mehr Fibrose) und der Melanose-Typ (mehr Melanophagen) (Emanuel et al., 2008,
Tronnier et al., 1997).

Das T-Zell-Infiltrat in entziindeten Melanozyten ist oligo- oder monoklonal (Yazdi et
al., 2006). Das Vorliegen einer Regression in Melanomen kann neueren Studien
zufolge als prognostisch gunstig gewertet werden (Kaur et al., 2008, Ribero et al.,
2013). Daher stellt die weitere Erforschung der Mechanismen der spontanen

Regression einen interessanten Ansatzpunkt fir die Melanomtherapie dar.

1.3.2 Vertikale versus horizontale Wachstumsphase

Histopathologisch kann die Entwicklung eines Melanoms in zwei Wachstumsphasen
unterteilt werden: die radiale/horizontale und die vertikale Wachsumsphase (RGP
und VGP). Das SSM wachst in aller Regel zunachst in horizontaler Richtung.
Charakteristisch fir die RGP sind die zentrifugale Ausbreitung der Tumorzellen
innerhalb der Epidermis sowie die Infiltration der papillaren Dermis durch einzelne
Zellen oder kleinere Zellnester. Wahrend der rein intraepidermalen Phase A(TO)

findet noch keine Metastasierung statt. Das Risiko beginnt, sobald die VGP einsetzt
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und die Basalmembran durchbrochen ist. In der VGP sind dermale Nester atypischer
Melanozyten vorhanden, die groRer sind und zytologische Unterschiede aufweisen

verglichen mit intraepidermalen Nestern (Garbe and Bauer, 2012).

Der menschliche Korper besitzt Méglichkeiten, Tumoren zu bek&dmpfen und deren
Entstehung zu verhindern. Einige dieser Mechanismen werden im Folgenden

dargestellt.

1.3.3 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene kodieren fur Proteine, die als supprimierende Effektoren den
Zellzyklus anhalten oder Apoptose induzieren. Die Funktionen der
Tumorsuppressorproteine kdnnen wie folgt zusammengefasst werden (Bocker et al.,
2001, Sherr, 2004):

1. Hemmung der Gene, die das Voranschreiten der Zelle im Zellzyklus
ermdglichen

Aktivierung der DNS-Reparatur bei DNS-Schaden

Koppelung der Zellteilung an die Unversehrtheit der DNS

Verknupfung irreparabler DNS-Schadigung an die Induktion von Apoptose

o bk~ 0N

Vermeidung einer Metastasierung durch bestimmte Proteine der

Zelladhésion

Es wurden viele dieser Tumorsuppressorgene in den letzten Jahren identifiziert,

einige sind in Tabelle 9 aufgelistet (Sherr, 2004).

Gen Funktion Assoziiertes familiares
Tumorsyndrom

p53 Transkriptionsfaktor Li-Fraumeni Syndrom
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RB Transkriptionale Korepression Retinoblastom
INKa CDK-Inhibitor (RB-Aktivierung) Melanom, Nierenzellkarzinom,
(p16INK4a) Mammakarzinom
ARF Mdm2 Antagonist (p53 Aktivierung) Melanom
APC Whnt/wingless signaling Familiare adenomattse Polyposis
PTCH Hedgehog signaling (Rezeptor) Gorlin Syndrom
PTEN Lipidphosphatase Cowden Syndrom
TSC 1,2 GTPase Aktivierungs-Proteinkomplex | Tuberése Sklerose (Harmatome)
(mTOR Inhibition)
NF1 GTPase Aktivierungsprotein fur Ras Neurofibromatose, Melanom
(Nissan et al., 2014)
WT1 Transkriptionsfaktor Wilms Tumor
ATM DNS-Schadensensor (Proteinkinase) Ataxia teleangiectasia (T-Zell
Lymphom)
NBS1 DNS Reparatur, S-Phasen Nijmegen breakage Syndrom (T-
Checkpoint Kontrolle Zell Lymphom)
CHK2 Proteinkinase (G1 Checkpoint Li-Fraumeni Syndrom
Kontrolle)
BRCA 1 und DNS Reparatur Familiare Mamma- und
BRCA 2 Ovarialkarzinome
FA Gene DNA Reparatur, S-Phasen Fanconi Anamie
Checkpoint
VHL E3 Ligase Erkennungsfaktor fur HIFa Von-Hippel-Lindau-Syndrom

Tabelle 9: Auswahl an bisher identifizierten Tumorsuppressorgenen mit Funktion und assoziiertem
Tumorsyndrom modifiziert nach (Sherr, 2004)

Eine Funktionsanderung, in der Regel Funktionsverminderung, eines dieser Gene

oder ein fehlerhaftes Genprodukt kann somit entweder die Entstehung von Tumoren

erleichtern oder zu Tumorwachstum fihren. Um einen Funktionsverlust zu bewirken,

mussen bei diesen Genen ublicherweise beide Allele inaktiviert oder beschadigt sein
(Two-hit-Model) (Berger et al., 2011).

Ein wichtiges Tumorsuppressorgen ist das TP53. p53 ist bei der Entstehung von

mehr als 60% aller menschlichen Tumoren involviert (Greenblatt et al., 1994). Es
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kodiert fur das Protein p53 und stellt einen wichtigen Kontrollpunkt im Zellzyklus dar,
welcher durch zellularen Stress (Strahlung, Hypoxie, Onkogenaktivierung,
medikamenten-induzierten DNS-Schaden) aktiviert wird. In geschadigten Zellen
wird p53 kurzfristig hochreguliert und akkumuliert innerhalb dieser Zellen. Liegt ein
DNS-Schaden vor, so wird die betroffene Zelle im Zellzyklus arretiert und der
Schaden behoben. Falls dies nicht mdglich ist, induziert p53 die Transkription von
Genen wie Bax, welche die Apoptose einleiten (Bocker et al., 2001, Sherr, 2004).
Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod. Dieser kann Uber intrinsische
(DNS-Schaden) oder extrinsische (Uber den CD95/Fas death receptor)
Signalkaskaden aktiviert werden. Beide Wege enden in der Aktivierung einer Reihe
proteolytischer Caspasen und der Zerstérung der Zelle (Hanahan and Weinberg,
2011).

Die meisten menschlichen Tumoren weisen eine Stérung der Wachstumsregulation
auf, die durch die beiden Tumorsuppressorproteine p53 und RB (Retinoblastoma
protein) vermittelt wird. Der Studie von Bates et. al. zufolge ist es notig, dass sowohl
der p53 als auch der RB Signalweg fir die Tumorentstehung gestort sein mussen.
Ein RB-Verlust fihrt zur Dysregulation der E2F Transkriptionsfaktoren und somit zu
erhohter Proliferation, gleichzeitig aber auch zur Aktivierung von p53, welches
wiederum Zellwachstum supprimiert. Die Verknipfung des RB- und p53-
Signalweges erfolgt Uber E2F-1 und p14ARF (Bates et al., 1998).

1.3.4 Immunsystem (angeborenes versus erlerntes)

Das Immunsystem (IS) spielt bei der Tumorsuppression eine wichtige Rolle und
bildet den Ansatzpunkt flr weitere Tumortherapien. Schon 1957 wurde das Konzept
der Immuntberwachung von Burnet und Thomas vorgestellt, nach deren Theorie
Lymphozyten als Wéchter des Immunsystems tumordés veranderte Zellen aufspiren
und beseitigen (Burnet, 1957). Diese Theorie wurde in das heute gultige Konzept

des ,Immunoediting“ aufgenommen, in dem entsprechend der dualen Funktion des
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IS immunologische Prozesse sowohl bei der Tumorvermeidung als auch bei der
Tumorentstehung agieren. Die Immunedition kann in drei Phasen unterteilt werden:
die Eliminationsphase (entspricht der Immuniberwachung), die Phase des
Equilibriums und letztlich die Escapephase. Die Eliminationsphase kann wiederum

in vier Einzelschritte unterteilt werden (Dunn et al., 2002):

1. Schritt:
Zellen des angeborenen IS reagieren auf einen Tumor, der durch invasives
Wachstum und Stroma-Umbau lokal Gewebeschaden verursacht. Es kommt
zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren, die Zellen des angeborenen
IS (Naturliche Killerzellen und Naturliche Killer-T-Zellen, Makrophagen und
dendritische Zellen) anlocken. Die infiltierenden T-Lymphozyten setzen IFN-
y frei.

2. Schritt:
IFN-y induziert zu einem gewissen Grad den Untergang der Tumorzellen
durch Aktivierung antiproliferativer und apoptotischer Prozesse. Ferner ist es
wichtig far den Wachstumsarrest und die Seneszenzinduktion von
Tumorzellen (Braumuller et al., 2013, Muller-Hermelink et al., 2008). Weiter
fordert es die Chemokinproduktion. Diese Chemokine hemmen ebenfalls
Tumorzellen durch Blockade der Angiogenese (Muller-Hermelink et al.,
2008). Dendritische Zellen nehmen die Reste der untergegangenen
Tumorzellen auf und wandern in nahegelegene Lymphknoten.

3. Schritt:
Naturliche Killer Zellen und Makrophagen aktivieren sich gegenseitig tber
wechselseitige IFN-y und IL-12 Produktion (Mocikat et al., 2003). Weitere
Tumorzellen werden durch diese Zellen beseitigt, indem Apoptose induziert
wird und reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Zwischenprodukte entstehen.
Ferner préasentieren die abgewanderten dendritischen Zellen in den
ableitenden  Lymphknoten tumorspezifische  Antigene, was die
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Differenzierung von Th1-Zellen triggert und auch die Produktion von
tumorspezifischen CD8+ T-Zellen fordert (Mocikat et al., 2003).

4. Schritt:
Der letzte Schritt umfasst die Migration tumorspezifischer CD4+ und CD8+
T-Zellen zum Tumor und die Zerstorung der restlichen Tumorzellen durch

zytolytische T-Lymphozyten.

Nach erfolgloser Eliminierung der Tumorzellen stellt sich entweder ein
Gleichgewicht zwischen tumorsupprimierendem Mechanismen des IS und der
Tumorausbreitung ein (Phase des Equilibriums), oder die Tumorzellen Gberwinden
die Schutzmechanismen des IS und wachsen ungehemmt weiter (Escapephase)
(Dunn et al., 2002).

Immuntherapien induzieren nicht nur komplette Tumorremission, sondern auch
einen Wachstumsstop mit partieller Tumorregression (Robert et al., 2011). Neuere
Daten konnen ferner zeigen, dass Tumorregression und Wachstumsarrest vielmehr
mit tumor-spezifischen, IFN-y-produzierenden CD4+ T-Helferzellen-1 (Th1l) als mit
zytotoxischen T-Lymphozyten korrelieren (Braumuller et al., 2013, Muller-Hermelink
et al., 2008). Dies lasst die Induktion von Seneszenz zu einem attraktiven

Angriffspunkt fir Tumortherapien werden.

1.35 Die Rolle der Seneszenz in Tumoren

Die Phase, in der eine normale Zelle proliferiert und sich repliziert, ist zeitlich
begrenzt. Hiernach beginnt eine Phase des irreversiblen Wachstumsstillstandes
(G1/G0), die in menschlichen Zellen vermutlich durch die Verkiirzung der Telomere
eingeleitet wird (Giuliano et al., 2011). Diese sogenannte replikative Seneszenz
zeichnet sich durch bestimmte morphologische und biochemische Veranderungen
und durch bestimmte strukturelle Verdnderungen des Chromatins aus. Hierbei kann

mikroskopisch beobachtet werden, dass seneszente Zellen ihren Umfang
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vergroRern und abflachen und sich mit Vakuolen anreichern. Ferner sind eine
erhohte Aktivitat der Seneszenz-assoziierten [3-Galaktosidase (SA-R3-Gal) und eine
Verminderung des Bromdesoxyuridin (BrdU) nachweisbar (Kurz et al., 2000). Auf
molekularer Ebene gibt es diverse Stimuli, welche Seneszenz auf unterschiedlichen
Wegen auslésen konnen. Diese Wege scheinen sich aber letztendlich in der
Aktivierung von p53 und Rb zu vereinigen und somit zur Seneszenzinduktion in einer
Zelle zu fuhren. Bei der stressinduzierten frihzeitigen Seneszenz wird die
Aktivierung von p53 durch p14ARF vermittelt. Auch der CDK-Inhibitor p16INK4a ist
fur die Seneszenz-Induktion wichtig, da eine Zunahme von pl6INK4a zur Rb-
Hypophosphorylierung fiihrt (Kong et al., 2011). Braunmdiller et al. haben kurzlich
herausgefunden, dass die kombinierte Wirkung von den Th1 produzierten Zytokinen
IFN-y und TNF in Tumorantigen-exprimierenden Tumorzellen Seneszenz einleiten.
TNF (tumor necrosis factor) und IFN-y bewerkstelligen dies Uiber einen permanenten
Wachstumsarrest in der GO/G1 Phase des Zellzyklus, die Aktivierung von p16INK4a
und die Rb-Hypophosphorylierung. Diese Zytokin-induzierte Seneszenz erfordert
neben pl6INK4a grundsatzlich auch eine Signalubermittiung via STAT1 (signal
transducer and activator 1) und TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1)
(Braumuller et al., 2013).

Die meisten Tumorzellen scheinen im Rahmen der Tumorigenese ihre Fahigkeit
verloren zu haben, auf endogene Signale hin Seneszenz zu induzieren. Insofern war
es Uberraschend, dass die beiden exogenen Signale IFN-y und TNF offensichtlich
noch in einer groRen Anzahl von Tumoren die endogenen, Tumor-induzierenden
Signale dominieren und Seneszenz induzieren kdnnen (Braumuller et al., 2013). Die
Einleitung der Seneszenz in Tumorzellen stellt somit eine attraktive Therapieoption
dar, da durch die meisten Tumortherapien Tumorzellen auf Dauer eine
Apoptoserestistenz entwickeln. Somit wirde flr Apoptose-restistente Tumorzellen
die Induktion der Seneszenz einen alternativen Therapieansatz bieten. Zur Induktion
der Seneszenz in Tumorzellen gibt es bereits verschiedene Herangehensweisen,

beispielsweise Therapien, deren Angriffspunkt die Telomeraseaktivitat beeinflusst,
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oder die Wiederherstellung der Funktion von p53, oder die Aktivierung von
pl6INK4a und p21 (Kong et al., 2011).

1.4 Immunhistochemische Marker
141 Proliferationsmarker

Der monoklonale Antikorper MIB-1 stellt einen immunhistochemischen Marker zu
Anfarbung des Ki-67 Antigens dar, das von Gerdes et al. 1983 erstmals beschrieben
wurde (Gerdes et al.,, 1983). In der Immunhistochemie von Ki-67 zeigen
proliferierende Zellen, eine nukledre Farbung (Gerdes et al., 1983). Als
Proliferationsmarker kann MIB-1 in allen proliferationsassozierten Zellzyklusphasen
(G1-, S-, M- und G2-Phase) im Zytoplasma detektiert werden. Dagegen exprimieren
Zellen in der Ruhephase (G0O-Phase) kein Ki-67 (Gimotty et al., 2005). In Melanomen
gilt MIB-1 als aussagekraftiger Biomarker (Gimotty et al., 2005, Ramsay et al., 1995,
Sparrow et al., 1998).

1.4.2 p53 und Caspase-3

psS3

In humanen Tumoren sind bei ca. 60% Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 zu
finden, dadurch wird p53 in Tumoren zu dem am haufigsten veréanderten Gen
(Greenblatt et al., 1994). p53 ist ein multifunktionelles Protein, dessen Aufgabe es
ist die Zelle und somit den gesamten Organismus vor DNS-Schaden zu schitzen.
Eine Aktivierung von p53 kann zur Induktion eines Zellzyklusarrest (von G1- in S-
Phase oder G2- in M-Phase) und/oder zur Aktivierung der Apoptose fihren (Agarwal
et al., 1995, Bates and Vousden, 1999). Bei DNS-Schadigung wird p53 aktiviert,
akkumuliert in der Zelle und fuhrt zu einem Wachstumsstopp in der G1-Phase oder
der G2-Phase. Kann die Zelle den DNS-Schaden nicht reparieren, so wird tber
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Induktion von Apoptose-Proteinen, wie das Bax-Protein die Apoptose eingeleitet.

p53 schiitzt somit die Zelle und den Organismus vor Tumorentstehung (Lane, 1992).

