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1) Zusammenfassunqg

1.1) Zusammenfassung (deutsch)

Die Maspinexpression im invasiven Teil von primaren Melanomen geht mit

einem aggressiven Tumor-Phanotyp einher

Das Serpin Maspin ist ein zu den Serin-Protease-Inhibitoren z&éhlendes Protein,

welche eine entscheidende Rolle bei der Tumorinvasion und Metastasierung spielen.

Die Rolle von Maspin bei verschiedenen Tumoren und Tumorentitdten wurde
kontrovers diskutiert. In der Mehrzahl der untersuchten Tumoren scheint Maspin als
Tumorsuppressor zu fungieren. Jedoch ist die Studienlage Uber die Expression von
Maspin in malignen Melanomen ebenso wie seine Funktion beim Melanom sehr

inkonsistent.

Im Zuge dieser Arbeit sollte die Expression von Maspin in primaren malignen
Melanomen untersucht werden und die Intensitat der Expression mit prognostischen
Parametern des Primartumors sowie dem progressfreien und Gesamt-Uberleben
korreliert werden. Dazu wurden Melanome von 47 Patienten auf ihre

Maspinexpression mittels Immunhistochemie untersucht.

Maspin wurde heterogen pradominant im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert.
Die Intensitat der Farbung im invasiven Abschnitt des Primartumors korrelierte mit

histologischen Prognoseparametern wie dem Clark-Level und der Tumordicke.
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Aullerdem zeigte die Maspinexpression im invasiven Tumorpart eine signifikante

Korrelation mit einem verkirzten Gesamtiuberleben.

In Ubereinstimmung mit Studienergebnissen zur Maspinexpression bei kolorektalen
Karzinomen scheint die Expression von Maspin im invasiven Tumorpart priméarer
Melanome eine wichtige Rolle fir die lokale Ausbreitung und Aggressivitat des
Tumors zu spielen. Eine starke Maspinexpression im invasiven Abschnitt priméarer

Melanome kdnnte ein Hinweis auf einen aggressiven Tumor-Phanotyp sein.

1.2) Summary (english)

Maspin expression in the invasive margin of primary melanomas may reflect an

aggressive tumour phenotype

The serpin maspin belongs to the serine protease inhibitor superfamily playing a

decisive role in invasion and metastasis of malignancies.

The role of maspin has been discussed controversially in different tumours. In the
majority of malignant tumours investigated maspin seems to act as a tumour
suppressor. However, data about maspin expression in melanoma as well as its

function in melanoma are very inconsistent.

It has been our objective to investigate the expression of maspin in primary
melanomas and to correlate the intensity of maspin staining with prognostic

parameters of the primary tumour and with progress-free and overall survival.
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Primary melanomas from 47 patients were investigated for maspin expression using

immunohistochemistry.

Maspin was heterogeneously expressed predominantly in the cytoplasm of
melanoma cells. Maspin staining intensity in the invasive part of the tumour
correlated with histological parameters of prognosis such as Clark’s level and tumour
thickness. Furthermore, maspin staining intensity in the invasive front of the tumour

significantly correlated with shortened overall survival.

In accordance with data concerning maspin expression in colorectal cancers, the
expression of this protein in the invasive front of primary melanomas seems to be
important for local tumour infiltration and the aggressiveness of the tumour. Strong
maspin expression in the invasive margin of primary melanomas therefore might

reflect an aggressive tumour phenotype.
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2) Einleitung und Fragestellung

2.1) Aufbau der Haut und Pathogenese des malighen

Melanoms

Mit einer Flachenausdehnung von bis zu 2 m? stellt die Haut das grof3te Organ des
menschlichen Organismus dar. Als Grenzflache nimmt sie eine Schutz- und
Barrierefunktion vor &ufleren Einflissen wahr. Hierzu tragt auch die residente
Hautflora aus Mikroorganismen bei. Aul3erdem dient die Haut dem Stoffaustausch
und damit der Homoostase des Korpers, reguliert den Warmehaushalt, ist Teil des
Immunsystems und ein wesentliches Sinnesorgan. Hierfur sind eine Vielzahl an
Strukturen wie freie Nervenendigungen, Wéarme- und Kélterezeptoren, Talgdrisen

und Kapillaren verantwortlich.

Die Haut (lateinisch Cutis, griechisch dépual/derma) setzt sich aus der Epidermis
(Oberhaut) und der Dermis (Lederhaut) zusammen. Daran schlief3t sich nach innen

die Subcutis (Unterhautgewebe) an.

Die Epidermis, ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel mit variabler Dicke je
nach Lokalisation im Bereich des Integuments, besteht aus fiinf Schichten. Von basal
nach apikal sind dies Stratum basale (Basalschicht), Stratum spinosum
(Stachelzellschicht), Stratum granulosum (Kérnerzellschicht), Stratum lucidum

(Glanzschicht) und Stratum corneum (Hornschicht). Sie besteht im Wesentlichen aus
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Keratinozyten (sowie in geringem MalRe Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-
Zellen und Lymphozyten), ist gefal3frei und unterliegt als Proliferationsgewebe einer
bestandigen Erneuerung.

Daran schlie3t sich die Dermis an, die sich in Stratum papillare und Stratum
reticulare unterteilen lasst. Sie besteht aus dermalen Zellen wie Fibroblasten,
Histiozyten und Mastzellen sowie aus Kollagen- und elastischen Fasern, die durch
die dermale Matrix zusammengehalten werden (Abbildung 1). Im Gegensatz zur
Epidermis enthalt die Dermis ein Gefal3-Plexus-System, das den Metabolismus

sicherstellt.

Abbildung 1: Aufbau der Haut (normale Felderhaut). Eigene Darstellung,
Farbung: HE, VergroRerung: dem Mal3balken im Bild entsprechend.
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Die Pigmentzellen der Haut sind die Melanozyten (griechisch: péAag/melas =
schwarz). Sie befinden sich vor allem im Stratum basale und synthetisieren das
Enzym Tyrosinase fur die Melaninbildung.

Melanozyten sind in der Pathogenese zahlreicher benigner und maligner
Hauterkrankungen beteiligt, z.B. bei Hyperpigmentierungen und Naevi. Das
bedeutendste Krankheitsbild stellt das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs) dar.
Hierbei vermehren sich im Zuge einer melanozytaren Hyperplasie atypische
Melanozyten zunachst in den basalen Epidermislagen und breiten sich schlief3lich in
allen Lagen der Epidermis aus. Wird die dermoepidermale Junktionszone

Uberschritten und die Dermis erreicht, liegt ein invasives Melanom vor.

2.2) Definition und Klassifikation von Melanomen

Maligne Melanome sind von den Melanozyten ausgehende hochgradig maligne
Tumoren. Der wichtigste Prognosefaktor der meisten bosartigen Tumoren ist die
Metastasierung, so auch beim Melanom. Darunter versteht man die Entstehung von
Tochtertumoren, die als Metastasen (griechisch: uera / meta = entfernt, oraoi// stase

= Ort) oder Filiae (lateinisch: filia = Tochter) bezeichnet werden.

Melanome metastasieren frihzeitig. Dies erfolgt in 70% der Falle Uber das
Lymphsystem (lymphogen, hiervon zu 50% in die regionaren Lymphknoten, zu 20%
als Satelliten- oder In-transit-Metastasen) und in 30% Uber das Blutsystem

(hamatogen) als primare Fernmetastasierung (LEITER 2004).
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Grundsatzlich unterscheidet man sowohl bei lokoregionaren als auch bei
juxtaregionalen Filiae zwischen Mikro- und Makrometastasen: Makrometastasen sind
im Gegensatz zu Mikrometastasen entweder klinisch tastbar (bzw. durch Bildgebung
sichtbar) oder weisen im Falle eines Lymphknotenbefalls extrakapsulares Wachstum
auf.

Die Metastasierung tritt oft zunachst lokal um den Primartumor auf, was man als
Satelliten-Metastasen bezeichnet (Abstand <2 cm vom Primarius), dann kutan
und/oder subkutan zwischen Primartumor und regiondren Lymphknoten (sog. In-
Transit-Metastasen).

Eine viszerale Fernmetastasierung kann grundséatzlich in jedem Organ auftreten,
betroffen sind beim malignen Melanom oft Lunge, Leber, Gehirn und Knochen. Diese

Fernmetastasierung kann solitdr oder disseminiert manifest werden.

Ein entscheidender Risikofaktor fir die Entstehung von malignen Melanomen ist eine
vermehrte UV-Exposition (THOMPSON 2005, TUCKER 2003), wobei AUTIER 1994
und GANDINI 2005 zeigen konnten, dass dies vor allem intermittierende hohe Dosen
betrifft (v.a. in der Kindheit), wahrend das Risiko bei chronischer Sonnenexposition
sogar sinkt.

Als weiterer Risikofaktor gilt die Anzahl melanozytarer Naevi am Korper (z.B. CARLI
2002). In einer Metaanalyse konnte OLSEN 2010 ein relatives Risiko fur die
Melanomentstehung von 3,63 bei Vorliegen eines oder mehrerer atypischer Naevi
aufzeigen, wobei das relative Risiko mit jedem weiteren normalen Naevus um 1,017
anstieg. NEWTON-BISHOP ermittelte 2010 eine Odd's Ratio fur die Entstehung
eines malignen Melanoms von 10,02 zwischen den 25% der Patienten mit der
hochsten Anzahl an Naevi und den 25% der Patienten mit der niedrigsten Anzahl an

Naevi innerhalb einer Stichprobe.
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Weitere Risikofaktoren sind Sommersprossen (ELWOOD 1986) und aktinische
Lentigines (GARBE 1989). Bei familiarer Haufung konnte THOMPSON 2005
aul3erdem teilweise einen Zusammenhang zwischen erblichen Mutationen auf den
Genen CDKN2A und CDK4 beschreiben, die mit einem stark erh6hten (allgemeinen
und melanomspezifischen) Krebsrisiko einhergingen, gesichert ist auch eine Haufung
beim hereditaren Syndrom der dysplastischen Naevi (BATAILLE 1996).

BOYNTON konnte 2011 ein starkes Risiko bei regelmafiger Solariumbenutzung

nachweisen.