Caspase-3

Die Cystein-Aspatate-specific Proteinase spielt eine zentrale Rolle in der
Ausfiihrungsphase der Apoptose (Marks et al.,, 1998). Eine Aktivierung der
Caspase-3 kann Uber die extrinsische oder intrinische Signalkaskade stattfinden.
Initiator-Caspasen (z. B. Caspase-8 und -9) werden aktiviert und spalten die
Vorlauferform nachgeschalteter Effektor-Caspasen (unter anderem Caspase-3, -7
und -6) (Nicholson, 2001). Caspase-3 ist unter anderem essentiell fur die
proapoptotische Chromatin Kondensation und DNS-Fragmentierung (Porter and
Janicke, 1999). Die meisten Caspasen sind im Zytoplasma lokalisiert. Es gibt jedoch
auch einige Ausnahmen, die in der Kernmembran, dem Golgi-Apparat (Caspase-12)
oder in den Mitochondrien (Caspase-2, -3 und -9) zu finden sind (Bratton and Cohen,
2001).

1.4.3 Seneszenzmarker

Der CDKN2A-Genlocus kodiert fuir zwei unterschiedliche Proteine, p16INK4a und
pl4ARF. Der Tumorsuppressor pl6INK4a kann einen Zellzyklusarrest beim
Ubergang in die G1/S-Phase durch Hemmung der Phosphorylierung des Rb-
Proteins mittels CDK 4 und 6 einleiten (Braumuller et al., 2013). p16INK4a agiert
unter normalen Umsténden als Inhibitor der CDK 4 und 6. Eine Zunahme von
pl6INK4a in alternden Zellen ist bekannt, somit gilt dieses Antigen als Marker fir
Seneszenz (Omura-Minamisawa et al., 2001). Im Gegensatz dazu kann pl4ARF
Uber eine p53-Aktivierung erstens zu erhéhter Menge von MDM2 und p21CIP-1 und
zweitens zum Zellzyklusarrest in der G1- und in der G2-/M-Phase fuhren. Als
Antwort auf eine Onkogenaktivierung akkumuliert p14ARF in der Zelle, wodurch die
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Zelle arretiert wird. p14ARF kann aber auch tber p53 Apoptose induzieren. In
Tumoren ist p14ARF haufig inaktiviert (Stott et al., 1998). p16INK4a und pl4ARF
werden als Seneszenzmarker genutzt, da sie im Zellzyklus arretierte Zellen

darstellen.

1.4.4 T-Lymphozyten Marker

Die T-Lymphozyten gehdren zum System der mononuklearen Zellen und haben
zentrale Bedeutung in der adaptiven Immunabwehr. CD4-positive Lymphozyten,
oder T-Helferzellen, regulieren Immunantworten primér Uber die Zytokine, die sie
produzieren. CD4-Zellen werden von Antigen prasentierenden Zellen tber den MHC
Klasse Il aktiviert. Daraufhin beginnen sie sich schnell zu teilen und sezernieren
Zytokine, Uber die sie den Verlauf von Immunantworten steuern (Rocken et al.,
2010). Unter den CD4-positiven Zellen befindet sich aber auch eine Population vor
regulatorischen T-Zellen, die zusatzlich CD25- und FoxP3-positiv sind. Diese Treg
Zellen hemmen Immunantworten und scheinen das Wachstum und die Ausbreitung
von Tumoren zu férdern (Shang et al., 2015, Wolf et al., 2015). Die CD8-positiven
Lymphozyten (zytotoxische T-Zellen) sind in der Lage, viral infizierte Zellen und auch
manche Tumorzellen zu zerstdren. Sie erkennen ihre Zielzellen durch Bindung an
das spezifische Antigen, das durch MHC Klasse | prasentiert wird (Gutcher and
Becher, 2007, Jiang and Chess, 2004).
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2. Fragestellung

Mechanismen der Zellzyklusinhibiton und Seneszenz bieten bei Tumoren
vielversprechende Angriffspunkte fur Therapien. Daher werden hier auf der Basis
von Proteinexpressionsanalysen in histologischen Gewebeschnitten mdgliche
Mechanismen der Wachstumskontrolle beim Melanom untersucht. Mdgliche
Mechanismen sind Apoptose, Seneszenz und eine Immunaktivierung, z.B.

zytotoxischer T-Zellen.

Die vorliegende Dissertation vergleicht mittels immunhistologischer Farbungen
diese Mechanismen der Wachstumskontrolle bei regressiven und nicht regressiven

Melanomen, und unterschiedlichen Navustypen.

Hierdurch soll beantwortet werden, ob Proliferation und Regression mit
unterschiedlich zusammengesetzten T-Zell-Infiltraten, Apoptose oder der

Aktivierung der Seneszenz korreliert.
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3. Material und Methoden
3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv wurde aus dem Archiv der Universitats-Hautklinik Tubingen
ausgewahlt und dann anonymisiert. Die Suche lief unter folgenden Kriterien: Fur die
Melanome ohne Regression (SSM-ohne-Reg): Melanom: ja; Regression: nein;
Navusassoziation: nein; Ulzeration: nein. FUr die Melanome mit Regression (SSM-
mit-Reg) galten folgende Kriterien: Melanom: ja; Regression: ja; Navusassoziation:
nein; Ulzeration: nein. Aus diesem Kollektiv wurden folgende histologische
Melanomtypen ausgewahlt:

e 9 SSM ohne Regression mit einer Tumordicke zwischen 0,05-2,5mm und
Clark Level llI-1V

e 8 SSM mit Regression mit einer Tumordicke zwischen 0,43-1,55mm und
Clark Level lI-IV und 1 Melanoma in situ mit Regression

e 8 Navi als Kontrollen: 2 dermale Navi, 3 Halonévi vom Junktions-Typ und 3

Halonavi vom Compound-Typ

Ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat Tabingen lag vor
(Projektnummer 072/2011B0O2).

3.2 Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die immunhistochemischen Farbungen
formalinfixierter Paraffin-eingebetteter (FFPE) Schnitte folgende Antikdrper

verwendet (Tabelle 10):
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AK Firma Klon Verdunnung | Puffer
MIB-1 DAKO (Hamburg, Anti-Human Ki-67 Antigen, Klon 1:100 Zitrat
Deutschland) MIB-1 pH 6
p53 DAKO monoklonaler Maus Anti-Human 1:200 EDTA
p53 Protein, Klon DO-7 pH9
Casp.-3 GeneTex (USA) monklonaler Maus Antikérper 1:100 TBS'T
Caspase-3, Klon 3CSP03 manuell
pl6INK4a CINtec (Holland) monoklonaler Maus Antikorper RTU EDTA
pl6INK4a RTU (ready to use) pH 8
pl4ARF Cell Signaling monoklonaler Maus Antikérper 1:50 EDTA
(Frankfurt am Main, pl4ARF, Klon 4C6/4 pH 8
Deutschland)
CD4 Novocastra TM monoklonaler Maus Antikorper 1:15 EDTA
(Wetzlar, CD4, Klon 1F6 pH 8
Deutschland)
CDS8 DAKO monoklonaler Mouse Anti- 1:100 EDTA
Human CD8, Klon C8/144B pH 8

Tabelle 10: Verwendete Antikdérper und ihre Verdiinnung

3.3 Schneiden der FFPE Blocke

Am Rotationsmikrotom von Leica Microsystems, Geratetyp RM2125RT, wurden von
den Paraffinblocken 3-4um dicke Schnitte hergestellt und auf Superfrost plus

Objekttrager aufgezogen.

3.4 Immunhistochemische Farbung

Es kam eine Polymer AP (Alkalische Phosphatase) Fast Red Farbung zum Einsatz.
Es wurde eine Methode der immunhistochemischen Farbung benutzt, ahnlich wie
von Wang et al. und Bocker et al. beschrieben (Bocker et al., 2001, Wang et al.,
2004). In der dieser Arbeit wurde diese Methode nach der Arbeitsanweisung des
Labors der Universitats-Hautklinik Tabingen fur Dermatohistologie unter der Leitung
von Dr. med. Gisela Metzler und Prof. Dr. med. Jirgen Bauer modifiziert

Ubernommen.
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341 Gerate und Materialien

Trockenschrank 55°C, B6000, Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)
Dampfgarer, Tefal Vita cuisine (Offenbach, Deutschland)

Farbeautomat mit Objekttragerstandern: DAKO-Autostainer

Objekttrager Superfrost plus: Thermo Scientific 999100x (Schwerte,
Deutschland)

Einfache Glaskivetten

Kurzzeitmesser

Pipette mit Magnetunterstitzung: Pipet-Lite TM, digitale Mikroliter-Pipette, 11
Pipetten fur Volumenbereiche von 0,1ul bis 20ml

Kuhlakkus

Objekttrager-Eindeckautomat, RCM 7000, Medite Group (Burgdorf,
Deutschland)

3.4.2 Reagenzien und Medien

Xylol: Fa. Merck (Darmstadt, Deutschland)

Alkohol vergallt, SAV-Liquid Production GMBH (Flintsbach am Inn,
Deutschland)

Aqua destilatum (vollentsalztes Wasser)

Waschpuffer (TBS und Tween): Thermo Scientific, TA-999-T

Puffer 4 zur Vorbehandlung: EDTA pH 9, Thermo Scientific,TA-125-Puffer 2
zur Vorbehandlung: EDTA pH 8, Thermo Scientific, TA-125-PM2X

Puffer 1 zur Vorbehandlung: Citrat pH 6, Thermo Scientific, TA-125-PM1X
Protease XXV, Thermo Scientific, AP-9006-005, 002

Antikorper, siehe oben

Antikorper-Verdiinnungsmedium, Thermo Scientific, TA-125-UC
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e Ultravision LP, AP Polymer (Detection System), Thermo Scientific, TL-125-
AL

e Liquid Fast Red Substrate (Alkalische Phosphatase), Thermo Scientific, TA-
125-AL

e Hamatoxylin, DAKO, S2020

e Untersuchungsmaterial:  3-4um  dicke Paraffingewebeschnitte aus

formalinfixierten Proben

3.4.3 Immunhistologie

Die folgende Zusammenfassung der einzelnen Arbeitsschritte wurde aus einer
Arbeitsanweisung aus dem Labor der Universitats-Hautklinik Tubingen fur
Dermatohistologie unter der Leitung von Dr. med. Gisela Metzler und Prof. Dr. med.

Jiurgen Bauer modifiziert Gbernommen:

Zur Probenvorbereitung wurden 3-4um dicke Paraffinschnitte hergestellt. Die
Schnitte wurden bei 55°C fir mindestens zwei Stunden getrocknet und danach
mittels einer absteigenden Alkoholreihe und Aqua destilatum im Farbeautomat
entparaffiniert. Bis zur Weiterverarbeitung standen die Schnitte in Aqua destilatum-
Bad.

Zur Reagenzvorbereitung wurden die Puffer 1, 2 und 4 1:100 mit destilliertem
Wasser verdinnt und in die Kivetten gefillt. Die Klvetten wurden im Dampfgarer
35 Minuten erhitzt:

e Antikorper entsprechend der Programmubersicht mit dem
Verdinnungsmedium manuell verdiinnen

e Protease XXV in 5ml beziehungsweise in 2ml Aqua destilatum aufldsen

¢ Enhancer und Poly-Alkalische Phosphatase waren gebrauchsfertig

e Hamatoxylin 1.5 mit Aqua destilatum verdinnen
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e Substrat-Enzym-Komplex erst kurz vor Gebrauch ansetzen, hierzu wird
Substrat und Chromogen entsprechend der Herstellerangabe pipettiert

e Waschpuffer in ausreichender Menge einfillen (1:20 verdinnt)

e Wasser ebenfalls in ausreichender Menge einfiillen, pro 10l Aqua destilatum
2,5ml Tween zusetzen

e Abfallbehalter kontrollieren

Nun wurden die Nummern der Schnitte in das Farbeprogramm des Farbeautomaten
eingegeben und im Programm die Antikdrper aus der AK-Liste ausgewahlt. Die
Programmubersicht und die Objekttrager-Etiketten wurden ausgedruckt. Dann

konnten die Objekttrager in die jeweiligen Kuvetten einsortiert werden:

e EDTA-Puffer pH 9 => Puffer 4
e EDTA-Puffer pH 8 => Puffer 2
e Citrat-Puffer pH 6 => Puffer 1

e enzymatische Vorbehandlung => Waschpuffer

In Tabelle 11 sind die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Farbung der

tabellarisch aufgefuhrt:
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Schritte Dauer
Inkubationszeit im Dampfgarer Puffer 2 und 4: 20 Minuten
Puffer 1: 30 Minuten
Kihlung der praparat-beladenen Kivetten 10 Minuten
Waschpuffer 10 Minuten

Objekttrager einspannen

Pumpen (Wasser und Puffer) je 1 x spilen und Lauf starten

Enzym-Substrat-Komplex ansetzen

Praparate im Stander sammeln

Blauen in Leitungswasser 2 Minuten
Spulen mit Aqua destilatum 5 Minuten
70% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
70% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
96% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
96% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
100% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
100% Alkohol kurz 3-4 x tauchen
Xylol 1 Minute
Xylol 1 Minute
Xylol 1 Minute

AnschlieRend eindecken und trocknen

Tabelle 11: Auflistung der einzelnen Schritte der Immunhistochemischen Farbung

3.4.4 Auswertung

Zur Auswertung wurden die Schnitte unter dem Olympus Japan Mikroskop,
Geratetyp BH-2, durch zwei Dermatopathologen unabhangig voneinander
mikroskopiert und die Farbeintensitat der einzelnen Antikérper in Prozent bewertet.
Hierbei wurden pro Schnitt je nach Antikorper die angefarbten Zellkerne oder die
zytoplasmatische Farbung in Prozent ermittelt. Die erhobenen Werte wurden je nach
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Anteil markierter Zellen in Gruppen eingeteilt. Die zur Auswertung genutzten

Farbeskalen sind in Tabelle 12-15 dargestellt:

Level der MIB-1 Farbung Nukleare Farbung in %
schwach <5%
moderat 6-15%
mittelstark 16-25%
stark >26%

Tabelle 12: MIB-1 Farbeskala modifiziert nach (Sparrow et al., 1998)

Level der p53 Farbung Nukleare Farbung in %
schwach <5%
moderat 6-25%
mittelstark 26-50%
stark >50%

Tabelle 13: p53 Farbeskala modifiziert nach (Sirigu et al., 2006)

Level der Caspase-3 Farbung Zytoplasmatische Farbung in %
schwach <1%
moderat 1-10%
mittelstark 11-50%
stark >50%

Tabelle 14: Caspase-3 Farbeskala modifiziert nach (Woenckhaus et al., 2003)

Level der p16INK4a und p14ARF

Zytoplasmatische Farbung in %

Farbung
schwach 0-5%
moderat 6-20%
mittelstark 21-50%
stark >50%
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Tabelle 15: p16INK4a und p14ARF Farbeskala modifiziert nach (Fauri et al., 2011)

Aus den Werten der CD4 und CD8 Farbungen wurde der CD4/CD8-Quotient

berechnet und dieser anhand der Skala in drei Stufen eingeteilt (Tabelle 16).

Level des CD4/CD8-Quotienten CD4/CD8-Quotient
erniedrigt <1,34
normal 1,34-2,0
erhoht >2,0

Tabelle 16: Skala des CD4/CD8-Quotienten modifiziert nach (You et al., 2009)

Bei Abweichungen der beiden Ergebnisse um mehr als 10% wurde eine
abschlieRende Bewertung tber einen Konsens der beiden Histologen gewonnen,
indem beide die Schnitte gemeinsam mikroskopierten. Lagen die jeweiligen

Ergebnisse unter 10% auseinander so wurde der Mittelwert verwendet.