2.3) Epidemiologie und Bedeutung

Maligne Tumoren und damit auch Tumoren der Haut sind keine Neuerscheinungen
unserer Zeit bzw. Zivilisationskrankheiten, sondern bereits aus der Altsteinzeit
bekannt. 1966 wies URTEAGA Metastasen eines Melanoms in einem peruanischen
Schédelfund aus der frihen Inka-Zeit nach; REITZ beschreibt 2007 das Auftreten
verschiedener Hauttumoren in den alten Hochkulturen Roms, Griechenlands,
Agyptens und Chinas.

Bis vor wenigen Jahrzehnten galt das Melanom als relativ selten: In den 30er Jahren
betrug die Inzidenz in Mitteleuropa noch 1-2/100.000, stieg jedoch weltweit
kontinuierlich (Abbildung 2) Gber 5/100.000 (60er Jahre) auf 7-14/100.000 (80er
Jahre) an.

Heute z&hlt es nach GARBE (2001) mit einer Inzidenz von 12-20/100.000 in
Deutschland zu den haufigen soliden Tumorentitaten.

International gesehen existieren erhebliche Unterschiede bezlglich der Inzidenz je

nach geografischer Lage.
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Altersstandardisierte Erkrankungsraten und Mertalitit am malignen Melanom der Haut,
Saarland 1970-2000, gleitende Mittelwerte

Angaben pro 100,000 Elnwohner

Quelle: Krebsregister Saarland

I I I I I I I I I I I I I I
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!
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Inzidenz Manner I Inzidenz Frauen . Mortalitds Manner l Martalitids Frauen

Abbildung 2: Inzidenz des malignen Melanoms 1970-2000 (Robert-Koch-Institut nach
Zahlen des Saarlandischen Krebsregisters, BREITBART 2004)

In Australien betragt die Inzidenz rund 50/100.000, womit dort das Melanom die
vierthaufigste maligne Tumorerkrankung darstellt. FLOREZ bezeichnete dies 2004
bereits als ,Melanom-Epidemie®. Ursachlich fur die hohe Inzidenz dirfte neben dem
geanderten Freizeitverhalten in den letzten Jahrzehnten auch das Ozonloch und die
damit verbundene erhéhte UV-Exposition (NARAYANAN 2010) sein. Die Vermutung,
dass dafir vor allem die helle Hautfarbe der keltischen Einwanderer verantwortlich
sei, konnten DOBSON 1982 sowie LONG 1995/1998 nicht bestatigen.
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Bereits seit rund 30 Jahren existieren in Australien Werbekampagnen zur Pravention
von Hautkrebs. Dies fuhrte durch ein geédndertes Verhalten der Bevolkerung zuletzt
erstmalig sogar zu einem Ruckgang der Melanominzidenz bei jungen Erwachsenen
und Kindern (CZARNECKI 2000, BAADE 2011).

Ein Sinken der Inzidenz in Mitteleuropa ist nach aktuellen Analysen nicht zu
erwarten. Stattdessen ist vielmehr weiterhin von einem deutlichen Anstieg
auszugehen (GARBE 2006a).

Das Melanom ist heute der Tumor mit der am schnellsten ansteigenden Inzidenz
aller Malignome (GARBE 2006b). DIFFEY schatzte 2004 fur GroR3britannien ab, dass

sich im Verlauf der nachsten drei Dekaden die Inzidenz verdoppeln wird.

Melanome betreffen gleichermaf3en Mé&nner wie Frauen, bevorzugt im mittleren
Lebensalter (Median Mitte 50 Jahre), wobei auch bereits Kinder erkranken kénnen.

Pradilektionsstelle ist bei Mannern meist die TANS-Region (thorax (back and breast),
(upper) arm, neck, scalp), bei Frauen meist die untere Extremitat (ULRICH 2006).
Grundsatzlich kénnen Melanome jedoch uberall dort auftreten, wo Melanozyten
vorhanden sind, auch an den Schleimhauten, im Zentralen Nervensystem, an

inneren Organen und als Aderhaut- oder Bindehautmelanom am Auge.

Im Gegenzug zur steigenden Inzidenz konnte BOSETTI 2004 eine gleichbleibende
bis sogar sinkende Mortalitatsrate feststellen. 2009 zeigte GARBE eine vermehrte
Anzahl an Erstdiagnosen von Melanomen mit geringerer Tumordicke sowie eine
sinkende Mortalitat. Somit durfte die in Deutschland stagnierende Mortalitat im
Wesentlichen auf einer verbesserten Friherkennung prognostisch gunstigerer

dinnerer Melanome beruhen.
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2.4) Diaghostik

Die Diagnose des Melanoms erfolgt in der Regel zunachst Klinisch-inspektorisch
anhand der ABCD(E)-Regel (FRIEDMAN 1985, BRODELL 1998).

Hierbei wird beurteilt (Abbildung 3), ob eine Lasion symmetrisch oder asymmetrisch
aufgebaut ist (A), ob die Randbegrenzung unscharf oder scharf verlaufend ist (B), ob
das Kolorit gleichmafig ist oder variiert (C), wie grol3 der Gesamtdurchmesser ist (D),
ob sich eine GroRRenentwicklung ergeben hat oder ob die L&sion Uber das
Hautniveau herausragt (E). Je mehr dieser Kriterien sich als zutreffend erweisen,
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein malignes Melanom vorliegt. Bereits
bei eigenanamnestischem Zutreffen von 3 Kriterien wird zu einer weitergehenden
dermatologischen Diagnostik geraten.

Fur melanomsuspekte Hautveranderungen im Bereich der Nagel und fir die gemani
der ABCDE-Regel nicht identifizierbaren amelanotischen Melanome existieren

jeweils eigene Schemata.

Asymmetrie

Begrenzung (unscharf/unregelmafig)
Colorit (unterschiedlich)

Durchmesser (>5 mm)

Rasche Evolution in den letzten 3 Monaten
auch: Erhabenheit

mooOw?>
[T I T |

Abbildung 3: ABCDE-Regel (eigene Darstellung nach BRODELL 1998)

Die Verdachtsdiagnose sollte nach inspektorischer Begutachtung des ganzen
Korpers von Kopf bis FuR dermatoskopisch weiter abgesichert werden (BLUM

2003a). Hierbei wird mit Hilfe einer Lupe, einer Glasplatte und unter Verwendung von
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Kontaktflissigkeit die Haut bis zum oberen Stratum reticulare begutachtet. Ein
Malignitatsverdacht stellt sich hierbei durch einen erhéhten dermatoskopischen
Punktwert (DPW, ermittelt Uber eine Gewichtung der histopathologischen ABCD-
Regel) dar, als Schlisselkriterien gelten auRerdem GefalRmuster und Regression.
Insgesamt sind Uber 70 morphologische Kriterien flr die Dermatoskopie etabliert
(ARGENZIANO 2003). In einem ersten Schritt ist zwischen melanozytaren und
nichtmelanozytaren Lasionen zu unterscheiden (BLUM 2005), wozu es
unterschiedliche Algorithmen durch KREUSCH (1991) und STOLZ (2004) gibt.
KREUSCH entwickelte 1991 die taxonomische Differenzierung: Wenn mindestens
eines der Kriterien mit der entsprechenden Farbe kombiniert ist (Abbildung 4), liegt

nach Aussage des Autors eine melanozytéare Lasion vor.

Kriterium Farbe
Retikulares Netz Braun
Globuli/Schollen Schwarz

Homogene Pigmentierung  Stahlblau / Grau

Abbildung 4: Diagnostische Taxonomie zur Beurteilung von Hautlasionen (eigene
Darstellung nach BLUM 2005)

STOLZ entwickelte 2004 einen Algorithmus zur Unterscheidung zwischen

melanozytaren und nichtmelanozytaren Hautveranderungen (Abbildung 5).
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Schritte Kriterium Bedeutung

1. Schritt  Pigmentnetz Melanozytéare
Verzweigte Streifen Hautveranderungen
Aggregierte Schollen
(Ausnahmen: Dermatofibrom,

akzessorische Mamille)
2. Schritt Stahlblaue Areale Blauer Naevus

Pseudohornzysten Seborrhoische Keratose
Pseudofollikulare Offnungen

Gyri und Sulci

Fingerabdruck-&hnliches Muster

Mottenfral3artige Begrenzung

Gelee-Zeichen
Lakunen (rot / blaurot / rotschwarz) Hamangiom

Ahornblattartige Strukturen Basalzellkarzinom
Grol3ere baumartig verzweigte oder diunne

oberflachliche Gefal3e

Schiefergraue ovoide Strukturen oder grol3ere Areale

Radspeicherartige Strukturen

Ulzerationen
3. Schritt  Keine der genannten Strukturen Melanozytare

Hautveranderungen

Abbildung 5: Mehrstufiger Algorithmus zur Beurteilung von Hautlasionen (eigene
Darstellung nach STOLZ 2004)

Im zweiten Schritt erfolgt die Analyse mit Dignitatseinteilung anhand diverser
Algorithmen und Scores, aufbauend auf der Musteranalyse nach PEHAMBERGER

1987. Als Kriterien fur die Dignitat legte er ein pigmentiertes Netzwerk, braune
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Globuli, radiare Streifen, Pseudopodien, schwarze Punkte (,black dots"), den Rand
und die Pigmentierung / Depigmentierung fest und beriicksichtigte dabei jeweils die
Anordnung und die Lage (peripher/zentral).

NACHBAR entwickelte 1994 die ABCD-Regel fur die Dermatoskopie, die im
Vergleich zur ABCD-Regel der Beurteilung mit dem blo3en Auge nach FRIEDMAN
(1985) eine erhohte Treffsicherheit aufweist (STOLZ 2004). Hier werden die vier
Kriterien Asymmetrie (A), Begrenzung (B), Farbe (C) und Differenzialstrukturen (D)
beurteilt und mit unterschiedlicher Gewichtung (A*1,3 + B*0,1 + C*0,5 + D*0,5) zum
Dermatoskopie-Punktwert (DPW) zusammengefasst.

Ahnliche Scores wurden 1996 von MENZIES, 1998 von ARGENZIANO, 1999 von
DAL POZZO, 2001 von HOFMANN-WELLENHOF und 2004 von SOYER entwickelt.