Als Beispiele fur die beschriebenen Farbeskalen werden in den Abbildungen 1-4
Beispiele von uns als positiv und negativ gewerteter Farbungen fur CD4 und CD8
aufgefuhrt. Abbildung 1 zeigt ein SSM-ohne-Reg mit wenig CD8 Nachweisbarkeit.
Eine starke CD8 Infiltration in einem SSM-mit-Reg kann in Abbildung 2 gesehen
werden. Ebenso werden in Abbildung 3 eine schwache CDA4-Infiltration bei einem
SSM-mit-Reg und in Abbildung 4 eine starke CD4 Anfarbbarkeit in einen SSM-ohne-
Reg gezeigt.



Abbildung 2: Beispiel einer als positiv gewerteten CD8 Farbung eines SSM-mit-Reg (17546/07)
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Abbildung 4: Beispiel einer als positiv gewerteten CD4 Féarbung eines SSM-ohne-Reg (563/06)
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3.5 Hamatoxylin-Eosin Farbung

HE-Farbungen wurden als Kontrollen fur die immunhistochemischen Farbungen zu
jedem Praparat angefertigt. Es wurde eine Methode der HE-Farbung benutzt,
ahnlich wie von Bocker et al. beschrieben (Bocker et al., 2001). In dieser Arbeit
wurde die Methode nach der internen Laborarbeitsanweisung modifiziert
Ubernommen (Labor fir Dermatohistologie der Universitats-Hautklinik Ttbingen

unter der Leitung von Dr. med. Gisela Metzler und Prof. Dr. med. Jirgen Bauer).

3.5.1 Gerate

e Farbeautomat und Metallkdrbchen mit Bugel: Medite Tissue-Stainer TST 44C
(Burgdorf, Deutschland)

e Waage, Sartorius 1212 MP (USA)

e Objekttrager-Eindeckautomat, RCM 7000, Medite Group

3.5.2 Reagenzien und Medien

e Hamatoxylin nach Gill (gebrauchsfertig), Fa. Merck — 1.05174.2500

e Essigsaure 100%, Fa. Merck — 1.00063-1011

e Eosin G, Fa. Merck — 1.15935.0100

e 100% Alkohol, SAV-Liquid Production GMBH

e 70%, 80% und 96% Alkohol, eigene Herstellung

e Xylol, Fa. Merck

e Pertex (gebrauchsfertig), Medite, PER 300000

e Aqua destilatum

e Warmes Leitungswasser

e Untersuchungsmaterial: 3-4um dicke Paraffinschnitte, Gewebe in 4-5%

gepuffertem Formalin fixiert
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3.5.3 Durchfihrung

Die folgende Zusammenfassung der einzelnen Arbeitsschritte wurde aus einer
internen  Laborarbeitsanweisung  modifiziert  Gbernommen  (Labor  fir
Dermatohistologie der Universitats-Hautklinik Ttbingen unter der Leitung von Dr.

med. Gisela Metzler und Prof. Dr. med. Jurgen Bauer):

Zur Probenvorbereitung wurden die Schnitte zuerst im Gerat entparaffiniert und
anschlie3end gefarbt. Zur Vorbereitung der Eosin-Stamml6sung wurden 4g Eosin G
in 100ml Aqua destilatum geldst und mit 400ml 96%igem Alkohol verdunnt. Die
Eosin Gebrauchslosung bestand aus 190ml Eosin-Stammlésung, die mit 570ml
80%igem Alkohol und 2ml Eissessig (Essigsaure 100%) vermischt wurde. Letztlich
wurde das Essigwasser zubereitet, dies bestand aus 1000ml Aqua destilatum

gemischt mit 5,7ml Eissessig (Essigsaure 100%).

Folgende Schritte wurden bei der Farbung dieser Reihenfolge nach durchlaufen
Tabelle 17:
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Schritte

Dauer

Hamatoxilin nach Gill

5 Minuten

Aqua destilatum

15 Sekunden

Essigwasser 1 Minuten
Leitungswasser warm 2 Minuten
Leitungswasser warm 4 Minuten

80% Alkohol 15 Sekunden

Eosin-Gebrauchslésung 1 Minute

80% Alkohol 15 Sekunden
96% Alkohol 15 Sekunden
96% Alkohol 15 Sekunden
100% Alkohol 15 Sekunden
100% Alkohol 15 Sekunden
Xylol 15 Sekunden
Xylol 15 Sekunden
Xylol 15 Sekunden

Zuletzt werden die Schnitte mit Pertex eingedeckt

Tabelle 17: Auflistung der einzelnen Schritte der Hamatoxylin-Eosin Farbung

3.6 Statistik

Aufgrund der geringen Fallzahl wurde keine Normalverteilung angenommen und es
wurden nicht-parametrische Tests durchgefuhrt. Beim Vergleich von mehr als zwei
Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test fur nicht verbundene Daten durchgefihrt.
Die paarweisen Tests wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests mit Adjustierung
nach der Holm-Methode und dem gepaarten Wilcoxon-Test durchgefihrt.
Deskriptive Parameter wurden als Median und IQR angegeben (25.-75. Perzentile).

Die graphische Darstellung erfolgte in Form von Boxplots.

Der Zusammenhang zweier metrischer Grol3en wurde mit Hilfe des Spearman

Korrelations-Koeffizienten flir nicht normverteilte Daten ermittelt. Die
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Ubereinstimmung von zwei Methoden wurde mit Hilfe der Bland-Altmann-Analyse
untersucht (Bland and Altman, 1986).

Alle Tests wurden zweiseitig durchgefihrt bei einer Signifikanzgrenze von p= 0,05.
Die Daten wurden mit Hilfe der Software R Version 3.1.1 (the R Foundation for

statistical computing) analysiert (R-Development-Core-Team, 2008).

Bei der statistischen Auswertung wurden die dermalen Navi bei allen Vergleichen

aufgrund der geringen Fallzahl nicht miterfasst.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation wurden neun regressive superfiziell spreitende
Melanome (SSM-mit-Reg 1-9) mit neun superfiziell spreitenden Melanomen ohne
Regression (SSM-ohne-Reg 1-9) mittels immunhistologischer Marker verglichen.
Sechs Halonavi (Halon.J 1-3 und Halon.C 1-3) sowie zwei dermale Navi (Derm.N 1-

2) dienten als Kontrollen.

In den Tabellen 18-22, 27-28 und 33 wurden die statistischen Ergebnisse (Median,
Interquartilsabstand (IQR), Spannweite (min-max), Mittelwerte (MW) und
Standardabweichung (SD)) der Farbungen pro Gruppe (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-
Reg, Derm.N und Halonavi) aufgelistet. In den Abbildungen 5-15, 24-26, 35-37
wurden die zu den einzelnen Farbungen zugehérigen Boxplots und die Farbungen

pro Fall gezeigt.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen zu p14ARF versus p16INK4a, CD4 versus
CD8 und CD4 versus p16INK4a wurden in Bland-Altman Diagrammen und Boxplots
(Abbildungen 16-23, 27-34 und 38-45) sowie den zugehdérigen Tabellen (Tabelle 23-
26, 29-32, 34-37) dargestellt.

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse genauer beschrieben.

4.1 Zellproliferation

In Abbildung 5 wurde die MIB-1 Farbung pro Fall im Spaltendiagramm dargestelit.
MIB-1 gehort zu den Proliferationsmarkern und kann wahrend der G1-, S-, M- und
G2-Phase des Zellzyklus im Zytoplasma detektiert werden. In der Ruhephase der
Zelle (GO-Phase) ist MIB-1 nicht detektierbar.

Bei den SSM-ohne-Reg, vor allem SSM-ohne-Reg 1, 4 und 5 war MIB-1 mit >15%
mittelstark nachweisbar. In den meisten SSM-ohne-Reg Schnitten (SSM-ohne-Reg

2, 3, 6-9) wurde MIB-1 moderat exprimiert. In regressiven Melanomen farbte MIB-1



in den meisten Fallen unter 5% an (SSM-mit-Reg 1, 3-7 und 9), nur in zwei Fallen
(SSM-mit-Reg 2 und 8) exprimierte MIB-1 mit 10%. Bei SSM-mit-Reg 4 und 7 war
MIB-1 Uberhaupt nicht nachweisbar. Die dermalen Navi zeigten keinen MIB-1

Nachweis. Bei den Halonavi farbte kein Fall mehr als 5% an.

MIB-1

zytoplasmatische Farbung in %
5
>

@ g
S
]

Halon.C 2

Halon.J 1

Derm.N 1
Derm.N 2
Halon.J 2
Halon.J 3
Halon.C 1

SSM-ohne-Reg 1
SSM-ohne-Reg 2
SSM-ohne-Reg 3
SSM-ohne-Reg 4
SSM-ohne-Reg 5
SSM-ohne-Reg 6
SSM-ohne-Reg 7
SSM-ohne-Reg 8
SSM-ohne-Reg 9
SSM-mit-Reg 1
SSM-mit-Reg 2
SSM-mit-Reg 3
SSM-mit-Reg 4
SSM-mit-Reg 5
SSM-mit-Reg 6
SSM-mit-Reg 7
SSM-mit-Reg 8
SSM-mit-Reg 9

Tumor und Nummer

Abbildung 5: MIB-1 Farbung pro Fall

Tabelle 18 zeigt den Median, den IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), die

Spannweite (min-max), den Mittelwert und dessen Standardabweichung

(SD=Standard Deviation) pro Gruppe fur die MIB-1 Farbungen.
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Der Vergleich der Gruppen mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests ergab einen
signifikanten p-Wert von 0,002. Der Mann-Whitney-U-Test mit Adjustierung nach der
Holm Methode zeigte, dass die SSM-ohne-Reg (Median: 0,1; IQR: 0,07-0,2)
signifikant (p<0,05) mehr MIB-1 aufwiesen als die SSM-mit-Reg (Median: 0,04; IQR:
0,03-0,04). Auch im Vergleich der SSM-ohne-Reg (Median 0,01; IQR: 0,07-0,2) mit
den Halonavi (Median: 0,04; IQR: 0,02-0,05) zeigte sich ein signifikanter
Unterschied. Bei den regressiven Melanomen konnte im Vergleich mit den Halonavi

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halonavi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,1 0,04 0,04
IQR 0,07-0,2 0,03-0,04 0,02-0,05
min-max 0,2 0,1 0,05
MW £ SD 0,13+0,08 0,04 £ 0,04 0,03+ 0,02

Tabelle 18: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite, des
Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fir die MIB-1 Farbungen
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Abbildung 6: Boxplot der MIB-1 Farbung

Zusammenfassend sind SSM-ohne-Reg im Vergleich zu den regressiven
Melanomen und auch im Vergleich zu den Halon&vi signifikant starker proliferativ
aktiv. Die Gegenuberstellung der regressiven Melanome mit den Halonavi ergab
keinen signifikanten Unterschied. Die geringste proliferative Aktivitdt war bei den
dermalen Navi (Abbildung 6) festzustellen. Bei diesen benignen Tumoren wurde

auch keine erhohte Proliferation erwartet.

4.2 Marker fur DNS-Schaden und Apoptose

Als Marker fur DNS-Schaden und Apoptose wurden in dieser Arbeit p53 und
Caspase-3 verwendet. Bei DNS-Schadigung akkumuliert p53 in der Zelle. Diese

Aktivierung von p53 kann zu einem Zellzyklusarrest und/oder zur Induktion der
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Apoptose fuhren. Caspase-3 spielt eine zentrale Rolle in der Ausfihrungsphase der
Apoptose.

42.1 p53

In Abbildung 7 wurden die p53 Farbungen pro Fall dargestellt. Wurden die einzelnen
Falle in ihrer jeweiligen Gruppe untereinander verglichen, so fielen bei den SSM-mit-
Reg kaum Unterschiede auf. Die meisten SSM-mit-Reg zeigten keine (SSM-mit-Reg
1-4,7 und 9) oder nur eine sehr geringe (<10%) Akkumulation von p53 (SSM-mit-
Reg 5 und 6). Lediglich SSM-mit-Reg 8 erreichte 20%. Bei der SSM-ohne-Reg-
Gruppe waren die Unterschiede deutlicher. Zwei SSM-ohne-Reg exprimierten p53
bis zu 100% aller Tumorzellen (SSM-ohne-Reg 7 und 8). Die meisten blieben aber
deutlich unter 10% (SSM-ohne-Reg 1-5). Die dermalen Navi wiesen kein p53 auf,

die Halonavi farbten immer unter 20% an.
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Abbildung 7: p53 Féarbung pro Fall

In Tabelle 19 und Abbildung 8 wurden die statistischen Ergebnisse der p53 Farbung
dargestellt, wobei die dermalen Navi nicht in die Statistik miteinbezogen wurden. Es
konnte hier bei einem p-Wert von 0,121 kein signifikanter Unterschied im Vergleich
der einzelnen Gruppen festgestellt werden. Es fiel jedoch auf, dass der Vergleich
der Gruppen SSM-mit-Reg (Median 0; IQR: 0-0,03), SSM-ohne-Reg (Median 0,05;
IQR: 0,01-0,35) und Halonavi (Median: 0,01; IQR: 0-0,06) nur knapp Uber der

Signifikanzgrenze lagen.



Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halon&vi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,05 0 0,01
IQR 0,01-0,35 0-0,03 0-0,06
min-max 1 0,2 0,1
MW + SD 0,29+ 0,42 0,03 + 0,07 0,03 + 0,04
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Tabelle 19: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fir die p53

Farbungen

1.0

AK-p53

p=0.513

p=0.174

p=0.513

SSM ohne Reg

Abbildung 8: Boxplot der p53 Farbung

SSM mit Reg

Halon

Es war in dieser Population kein signifikanter Unterschied in der Akkumulation von

p53 bei den Melanomen feststellbar. Einige SSM-ohne-Reg zeigten in der

Einzelbetrachtung eine deutlich starkere Aktivierung von p53 als die SSM-mit-Reg,

bei denen kaum p53 nachweisbar war.
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4.2.2 Caspase-3

In Abbildung 9 wurden die Caspase-3 Farbungen pro Fall dargestellt. Bei allen drei
Gruppen (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg und Halonavi) war Caspase-3 in den
meisten Féllen sehr stark anfarbbar, das heif3t Gber 50%. Alle Halonavi, bis auf
Halon.J 2, farbten Caspase-3 mit 100% an. Bei den SSM-ohne-Reg und SSM-mit-
Reg gab es einzelne Falle, die <100% farbten (SSM-ohne-Reg 3, 4, 6 und SSM-mit-
Reg 4, 5, 7-9). Nur die Schnitte SSM-mit-Reg 4 und 7 farben wenig bis gar nicht an.
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Abbildung 9: Caspase-3 Farbungen pro Fall
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In Tabelle 20 und dem zugehdrigen Boxplot (Abbildung 10) wurden die statistischen
Auswertungen der Caspase-3 Farbungen dargestellt. Im Vergleich der SSM-ohne-
Reg (Median: 1; IQR: 0,95-1), den SSM-mit-Reg (Median: 0,9; IQR 0,8-1) und den
Halondvi (Median: 1; IQR: 1-1) war bezlglich der Caspase-3 Farbung kein
signifikanter Unterschied (p-Wert=0,405) feststellbar.

Insgesamt wies bei beiden Melanomgruppen und auch bei den Halon&vi die starke

Anfarbung fir Capase-3 auf eine erhdhte apoptotische Aktivitat hin.

Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halonavi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 1 0,9 1
IQR 0,95-1 0,8-1 1-1
min-max 0,3 1 1
MW + SD 0,93+0,12 0,76 £ 0,38 0,83+0,41

Tabelle 20: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fur die Caspase-3
Farbungen
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Abbildung 10: Boxplot der Caspase-3 Farbung

4.3 Onkogene Seneszenz

Als Seneszenzmarker wurden p16INK4a und p14ARF untersucht. p16INK4a ist ein
wichtiger Inhibitor der CDK 4 und 6 und spielt als Zellzyklusregulator fur den
Ubergang in die G1/S-Phase eine wichtige Rolle. pl4ARF stellt einen

proapoptotischen Zellzyklusregulator dar.