Eine weitere Klassifikation, die modifizierte ABC-Regel, mit dem Ziel der
Vereinfachung vorheriger Algorithmen bei identischer Treffsicherheit wurde 2003b
von BLUM entwickelt (Abbildung 6), wobei ab 4 Punkten ein Malignitatsverdacht
vorliegt.

Kennzeichen Kriterium Punkte
A Asymmetrie

(A) Asymmetrie innerhalb der Lasion
Begrenzungsabbruch

Color (mind. 3)
Differenzialstrukturen (mind. 3)

m O O @

Evolution

O R P R Rk Rk R

Keine / unsichere Angaben
Unverandert -1

Abbildung 6: Modifizierte ABC-Regel (eigene Darstellung nach BLUM 2003b)
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Eine Sicherung der Diagnose gelingt jedoch nur durch die histologische
Untersuchung der exzidierten Hautveranderung unter  Zuhilfenahme

immunhistologischer Methoden.

2.5) Klinik, Subtypen und Prognose

Beim malignen Melanom werden vier Subtypen unterschieden (Abbildung 7,
Abbildung 8-11, Abbildung 12). Diese Einteilung wurde bereits 1969 von CLARK
postuliert, 1976 von REED erweitert und seither wiederholt bestétigt (GARBE 1995,
KUCHELMEISTER 2000).

55

m [ I

mLMM
Sonderformen
ALM

mnicht klassifizierbar

Abbildung 7: Haufigkeit der Melanom-Subtypen (eigene Darstellung, gerundet nach
GARBE 1995 /2001 / 2006a / 2009)
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a) Das primér nodular maligne Melanom (NMM, 20%)
hat durch sein rasches vertikales Wachstum die schlechteste Prognose.
Hierbei entwickelt sich relativ rasch eine knotige Struktur entweder aus
einem bereits vorhandenen Naevus oder de novo.

b) Das superfiziell spreitende maligne Melanom (SSM, 60%)
schreitet initial nur langsam horizontal voran, weshalb insbesondere
Frihformen eine gute Prognose aufweisen. Es handelt sich um einen
flachen Tumor, der spater nodulare Anteile ausbilden kann.

c) Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM, 10%)
verhalt sich prognostisch ebenso wie das SSM. Das LMM entwickelt
sich aus einer Lentigo maligna (Melanosis praeblastomatosa
Dubreuilh), ist in der Regel eher flach und bevorzugt in chronisch
lichtexponierten Lokalisationen bei alteren Menschen zu finden.

d) Das akrolentigiose maligne Melanom (ALM, 4%)
ist zwar prinzipiell prognostisch gunstiger zu beurteilen als das NMM,
wird jedoch aufgrund seiner Lokalisationen (v.a. Phalangen,
Schleimh&ute) oft erst im Spatstadium mit hoherer Tumordicke
diagnostiziert. Bei Asiaten und Afrikanern ist es die haufigste
Melanomform.

e) Daneben existieren noch Sonderformen_ (5%)

wie das AMM (Amelanotisches malignes Melanom, bei dem Kkein
Melanin produziert wird), Aderhautmelanome sowie Melanome auf
grol3en kongenitalen Naevi und den sichtbaren Schleimhauten.

f) Ca. 1% der Melanome lassen sich keiner Kategorie zuordnen und werden
somit als nicht klassifizierbare Melanome (melanoma of uncertain

classification) bezeichnet.
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Abbildung 8:
NMM (Wade,
eigenes Foto)

k7

Abbildung 9:
SSM (Bauch,
eigenes Foto)

Abbildung 10:
LMM (Wange,
eigenes Foto)

NMM SSM LMM ALM
Haufigkeit 20% 60% 10% 5%
Bevorzugte Rucken, Brust, Rucken, Brust, |sonnenexponierte | Phalangen,
Lokalisationen Extremitaten Extremitaten Areale Handinnenflachen,
Ful3sohlen ,
Schleimhaute
Entstehung Monate bis wenige Jahre Jahrzehnte aggressiv
wenige Jahre
Mittleres 55 Jahre 50 Jahre 68 Jahre 63 Jahre
Erkrankungs-
alter
Klinik meist blau- weildgrauer bis | planer, relativ ahnlich LMM, aber
schwarzer glatter |blauschwarzer |groR3er (2—6 cm) |aggressiver
Knoten mit Tumor, flach, Tumor, Farbe
starker scharf begrenzt, |variabel,
Blutungsneigung |ggf. mit nodu- Kndétchenanteile,
laren Anteilen aus LM
entstanden
Wachstum rasch vertikal langsam sehr langsam erst horizontal,
horizontal horizontal dann vertikal
Prognose sehr schlecht relativ gut gut sehr schlecht
(spéate Diagnose)
Histologie spindelférmige / | grol3e, zyto- spindelférmige ahnlich LMM
epitheloidzellige / | plasmareiche, Melanomzellen
kleine Zellen .pagetoide” mit pleomorphen,
Melanomzellen |hyperchroma-
tischen Kernen
Foto

Abbildung 11:
ALM (Daumen,
eigenes Foto)

Abbildung 12: Eigenschaften der Melanom-Subtypen (eigene Darstellung nach MOLL

2005)
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2.5.1) Tumordicke nach Breslow

Grundsatzlich stellt die 1970 von BRESLOW beschriebene Tumordicke das
wichtigste prognostische Kriterium beim Melanom dar. Diese ist im mikroskopischen
Préaparat definiert als die vertikale Distanz zwischen dem Stratum granulosum der
Epidermis und der am tiefsten ins Gewebe invasiven Tumorzelle und wird in
Millimetern angegeben.

Erstmalig veroffentlicht wurde diese Einteilung von dem amerikanischen Pathologen
Alexander Breslow. Er unterteilte die Tiefe noch in vier Stufen (<0,75 mm, 0,75 -
1,5mm, 1,5 — 4 mm, >4 mm) und ordnete diesen Stadien unterschiedliche
prognostische Aussagen zu.

Die prognostische Relevanz der Tumordicke wurde wiederholt bestétigt (z.B. BALCH
1978, TRONNIER 1997) und wird beispielsweise in den Leitlinien der ADO
(Arbeitsgemeinschaft Dermatologische Onkologie, GARBE 2008) und des AJCC
(American Joint Committee on Cancer, PIRIS 2011) als diagnostisches Kriterium
hervorgehoben.

2.5.2) Clark-Level

Die von CLARK (1969) aufgestellte Klassifizierung ordnet invasive Melanome gemanR
ihrer Eindringtiefe in Bezug auf die Hautschichten in Level von | bis V (Abbildung 13,
Abbildung 14).

Liegen Tumorzellen ausschlief3lich in der Epidermis vor, handelt es sich um ein In-
situ-Melanom (I). Die nachsten Level sind das Eindringen in das Stratum papillare (I1)
und dessen vollstandiges Durchsetzen (lll). Daran schlief3t sich ein Fortschreiten bis

in das Stratum reticulare (IV) und in das subkutane Fettgewebe (V) an.
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Level | Tumorzellen nur in der Epidermis (in situ)
Level Il Eindringen bis in das Stratum papillare

Level lll Durchsetzen des gesamten Stratum papillare
Level IV Tumorzellen bis in das Stratum reticulare
Level V Tumorzellen bis in das subkutane Fettgewebe

Abbildung 13: Klassifizierung nach CLARK (deskriptiv). Eigene Darstellung nach
CLARK 1969.

Levell Level Il Level lll Level IV Level V

Epidermis

Stratum
papillare

Stratum
reticulare

Subkutanes
Fettgewebe

Abbildung 14: Klassifizierung nach CLARK (grafisch). Eigene Darstellung nach
CLARK 1969. VergroRRerung: dem Maf3balken im Bild entsprechend (Dicke abhangig
von der Lokalisation am Korper).

Die Klassifizierung nach CLARK ist gegenulber der Eindringtiefe in mm inzwischen
deutlich weniger relevant als friher, da sie nach GARBE (2006c) weniger
aussagekraftig als die Tumordicke nach Breslow ist. Mehrere Autoren (MCDERMOTT
1998, SCOLYER 2003, MURALI 2009) wiesen eine nur malfige Interobserver-
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Korrelation beziiglich des Clark-Levels und damit eine im Vergleich zur Eindringtiefe

nach Breslow schlechtere objektive Reproduzierbarkeit nach.

2.5.3) Weitere prognostische Kriterien

Als negativer prognostischer Faktor hat sich eine Ulzeration des Priméartumors
etabliert. Dies wurde 1953 erstmals sowohl von TOMPKINS als auch unabhéngig
hiervon von ALLEN dargestellt und seither vielfach bestatigt (BALCH 2001a,
CALLENDER 2011). Ulzeration ist gemafls AJCC-Klassifikation von 2009 (BALCH
2009) definiert als ,locally advanced lesion“, d.h. eine Unterbrechung in der
Epidermis. Nach SPATZ 2003 und GARBE 2006c ist diese AJCC-Definition jedoch
problematisch, da die Kontinuitdt der Epidermis auch iatrogen und durch
Kratzartefakte unterbrochen werden kann, welche jedoch prognostisch nicht von
Relevanz sind (HELM 2004). Meist geht die lokale Ulzeration mit einer
Entziindungsreaktion sowie einer krustigen Auflagerung einher. Die Ulzeration
korreliert mit der Tumordicke, der Metastasierung (BALCH 200l1a) und dem
Fortschreiten in ein hoheres Tumorstadium (REINTGEN 1992).

Ein weiterer prognostischer Faktor ist die Mitose-Rate im Primartumor (BALCH
2011), die ebenfalls Einzug in die aktuelle AJCC-Klassifikation gefunden hat. Sie
beschreibt die Anzahl der Mitosen (Zellkernteilungen) pro mm2. Das Fehlen von
Mitosen ist als prognostisch giinstig im Vergleich zum Vorhandensein derselben
anzusehen. Weiterfuhrende Gruppierungen in unterschiedlich hohe Mitoseraten
ergaben keine Unterschiede (AZZOLA 2003).

Ein relevanter prognostischer Faktor ist die Hohe des Laktatdehydrogenase-Werts im
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Serum (VEREECKEN 2012).