431 p1l6INK4a

Die p16INK4a Farbung (Abbildung 11) war bei den SSM-ohne-Reg und SSM-mit-
Reg sehr unterschiedlich ausgepragt. SSM-ohne-Reg 1-3 und 8 wiesen mit >50%
die starksten Farbungen auf. In der Gruppe der SSM-ohne-Reg gab es zwischen

den einzelnen Tumoren eine grofRe Streuung (IQR: 0,03-0,9): SSM-ohne-Reg 7 lag



51

mit 45% im mittleren Farbebereich, wahrend SSM-ohne-Reg 4-6 und 9 unter 5%
pl6INK4a tragende Zellen aufzeigten. Bei den regressiven Melanomen zeigten
ebenfalls starke Unterschiede in der pl6INK4a Farbbarkeit: vier Falle eine
Farbestarke unter 5% (SSM-mit-Reg 2, 4, 7 und 9), aber es kamen nur zwei Falle
Uber 50% (SSM-mit-Reg 5 und 8). Bei den dermalen Navi und Halonavi zeigten die
meisten Falle eine mittelstarke Farbung (21-50%). Zwei Falle farbten stark tiber 50%
der Zellen an (Halon.C 2 und Halon.C 3). Halon.J 2 und Halon.C 1 blieben unter
10%. Die dermalen Navi exprimierten p16INK4a mit 25% und 50%.
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Abbildung 11: p16INK4a Farbung pro Fall
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In der Statistik kam im Vergleich der SSM-mit-Reg (Median: 0,25; IQR: 0-0,5), SSM-
ohne-Reg (Median: 0,45; IQR: 0,03-0,9) und Halonavi (Median: 0,4; IQR: 0,1-0,54)
bei einem p-Wert von 0,521 kein signifikanter Unterschied zur Darstellung (Tabelle
21 und Abbildung 12). Die dermalen Navi wurden in der statistischen Auswertung
aufgrund der geringen Fallzahl nicht bertcksichtigt. Somit bleibt anzumerken, dass
die p16INK4a Farbung in den Melanomen mit und ohne Regression sehr stark
unterschiedlich nachweisbar war. Ahnlich verhielt es sich bei der Betrachtung der

Halon&vi und der dermalen Navi.

Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halonavi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,45 0,25 0,4
IQOR 0,03-0,9 0-0,5 0,10-0,54
min-max 0,95 0,8 0,87
MW + SD 0,44 £ 0,42 0,28 +£0,31 0,39+ 0,33

Tabelle 21: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range nterquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fiir die p16INKa
Farbungen
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Abbildung 12: Boxplot der p16INKa Farbung

Zusammenfassend wurde pl6INK4a in allen Gruppen sehr unterschiedlich stark
exprimiert. In der statistischen Auswertung (Tabelle 21 und Abbildung 12) liel3 sich

kein signifikanter Unterschied im Vergleich der einzelnen Gruppen nachweisen.

43.1 pl4ARF

In Abbildung 13 wurden die p14ARF Farbungen dargestellt. Hier zeigt sich analog
zu pl6INK4a eine in den jeweiligen Gruppen sehr unterschiedliche pl4ARF
Nachweisbarkeit. So waren drei SSM-ohne-Reg (SSM-ohne-Reg 7-9) mit tiber 50%
stark, eines moderat (SSM-ohne-Reg 6) und funf SSM-ohne-Reg (SSM-ohne-Reg
1-5) schwach farbbar. Bei den regressiven Melanomen wiesen sechs Schnitte kaum
(SSM-mit-Reg 1-4, 6 und 8), einer eine moderate (SSM-mit-Reg 7), einer eine
mittlere (SSM-mit-Reg 9) und einer eine hohe (SSM-mit-Reg 5) Anzahl p14ARF
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positiver Zellen auf (Abbildung 13). Auch bei den Halonavi konnten sehr
unterschiedliche Starken der pl4ARF Farbung festgestellt werden. Die dermalen

Navi zeigten keinen Nachweis von p14ARF.
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Abbildung 13: p14ARF Farbung pro Fall

In Tabelle 22 und dem zugehérigen Boxplot (Abbildung 14) wurden die statistischen
Ergebnisse der pl4ARF Farbung dargestellt. Die dermalen N&avi wurden in der
Statistik aufgrund ihrer geringen Fallzahl nicht bertcksichtigt. Der Vergleich der
Gruppen mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests ergab keinen signifikanten p-Wert
(p=0,519). Somit kam kein signifikanter Unterschied im Vergleich der SSM-ohne-
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Reg (Median: 0,05; IQR: 0,03-0,8), SSM-mit-Reg (Median: 0,03; IQR: 0,03-0,2) und
Halonavi (Median: 0,32; IQR: 0,23-0,46) zur Feststellung.

Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halonavi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,05 0,03 0,32
IQR 0,03-0,8 0,03-0,2 0,23-0,46
min-max 1 0,67 1
MW = SD 0,34+ 0,44 0,18 + 0,25 0,39+0,34

Tabelle 22: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fir die pl4ARF
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Abbildung 14: Boxplot der p14ARF Farbung
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Insgesamt zeigten somit p16INK4a als auch p14ARF keinen signifikanten (p<0,05)
Unterschied im Vergleich der einzelnen Gruppen (Halonavi, SSM-mit-Reg und SSM-
ohne-Reg) untereinander. Es fiel jedoch auf, dass in der Einzelbetrachtung der
Gruppen pl4ARF als auch pl6INK4a jeweils eine sehr unterschiedliche

Nachweisbarkeit innerhalb einer Gruppe bestand.

4.3.3 p1l6INK4a versus pl4ARF

In Abbildung 15 wurden die einzelnen p16INK4a und p1l4ARF Farbungen pro Fall
verglichen. Es fiel auf, dass sich p16INK4a und p14ARF oft gegenlaufig verhielten,
bei wenigen Schnitten aber auch gleichartig. In den Schnitten SSM-ohne-Reg 1-4,
SSM-mit-Reg 1, 3, 5, 6 und 8 sowie beiden dermalen Navi, Halon.J 1 und Halon.C
2 und 3 Uberwog pl6INK4a, wahrend pl4ARF nur sehr schwach oder gar nicht
nachweisbar war. Wenn p14ARF stark exprimiert wurde, so blieb p16INK4a oft nur
schwach oder gar nicht nachweisbar (SSM-ohne-Reg 5-7 und 9 sowie SSM-mit-Reg
2, 7und 9, Halon.J 2 und 3, Halon.C 1). Nur bei zwei Fallen (SSM-ohne-Reg 8 und
SSM-mit-Reg 4) waren p16INK4a und p14ARF ahnlich stark in ihrer Farbung.



57

pl6INK4a und pl4ARF
120%
100%
R 80% - I
|
2 60%
>
= |
S 40%
m pl6INK4a
20%
() mpl4ARF
0% -+
A ANMNMTODOMNMNOOOATANMSTOLOMNMNOOOANATINMMAANM
VDOV OLDLDVDLVLVLDLDLDOVOLVLDLDLDOVOLOY - - cCccCc = = =
rrrrrrrrrrrfrrrXrrEESSSE55S
qc_)gqc,g8chgqc)g.*:ﬁ:.*:.‘:.*:.*:.*:.*:.‘:wmrdctsrrsc—sruc—u
EEEEEEEEEEEEEEEEEEOOQOTTITITTIT
PRPRRPRRRPRP=Z===2=2=2=2===
NN NNOY
RRRRRARRRDDDHODD OB B
NN
Tumor und Nummer

Abbildung 15: p16INK4a und p14ARF Farbungen im Vergleich

In Abbildungen 16-23 wurde der Zusammenhang von pl4ARF und pl6INK4a
Farbungen im Vergleich mittels Bland-Altman Diagrammen und den jeweils
zugehorigen Boxplots untersucht. Hierdurch wird im Genaueren herausgefunden,
ob eine Korrelation im positiven oder negativen Sinne der beiden
Antikorperfarbungen vorliegt. In den zugehérigen Tabellen (23-26) wurden die
statistischen Ergebnisse fur die Bland-Altman Analyse der p14ARF und pl6INK4a
Farbungen abgebildet.

Tabelle 23, Abbildung 16 und 17 zeigen diese Ergebnisse in Bezug auf alle
untersuchten Gruppen (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg und Halonavi). Hierbei lag
das 95%-Konfidenzintervall (KI) zwischen 0,82 und -1,02. Die Korrelationsanalyse
zu pl6INK4a und pl4ARF ergab bei einem Korrelationskoeffizienten (rho) von 0

keinen signifikanten (p=0,991) Zusammenhang. Im gepaarten Wilcoxon-Test war
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kein signifikanter Unterschied (p=0,258) im Vergleich der p14ARF (Median: 0,05;
IQR: 0,03-0,46) und der pl6INK4a Farbung (Median: 0,3; IQR: 0,03-0,62)
feststellbar. Dies bedeutet, dass in Bezug auf alle Gruppen weder eine positive noch

eine negative Korrelation vorliegt.

alle Gruppen
(n=24)
p1l4ARF p16INK4a
Median 0,05 0,3
IQR 0,03-0,46 0,03-0,62
min-max 1 0,95
MW = SD 0,27 £ 0,35 0,37+ 0,34

Tabelle 23: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf alle Gruppen
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Abbildung 16: Bland-Altman Diagramm zu den p14ARF und p16INK4a Farbungen (alle Gruppen), KI: 0,82
und -1,02
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Abbildung 17: Boxplot zu p16INK4a und p14ARF im Vergleich in Bezug auf alle Gruppen

Die folgenden Abbildungen 18-23 zeigen die Ergebnisse in Bezug auf jeweils eine

Gruppe (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg oder Halonavi).

In Tabelle 24, dem zugehorigen Bland-Altman Diagramm (Abbildung 18) und
Boxplot (Abbildung 19) wurden die statistischen Ergebnisse der Korrelationsanalyse
zu p16INK4a und p14ARF in Bezug auf die Gruppe der SSM-ohne-Reg abgebildet.
Der Korrelationskoeffizient (rho) lag bei 0,14. Es galt ein 95%-Konfidenzintervall (KI)
von 1,07 und -1,27. Die Korrelationsanalyse ergab keinen signifikanten (p=0,76)
Zusammenhang. Auch im gepaarten Wilcoxon-Test liel3 sich im Vergleich der beiden
Farbungen p1l4ARF (Median: 0,05; IQR: 0,03-0,8) und pl6INK4a (Median: 0,45;
IQR: 0,03-0,9) kein signifikanter Unterschied (p=0,674) nachweisen. Somit liegt in
der statistischen Analyse der SSM ohne Regression keine Korrelation in Bezug auf
pl6INK4a oder p14ARF vor.



SSM-ohne-Reg
(n=9)
pl4ARF p16INK4a
Median 0,05 0,45
IQR 0,03-0,8 0,03-0,9
min-max 1 0,95
MW * SD 0,34+0,44 0,44 + 0,42
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Tabelle 24: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf die SSM-ohne-Reg
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Abbildung 18: Bland-Altman Diagramm zu den p14ARF und p16INK4a Farbungen in Bezug auf die SSM-ohne-

Reg, KlI: 1,07 und -1,27
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Abbildung 19: Boxplot zu p16INK4a und p1l4ARF im Vergleich in Bezug auf die SSM-ohne-Reg

Ebenso ergab die Betrachtung der SSM-mit-Reg (Tabelle 25, Abbildung 20 und 21)
in der Korrelationsanalyse zu p16INK4a (Median: 0,25; IQR: 0-0,5) und pl4ARF
(Median: 0,03; IQR: 0,03-0,2) mit einem Spearman Korrelationskoeffizienten (rho)
von 0,06 keine Signifikanz (p=0,887). Das 95%-Konfidenzintervall (KI) lag bei 0,57
und -0,78. Im gepaarten Wilcoxon-Test zu diesen Farbungen lie3 sich kein
signifikanter Unterschied (p=0,359) feststellen. Auch hier liegt somit weder eine

positive noch eine negative Korrelation vor.



62

SSM-mit-Reg
(n=9)
pl4ARF p16INK4a
Median 0,03 0,25
IQR 0,03-0,2 0-0,5
min-max 0,67 0,8
MW * SD 0,18 £ 0,25 0,28 +0,31

Tabelle 25: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Abbildung 20: Bland-Altman Diagramm zu p14ARF und p16INK4a Farbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg,

Kl: 0,57 und -0,78
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Abbildung 21: Boxplot zu p16INK4a und p1l4ARF im Vergleich in Bezug auf die SSM-mit-Reg

In Abbildung 22, 23 und Tabelle 26 wurden die Ergebnisse der Korrelationsanalyse
zu pl6INK4a (Median: 0,4; IQR: 0,1-0,54) und p14ARF (Median: 0,32; IQR: 0,23-
0,46) bezogen auf die Halonavi als Bland-Altman Diagramm und Boxplot (KI: 1,05
und -1,04) dargestellt. In der Korrelationsanalyse konnte kein signifikanter (p=0,803)
Zusammenhang der beiden Farbungen in Bezug auf die Gruppe der Halonavi bei
einem Spearman Korrelationseffizienten (rho) von -0,14 festgestellt werden. Der
Boxplot zu p16INK4a und p14ARF im Vergleich mit Hilfe des gepaarten Wilcoxon-
Test ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p=1). Es liegt somit auch in

Betrachtung der Halonavi weder eine negative noch eine positive Korrelation vor.

Halonéavi




(n=6)
p1l4ARF p16INK4a
Median 0,32 0,4
IQR 0,23-0,46 0,1-0,54
min-max 1 0,87
MW + SD 0,39+ 0,34 0,39+0,33
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Tabelle 26: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf die Halon&vi
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Abbildung 22: Bland-Altman Diagramm zu p14ARF und p16INK4a Farbungen in Bezug auf die Halonévi, KI:

1,05 und -1,04
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Abbildung 23: Boxplot zu p16INK4a und p14ARF im Vergleich in Bezug auf die Halon&vi

Somit konnte in der graphischen Darstellung der einzelnen Farbungen (Abb. 15)
zwar eine vermeindliche Gegenlaufigkeit festgestellt werden. In den statistischen
Untersuchungen lief3 sich jedoch kein linearer Zusammenhang in den einzelnen

Gruppen im Vergleich der p14ARF und p16INK4a Farbungen feststellen.

4.4 Tumor-infiltrierende Lymphozyten

Bei der adaptiven Immunabwehr sind die T-Lymphozyten, welche zu den
mononukledren Zellen gehoren, von grol3er Bedeutung. So wirken bei der Induktion
von Plasma- und Gedachtniszellen die CD4-positiven Zellen, sogenannte T-
Helferzellen mit (Récken et al., 2010). Zu dieser Gruppe z&hlen auch die Treg,
welche auch beim Wachstum von Tumoren férdernd mitwirken (Shang et al., 2015,
Wolf et al., 2015). IFN-y produzierende Thl-Lymphozyten hemmen das
Tumorwachstum, wahrend Interleukin-4-produziernde Th2-Lymphozyten jenes eher
fordern (Egeter et al., 2000, Rocken, 2010, Ziegler et al., 2009). CD8-positive Zellen

(zytotoxische T-Zellen) erkennen mit Unterstitzung der Helferzellen kdrperfremde
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Zellen oder infektionsassozierte Antigene direkt und beseitigen die erkannten Zellen
durch Zytolyse oder Apoptoseinduktion (Gutcher and Becher, 2007, Jiang and
Chess, 2004). Um die zytotoxischen T-Zellen von T-Helferzellen abzugrenzen,

wurden die Schnittpraparate auf CD4 und CD8 untersucht.

441 CD8 und CD4

In Abbildung 24 wurden die CD4 und CD8 Farbungen im Vergleich dargestellt. Es
fiel auf, dass tendenziell die CD4 Farbung gegeniiber der CD8 Farbung tberwog
(SSM-ohne-Reg 1-3, 5-9, SSM-mit-Reg 1, 2, 5-9, Halon.J 1, 2 und Halon.C 1, 2).
Nur SSM-ohne-Reg 4 und SSM-mit-Reg 4 zeigten starkere CD8 Farbungen. Bei
SSM-mit-Reg 3, Halon.J 3 und Halon.C 3 waren CD4 und CD8 gleichstark
nachweisbar. Insgesamt wiesen die SSM-ohne-Reg eine grofRere Diskrepanz
zwischen der CD4 und CD8 Farbung auf als in den SSM-mit-Reg und Halonavi, das

heil3t in den SSM-mit-Reg und Halonéavi war der CD4/CD8-Quotient ausgeglichener.
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CD4 und CD8 Farbungen

90%

80% -

70% -

e 60% -
£ tho
o> 50% -
c
2 40% -
«©
L 30% -
mCD8
20% -
mCD4

10% -

0% -

AN M T OO A NMSTETLW OO AdANMANM
DD DD DDODDDDDODDDDDOODDDDODDDDODM DO 00O
Q0L OV ILIOLILILVILIOLILILILOLIOLIOLVO = = =
rrorrrrrddfrXrd®sscosss
QOO VOO OVEEELELE L2222 O 00T c
C C € Cc Cc c c c C

EEEEEEEEEEEEEEEEEELT T I TTCT
P>

SSM
SSM
SSM
SSM
SSM
SSM
SSM
SSM

_, SSM

ss
SSM
SSM
~ SSM
SSM
SSM
SSM
SSM
SSM

ummer

umor und

Abbildung 24: CD8 und CD4 Farbungen pro Fall im Vergleich

In Tabelle 27 und der zugehérigen Boxplotdarstellung (Abbildung 25) wurden die
statistischen Ergebnisse der CD8 Farbung dargestellt. Die dermalen Navi wurden

bei den statistischen Darstellungen aufgrund der geringen Fallzahl nicht miterfasst.

Tabelle 27 zeigt den Median, den IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), die
Spannweite (min-max), den Mittelwert und dessen Standardabweichung
(SD=Standard Deviation) pro Gruppe fur die CD8 Farbungen. Die statistische
Auswertung der CD8 Farbungen in Bezug auf alle Gruppen ergab einen p-Wert von
0,072, der somit nur knapp Uber dem Signifikanzlevel (p<0,05) lag. In der genaueren
Untersuchung der einzelnen Gruppen (Halonavi (Median: 0,43; IQR: 0,4-0,45),
SSM-ohne-Reg (Median: 0,3; IQR: 0,25-0,3) und SSM-mit-Reg (Median: 0,35; IQR:
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0,35-0,45)) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Es war aber
zumindest die deutliche Tendenz festzustellen, dass bei den nicht regressiven
Melanomen weniger CD8-positive Zellen nachweisbar waren als bei den
regressiven Melanomen und Halonavi. Diese Tendenz zeigt der Unterschied der
Mediane in der Abbildung 25. Es ist moglich, dass bei einer hoheren Fallzahl auch

in der statistischen Analyse ein signifikanter Unterschied zustande kommen konnte.

Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halonavi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,3 0,35 0,43
IQR 0,25-0,3 0,35-0,45 0,4-0,45
min-max 0,25 0,2 0,3
MW + SD 0,29 £ 0,07 0,36 + 0,08 04+0,1

Tabelle 27: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fiir die CD8
Farbungen
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Abbildung 25: Boxplot der CD8 Farbung

Tabelle 28 und Abbildung 26 zeigen die statistische Auswertung der CD4
Farbungen. Auch hier konnte kein signifikanter (p<0,05) Unterschied im Vergleich

der einzelnen Gruppen festgestellt werden. Der p-Wert lag bei 0,663.
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Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halon&vi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 0,6 0,55 0,55
IQR 0,5-0,7 0,45-0,6 0,5-0,68
min-max 0,6 0,55 0,35
MW + SD 0,57+0,2 0,52 £ 0,15 0,59+0,14

Tabelle 28: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fur die CD4
Farbungen
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Abbildung 26: Boxplot der CD4 Farbung

4.4.2 CD4 versus CD8

In den Bland-Altman Diagrammen und zugehorigen Boxplots (Abbildungen 27-34)

und Tabellen 29-32 wurden die Ergebnisse der Korrelationsanalyse fur die CD4 und
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CD8 Farbungen untersucht. Hierdurch wird im Genaueren herausgefunden, ob eine

positive oder negative Korrelation der beiden Antikdrperfarbungen vorliegt.

Abbildungen 27 und 28 zeigen das Ergebnis dieser Untersuchung bezogen auf alle
Gruppen (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg und Halonavi) der statistischen Analyse.
Hierbei lag das 95%-Konfidenzintervall bei 0,58 und -0,16. Die Korrelationsanalyse
zu den CD4 (Median: 0,55; IQR: 0,49-0,7) und CD8 Farbungen (Median: 0,35; IQR:
0,25-0,45) ergab keinen signifikanten (p=0,882) Zusammenhang bei einem
Spearman Korrelationskoeffizienten (rho) von -0,03. In der Auswertung des
gepaarten Wilcoxon-Tests konnte ein signifikanter Unterschied (p<0,001)
festgestellt werden. In Betrachtung der Mediane in Bezug auf alle drei Gruppen zeigt
sich CD4 starker exprimiert als CD8. Im Folgenden wird dies noch in Bezug auf die

einzelnen Gruppen (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg und Halonavi) weiter untersucht.

alle Gruppen
(n=24)
CD4 CD8
Median 0,55 0,35
IOR 0,49-0,7 0,25-0,45
min-max 0,6 0,3
MW + SD 0,56 + 0,17 0,35+ 0,09

Tabelle 29: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fuir die CD4 und CD8 Farbungen
in Bezug auf alle Gruppen
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Bland-Altman-Diagramm
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Abbildung 27: Bland-Altman Diagramm zu den CD4 und CD8 Farbungen (alle Gruppen), KI: 0,58 und -0,16
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Abbildung 28: Boxplot zu CD4 und CD8 im Vergleich in Bezug auf alle Gruppen

In Tabelle 30, Abbildung 29 und 30 wurden die Ergebnisse der Korrelationsanalyse
von CD4 (Median: 0,6; IQR: 0,5-0,7) und CD8 (Median: 0,3; IQR: 0,25-0,3) in Bezug
auf die SSM-ohne-Reg darstellt. Hier konnte kein signifikanter Zusammenhang

(p=0,225) bei einem Spearman Korrelationskoeffizienten (rho) von 0,42 festgestellt
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werden. Das Kl lag bei 0,64 und -0,1. Im gepaarten Wilcoxon-Test konnte jedoch
ein signifikanter Unterschied (p=0,015) nachgewiesen werden. Somit war bei den
nicht regressiven Melanomen insgesamt mehr CD4 als CD8 nachweisbar. Dieses

verdeutlicht der Unterschied der Mediane in der Abbildung 30 als Boxplot.

SSM-ohne-Reg
(n=9)
CD4 CD8
Median 0,6 0,30
IQR 0,5-0,7 0,25-0,3
min-max 0,6 0,25
MW + SD 0,57+0,2 0,29 + 0,07

Tabelle 30: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die CD4 und CD8 Farbungen
in Bezug auf die SSM-ohne-Reg
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Abbildung 29: Bland-Altman Diagramm zu den CD4 und CD8 Féarbungen in Bezug auf die SSM-ohne-Reg, KI:
0,64 und -0,1
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Abbildung 30: Boxplot zu CD4 und CD8 im Vergleich in Bezug auf die SSM-ohne-Reg

Die Korrelationsanalyse (Tabelle 31, Abbildung 31 und 32) zu CD4 (Median: 0,55;
IQR: 0,45-0,6) und CD8 (Median: 0,35; IQR: 0,35-0,45) ergab bei den SSM-mit-Reg
(KI: 0,48 und -0,16) keine Signifikanz (p=0,721). Somit konnte bei dem Vergleich
beider Farbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg kein linearer Zusammenhang
nachgewiesen werden. Der Korrelantionskoeffizient lag bei rho=0,14. Der gepaarte
Wilcoxon-Test ergab jedoch einen signifikanten Unterschied (p=0,03). Bei den
regressiven Melanomen war somit ebenfalls mehr CD4 als CD8 nachweisbar. Dies

wurde im zugehorigen Boxplot (Abbildung 32) dargestellt.
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SSM-mit-Reg
(n=9)
CD4 CDS8
Median 0,55 0,35
IQR 0,45-0,6 0,35-0,45
min-max 0,55 0,2
MW * SD 0,52 +0,15 0,36 + 0,08

Tabelle 31: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fiir die CD4 und CD8 Farbungen

in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Abbildung 31: Bland-Altman Diagramm zu den CD4 und CD8 Féarbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg, KI:

0,48 und -0,16
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Abbildung 32: Boxplot zu CD4 und CD8 im Vergleich in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Auch in Betrachtung der Halonavi (Tabelle 32, Abbildung 33 und 34) ergab die
Korrelationsanalyse der CD4 (Median: 0,55; IQR: 0,5-0,68) und CD8 Farbungen
(Median: 0,43; IQR: 0,4-0,45) keinen signifikanten (p=0,144) Zusammenhang. Der
Korrelationskoeffizient lag bei -0,67 und als 95%-Konfidenzintervall galt 0,65 und -

0,27. Auch der gepaarte Wilcoxon-Test ergab keinen signifikanten Unterschied

(p=0,1).

Halonavi
(n=6)
CD4 CD8
Median 0,55 0,43
IQR 0,5-0,68 0,4-0,45
min-max 0,35 0,3
MW + SD 0,59 +0,14 0,4+0,1

Tabelle 32: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die CD4 und CD8 Farbungen

in Bezug auf die Halon&vi
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Abbildung 33: Bland-Altman Diagramm zu den CD4 und CD8 Farbungen in Bezug auf die Halonavi, KlI: 0,65
und -0,27
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Abbildung 34: Boxplot zu CD4 und CD8 im Vergleich in Bezug auf die Halon&vi

Somit konnte in der graphischen Darstellung (Abb. 24) der einzelnen Farbungen ein
generelles Uberwiegen der CD4 Farbungen in allen Gruppen festgestellt werden. Es
zeigte sich im gepaarten Wilcoxon-Test nur bei den Melanomen ein Uberwiegen der

CD4 Zellen, aber nicht bei den Halonévi. Die Korrelationsanalyse von CD4 zu CD8
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ergab jedoch bei keiner Gruppe einen signifikanten Zusammenhang. Es liegt somit

weder eine positive noch eine negative Korrelation vor.

443 CD4/CD8-Quotient

Der CD4/CD8-Quotient gibt das numerische Verhaltnis der
Lymphozytensubpopulationen CD4 (T-Helferzellen, Treg) und CD8 (zytotoxische T-
Lymphozyten) an.

In Abbildung 35 wurde dieser berechnete Quotient anhand der CD4 und CD8
Farbungen pro Fall dargestellt. Normale Werte (fir peripheres Blut 1,34-2,0) fur
Tumorinfiltrationen durch T-Lymphozyten sind nicht etabliert. Wir konnten also nur
die Quotienten der Gruppen untereinander vergleichen. Werte zwischen 1,34 und
2,0 erbrachten insgesamt 10 Félle (SSM-ohne-Reg 5, 6, 8,9, SSM-mit-Reg 1, 2, 5,
8, 9, Halo.C 1). Alle anderen Schnitte lagen entweder >2,0 (davon 4 Félle von SSM-
ohne-Reg 1-3, 7, und nur 1 Fall mit SSM-mit-Reg 7, und 1 Fall mit Halo.J 2) oder
<1,34 (davon 1 Fall mit SSM-ohne-Reg 4, und 3 Falle von SSM-mit-Reg 3, 4, 6,
Halo.J 1, 3, Halo.C 2, 3). Die SSM-ohne-Reg zeigten zu gleicher Anzahl entweder
einen Quotienten zwischen 1,34 und 2,0 (insges. 4 Falle) oder einen hoheren
(insges. 4 Falle) und nur in einem Fall einen niedrigeren Quotienten. Die SSM-mit-
Reg hingegen zeigten in 5 von 9 Fallen einen Quotienten zwischen 1,34 und 2,0.
Bei 4 Fallen wurde ein niedriger und nur in einem Fall ein héherer Quotienten
festgestellt. Die Halonavi wiesen keinen eindeutigen Trend bei Betrachtung des
CD4/CD8-Quotienten auf (Abbildung 35).
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Abbildung 35: CD4 und CD8 Farbung dargestellt als CD4/CD8-Quotient pro Fall

In Tabelle 33 und der zugehoérigen Boxplotdarstellung (Abbildung 36) wurden die
statistischen Auswertungen des CD4/CD8-Quotienten festgehalten. Diese zeigten,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen vorlag. Bei
einem p-Wert von 0,231 ergab sich keine Signifikanz im Vergleich der Halonavi
(Median: 1,29; IQR: 1,06-1,65), der SSM-ohne-Reg (Median: 2; IQR: 1,56-2,33) und
der SSM-mit-Reg (Median: 1,67; IQR: 1,11-1,8).



Gruppen
SSM-ohne-Reg SSM-mit-Reg Halon&vi
(n=9) (n=9) (n=6)
Median 2 1,67 1,29
IQR 1,56-2,33 1,11-1,8 1,06-1,65
min-max 2,33 1,63 3
MW + SD 1,95+ 0,67 15+0,51 1,72+ 1,15
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Tabelle 33: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) pro Gruppe fur den CD4/CD8-

Quotient
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Abbildung 36: Boxplot des CD4/CD8-Quotienten
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Somit wurde bei der Untersuchung des CD4/CD8-Quotienten bei den regressiven

Melanomen und den Halondvi ein CD4/CD8-Quotient unter oder im Bereich

zwischen 1,34 und 2,0 festgestellt. Bei den Melanomen ohne Regression lag dieser

hingegen eher dariber. In den statistischen Untersuchungen konnte in Bezug auf

den CD4/CD8-Quotienten kein signifikanter Unterschied im Vergleich der Gruppen
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festgestellt werden. Die Frage, welche CD4-positiven Lymphozyten-
Subpopulationen in den SSM-ohne-Reg im Quotienten einen Trend zu erhdhten
Werten zeigt, konnte in dieser Arbeit noch nicht geklart werden. Dazu sind weitere

Farbungen von T-Zell Subpopulationen notwendig.

444 p16INK4a versus CD4

In Abbildung 37 wurden die p16INK4a und CD4 Farbungen pro Fall in den jeweiligen
Gruppen verglichen, um eine mogliche Verknipfung der beiden Mechanismen
(Seneszenzsignalwege und Infiltration mit T-Lymphozyten) zu prifen. Es gab
Schnitte, bei denen die CD4 Nachweisbarkeit tberwog (SSM-ohne-Reg 3-7, 9,
SSM-mit-Reg 1-4, 7, 9, Halon.J 1-3 und Halon.C 1). In den Schnitten SSM-ohne-
Reg 1, 2, 8, SSM-mit-Reg 5, 8, Halon.C 2 und 3 war der Nachweis von p16INK4a
starker. Somit verhielten sich CD4 und pl6INK4a oft gegenlaufig. Nur bei dem
Schnitt SSM-mit-Reg 6 farbten beide Antikdrper 50% an. Insgesamt konnte
festgestellt werden, dass in allen Gruppen CD4 tendenziell etwas starker

nachweisbar war als p16INK4a.
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Abbildung 37: p16INK4a und CD4 Farbungen pro Fall im Vergleich

In Tabellen 34-37 wurden die statistischen Ergebnisse der Korrelationsanalysen fur
die pl6INK4a und CD4 Farbungen mittels Bland-Altman Diagrammen und den
zugehorigen Boxplots der jeweiligen gepaarte Wilcoxon-Test (Abbildungen 38-45)
dargestellt. So wurde geprift, ob bei p16INK4a und CD4 eine positve oder negative

Korrelation vorliegt.