Als etabliert gilt der Tumormarker S100B, der von GUO 1995 erstmals beschrieben
wurde und dessen erhéhte Werte mit einer unginstigeren Prognose einhergehen
(HAUSCHILD 1999a, EGBERTS 2008). Dennoch ist auch dieser wegen seiner
geringen Spezifitat (bei hoher Sensitivitat) nicht unumstritten, da auch viele benigne
Zellen (Langerhans-Zellen, dendritische Zellen des Parakortex, Schwann-Zellen
kleiner Nerven und Naevuszellen) sowie Tumorgewebe anderer histogenetischer
Arten (z.B. Meningeome, Gliome, chondroide Tumoren) von ihm markiert werden.
AulRerdem konnte OTTO 2000 auch erhthte S100-Spiegel nach sportlicher Aktivitat
nachweisen. Als Screeningmarker ist S100 fur hohere Melanomstadien geeignet
(HAUSCHILD 1999b, SCHMITZ 2000).

Des Weiteren stellen die Lokalisation des Primartumors (GARBE 1995), der Grad der
Metastasierung sowie das Alter und Geschlecht des Patienten (BALCH 2001a)
ebenfalls Prognoseparameter dar.

2.5.4) Prognose

Unter der Prognose versteht man die Vorhersage des erwarteten Krankheitsverlaufs,
die sich aus empirischen Erkenntnissen ergibt. Sie ist somit keine deterministische
Festlegung, sondern eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit anhand statistischer
Daten. Insbesondere bei bdsartigen Erkrankungen wie dem malignen Melanom ist
sie sowohl fiir die betroffenen Patienten als auch fir die behandelnden Arzte von
erheblicher Relevanz. Einerseits stellen sich die Betroffenen Fragen Uber die
verbleibende Lebenszeit sowie mdgliche Schmerzen und Symptome, andererseits
orientieren sich auch die medizinischen Malinahmen daran.

Neben der Lokalisation eines Tumors sind grundsatzlich fir die Prognose das
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Grading (Differenzierung) und das Staging (Tumorstadium) von entscheidender
Bedeutung. Hierdurch erfolgt eine Einteilung in prognostisch homogene Gruppen.
Zuséatzlich bestimmen die zur Verfugung stehenden Therapiemoglichkeiten die
Prognose.

Wahrend eine gute Prognose fur eine Komplettremission und damit
Heilungsmdoglichkeit spricht, bedeutet eine schlechte bis infauste Prognose ein
Fortschreiten des Primartumors und/oder seiner Metastasen. Dies fuhrt unweigerlich
zum Tod, dessen Ursache meist ein Multiorganversagen durch Metastasen ist, oft in
Folge einer Tumorkachexie (FUKUDA 2009). Bei einer schlechten Prognose steht
somit nicht die Heilung (kurative Therapie), sondern stehen die Symptomkontrolle
und Erhaltung der Lebensqualitat (palliative Therapie) im Vordergrund.

Nach zahlreichen ubereinstimmenden Studien winschen sich Krebspatienten mit
uberwaltigender Mehrheit Aufklarung Uber ihre Diagnose (NOONE 2000) und
Prognose (PIMENTEL 1999, LOBB 2001, HARI 2007). In den letzten Jahrzehnten
erfolgte zwar ein Paradigmenwechsel innerhalb der Arzteschaft hin zu einer
vermehrten Aufklarung Uber die Diagnose (NOVACK 1979, THOMSEN 1993), die
Aufklarungsbereitschaft beziglich der Prognose ist jedoch erheblich geringer und
weicht von den Patientenwiinschen enorm ab (DALLA VORGIA 1992, ELGER 2002),
wobei erhebliche regionale Unterschiede vorliegen (HOSAKA 1999, VOORHEES
2009, CSIKOS 2010). Verantwortlich fur die &arztliche Hemmung, prognostische
Aussagen zu treffen, sind insbesondere die Unsicherheit bzgl. der Genauigkeit
(IWASHYNA 2001), die Einstellung, den Patienten vor schlechten Nachrichten
bewahren und schitzen zu wollen (FALLOWFIELD 2002), die Befirchtung eines
Kontrollverlustes (FRIEDRICHSEN 2006), die Bedenken, psychische Probleme damit
zu verursachen (SHAHIDI 2010) und die eigene kommunikative und emotionale
Unsicherheit (HORTON 2011).
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2.6) Histopathologie

Den Goldstandard in der Melanomdiagnostik stellt die histopathologische Beurteilung
dar. Zunachst ist primar zwischen ,in situ* und ,nvasiv® zu unterscheiden,
anschlieBend sind Breslow-Tumordicke, Clark-Invasionslevel und Ulzeration zu

klassifizieren.

Das Melanoma in situ (Abbildung 15) zeichnet sich typischerweise durch die
unscharfe Begrenzung der lateralen melanozytaren Komponente, eine Vermehrung
von atypischen Melanozyten (pleomorphe Kerne, breites Zytoplasma) in meist allen
Schichten (,pagetoides Muster* / “scatter of melanocytes* / ,buck-shot-pattern” /
“schrotschussartiges Bild“) der Epidermis (fokal oft vermehrt, einzeln im Gegensatz
zu Nestern), ungleichmaflige Abstéande zwischen intraepidermalen Melanozyten und
Melanozytennestern sowie durch eine im Stratum papillare vorliegende aktinische

Keratose aus.

A
.

Abbildung 15: Melanoma in situ (LMM). Eigene Darstellung, Farbung: HE,
Vergrol3erung: dem Mal3balken im Bild entsprechend.
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Das invasive Melanom (Abbildung 16) hat sich bereits Uber die Dermis hinaus
ausgebreitet und weist neben den Kriterien des In-situ-Melanoms zusatzlich die
Moglichkeit zu metastasieren, eine asymmetrische Tumorarchitektur mit unscharfer
Begrenzung, fehlende Melanozytenreifung (gréRere Zellelemente mit Atopien,
vermehrt in Einzelformationen im Vergleich zu Nestern), konfluierende in Gro3e und
Form variierende, oft unscharf begrenzte Nester von Melanozyten (,Sheets") mit
unterschiedlichen Abstanden zueinander, Nachweis von Mitosen, das Vorliegen
verschiedener Zellarten (meist mit atypischen Kernen) sowie ,pagetoide
Durchwanderung“ der Melanozyten durch alle Schichten (Melanozyten in Nestern

oder einzeln durch die gesamte Epidermis) auf.

Abbildung 16: Superfiziell spreitendes Melanom. Eigene Darstellung, Farbung: HE,
Vergrol3erung: Vergrol3erung: dem Maf3balken im Bild entsprechend.

32



2.7) Immunhistochemie

Bereits Mitte der flinfziger Jahre des 20. Jahrhunderts gelang mittels Antigen-
Antikorper-Reaktion der Nachweis von Mikroorganismen in Gewebeschnitten durch
die ,direkte Immunfluoreszenz”, wobei mit Fluorochrom konjugierte Antikdrper an das
nachzuweisende Antigen binden und sich das Antigen so im Fluoreszenzmikroskop

nachweisen lasst.

Grundsatzlich beruht die Methode der Immunhistochemie auf der Affinitdt von
Antikdrpern zu einem bestimmten Epitop. Dieses, auch als antigene Determinante
bezeichnet, beschreibt eine bestimmte Gewebeeigenschaft wie beispielsweise eine
Aminosauregruppe oder eine Oligosaccharidkette (LANG 2006).

Wird der passende Antikdrper (gewonnen z.B. aus dem Serum von Versuchstieren)
aufgebracht, kommt es zu einer spezifischen und starken Bindung zwischen diesem
und dem Epitop. Diese wird meist indirekt nachgewiesen und erfolgt durch eine
neuerliche immunologisch-chemische Reaktion. Hierzu werden gegen den priméren
Antikodrper gerichtete sekundéare Antikorper, die mit einem Marker versehen sind,

verwendet. Dadurch wird die Bindung optisch nachweisbar.

Zur Sicherheit sind auf’erdem jeweils Kontrollfarbungen (Positivkontrollen =
Kontrollschnitt, der das nachzuweisende Antigen sicher enthéalt, sowie

Negativkontrollen) anzufertigen.

Beim malignen Melanom nehmen immunhistochemische Marker eine wichtige Rolle
ein, da mittels konventioneller Mikroskopie gelegentlich keine eindeutige

Zelltypdifferenzierung moglich ist.
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Ein wichtiger melanozytenspezifische Marker ist Melan A / MARTL, der allerdings
beim desmoplastischen Melanom negativ sein kann (BUSAM 1998). Er wurde 1994
von zwei voneinander unabhangigen Forschungsgruppen beschrieben und von
KAWAKAMI als ,Melanoma Antigen Recognized by T-Cells* (MART), von COULIE

als ,Melanocyte Antigen* (Melan-A) bezeichnet.

Haufig wird auch HMB-45 (Human Melanoma Black, Zellklon 45) benutzt. Dieser
monoklonale Antikdrper ist relativ spezifisch und sensitiv und erlaubt insbesondere
eine Unterscheidung zwischen Naevus und Melanom. An gleicher Stelle

(melanosomales Protein gpl100) greift auch MAA (Melanoma Associated Antigen) an.

BOGDAHN beschrieb 1989 erstmals ein Protein namens MIA (melanoma inhibitory
activity), welches Melanomzellen in den Extrazellularraum sezerniert (BLESCH
1994). BOSSERHOFF konnte 1997/1998 zeigen, dass MIA die Metastasierung von

Melanomen férdert und sich sehr gut als Screeningmarker eignet.

Regelmalig eingesetzt wird ein Antikorper gegen das Protein S-100 (,Soluble
100%"), der zwar sehr sensitiv, hingegen weniger spezifisch ist (s.0.).

Neu verwendet wird mitunter auch (STRUB 2011) der Marker MITF (Microphthalmia
Transcription Factor), wahrend sich weitere wie Tyrosinase noch in der
experimentellen Erprobung (UGUREL 2006) befinden.