Tabelle 34, das zugehorige Bland-Altman Diagramm und der Boxplot (Abbildungen
38 und 39) zeigen das Ergebnis der Korrelationsanalyse der CD4 (Median: 0,55;
IQR: 0,49-0,7) und p16INK4a Farbungen (Median: 0,3; IQR: 0,03-0,62) bezogen auf
alle Gruppen, der statistischen Analyse (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg und
Halonavi). Es galt ein 95%-Konfidenzintervall von 0,9 und -0,52. Die

Korrelationsanalyse der p16INK4a und CD4 Farbungen ergab keinen signifikanten
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(p=0,405) Zusammenhang bei einem Spearman Korrelationskoeffizienten (rho) von
0,18. Das Ergebnis des gepaarten Wilcoxon-Tests ergab jedoch einen signifikanten
Unterschied (p=0,025) (Abb. 39). Im Folgenden wurde dies nun in Bezug auf die

einzelnen Gruppen genauer untersucht.

alle Gruppen
(n=24)
CD4 p1l6INK4a
Median 0,55 0,3
IQR 0,49-0,7 0,03-0,62
min-max 0,6 0,95
MW = SD 0,56 £ 0,17 0,37£ 0,34

Tabelle 34: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die CD4 und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf alle Gruppen
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Abbildung 38: Bland-Altman Diagramm zu den p16INK4a und CD4 Féarbungen (alle), KI: 0,9 und -0,52
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Abbildung 39: Boxplot zu CD4 und p16INK4a im Vergleich in Bezug auf alle Gruppen

In Tabelle 35, Abbildungen 40 und 41 wurde die Korrelationsanalyse von CD4
(Median: 0,6; IQR: 0,5-0,7) und p16INK4a (Median: 0,45; IQR: 0,03-0,9) in Bezug
auf die SSM-ohne-Reg darstellt. Bei einem 95%-Konfidenzintervall von 0,86 und -
0,6 konnte in der Korrelationsanalyse kein signifikanter (p=0,227) Zusammenhang
bei einem Spearman Korrelationskoeffizienten (rho) von 0,45 festgestellt werden.
Der gepaarte Wilcoxon-Test ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
(p=0,407) (Abb. 41).



SSM-ohne-Reg
(n=9)
CD4 p16INK4a
Median 0,6 0,45
IQR 0,5-0,7 0,03-0,9
min-max 0,6 0,95
MW * SD 0,57+0,2 0,44 + 0,42
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Tabelle 35: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fiir die CD4 und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf die SSM-ohne-Reg
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Abbildung 40: Bland-Altman Diagramm zu den p16INK4a und CD4 Farbungen in Bezug auf die SSM-ohne-

Reg, Kl: 0,86 und -0,6
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Abbildung 41: Boxplot zu CD4 und p16INK4a im Vergleich in Bezug auf die SSM-ohne-Reg
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Die Korrelationsanalyse (Tabelle 36 und Abbildung 42 und 43) zu den CD4 (Median:
0,55; IQR: 0,45-0,6) und p16INK4a Farbungen (Median: 0,25; IQR: 0-0,5) ergab bei

den SSM-mit-Reg (KI: 0,87 und -0,39) keine Signifikanz (p=0,709).

Der

Korrelationskoeffizient lag bei rho=0,15. Der gepaarte Wilcoxon-Test ergab auch

keinen signifikanten Unterschied (p=0,08), wobei der p-Wert nur knapp Uber der
Signifikanzgrenze (p<0,05) lag (Abb. 43).

SSM-mit-Reg
(n=9)
CD4 p16INK4a
Median 0,55 0,25
IQR 0,45-0,6 0-0,5
min-max 0,55 0,8
MW + SD 0,52 £ 0,15 0,28 £ 0,31

Tabelle 36: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und

des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die CD4 und p16INK4a

Farbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Abbildung 42: Bland-Altman Diagramm zu den p16INK4a und CD4 Farbungen in Bezug auf die SSM-mit-Reg,
Kl: 0,87 und -0,39
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Abbildung 43: Boxplot zu CD4 und p16INK4a im Vergleich in Bezug auf die SSM-mit-Reg

Auch in Betrachtung der Halonavi (Tabelle 37, Abbildungen 44 und 45) ergab die
Korrelationsanalyse zu der CD4 (Median: 0,55; IQR: 0,5-0,68) und pl6INK4a
Farbung (Median: 0,4; IQR: 0,1-0,54) bei einem 95%-Konfidenzintervall von 1,09
und -0,68 keinen  signifikanten (p=0,228) @ Zusammenhang. Der
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Korrelationskoeffizient lag bei -0,58. Im gepaarten Wilcoxon-Test kam ebenfalls kein
signifikanter Unterschied (p=0,313) zur Darstellung (Abb. 45).

Halonavi
(n=6)
CD4 p16INK4a
Median 0,55 0,4
IQR 0,5-0,68 0,1-0,54
min-max 0,35 0,87
MW + SD 0,59+0,14 0,39 £ 0,33

Tabelle 37: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die CD4 und p16INK4a
Farbungen in Bezug auf die Halonévi
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Abbildung 44: Bland-Altman Diagramm zu den p16INK4a und CD4 Farbungen in Bezug auf die Halonavi, Kil:
1,09 und -0,68
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Abbildung 45: Boxplot zu CD4 und p16INK4a im Vergleich in Bezug auf die Halonavi

Somit konnte in der graphischen Darstellung (Abb. 37) der einzelnen Farbungen ein
insgesamt vorhandenes Uberwiegen der CD4 Farbungen in allen Gruppen
festgestellt werden. Dies konnte im gepaarten Wilcoxon-Test bestatigt werden.
Ferner zeigte sich die CD4 und pl16INK4a Nachweisbarkeit in Bezug auf die
einzelnen Falle oft gegenlaufig. In der statistischen Auswertung liel3 sich jedoch kein
signifikanter Unterschied im Vergleich der einzelnen Gruppen feststellen. Auch die
Korrelationsanalyse zu CD4 und pl6INK4a ergab keinen signifikanten

Zusammenhang.

4.5 Korrelation von p16INK4a/MIB-1 und p14ARF/MIB-1

In den folgenden Abbildungen (Abb. 46-53) und Tabellen 38 und 39 wurden die
Korrelation von pl6INK4a zu MIB-1 und pl14ARF zu MIB-1 mittels Bland-Altman

Analysen untersucht. Hierdurch soll im Genaueren untersucht werden, ob ein
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Zusammenhang zwischen der p16INK4a beziehungsweise der p14ARF Expression

und der Expression von MIB-1 vorliegt.

45.1 Korrelation von p16INK4a zu MIB-1

In den Abbildungen 46-49 und Tabelle 38 wurden die statistischen Ergebnisse der
Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 dargestellt.

Tabelle 38 und Abbildung 46 zeigen diese Ergebnisse in Bezug auf alle untersuchten
Gruppen (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg, dermale Navi und Halonavi). Die
Korrelationsanalyse zu p16INK4a und MIB-1 in Bezug auf alle Gruppen ergab bei
einem Korrelationskoeffizienten (rho) von 0,02 keinen signifikanten (p=0,904)

Zusammenhang.

alle Gruppen
(n=26)
pl6INK4a MIB-1
Median 0,3 0,04
IQR 0,03-0,62 0,03-0,1
min-max 0,95 0,25
MW + SD 0,37 +0,34 0,07 £ 0,07

Tabelle 38: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p16INK4a und MIB-1
Farbungen in Bezug auf alle Gruppen
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Abbildung 46: Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 in Bezug auf alle Gruppen (Halon&vi, SSM-mit-Reg, SSM-
ohne-Reg)

Die folgenden Abbildungen 47-49 zeigen die Ergebnisse in Bezug auf jeweils eine
Gruppe (SSM-ohne-Reg, SSM-mit-Reg oder Halonavi), wobei die Gruppe der

dermalen Néavi als Kontrollgruppe nicht untersucht wurden.

Abbildung 47 stellt die Assoziation von p16INK4a zu MIB-1 bei den SSM-ohne-Reg
dar. Hier kann bei p=0,075 zumindest eine Tendenz zur negativen Korrelation (rho=-
0,62) festgestellt werden. Dies bedeutet also, dass bei einer Expression von

pl6INK4a, MIB-1 tendenziell weniger nachweisbar ist.
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Abbildung 47: Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 in Bezug auf die SSM-ohne-Reg

In Abbildungen 48 und 49 kommen die Ergebnisse der Korrelationsanalysen von
pl6INK4a zu MIB-1 in Bezug auf die SSM-mit-Reg (Abb. 48) und Halon&vi (Abb. 49)
zur Darstellung. Sowohl bei den SSM-mit-Reg (rho=0,24, p=0,532) als auch bei den

Halonavi (rho=0,12, p=0,824) war keine signifikante Korrelation feststellbar.
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Abbildung 48: Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Abbildung 49: Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 in Bezug auf die Halon&vi
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4.5.2 Korrelation von p14ARF zu MIB-1

Im Folgenden werden die statistischen Ergebnisse der Korrelationsanalyse von
pl4ARF zu MIB-1 gezeigt (Abb. 50-53, Tabelle 39).

Tabelle 39 und Abbildung 50 geben die Resultate in Bezug auf alle Gruppen (SSM-
ohne-Reg, SSM-mit-Reg, dermale Navi und Halonavi) wieder. Bei einem
Korrelationskoeffizienten (rho) von -0,06 zeigte sich hier kein signifikanter

Zusammenhang (p=0,778).

alle Gruppen
(n=26)
pl4ARF MIB-1
Median 0,05 0,04
IQR 0,03-0,46 0,03-0,1
min-max 1 0,25
MW + SD 0,27 £ 0,35 0,07 £ 0,07

Tabelle 39: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand), min-max=Spannweite und
des Mittelwertes und dessen Standardabweichung (SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und MIB-1
Farbungen in Bezug auf alle Gruppen
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Abbildung 50: Korrelation von p14ARF zu MIB-1 in Bezug auf alle Gruppen (Halonavi, SSM-mit-Reg, SSM-ohne-
Reg)

Bei der Untersuchung der SSM-ohne-Reg fiel bei einem Korrelationskoeffizienten
von rho=-0,6 und p=0,088 die Tendenz zu negativen Korrelation der beiden Marker
auf (Abb. 51). Wenn in einem Schnitt p14ARF exprimiert wurde, zeigte sich nur

wenig MIB-1 Expression.
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Abbildung 51: Korrelation von p14ARF zu MIB-1 in Bezug auf die SSM-ohne-Reg

Bei den SSM-mit-Reg (Abb 52) und den Halon&vi (Abb. 53) liel3 sich dies nicht
feststellen. Es gab sowohl bei den SSM-mit-Reg (rho=-0,13, p=0,73) als auch bei
den Halonavi (rho=-0,26, p=0,612) keine signifikante Korrelation.
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Abbildung 52: Korrelation von p14ARF zu MIB-1 in Bezug auf die SSM-mit-Reg
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Abbildung 53: Korrelation von p14ARF zu MIB-1 in Bezug auf die Halon&vi
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Zusammenfassend ergeben die Untersuchungen der Korrelation von p16INK4a und
pl4ARF zu MIB-1 keine insgesamt signifikanten Zusammenhénge. Jedoch lassen
sich Tendenzen zur negativen Korrelation bei den SSM-ohne-Reg sowohl bei der
Korrelation von pl6INK4a zu MIB-1 als auch bei der Korrelation von p14ARF zu
MIB-1 feststellen. Es liegt also die Tendenz vor, dass wenn p16INK4a oder p14ARF
in einem der SSM-ohne-Reg Schnitte exprimiert werden, MIB-1 nur wenig

nachweisbar ist.

4.6 Fallibersichten

In den Abbildungen 46 und 47 wurden alle durchgefuhrten Immunfarbungen fur
jeweils einen Tumor dargestellt. Hierbei wurden die Marker farblich wie folgt

unterteilt:

e Violett: Proliferationsmarker (MIB-1)

e Rottone: Marker fur DNS-Schaden und Apoptose (p53 und Caspase-3)
e Gruntone: Seneszenzmarker (p16INK4a und p1l4ARF)

e Blautbne:  T-Zell Marker (CD8 und CD4).

Auch hier zeigte sich eine Heterogenitat der einzelnen Falle einer Gruppe in Bezug
auf die Antikdrpernachweise. Bei der Auswertung der Antikdrperfarbungen pro Fall

einer Gruppe war kein Muster erkennbar.
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Abbildung 54: Ubersicht aller Antikdrper pro Fall (SSM-ohne-Reg)
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Abbildung 55: Ubersicht aller Antikérper pro Fall (SSM-mit-Reg)
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5. Diskussion

Es wurde in der vorliegenden Arbeit mittels immunhistologischer Marker fur
Proliferation, Apoptose und DNS-Schaden, Seneszenz und Zeichen einer
Immunantwort einige Mechanismen der Wachstumskontrolle bei Melanomen mit

und ohne Regression untersucht.

Die Untersuchungen der Zellproliferation bildeten die Basis fiur die anschlieRend
durchgefiihrten Untersuchungen zu mdoglichen Mechanismen der Kontrolle des

Wachstums bei Melanomen.

Die Zellproliferation bei den dermalen N&avi war insgesamt am geringsten
ausgepréagt. Dermale Navi sind benigne Tumoren, daher wurde hier auch keine
erhohte proliferative Aktivitat erwartet. Nicht-regressive Melanome hatten gemessen
am Marker MIB-1 einen signifikant hoheren Proliferationsnachweis als Melanome
mit Regression. Dieses unterstreicht die Bedeutung des Zellwachstums fur das
Vorliegen einer Regression bei Melanomen. Melanome in Regression sind demnach
weniger proliferativ aktiv als Melanome ohne Regression. Es kam auch ein
signifikanter Unterschied beim Vergleich der nicht regressiven Melanome mit den
Halonavi zur Darstellung: Melanome ohne Regression wiesen eine hohere
proliferative Aktivitat auf als Halonavi. Stellte man jedoch die proliferative Aktivitat
der Halonavi und der regressiven Melanome gegentber, so konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Dies konnte fir eine Ahnlichkeit des

Regressionsmechanismus bei Melanomen und Navi sprechen.

Als Nachstes wurden Untersuchungen beziiglich méglicher Mechanismen der
Wachstumskontrolle bei den unterschiedlichen Melanom- und Navus-Gruppen

durchgefihrt.

Die Marker fur Apoptose und Zellzyklusarrest, p53 und Caspase-3, zeigten keine
signifikante Korrelation zum Vorliegen einer Regression. p53 zeigte nur in einigen
SSM-ohne-Reg eine starke Farbung, ansonsten liel3 sich in allen Gruppen nur wenig

p53 nachweisen. Als Tumorsuppressorprotein ist eine niedrige p53-Expression bei
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malignen Tumoren, wie beispielsweise Melanomen, nicht unerwartet. Die insgesamt
niedrige Expression von p53 in Melanomen unabhangig von dem Vorliegen einer
Regression kénnte bedeuten, dass der Regressionsmechanismus Uber andere
Signalkaskaden, die keine p53-Aktivierung beinhalten, ablauft. Allerdings ist die
Expression von p53 nicht statisch sondern verlauft in Wellen, so dass indirekte
down-stream Proteine wie p21 eventuell klarere Signale geben. Ebenso kdnnte dies
die niedrige p53-Expression bei Halonavi erklaren, was fir eine gewisse Ahnlichkeit
der Regressionsmechanismen bei Navi und Melanomen sprechen wirde. Die
Beobachtung der erhdhten p53-Expression in einigen Melanomen ohne Regression
konnte durch eine erhohte Stabilitat des p53 bei eingeschrankter

Funktionstlichtigkeit durch Mutationen im p53-Gen erklart werden.

Caspase-3 war sowohl in nicht regressiven als auch in regressiven SSM und
Halonavi stark positiv nachweisbar. Die statistischen Untersuchungen ergaben
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich der einzelnen Gruppen. Dies kdonnte
fur eine erhdhte apoptotische Aktivitat in den Melanomen, aber auch in den Halon&vi
sprechen, da Caspase-3 eine wichtige Rolle in der Ausfuhrungsphase der Apoptose
darstellt. Allerdings ist zu beachten, dass beim Menschen aktivierte Caspasen nicht
darstellbar sind und die Farbung nur einen fraglichen Hinweis auf die Aktivierung der

Apoptose gibt.