Da keiner der Antikdrper mit absoluter Sicherheit zwischen maligne und benigne zu
unterscheiden vermag, werden mitunter auch Proliferationsmarker wie Ki-67 (,Kiel
Zellkklon 67%) / MIB1 (,Made in Borstel) und PCNA (Proliferating Cell Nuclear

Antigen) verwendet.
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2.8) Maspin

2.8.1) Aligemeines

Maspin (Mammary Serin Protease Inhibitor) ist ein Protein von 42 kDa, das aus 375
Aminosauren besteht und vom Gen SERPIN B5 (Serin Protease Inhibitor Clade B
Member 5) kodiert wird. Lokalisiert ist dieses Gen auf Chromosom 18g21.3-g23 in
unmittelbarer Nahe zu weiteren Tumorsuppressorgenen (z.B. PAI-2, DCC, DPCA4)
und Onkogenen (BCL-2, SCCA-1, SCCA-2). Es gehoért zur Familie der Serpine, die
zu den Serin-Protease-Inhibitoren zéhlen. Serin-Proteasen selbst spielen eine
entscheidende Rolle bei der Tumorinvasion und Metastasierung.

Im gesunden Gewebe lasst sich Maspin in epithelialen Zellen von Brust, Prostata,
Thymus, Haut, Plazenta, Hoden, Atemwegen und Mund nachweisen (PEMBERTON
1997, FUTSCHER 2002).

Im Jahre 1994 konnte ZOU beschreiben, dass Maspin von gesundem Mammaepithel
exprimiert wird, nicht jedoch von den meisten Zelllinien von Mammakarzinomen. Die
Maspinexpression wird beim Progress vom benignen zum invasiven und
metastasierenden Tumortypus herunterreguliert. Aufgrund dessen wurde vermutet,
dass es sich bei Maspin um ein Tumorsuppressorgen handelt.

Eine Inhibition der Invasion und Migration von Tumorzellen durch Maspin zeigte
SHENG 1996 auch beim Prostatakarzinom.

Diese Wirkung konnte NGAMKITIDECHAKUL 2003 auf eine exponierte reaktive
Seitenkette (RCL, Abbildung 17) zurickfihren. Die RCL von Maspin scheint notig far
dessen Aktivitat als Inhibitor der Zellmigration zu sein (BASS 2002, PEMBERTON
1995) sowie die Zelladhasion zwischen Basalmembran und extrazellularer Matrix zu
induzieren (SCHAEFER 2003).
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B-sheet C

Tyr84 P

Tyrl66 / ‘N/‘ \
R .7

Abbildung 17: Kristallstruktur von Maspin mit reaktiver Seitenkette (lila) aus:
LAW 2005
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Maspin hemmt die Angiogenese (ZHANG 2000, CHER 2003, MARIONI 2005), was

ebenfalls fur die Rolle von Maspin als Tumorsuppressorgen spricht.

FUTSCHER zeigte 2004, dass die Maspinexpression zelltypspezifisch durch
epigenetische Veranderungen reguliert wird. TELLEZ stellte 2009 fest, dass die
Grundlage dessen die unterschiedlich starke Methylierung der CpG-Inseln (Cytosin-
phosphatidyl-Guanin) in der Promoter-Region (d.h. in dem DNA-Abschnitt, der die
Genexpression bestimmt) ist: Maspin-positive Zellen (z.B. benignes Prostata-/
Mamma-Epithel, Keratinozyten) zeigen dort keine Methylierung, wahrend Maspin-
negative Zellen (z.B. Fibroblasten, Lymphozyten, Myozyten, Hepatozyten,
Knochenmarkszellen) umfassende Methylierungen aufwiesen, was zu einer
Hemmung der Transkription fuhrt.

Bei der Untersuchung von Melanomzelllinien konnte WADA 2004 eine inverse
Korrelation zwischen Methylierungsstatus des Promoters und der Maspinexpression

sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene nachweisen.

ENDSLEY (2011) konnte entschlisseln, dass Maspin auf der Zelloberflaiche einen
Komplex mit uPA (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator) / uPAR (Urokinase-Typ
Plasminogen Aktivator Rezeptor) und B1-Integrin bildet und dass dieser Komplex fir
die FoOrderung der Zelladhdsion und fur die Inhibition der Migration eine
entscheidende Rolle spielt. Offenbar kann Maspin durch seine Integration in diesen
Komplex eine Veranderung der Konformation oder der Mobilitat des uPAR bewirken,
die zu einer abweichenden Bindung oder Aktivierung von B1l-Integrin fuhrt. Die
dadurch bewirkte verminderte Zellmigration bei gesteigerter Adhéasion wirde fur die
Rolle von Maspin als Tumorsuppressorgen sprechen.
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Auch der Thrombinrezeptor PAR-1 (Protease-aktivierter Rezeptor 1) scheint eine
entscheidende Rolle zu spielen: Dieser war bei Melanomen und anderen malignen
Tumoren uberexprimiert (VILLARES 2011la, BRAEUER 2011). Eine PAR-1-
Unterdrickung fuhrte (VILLARES 2011b) zu geringerer Tumordicke, geringerer

Metastasierung und zu einem 40fachen Anstieg der Maspinexpression.

Zusammenfassend konnte KHALKHALI-ELLIS 2006 statuieren, dass diese
tumorsuppressiven Effekte von Maspin durch eine Beeinflussung der Zellmotilitat,
Invasion, Metastasierung, Hemmung der Angiogenese und Interaktion mit dem

Tumorsuppressorgen p53 erfolgten.

Damit wurde eine starke Expression von Maspin in Tumoren mit einer guten
Prognose in Verbindung gebracht (Anhang 6.3.1), sei es fir Brust (z.B. MAASS 2001
a/b, BELTRAN 2011), Harnblase (BEECKEN 2006), Kehlkopf (MARIONI 2006),
Kolon (ZHENG 2007), Lunge (z.B. NAKAGAWA 2006, TAKANAMI 2008), Magen
(z.B. WANG 2004, YANG 2011), Niere (BLANDAMURA 2006), Ovar (z.B. SECORD
2006), Prostata (CHER 2003, LIU 2012), Speicheldrise (NAVARRO 2004),
Schilddruse (BOLTZE 2003a) oder Zunge (YASAMATSU 2001).

Kontrar hierzu werden in zahlreichen Berichten Korrelationen zwischen sehr hoher
Maspinexpression und besonders aggressivem Tumorwachstum, schlechter
Differenzierung und damit auch Prognose beschrieben (Anhang 6.3.2). Diese
Eigenschaften widersprechen der Funktion von Maspin als Tumorsuppressorgen,
sprechen vielmehr fir dessen Rolle als Onkogen und konnten beispielsweise flr
bestimmte Karzinome der Brust (z.B. LEE 2006), des Endometriums (LI 2007), der
Gallenblase (MAESAWA 2006, KIM 2010), der Harnblase (SUGIMOTO 2004,
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JUENGEL 2010), des Kolons (z.B. UMEKITA 2006), der Lunge (z.B. HIRAI 2005),
des Magens (z.B. YU 2007), des Ovars (z.B. ABD EL-WAHED 2005, LIN 2011), des
Pankreas (z.B. CAO 2007), der Speicheldrise (NAKASHIMA 2006) und der
Schilddrise (OGASAWARA 2004) gezeigt werden.

2.8.2) Die Expression von Maspin in der Haut und be i

Hautveranderungen

FUr Neoplasien der Haut existieren bislang funf Studien Uber die Expression von

Maspin, die jedoch nicht zu Ubereinstimmenden Ergebnissen gelangten:

2002 untersuchte REIS-FILHO die Expression von Maspin in
Plattenepithelkarzinomen, Basalzellkarzinomen und in normaler Epidermis und
statuierte, dass gemal} seiner Ergebnisse die vermutete Rolle von Maspin als
Tumorsuppressorgen nicht unterstitzt werden konne, da keine Korrelation der
Maspinexpression mit Zellproliferation, Wachstumsmuster, Grad der Desmoplasie im

Stroma sowie anderen pathologischen und prognostisch relevanten Faktoren auftrat.

2004 vermutete WADA nach widerspruchlichen Expressionsergebnissen von Maspin
bei Untersuchungen an Melanomen, dass die Maspinexpression in normalen
Hautmelanozyten und melanozytaren Naevi in einer zellartspezifischen Art und
Weise unterdrickt werde, wohingegen die Expression in einer Teilmenge von
epigenetisch  veradnderten Melanozyten unterschiedlich sei und forderte
weitergehende Untersuchungen.
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DENK stellte schlieBlich 2007 die Behauptung auf, dass Maspin ein
Tumorsuppressor des malignen Melanoms sei, nachdem sie in ihrer in-vitro-Studie
eruiert hatte, dass bei Melanom-Zellen im Gegensatz zu normalen epidermalen
Melanozyten ein Verlust der Maspin-Expression vorliegt. Au3erdem wurden Klone
von Melanomzellen mit einem Expressionsvektor flir Maspin transfiziert: bei stabiler
Transfizierung konnte - wie in voribergehend transifizierten Zelllinien auch - eine
verminderte Invasivitdt nachgewiesen werden, jedoch kein Unterschied im Hinblick
auf Proliferation und Migration. Des Weiteren konnte durch exogen zugeflgtes
Maspin ebenfalls eine Verhinderung der Invasion erreicht werden, was fur eine
Wirkung direkt auf der Zelloberflache spricht.

Bei dieser Studie fanden vorzugsweise in-vitro-Versuche unter Verwendung der
Zelllinien Mel Im, Mel Ei, Mel Wei, Mel Ju, Mel Juso, Mel Ho, SK Mel3, SK Mel28,
HTZ19d und HMB2 statt.

VEREECKEN konnte 2006 beim Melanom eine geringergradige Maspinexpression
bei mittleren und hohen Tumordicken im Vergleich zu Melanomen niedriger
Tumordicke nachweisen und folgerte daraus, dass Maspin bzw. dessen
Expressionsverlust bei steigender Tumordicke eine Rolle bei der Progression, der

Invasion und der Metastasierung spiele.

Zuletzt vermutete CHUA 2009 eine Funktion von Maspin als Tumorsuppressorgen
bei malignen Melanomen. In seiner Studie korrelierte er das immunhistochemische
Expressionsmuster von Maspin in 77 Melanomen mit Angiogenese, Tumordicke und
Outcome. In Naevi zeigte sich eine starke, in normaler Haut keine Maspin-
Expression, im Initialstadium maligner Melanome eine starkere Farbung im Vergleich

zum spateren invasiven Wachstum. Bei den Melanomen konnte eine statistisch
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relevante inverse Korrelation zwischen Maspinexpression und Mikrogefal3dichte
sowie einer Tumordicke von mehr als 0,76 mm aufgezeigt werden, jedoch weder

eine positive noch negative Korrelation zu Prognose und Outcome.

REIS-FILHO (2002) untersuchte aulRerdem das Farbeverhalten von Maspin in
normaler Haut. Dabei konnte er feststellen, dass es einen sukzessiven Anstieg der
zytoplasmatischen und membrandsen Expression von suprabasal zum Stratum
spinosum sowie granulosum gab, wahrend Basalzellen grundsatzlich negativ
blieben.

In Haarfollikeln war Maspin durchgehend im Zytoplasma sowie der Membran reifer
Zellen der Haarmatrix und der Keimschicht exprimiert, ebenso in der Henle- und
Huxley-Schicht wie auch in der Haarkutikula, fokal aul3erdem in einigen Zellen der
aulleren Haarscheide. Negativ verliefen die Farbungen in der perifollikularen
Bindegewebs-Hiille, wahrend reife Talgdrisen eine intensive zytoplasmatische sowie
gelegentlich nukledre Maspin-Reaktivitat zeigten, wohingegen diese bei
Schweil3drisen auffallig unterschiedlich zu Tage trat (z.T. Immunreaktivitat in allen
Zellen nuklear und zytoplasmatisch, z.T. ausschlie3lich nuklear). Komplett negativ
blieben dermal mesenchymale Zellen, endotheliale Zellen, Perizyten, glatte

Muskelzellen, Nervenzellen und Adipozyten.
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2.9) Ziele und Fragestellung der Arbeit

Das maligne Melanom stellt eine der bedeutendsten Tumorentitaten dar, dessen
Relevanz sich kontinuierlich sowohl in Mitteleuropa als auch weltweit steigert. Sowohl
aus medizinischer als auch aus gesundheitsbkonomischer Sicht ware es
winschenswert, wenn sich eine sichere prognostische Aussage Uber eine zu
erwartende Metastasierung sowie die Gesamtiiberlebensrate treffen lie3e. Die
Wertigkeit der Maspinexpression im Primartumor soll deshalb untersucht und

folgende Fragen beantwortet werden:

1. Existiert ein unterschiedliches Expressionsmuster fir Maspin je nach
Geschlecht und Melanom-Subtyp?

2. Wie verhalt sich das Expressionsmuster in Melanomen mit verschiedenen
Tumordicken und -stadien gemald der Tumordicke nach Breslow, dem Clark-
Level und dem TNM-Stadium?

3. Lassen sich aus dem (semiquantitativen) Maspin-Farberesultat des
Primartumors Aussagen im Hinblick auf das progressionsfreie Uberleben
(PFS) und das Gesamtuberleben (OAS) ziehen?

4. Wie verhalten sich die Ergebnisse im Vergleich zu den in der Diagnostik
verwendeten Tumormarkern S100 und der Invasionstiefe nach Breslow?

5. Fungiert Maspin beim malignen Melanom als Tumorsuppressorgen oder als

Onkogen?
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3) Material und Methodik

3.1) Auswahlkriterien

Fur die Arbeit wurden Mitte 2008 Patienten mit histologisch gesichertem malignen
Melanom (Erstdiagnose 2001 bis 2008) ausgewahlt, die sich seit 2001 in der Klinik
fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Universitatsklinikums des
Saarlandes in Homburg/Saar in Behandlung befanden und sich entweder dort oder
bei niedergelassenen Arzten in der onkologischen Nachsorge befanden. Bei der
Auswahl wurden ausschlie8lich Primartumore bertcksichtigt, wobei alle vier
histologischen Typen des malignen Melanoms eingeschlossen wurden. AulRerdem
sollte ein moglichst langes Follow-Up mit regelmafligen Nachkontrollen gegeben
sein. Die letzte Nachuntersuchung und Datenerfassung erfolgte am 30.06.2011. Uber

diese Kriterien konnten 47 Patienten in die Studie eingeschlossen werden.

3.2) Patienten

21 Méanner und 26 Frauen (Abbildung 18) der Jahrgdnge zwischen 1923 und 1988

wurden in die Studie eingeschlossen. Zum Zeitpunkt der Auswertung betraf der

gemittelte Geburtsjahrgang das Jahr 1946. Bei den Patienten lagen histologisch
gesicherte maligne Melanome in den TNM-Stadien pT1a bis pT4b vor. Die Mehrzahl
davon waren superfiziell spreitende Melanome. Neben den vier histologischen
Haupttypen lag auch ein amelanotisches Melanom vor. Die Tumoreindringtiefen
lagen zwischen in situ und Clark-Level V. Die Tumordicken nach Breslow betrugen

zwischen 0,2 mm und 12 mm.
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Geschlecht ménnlich 21 (44.7%)

weiblich 26 (55.3%)
TNM-Stadien pTla 16 (34.04%)
pT1b 0 (0%)
pT2a 8 (17.02%)
pT2b 2 (4.25%)
pT3a 6 (12.76%)
pT3b 3 (6.38%)
pT4a 2 (4.25%)
pT4b 7 (14.89%)
n.a. 3 (6.38%)
Subtyp SSM 23 (48.9%)
NMM 16 (34.0%)
ALM 3 (6.4%)
LMM 4 (8.5%)
AMM 1(2.1%)
Tumordicke (mm)  <1.00 mm 18 (38.3%)
>1.00 - 2.00 mm 10 (21.3%)
>2.00 - 4.0 mm 12(25.5%)
>4.00 mm 7 (14.9%)
Clark-Level in situ 1(2.13%)
I 0 (0%)

[ 16 (34.04%)
I 17 (36.17%)

IV 8 (17.02%)
Y% 4 (8.51%)
n.a. 1(2.13%)

Abbildung 18: Patientendaten (eigene Darstellung)
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3.3) Schnitte

Zunachst wurden zu den zuvor ausgewahlten Patienten die in Formalin fixierten und

in Paraffin eingebetteten Melanombioptate/-exzidate herausgesucht und zur
besseren Schneidbarkeit mit einer Kuhlplatte bis unter 0° Celsius abgekunhlt.
Anschliel3end wurden mit dem Mikrotom BIOCUT 2030 der Firma Reichert-Jung aus
dem Spenderblock jeweils ca. 7 um dicke Schnitte angefertigt, die in warmem
Wasser gestreckt und auf Objekttrager gebettet wurden.

Durch Inkubierung im Brutschrank bei 37° Celsius wurden die Exzidatschnitte auf

den jeweiligen Objekttragern fixiert.

3.4) Entparaffinierung

Uber eine absteigende Alkoholreine (100%, 100%, 96%, 70%) mit Xylol und mit
Isopropanol (= lIsopropylalkohol) wurde das Bettungsmaterial Parrafin von den

Schnitten gel6st. Im Anschluss erfolgte eine dreiminitige Inkubation in destilliertem
Wasser, durch das noch verbliebene Reste des Alkohols vom Objekttrager entfernt

wurden.

3.5) Farbungen

Wahrend die Hamatoxylin-Eosin-Farbungen manuell angefertigt wurden, erfolgten
die Antikorper-Farbungen vollautomatisch mit dem Autostainer® der Firma DAKO®.
Dieser erlaubt eine Automatisierung manueller Farbemethoden fur bis zu 48
Mikroskop-Objekttrager. An Reagenzien waren hierzu Pufferlésung, 2AK, Alkaline-
Phosphatase, RED-Chromogen (C, D, E, Verdinnungsmedium F), Hamatoxylin

sowie die jeweiligen Antikbrper notwendig.
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3.5.1) Hamalaun-Eosin (HE)

Zur eindeutigen Identifizierung tumorhaltigen Probematerials erfolgte eine
konventionelle HE-Farbung.

Zunachst wurde hierzu mit Hamalaun Mayer drei Minuten lang gefarbt. Dies ist eine
Kernfarbung, bei der die charakteristische blaue Farbe zu Tage tritt. Die Schnitte
wurden anschlieRend geblaut, d.h. unter Spilen mit Leitungswasser fixiert.
Anschlie3end erfolgte fir eine Minute die Farbung mit Eosin-Losung, wodurch
Zytoplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern rot gefarbt werden.

Hierbei entsteht in den Kernen ein rot-violettes Mischbild durch Eosin und Hamalaun.

Schlief3lich wurde mit Aqua dest. gespuilt.

3.5.2) Maspin

Die vorbereiteten Schnitte wurden zunachst fir 10 Minuten im Dampfbad erwarmt
und anschlieRend mit Waschpuffer ausgewaschen. Dann erfolgte eine
vollautomatische Farbung mit dem DAKO Autostainer unter Verwendung des
monoklonalen Maus-Antikdrpers (Verdinnung 1:25 nach vorheriger Testung und
Durchfuhrung einer Verdinnungsreihe) gegen Maspin der Firma Acris Antibodies,
Klon EAW 24, Host IgG2a.

3.6) Nachbereitung

Die gefarbten Objekttrager wurden in Wasser gewaschen und mit dem

Schnelleindeckmittel Entellan® eingedeckt, mit einem Deckplattchen belegt und

anschlie3end unter dem Mikroskop analysiert.
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Mit dem Programm OpenOffice Calc von Sun Microsystems wurde anhand der
vorliegenden  Patientenakten, schriftichen und telefonischen  Auskinften
niedergelassener Arzte und einzelnen Privatauskiinften betroffener Patienten eine
Tabelle erstellt, in der zu jedem Patienten das Alter zum Zeitpunkt des Primarius, das
Geschlecht, der Tumortyp, die Tumordicke, das Clark-Level, der S100-Wert, ggf. das
Auftreten von Metastasen und ggf. der Todeszeitpunkt sowie das Maspin-

Farbeergebnis zusammengestellt wurden.

Zur Analyse der Farbeintensitat legten wir eine semiquantitative Auswertung zu
Grunde mit den Werten 0 (keine Farbung) bis 3 (sehr kréaftige Farbung):

0 Keine Farbung
1 Schwache Féarbung
2 Mittelstarke Farbung

3 Starke Farbung

Abbildung 19: Semiquantitative Auswertung der Farbeintensitat (eigene Darstellung)

Die Auswertung, jeweils getrennt flr Epidermis, Junktionszone, invasiv-dermale Zone
(sofern nicht in situ) sowie Adnexe wurde unabhdngig voneinander von zwei
verschiedenen Befundern durchgefiihrt und die Werte anschliel3end gemittelt. Dabel
konnte eine sehr hohe Interobserver-Korrelation erreicht werden.