Eine Korrelation zwischen Regression und Aktivierung der Tumorseneszenz konnte
nicht nachgewiesen werden. Sowohl in Bezug auf die p16INK4a als auch p1l4ARF
Farbung war kein signifikanter Unterschied zwischen den regressiven und nicht
regressiven Melanomen feststellbar. Es fiel jedoch auf, dass in der Betrachtung der
einzelnen Falle in allen Gruppen sehr grofe Unterschiede in der Starke der
Nachweisbarkeit zur Darstellung kamen. In der Korrelationsanalyse zu p14ARF und
pl6INK4a konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Es ist
wichtig die Seneszenzmarker p14ARF und pl6INK4a nicht isoliert zu betrachten;
nur die Kombination von verschiedenen Markern erlaubt eine Aussage Uber den

Seneszenzstatus. Eine wichtige erste Analyse ist die Korrelation des
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Proliferationsmarkers MIB-1 mit p16INK4a oder pl4ARF. Hieraus war keine
signifikante Korrelation ableitbar. Aber es war eine Tendenz zur negativen
Korrelation von p16INK4a zu MIB-1 und p14ARF zu MIB-1 nachweisbar.

Als Zeichen einer Immunantwort wurden die CD4- und CD8-positiven Zellen sowie
der CD4/CD8-Quotient untersucht. Die CD4 und CD8 Farbungen lieRen keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich der Gruppen untereinander erkennen.
Wobei in Bezug auf die CD8 Farbung beim Vergleich der SSM-mit-Reg, SSM-ohne-
Reg und Halonavi der p-Wert nur knapp uber der Signifikanzgrenze lag. Es lag hier
eine deutliche Tendenz vor, dass bei den regressiven Melanomen und Halonavi
mehr CD8-positive Zellen nachweisbar waren als bei den Melanomen ohne
Regression. Dieses weist darauf hin, dass bei der Regression von Melanomen und
Halonavi eine Infiltration durch CD8-positive zytotoxische T-Zellen eine Rolle spielt,
da Melanome mit Immunantwort ein mono-/oligoklonales Infiltrat aufweisen (Yazdi

et al.).

Bei der Korrelationsanalyse von CD4 zu CD8 ergab keine der Gruppen einen
signifikanten Zusammenhang. Im gepaarten Wilcoxon-Test konnte aber ein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die Melanome festgestellt werden. Sowohl
bei den nicht regressiven Melanomen als auch bei den regressiven Melanomen war
mehr CD4 als CD8 nachweisbar. Nur in Bezug auf die Halonavi konnte im gepaarten
Wilcoxon-Test kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Im Gegensatz zu
den Melanomen war somit bei den Halonavi kein vermehrtes Vorkommen CDA4-
positiver Zellen zu vermerken. Bei den Melanomen scheint jedoch unabhangig vom
Vorliegen einer Regression ein relatives Uberwiegen von CD4-positiven Zellen

gegeniuber CD8-positiven Zellen vorzuliegen.

Als Nachstes untersuchten wir die quantitativen Verhaltnisse der CD4- und CD8-

positiven Zellinfiltrate bei den unterschiedlichen Melanom- und Navusgruppen.
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Bei den regressiven Melanomen als auch den Halonavi zeigte der sich der
CD4/CD8-Quotient unter oder im Bereich der Normverteilung im peripheren Blut
zwischen 1,34 und 2,0 verteilt. Bei den Melanomen ohne Regression lag dieser
hingegen eher dariber. Dieses war insbesondere in der Anzahl der Félle im Bezug
zum Normbereich des peripheren Blutes sichtbar. In den statistischen
Untersuchungen konnte in Bezug auf den CD4/CD8-Quotienten allerdings kein

signifikanter Unterschied im Vergleich der Gruppen festgestellt werden.

In der Gegenuberstellung der p16INK4a und CD4 Farbungen liel3 die Betrachtung
der einzelnen Falle auf ein oft gegenlaufiges Farbeverhalten der beiden Antikorper
nachweisen. Ferner konnte in allen Gruppen tendenziell ein Uberwiegen der CD4
Expression gesehen werden. In der Korrelationsanalyse zeigte sich jedoch auch hier
kein signifikanter Zusammenhang der beiden Farbungen. Im gepaarten Wilcoxon-
Test konnte zwar in Betrachtung aller Gruppen ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Dies liel3 sich jedoch beim Vergleich der CD4 und pl16INK4a
Farbungen nicht nachvollziehen, wenn nur eine Gruppe betrachtet wurde. Bei den
regressiven Melanomen lag der p-Wert jedoch erneut nur knapp Uber der
Signifikanzgrenze. Diese Ergebnisse konnten ebenfalls dafiir sprechen, dass die

Regression in Melanomen vor allem tber eine Immunantwort erfolgt.

Zusammenfassend lie3 der Vergleich der Regression bei Navi und Melanomen
vermuten, dass es beim Mechanismus der Regression gewisse Ahnlichkeiten geben
konnte. Dafur sprach das ahnliche Farbeverhalten bei regressiven Melanomen und
Halonavi in Bezug auf die Antikérper MIB-1, p53, Caspase-3 und CD4. In Bezug auf
die Seneszenzmarker p16INK4a und pl4ARF als auch die CD8 Nachweisbarkeit
zeigten Halonavi und regressive Melanome hingegen deutliche Unterschiede auf.
Es handelt sich anscheinend also nicht ganzlich um den gleichen Kontroll-

Mechanismus.



104

Da die Aussagen dieser Arbeit auf den Ergebnissen einer geringen Fallzahl beruhen,
sind sie eher als hypothesenbildend, nicht aber als beweisend zu werten. Somit kann

diese Arbeit als Ausgangspunkt fiir weitere eingehende Studien dienen.

Im Folgenden werden nun die einzelnen Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert.

51 Proliferationsmarker

Die MIB-1 Farbungen zeigten bei den SSM-ohne-Reg im Vergleich zu regressiven
Melanomen mehr proliferative Aktivitat. Eine geringere MIB-1 Expression kénnte
also auf ein in seiner Proliferation durch Regression kontrolliertes Melanom

hinweisen.

Ob das Vorliegen einer Regression bei Melanomen mit einer guten Prognose
einhergeht wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Kaur beschrieb Regression vor
allem in diinnen Melanomen (<1mm) als vorteilhaften Prozess, da dies mit einer
niedrigeren Wahrscheinlichkeit fir Lymphknotenmetastasen einherging (Kaur et al.,
2008). Ahnliche Ergebnisse erbrachte auch die systemische Metaanalyse und
Review von Ribero. Hier konnte festgestellt werden, dass Patienten mit histologisch
nachgewiesener Regression ein signifikant vermindertes Risiko fir einen
Tumornachweis in den Wachterlymphknoten hatten im Gegensatz zu Patienten

ohne histologischem Nachweis einer Regression (Ribero et al., 2015).

Die MIB-Nachweisbarkeit wurde bei Ramsay et al. als ein unabhangiger
prognostischer Faktor fur das Gesamtuberleben bei Patienten mit Melanomen
identifiziert. Ein niedriger MIB-Level war mit einer besseren Prognose verbunden
(Ramsay et al., 1995). Vergleichbare Ergebnisse konnten in der Studie von Boni et
al. gezeigt werden. Hier korrelierte bei dicken Melanomen (Tumordicke nach
Breslow >15 mm) ein erhdohtes MIB-1 mit einer erhohten
Metastasierungswahrscheinlichkeit (Boni et al., 1996). In Bezug auf die Ergebnisse

dieser Arbeit war bei regressiven Melanomen der MIB-1 Nachweis signifikant
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geringer als bei den Melanomen ohne Regression. In Abh&ngigkeit von der
Tumordicke konnte dies bei regressiven Melanomen fir eine geringere

Metastasierungswahrscheinlichkeit und somit fur eine bessere Prognose sprechen.

Allerdings scheint ein erhdhter proliferativer Index beim Melanom allein nicht als
ausreichender Hinweis auf eine schlechte Prognose zu sein, sondern nur in
Kombination mit anderen pradiktiven klinisch-pathologischen Parametern (Hazan et
al., 2002).

Diese Ergebnisse konnten ferner als Hinweis fur das Vorliegen der Seneszenz in
Halonavi und SSM-mit-Reg gedeutet werden, da seneszente Zellen sich in einer Art
Ruhephase (GO-Phase) befinden, in der geringe bis gar keine Proliferation
stattfindet.

5.2 Marker fur DNS-Schaden und Apoptose
5.2.1 p53

p53 zeigte in dieser Arbeit eine unterschiedlich starke Nachweisbarkeit in den SSM-
ohne-Reg. Ahnliche Resultate wurden schon in anderen Studien gefunden (Albino
et al., 1994). Eine mogliche Erklarung fur diese Unterschiede bieten die Studien von
Weiss et al. und Houben et al.. Hier wurde gezeigt, dass mutierte Versionen von p53
in den Zellen gebildet werden kdnnen, die ebenfalls mittels immunhistochemischen
Antikdrper nachweisbar, aber funktionslos sind (Weiss et al., 1993, Houben et al.,
2011).

In den statistischen Ergebnissen lief3 sich jedoch im Vergleich der Gruppen kein

signifikanter Unterschied nachweisen.
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5.2.2 Caspase-3

Die Ergebnisse der Caspase-3 Farbung zeigten, dass sowohl in den Melanomen als
auch in den Halonavi Caspase-3 meist sehr stark nachweisbar war. Dies kdnnte flr
eine erhdhte apoptotische Aktivitat in allen Melanomen und auch den Halonavi
sprechen. Allerdings handelt es sich hier um nicht aktivierte Caspase-3. Der
Antikorper erkennt einen Vorlaufer der aktivierten Caspase-3. Diese gilt eher als
Risikoindikator fur Apoptose anstatt als direkter Apoptosemarker. So wurde ein
Zusammenhang zwischen erhdéhtem immunhistologischen Caspase-3 Nachweis
und apoptotischen Zellen bei Tumoren von Hadjiloucas et al. fir das Mammkarzinom
gezeigt (Hadjiloucas et al., 2001). Gegen diese Erklarung steht die Studie von Liu
et al., in der dargelegt wurde, dass es beim Melanom auch in nicht-apoptotischen
Melanomzellen eine erhéhte Caspase-3 Aktivierung gibt, welche mit Metastasierung
und vaskularer Mimikry in Verbindung gebracht wurde (Liu et al., 2013). Weitere
Studien zum Melanom und anderen Tumoren (Mammakarzinom, B-Zell Lymphom
und Kolorektales Karzinom) belegen ebenfalls, dass die Aktivierung von Caspasen
eine Tumorprogression begleiten kann (Donoghue et al., 1999, Jonges et al., 2001,
Vakkala et al., 1999, Woenckhaus et al., 2003). In wieweit dieses auch mit der

Caspasen Aktivierung und der Apoptoseinduktion korreliert bleibt offen.

5.3 Seneszenzmarker p16INK4a und p14ARF

Fir die Einzelanalyse von p16INK4a und p14ARF konnte keine eindeutige Tendenz
gefunden werden. Es wurden starke Unterschiede in der Anzahl markierter Zellen
innerhalb jeder Gruppe festgestellt. Im Vergleich der einzelnen Gruppen war kein

signifikanter Unterschied nachweisbar.
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5.3.1 p1l6INK4a

pl6INK4a zeigte bei den Melanomen unabhangig vom Vorliegen einer Regression
eine recht unterschiedliche Nachweisbarkeit. Somit scheint es eine gewisse
Variabilitat bei Melanomen oder aber auch innerhalb eines Melanoms zu geben, was
die pl6INK4a-Expression betrifft. Zu einem vergleichbaren Ergebnis kommt
Bennett, der in seiner der Arbeit ein genetisches Modell der Melanomprogression
propagiert, wonach meist vier Schritte zur Entstehung eines metastasierenden
Melanoms notwendig sind. Der zweite Schritt beschreibt die Suppression der
Seneszenz unter anderem mittels p16INK4a-Verlust. Dieses wurde jedoch nicht als
obligatorischer Schritt fur bei der Entstehung aller Melanome gewertet (Bennett,
2015). Auch andere Studien zeigten einen pl6INK4a-Verlust im Melanom
gegenuber Navi (Gray-Schopfer et al., 2006, Keller-Melchior et al., 1998, Straume
et al., 2000, Talve et al., 1997).

In der Literatur wird ferner dartber berichtet, dass regressive Melanome eine
bessere Prognose haben als Melanome ohne Regression (Zugna et al., 2018). Ein
wichtiger Marker fur den Wachstumsarrest bei N&vi ist die Expression von
pl6INK4a. Bei den Navi blieb die p16INK4a-Expression in dieser Arbeit unabhangig
vom Vorliegen einer Regression jedoch nahezu gleich. Keller-Melchior et al. fanden
ebenfalls in ihrer Arbeit eine reguléare p16INK4a-Expression in melanozytaren Navi
(Keller-Melchior et al., 1998). Michaloglou et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass in Navi
eine anhaltende BRAF (V600E) Expression sowohl mit einer Induktion von
pl6INK4a als auch mit einem Zellzyklusarrest assoziiert ist (Michaloglou et al.,
2005).

In Bezug auf Melanome ist noch unklar, welche molekularen Ereignisse die
Regression einleiten und tber welche Marker dies gut erkennbar gemacht werden
kann. Dies bleibt somit ein Thema weitergehender Forschung. pl6INK4a als

isolierter Marker fur Regression erscheint auch nach den Ergebnissen dieser Arbeit
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unwahrscheinlich. Denkbar ist jedoch eine Kombination aus Markern, die Ki67 mit

einschliefit.

5.3.2 p14ARF

Bei der p14ARF Farbung verhielt es sich &hnlich wie bei p16INK4a. Es war kein
signifikanter Unterschied im Vergleich der einzelnen Gruppen feststellbar und es
gab bei den Melanomen unabhangig vom Vorliegen einer Regression eine grofRe
farberische Variabilitat. Nur die dermalen Navi zeigten gar keinen Nachweis von
pl4ARF. Bei den Halonavi hingegen konnten unterschiedliche Starken der p14ARF-
Farbung gesehen werden. Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen zeigten
Dobrowolski et al. in ihrer Arbeit, dass melanozytare Navi im Vergleich zu
Melanomen deutlich mehr p14ARF exprimierten. Ein p14ARF-Verlust kbnnte somit
fur die Entstehung eines Melanoms eine wichtige Rolle spielen (Dobrowolski et al.,
2002). In der Arbeit von Chandler und Peters konnte die Rolle von ARF als Mediator
der onkogen-induzierten Seneszenz in Menschen noch nicht ausreichend bewiesen
werden (Chandler and Peters, 2013).

5.3.3 p1l6INK4a versus pl4ARF

Beim Vergleich der beiden Farbungen pl6INK4a und pl4ARF konnte in der
Betrachtung der Einzelfarbungen in 30 von 38 Fallen ein gegenlaufiges Verhalten
festgestellt werden. In den statistischen Untersuchungen konnte jedoch kein

signifikanter Zusammenhang gefunden werden.

Ahnliche Ergebnisse wurden in einer Arbeit Gber den immunhistochemischen
Nachweis von p14ARF und p16INK4a in Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und

Pankreaskarzinomen gefunden. Hier wurde jedoch in den meisten Féllen ein
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gleichsinniger Nachweis an p14ARF und pl6INK4a gefunden, in einem kleineren

Teil aber auch eine Gegenlaufigkeit der beiden AK (Geradts et al., 2001).

Die Rolle von p1l4ARF und p16INK4a in der Regression beim Melanom sind zum

aktuellen Zeitpunkt in der Literatur noch nicht weiter untersucht worden.