Zur besseren Differenzierbarkeit erfolgte hierbei keine Rundung, sodass die Skala

auf Schritte von jeweils 0,5 erweitert wurde und somit letztlich 7 Kategorien anfielen.
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3.7) Gerate und Chemikalien

Paraffin Kliniplast Gewebe-Eindeckmedium,
KLINIKA Medical GmbH, Usingen, BRD
Kuhlplatte Tissue Tek Cryo Console,
Miles Scientific, Rockford, USA
Mikrotom Rotationsmikrotom BIOCUT 2030,
Reichert-Jung, Nussloch, BRD
Wasserbad Typ WB24,
Medax Nagel GmbH, Kiel, BRD
Objekttrager Menzel-Glaser Objekttrager,
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, BRD
Inkubator Tissue Drying One TDO 51.0,
Medite Medizintechnik, Burgdorf, BRD
Xylol Xylol Pharm. Helv. VI,
Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Isopropanol Isopropylalkohol GMP,
August Hedinger GmbH & Co KG, Stuttgart, BRD
Aqua dest Christ Ministil P5,

aqua quick Wassertechnik & Regenerierservice GmbH,
Schwalbach, BRD

Dampfbad DG 2844,

CTC Clatronic International GmbH, Kempen, BRD
Waschpuffer Dako Wash Buffer, DAKO, Glostrup, DK
Farbeautomat Dako Autostainer Plus, DAKO, Glostrup, DK
2AK K5005 Dako REAL Link, Biotinylated Secondary Antibodies,

DAKO, Glostrup, DK
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AP K5005

RED K5005

Hamatoxylin

Maspin-AK

Entellan

Deckplattchen

Mikroskop

Dako REAL Streptavidin Alkaline Phosphatase,

DAKO, Glostrup, DK

Dako REAL Chromogen 1/2/3 (x28) & AP Substrate Buffer,
DAKO, Glostrup, DK

Dako Real Hematoxylin,

DAKO, Glostrup, DK

Anti-Maspin

Acris Antibodies, Herford, BRD

Microscopy Entellan Neu Schnelleindeckmittel fir die
Mikroskopie,

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Deckglaser fur die Mikroskopie,

R. Langenbrinck Labor- u. Medizintechnik, Emmendingen,
BRD

Olympus Europa GmbH, Hamburg, BRD
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4) Ergebnisse

4.1) Maspin-Expression in unterschiedlichen

Hautschichten

Maspin wurde in 46 von 47 Melanomschnitten exprimiert, jedoch je nach Praparat
und Lokalisierung innerhalb der Hautschichten in unterschiedlicher Haufigkeit und
Intensitat.

Im epidermalen Bereich zeigte sich bei 46 der 47 Schnitte (97,9%) eine Farbung und
damit eine Maspinexpression. Die Intensitat war meist kraftig mit einem in etwa

linearen Anstieg von keiner bis sehr starker Expression (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Intensitat der Maspinexpression epidermal (x-Achse) bezogen auf die
Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.
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Nur bei wenigen Praparaten liel3 sich epidermal keine (1 Préaparat, 2,1%) oder sehr
geringe (3 Praparate (6,4%) mit Intensitat 0,5, 6 Praparate (12,8%) mit Intensitat 1)
Maspinexpression feststellen. In einer erheblich grél3eren und graduell ansteigenden
Anzahl traten mittelstarke Expressionen auf. Die mit Abstand meisten Schnitte (14
Praparate, 29,8%) wiesen eine maximale Expression von Maspin auf (Abbildung 21),
sodass sich insgesamt eine linear steigende Korrelation zwischen Fallzahlen und

Expressionsstarke ergab.

Abbildung 21: Sehr starke Expression von Maspin in der Epidermis am Beispiel eines
LMM, Clark Level Ill, Tumordicke nach Breslow 0,44mm, pTla. Eigene Darstellung,
Farbung: HE und Maspin-Antikdrper, VergrofRerung: 20x.
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Im Gegensatz hierzu war die Expression von Maspin sowohl im junktionalen
(Abbildung 22) als auch im invasiven Part (Abbildung 23) der Melanome im
Durchschnitt deutlich schwacher bzw. oft gar nicht vorhanden. Bei diesen
Hautschichten war bei Uber der Halfte der begutachteten Schnitte keinerlei
Expression nachweisbar (junktional bei 27 Praparaten (57,4%), invasiv bei 28
Praparaten (60%)). In einem Teil der Praparate zeigte sich hier zumindest eine sehr
schwache Anfarbung (Abbildung 24). Mittelstarke bis starke/maximale Expression
war in beiden Hautschichten nur in Einzelfallen nachweisbar (je 1x (2,1%)).
Insgesamt zeigte sich ein anndhernd exponentiell verlaufender Fall der absoluten

Anzahl von keiner zur starksten Farbung.
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Abbildung 22: Intensitat der Maspinexpression junktional (x-Achse) bezogen auf die
Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.
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Abbildung 23: Intensitat der Maspinexpression invasiv (x-Achse) bezogen auf die
Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.

Abbildung 24: Schwache, aber dennoch deutlich erkennbare Expression im dermal-
invasiven Teil eines NMM Clark Level V, Tumordicke nach Breslow 4mm, pT4b.
Eigene Darstellung, Farbung: HE und Maspin-Antikorper, VergréRerung 50x.
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Die Lokalisation der Maspinfarbung auf zellularer Ebene war pradominant

zytoplasmatisch bei gelegentlicher nukledrer Expression (Abbildung 25).

Abbildung 25: Sehr starke Maspinexpression in einem NMM Clark Level V,
Tumordicke nach Breslow 12mm, pT4b mit Lymphangiosis carcinomatosa. Eigene
Darstellung, Farbung: HE und Maspin-Antikorper, VergréRerung 10x.

Eine meist kraftige Expression zeigten auch basale Keratinozyten, wahrend sich in

umliegender gesunder Haut keinerlei Farbung nachweisen liel3 (Abbildung 26).

Level V, Tumordicke nach Breslow 8mm, pT4b. Eigene Darstellung, Farbung: HE und
Maspin-Antikdrper, Vergrol3erung 50x.
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Zusammenfassend zeigte sich meist eine kréaftige epidermale Maspinexpression,
eine deutlich schwachere bis nicht vorhandene im invasiv-junktionalen Bereich der
Melanome und keine Expression in der normalen Haut (Abbildung 27).

Abbildung 27: Starke Expression im epidermalen Teil eines LMM (Clark Level I,
Tumordicke nach Breslow 0,5mm, pT3a) bei schwacher invasiv-junktionaler Farbung.
Eigene Darstellung, Farbung: HE und Maspin-Antikorper, VergroRerung 20x.
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4.2) Maspin-Expression bei den verschiedenen

Melanom-Subtypen

Bei der Untersuchung der Expression von Maspin je nach zugrunde liegendem
Melanomtyp konnten deutliche Unterschiede im Farbemuster fur die
unterschiedlichen Melanomtypen detektiert werden (Abbildung 28).

100,0%—

Melanomtyp
W aLm
I
L rana
M g
80,0% = — Cssm

™

=

b

[

N

O 60,0%

|

o

=

£

=

o

= 40,0%—

[451

L

20,0%—
0,0% T T I:I T T T L

alu] S0 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Intensitit der invasiven Maspinexpression

Abbildung 28: Prozentuale Verteilung der Maspin-Expression bei unterschiedlichen
Melanom-Subtypen am Beispiel der invasiven Farbung. Eigene Darstellung.
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Aufgrund der begrenzten Anzahl lassen sich beim amelanotischen Melanom (1
Praparat, sehr schwache epidermale Farbung, keine invasive/junktionale Farbung)
und beim akrolentigiosen Melanom (3 Pr&parate mit starker bis sehr starker
epidermalen Farbung, einmal schwach positive, sonst negative invasive/junktionale

Farbung) keine Ergebnismuster valide feststellen.

Von den 23 superfiziell spreitenden  Melanomen zeigten fast alle eine sehr starke
bis maximale epidermale Expression (85,7% mit Expression = 1,5). Im junktionalen
Teil des Melanoms waren hierbei 14 von 21 auswertbaren Praparaten negativ
(66,7%), im invasiven Abschnitt 15 von 19 negativ (78,9%). Eine starkere
Maspinexpression zeigte sich sowohl im invasiven (4 Praparate, 21,1%) als auch im
junktionalen (7 Préaparate, 33,3%) Abschnitt vergleichsweise deutlich seltener.
Insbesondere das Farbeergebnis im invasiven Part zeigte eine steil abfallende
Fallzahl fur starkere Farbungen (15 negative Préaparate, 2 Praparate mit Intensitat
0,5, je 1 Praparat mit Intensitat 1 und 2). Die durchschnittliche Farbeintensitat betrug

0,21 im invasiven Part des Melanoms.

Von den vier vorliegenden Lentigo-maligna -Melanomen zeigten alle eine
mittelstarke bis maximale epidermale Expression. Im junktionalen Melanomabschnitt
lag bei 2 Praparaten (50%) eine mittelstarke Expression von 1,5 bzw. 2 bei zwei
negativen Ergebnissen vor, im invasiven Teil waren von drei auswertbaren
Praparaten zwei negativ (66,7%) und eines sehr stark positiv (33,3%). Die

durchschnittliche Farbeintensitat betrug im invasiven Abschnitt 0,83.
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Beim nodular malignen Melanom (16 Praparate) zeigte sich eine hundertprozentige
Positivitdt der Expression in der Epidermis bei relativ aquivalenter Verteilung der
Farbestufen zwischen 1 und 3. Im junktionalen Abschnitt liel? sich in 5 von 14
auswertbaren Fallen (35,7%) eine Farbeintensitat von 0,5 und in einem Fall (7,1%)
eine maximale Farbeintensitat von 3 nachweisen. Von besonderer Auffalligkeit ist hier
das invasive Expressionsmuster: Nur die Minderheit der Félle (7 Praparate, 43,8%)
zeigte keinerlei Expression, wahrend sich die Mehrzahl (9 Praparate, 56,2%) als
positiv in verschiedenen Intensitaten darstellte und somit vergleichsweise viele
Ergebnisse im schwach bis stark positiven Bereich auftraten. Im invasiven Abschnitt
zeigte sich demnach hier eine durchschnittliche Farbeintensitat von 0,78.