54 Marker des Immunsystems
54.1 CD8 und CD4

Die CD4 und CD8 Farbungen ergaben keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich der Gruppen. In Bezug auf die CD8 Farbung konnte jedoch die Tendenz
festgestellt werden, dass bei den SSM-mit-Reg und den Halonavi eine starkere
Infiltration durch CD8-positive T-Lymphozyten nachweisbar war. Dieses kdnnte
bedeuten, dass bei der Regression von Melanomen und Halonavi die Immunabwehr
vor allem durch CD8-positive zytotoxische Zellen vermittelt wird. In der Arbeit von
Bayer-Garner et al. konnte in Halonavi ebenfalls ein vermehrtes Vorkommen von
CD8-positiven Zellen gefunden werden. Hier wurde ebenfalls vermutet, dass bei der
Regression in Halondvi CD8-positive Zellen eine wichtige Rolle einnehmen (Bayer-
Garner et al., 2004). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe
von CD8+ angereicherten, jungen, tumorinfiltrierenden Lymphozyten im Rahmen
einer adaptiven T-Zell_Immunantwort als Tumortherapie in lymphozytendepletierten
Patienten eine Regression von Melanommetastasen herbeigefihrt werden konnte
(Dudley et al., 2010). Dies konnte indirekt fur die Richtigkeit der Resultate dieser
Arbeit sprechen, da das Immunsystem mittels CD8-positiver Zellen offensichtlich in

der Lage ist die Zellen eines Melanoms zu erkennen und zu zerstéren.

Eine andere Untersuchung zeigte zwar die Anwesenheit von T-Zellen in regressiven
Melanomen, wies aber auch darauf hin, dass diese nicht unbedingt mit einer direkten
Anti-Tumor-Antwort des Immunsystems in Verbindung stehen muss (Bernsen et al.,
2004).
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Bei der Korrelationsanalyse von CD4 zu CD8 konnte Kkein signifikanter
Zusammenhang in Bezug auf die Halonavi und Melanome festgestellt werden. Bei
den Melanomen war im gepaarten Wilcoxon-Test jedoch ein signifikanter
Unterschied nachweisbar. Bei den Melanomen war unabhéngig vom Vorliegen einer
Regression mehr CD4 als CD8 nachweisbar. Bei den Halonavi konnte dies nicht
nachgewiesen werden. Das Vorhandensein von malignen Melanomzellen kdnnte

somit zu einer komplexen Aktivierung des Immunsystems fuhren.

Des Weiteren wiesen die SSM-ohne-Reg insgesamt grof3ere Unterschiede in Bezug
auf die Nachweisbarkeit der beiden Zellpopulationen pro Fall auf als die SSM-mit-
Reg und die Halonavi. Bei den SSM-ohne-Reg lag die Nachweisbarkeit von CD4
und CD8 also weiter auseinander als bei den SSM-mit-Reg und den Halonavi. Dies
koénnte sich bei den regressiven Melanomen und den Halonavi als eine Antwort der
adaptiven Immunabwehr Uber CD8-positive T-Zellen interpretieren lassen, da hier
im Vergleich zu den SSM-ohne-Reg mehr CD8-positive Zellen vorzufinden waren.
Das Vorhandensein beider Lymphozytenpopulationen konnte ebenfalls in der Arbeit

von Bernsen et al. nachgewiesen werden (Bernsen et al., 2004).

5.4.2 CD4/CD8 Quotient

Die Betrachtung der Einzelfarbungen der SSM-ohne-Reg zeigten einen eher
normalwertigen bis erhohten CD4/CD8-Quotienten im Vergleich zu den SSM-mit-
Reg und Halonavi, bei denen der CD4/CD8-Quotient unter oder im Bereich zwischen
1,34 und 2,0 verteilt lag. Dieses wurde insbesondere in der zahlenmé&Rigen
Verteilung bei den Fallen mit versus ohne Regression deutlich. In den statistischen
Untersuchungen konnte in Bezug auf den CD4/CD8-Quotienten allerdings kein

signifikanter Unterschied im Vergleich der Gruppen festgestellt werden.

Ein erhdhter CD4/CD8-Quotient wurde auch bei anderen Tumorerkrankungen

gefunden, beispielsweise bei malignen Lymphomen (Wahlin et al., 2012). Das
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Ergebnis, dass bei regressiven Melanomen und Halonavi der Quotient tendenziell
niedriger war, kbnnte daher durch die Rickbildung des Tumors unter dem Einfluss
von CDB8-positiven zytotoxischen T-Zellen erklart werden. Dieses wirde auch
erklaren, weshalb der CD4/CD8-Quotient bei den Halonavi im Vergleich zu den
Melanomen am niedrigsten ist. Eine Verminderung des CD4/CD8-Quotienten bei
reduzierter Tumormasse beobachtete auch die Studie von Muhonen et al., in der ein
sinkender CD4/CD8-Quotient in chemotherapierten Melanompatienten gefunden
wurde, der mit einer Reduktion des Tumors einherging (Muhonen et al., 1994). Eine
andere Arbeit zeigte hingegen, dass chemotherapierte Melanompatienten mit
anfanglich steigendem CD4/CD8-Quotienten eine langere mittlere Uberlebenszeit
hatten als Patienten mit anfanglich sinkendem CD4/CD8-Quotient (Hernberg et al.,
2004). Eine wesentliche Subpopulation der CD4-positiven T-Zellen sind die
sogenannten regulatorischen Treg Lymphozyten. Sie zeichnen sich durch Positivitat
fur die Marker CD4, CD25, und Positivitat fur den ,transcription factor forkhead box
P3“ (FoxP3) aus und sind als tumorférdernd beschrieben (Shang et al., 2015, Wolf
et al., 2015).

5.4.3 p16INK4a versus CD4

In der Gegenuberstellung der p16INK4a und CD4 Farbungen liel3 die Betrachtung
der einzelnen Falle auf ein oft gegenlaufiges Farbeverhalten der beiden Antikérper
schlieBen. In der Korrelationsanalyse lieR sich jedoch kein signifikanter
Zusammenhang nachweisen. Ferner konnte der Vergleich der p16INK4a und CD4
Farbung aufzeigen, dass CD4 in bei den Halonavi und regressiven Melanomen
tendenziell starker nachweisbar war als p16INK4a. Der Unterschied, dass in allen
Gruppen mehr CD4 als p16INK4a nachweisbar war konnte im gepaarten Wilcoxon-

Test bestatigt werden.

Dies konnte darauf hinweisen, dass bei der Regression von Melanomen das

Immunsystem eine wichtige Rolle einnimmt. Eine Verknipfung der Signalkaskaden
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des Immunsystems und der Seneszenz kann aufgrund des gleichzeitigen
Vorkommens von CD4 und p16INK4a in regressiven Melanomen und Halonavi
vermutet werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit reichen jedoch nicht aus, um dies zu
beweisen. Dies erbrachte auch die These von Braumdiller et al., dass zu der Thl
Antwort des Immunsystems auch die Aktivierung der Seneszenz Uber den
pl6INK4a-Rb Signalweg gehdrt (Braumuller et al., 2013). Die Literaturrecherche

ergab bisher keine Arbeit mit gegensatzlichen Befunden.

Insgesamt unterstiitzen diese Ergebnisse viele andere Beobachtungen, nach denen
Melanome zu den immunologisch kontrollierten Tumoren gehéren. Bei Patienten mit
metastasierten Melanomen konnte jetzt gezeigt werden, dass ein therapeutischer
Eingriff am zellularen Immunsystem uber die Blockade von PD-1 oder PD-1 und
CTLA-4 es zu einer deutlichen Tumorreduktion und einer signifikanten Verlangerung
der Uberlebenszeit bei Patienten mit metastasierten Melanomen kommen kann
(Larkin et al., 2015, Robert et al., 2015, Wolchok et al., 2013).

54 Korrelation von p16INK4a/MIB-1 und p14ARF/MIB-1

In den Korrelationsanalysen von p16INK4a zu MIB-1 und p14ARF zu MIB-1 lie3en
sich keine signifikanten Zusammenhange feststellen. Bei den SSM-ohne-Reg
konnte jedoch in Bezug auf beide Marker, p16INK4a (p=0,075) und auch p14ARF
(p=0,088), eine Tendenz zu negativen Korrelation nachgewiesen werden. Bei den
Melanomen ohne Regression zeigte sich also tendenziell bei einer vermehrten
Expression von p14ARF und p16INK4a, eine verminderte MIB-1 Expression. Dies
konnte bedeuten, dass bei den Melanomen ohne Regression Uber die Expression
von p14ARF und p16INK4a MIB-1 supprimiert wird. Ahnliche Ergebnisse konnten in
der Arbeit von Bouvier-Labit et al. gezeigt werden. Hier wurde eine pl6INK4a
Expression mit einem niedrigen Ki67 Labelling Index bei Glioblastomen
nachgewiesen (Bouvier-Labit et al., 1999). Fir die Korrelation von p14ARF zu MIB-
1 ergab die Literaturrecherche keine vergleichbaren Ergebnisse.
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5.6 Fazit zur Fragestellung

Die Frage, ob eine Korrelation der Regression zu T-Zell-Infiltraten, Apoptose oder
der Aktivierung der Seneszenz-Signalwege vorliegt, kann nach den Ergebnissen der

vorliegenden Dissertation folgendermal3en beantwortet werden:

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation weisen darauf hin, dass eine Antwort
des zellularen Immunsystems, unter Betonung der CD8-positiven T-Zellen in der
Regression von Melanomen zu beobachten ist. Die Aktivierung der
Tumorseneszenz konnte hier nicht nachgewiesen werden, jedoch gibt es Hinweise,
dass die Mechanismen des Immunsystems und der Seneszenz miteinander
verknupft sein konnten. Eine Korrelation der Regression und Zeichen der Apoptose
konnte festgestellt werden. So war bei der alleinigen Betrachtung der MIB-1
Farbung, die MIB-1 Expression bei den Melanomen ohne Regression signifikant
hoher als bei den Melanomen mit Regression. Es bleibt somit die Feststellung, dass
ein MIB-1 Verlust mit Regression assoziiert ist. MIB-1 ist als Marker fur die
Proliferation derjenige, welcher am Besten den Wachstumsarrest, sei es klassischer
Arrest des Zellzyklus oder Arrest im Rahmen von Seneszenz, angibt. Zur
Bestimmung des genauen Ursache und Charakterisierung dieses Zellzyklusarrests

sind jedoch weitere Analysen nétig.

Die Grundhypothese, dass Regression mit einem Wachstumsarrest einhergeht ist
somit bestétigt worden. Die Ursache dieses Arrests muss jedoch noch weiter geklart
werden. Weshalb die pl6INK4a Immunhistologie fiir Regression ein schlechter
Marker ist bleibt offen. Eine mégliche Erklarung hierfir ware, dass in der weiteren
Signalkaskade von p16INK4a beispielsweise im Molekil Rb1, Stérungen vorliegen,
durch welche p16INK4a zwar stark exprimiert wird, aber unwirksam geworden ist.
Diese These stlitzt beispielsweise die Arbeit von Robinson et al., welche bei der
Sequenzierung von Metastasen bei etwa 25-30% aller Metastasen eine genomische
Aberration von p16INK4a oder Rb1 zeigt (Robinson et al., 2017).
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Die beobachtete unterschiedlich ausgepragte Infiltration der einzelnen
Melanomtypen durch T-Lymphozyten-Subpopulationen legt als grundséatzliche
Hypothese eine unterschiedlich regulierte immunologische Tumorkontrolle mit
Auswirkung auf die Melanomregression nahe: Bei den regressiven Melanomen
Uberwiegt eine zytotoxische CD8-positive Lymphozyteninfiltration, die Uber eine
verminderte Tumorproliferation Seneszenz induziert. Bei den Melanomen ohne
Regression kénnte dieser Immuniberwachungseffekt durch eine regulatorische
CD4-positive  T-Zellinfiltration behindert werden, was so eine starkere
Tumorzellproliferation erlaubt. Diese Hypothese miisste in Folgeuntersuchungen zur
quantitativen Infiltration und Funktion insbesondere durch CD4-, CD25-, und FoxP3-

positive Treg Zellen tGberprift werden.

Weitere Untersuchungen zu unterschiedlichen anderen Tumor-regulatorischen
Stromazell-Populationen wie zu den ,myeloid derived suppressor cells“ (MDSC)
(Draghiciu et al., 2015, Katoh and Watanabe, 2015) erscheinen ebenfalls notwendig
um zu einem vollstandigeren Verstandnis der immunologischen Regulation des
Wachstums und der Ausbreitung maligner Melanome zu kommen und dadurch

effektivere Therapien zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Die Entwicklung der letzten finf Jahre hat gezeigt, dassdurch eine Aktivierung des
Immunsystems Melanommetastasen zur Regression gebracht werden kénnen. Ein
wichtiger Mechanismus der Ruckbildung von Metastasen liegt darin, dass die
Tumoren durch das Immunsystem zerstért werden. Es ist aber anzunehmen, dass
andere Mechanismen des Immunabwehr, wie Zellzyklusinhibition oder Seneszenz
von Tumoren, ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Beim Melanom ist die
Regression nicht nur bei Metastsen beobachtet worden, sondern auch bei
Primartumoren. Die zugrundeliegenden Mechanismen hierfir sind weiter Thema
aktiver Forschung. Mittels Immunhistologie wurde deswegen in der vorliegenden
Dissertationsarbeit untersucht, ob Melanome, die sich zurlckbilden (regressive
Melanome), sich von Melanomen unterscheiden, die keine Regression zeigen.
Untersucht wurden der Proliferationsmarker MIB-1, die Apoptose-Marker p53 und
Caspase-3 sowie die Seneszenz-Marker p16INK4a und p14ARF. Weiterhin wurde
das Tumorinfiltrat auf die Prasenz von CDA4-positiven und CD8-positiven T-
Helferzellen hin analysiert. Verglichen wurden dabei neun regressive Melanome mit
neun nicht regressiven Melanomen; als Kontrolle dienten sechs Navi in Regression

(Halonavi) und zwei dermale Navi.

Zentrales Ergebnis der Arbeit war, dass Melanomzellen in den regressiven
Melanomen offensichtlich weniger stark proliferieren als in den nicht regessiven, da
in den regressiven Melanomen die MIB-1-Expression deutlich verringert war. Als
isolierte Marker scheinen sich die Expression von pl6INK4a oder pl4ARF nicht
daflir zu eignen, regressive Melanome zu charakterisieren. Wird jedoch p16INK4a
oder p14ARF mit MIB-1 korreliert, dann zeigt sich, dass interessanterweise bei
Melanomen ohne Regressionszeichen eine geringe Proliferationsneigung mit
starker p16INK4a oder p1l4ARF-Expression einhergeht. Weiter wurde in der Arbeit
bestatigt, dass die Regression von Melanomen mit einem verstarkten Infiltrat an
CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen einhergeht. Interessant ist auch, dass die
Prasenz zahlreicher CD4-positiver T-Lymphozyten und die Expression von
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pl6INK4a beobachtet wurde. Diese explorativen Daten zeigen, dass Melanome mit
oder ohne Regression nicht nur ein unterschiedliches Infiltrat an Lymphozyten
haben, sondern sich auch bezuglich ihrer Neigung zur Proliferation der
Melanomzellen unterscheiden. Anhand groRRerer Analysen und insbesondere durch
die Korrelation von Immunhistologie mit Uberlebensdaten wird es wichtig sein,
ausgehend von dieser Arbeit, zu untersuchen, inwieweit eine zunehmend genauere
Charakterisierung der Proliferationseigenschaften von Primé@rmelanomen die

Prognose bestimmt.
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min-max=Spannweite und des Mittelwertes und dessen Standardabweichung
(SD=Standard Deviation) fur die CD4 und p16INK4a Farbungen in Bezug auf
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Tabelle 36: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand),
min-max=Spannweite und des Mittelwertes und dessen Standardabweichung
(SD=Standard Deviation) fur die CD4 und p16INK4a Farbungen in Bezug auf
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Tabelle 37: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand),
min-max=Spannweite und des Mittelwertes und dessen Standardabweichung
(SD=Standard Deviation) fir die CD4 und p16INK4a Farbungen in Bezug auf
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Tabelle 38: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand),
min-max=Spannweite und des Mittelwertes und dessen Standardabweichung
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(SD=Standard Deviation) fur die p16INK4a und MIB-1 Farbungen in Bezug auf
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Tabelle 39: Auflistung des Medians, IQR (interquartile range=Interquartilsabstand),
min-max=Spannweite und des Mittelwertes und dessen Standardabweichung
(SD=Standard Deviation) fur die p14ARF und MIB-1 Farbungen in Bezug auf
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