Die Maspinexpression im invasiven Part des Tumors bei nodular malignen
Melanomen scheint demnach von besonderer Bedeutung zu sein, da hier im
Vergleich zu anderen Melanomtypen sowohl haufiger eine positive Maspinexpression
als auch deutlich héhere Werte der Maspinexpression vorlagen. Mittels Chi-Quadrat-
Test liel3 sich keine Korrelation zwischen Farbeintensitat und Melanomtyp (p = 0,79)
nachweisen. Diese wurde auch zwischen Farbung positiv/negativ und Melanomtyp
(p = 0,13) nicht signifikant erreicht. Wurden allerdings nur die haufigsten
Melanomtypen NMM und SMM betrachtet, konnte zwar keine Korrelation zwischen
Farbeintensitat und Melanomtyp gezeigt werden (p = 0,178), hingegen wurde diese
mit p = 0,032 fur die Korrelation zwischen Melanomtyp und Farbung positiv/negativ

erreicht.
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4.3) Korrelationen der Maspinexpression mit

Staging- und Grading-Parametern

Die Resultate der Maspin-Farbungen wurden in Korrelation mit bekannten
Prognoseparametern flr das maligne Melanom gesetzt. Hierbei handelte es sich um
das Tumorstadium gemalRl TNM-Klassifikation des American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (BALCH 2001b), die S100-Expression im Primarius sowie die
Tumordicke nach Breslow und das Clark-Level des Primartumors.

4.3.1) Korrelation mit TNM-Stadium

Die TNM-Klassifikation erfolgte gemald der sechsten Edition des AJCC von 2001
(Abbildung 29) (BALCH 2001b), wobei nur das T-Stadium bertcksichtigt wurde.

T-Stadium Tumordicke Grad der Ulzeration

T1 <1,0 mm a: ohne Ulzeration und Clark-Level II-llI

b: mit Ulzeration oder Clark-Level IV-V

T2 1,01 — 2,0 mm a: ohne Ulzeration

b: mit Ulzeration

T3 2,01 — 4,0 mm a: ohne Ulzeration

o))

b: mit Ulzeration

T4 > 4,0 mm : ohne Ulzeration

o 9

> mit Ulzeration

Abbildung 29: T-Stadium der TNM-Klassifikation des malignen Melanoms der AJCC
(eigene Darstellung nach RUITER 2001)
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Im junktionalen Abschnitt der Melanome lie3 sich keine Korrelation mit dem T-
Stadium nachweisen (p = 0,922). Im epidermalen Bereich zeigte sich eine Korrelation
in H6he von p = 0,059, womit die statistische Relevanz knapp verfehlt wurde. Mit
einer Korrelation von p = 0,023 konnte diese jedoch im invasiven Abschnitt des
Melanoms gezeigt werden (Abbildung 30).
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Dn.a.
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WpT2h
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WpT3b
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Anzahl der Priparate

o

o= 1 T T
00 50 1,00 1,50 2,00 a0

T N

Intensivitdt der invasiven Maspinexpression

Abbildung 30: Kaorrelation von T-Stadium (farbige Balken, y-Achse entspricht der
jeweiligen Anzahl an Praparaten) mit Farbung im invasiven Bereich (x-Achse).
Eigene Darstellung.

4.3.2) Korrelation mit Clark-Level

Es ergab sich keine Korrelation zwischen Clark-Level und der junktionalen
Maspinexpression (p = 0,507), ebensowenig mit der epidermalen (p = 0,432). Die
Korrelation mit dem Farberesultat des invasiven Teils des Melanoms lag mit

p = 0,053 an der Grenze der statistischen Relevanz.
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4.3.3) Korrelation mit Eindringtiefe nach Breslow

Die Eindringtiefe nach Breslow in Millimetern zeigte keine Korrelation mit der
Expression von Maspin im epidermalen (p = 0,316) und junktionalen (p = 0,62) Teil
des Melanoms. Eine deutliche statistisch signifikante Korrelation lie3 sich zwischen
der Eindringtiefe und der Maspinexpression im invasiven Part des Melanoms
(p = 0,002) nachweisen (Abbildung 31).

3,00 o

2,507 o Q

2,00 o

1,507

1,00

0,50 @

Intensitat der invasiven Maspinexpression

R-Guadrat inear = 0,208

0,00+ 000D a0 @O0 O O @ O O o

T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 5,00 3,00 10,00 12,00

Eindringtiefe nach Breslow in mm

Abbildung  31: Korrelation von Eindringtiefe  (x-Achse) mit invasiver
Maspinexpression (y-Achse). Schwarze Kreise entsprechen einzelnen Praparaten,
der rote Graph beschreibt die daraus berechnete Tendenz/Funktion. Eigene
Darstellung.
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4.3.4) Korrelation mit S100

Die Expression von S100 im Primarius zeigte keine Korrelation zur Expression von
Maspin im junktionalen (p = 0,708) und invasiven (p = 0,905) Melanomabschnitt,
jedoch zur epidermalen Expression mit p = 0,017 (Abbildung 32).

3,00

2,009

Mittelwert s100

1,00

0,00~

50 1,00 1,50 2,00 2,50

Intensitit der epidermalen Maspinexpression

Abbildung 32: Korrelation zwischen epidermaler Maspinexpression (x-Achse) und
S100-Expression (y-Achse). Der ,Ausreifler” bei der epidermalen Maspinexpression
von 0O in der Grafik lasst sich durch die diesbezigliche Fallzahl von n = 1 erklaren,

wahrend die Fallzahlen starkerer Expressionen jeweils deutlich héher liegen. Eigene
Darstellung.
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4.4) Korrelation mit Metastasierung und Tod

Die mittlere zensierte metastasenfreie Zeit betrug 41 Monate bei einem maximalen
metastasenfreien Follow-Up von 119 Monaten (bis Zensierung). Insgesamt traten bei
8 Patienten Metastasierungen zwischen dem Monat der Erstdiagnose und dem 16.

Monat nach Erstdiagnose auf (Abbildung 33).

Metastasierungsfunktion

—1Metastasierungsfunktion
1,07 —t Zensiert

0,67

0,47

Kum. Metastasenfreiheit

0,27

0,07

| I I | | | I
0 20 40 60 80 100 120

Monate

Abbildung 33: Metastasierungsfreie Zeit (PFS) mit zensierten Fallen. Eigene
Darstellung.
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Die mittlere zensierte Uberlebenszeit betrug 45,3 Monate bei einem maximalen

Uberleben von 119 Monaten (bis Zensierung). Insgesamt verstarben 4 Patienten

zwischen dem 10. und 74. Monat nach Erstdiagnose (Abbildung 34).

Uberlebensfunktion

1,07

0,87

0,67

0,47

Kum. Uberleben

0,27

0,07

ST

—1Uberlebensfunktion
—+ Zensiert

40

60
Monate

80

I
100

I
120

Abbildung 34: Uberlebenszeit (OAS) mit zensierten Fallen. Eigene Darstellung.
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Aus den Follow-Up-Untersuchungen ergaben sich Informationen tber das Auftreten
von Metastasen und Todesféllen. Das sich daraus ergebende progressionsfreie
Uberleben (PFS) und Gesamtiiberleben (OAS) wurde mit den Expressionen von
Maspin im Primartumor korreliert. Diese Analyse erfolgte mittels Kaplan-Meier-
Kurven. Durch eine Verlangerung des Follow-Up-Zeitraums liegen hierzu Ergebnisse
aus einem kurzeren Zeitraum (bis Juli 2009, jeweils erster Wert) und einem langeren

Zeitraum (bis Juli 2011, jeweils zweiter Wert) vor.

Darauf bezogen, ob Metastasen und/oder der Tod eintrat (unabhangig vom Zeitpunkt
und vom Zeitraum zwischen Erstdiagnose und dem betreffenden Ereignis), zeigte
sich epidermal weder fur Metastasierung (p = 0,283 respektive 0,146) noch fur den
Todeseintritt (p = 0,604 respektive 0,319) eine Korrelation zur Maspinexpression.
Gleiches galt fur die Maspinexpression im junktionalen Teil fur Metastasierung
(p = 0,532 respektive 0,410) und Tod (p = 0,883 respektive 0,672). Bei der
Korrelation des Ergebnisses der invasiven Maspinexpression mit der Metastasierung
konnte kein Zusammenhang festgestellt werden (p = 0,164 respektive 0,274). Die
anfangs mit p = 0,019 noch relevante diesbeztigliche Korrelation des OAS liel3 sich in

der Folge mit p = 0,164 nicht mehr nachweisen (Abbildung 35).

Maspin Anzahl Zensiert

(invasiv) Gesamtzahl Todesfille N Prozent

0,0 28 1 27 1,0
0,5 5 0 5 1,0
1,0 2 0 2 1,0
1,5 3 2 1 0,3
2,0 1 0 1 1,0
2,5 2 1 1 0,5
3,0 1 0 1 1,0
Gesamt 42 4 38| 09

Abbildung 35: Todesfélle in Abhangigkeit von der Intensitat der Maspinfarbung.
Eigene Darstellung.
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Bezogen auf den Zeitraum zwischen Erstdiagnose und dem Ereignis
Metastasenaulftritt bzw. Tod konnte epidermal weder fiir den Zeitraum bis zum Eintritt
von Metastasen (p = 0,235) noch fiir den Zeitraum bis zum Todeseintritt (p = 0,228)
eine Korrelation gezeigt werden. Ebenso verhielt es sich fur den junktionalen Teil
bezogen auf die Zeitrdume bis zum Metastaseneintritt (p = 0,576) und Tod
(p = 0,935). Im invasiven Part zeigte sich ebenfalls keine Korrelation der
Maspinexpression mit dem Zeitraum bis zum Auftreten von Metastasen (p = 0,188).
Hingegen korrelierte dort die Farbeintensitat von Maspin signifikant (p = 0,007) mit
der Uberlebenszeit (Abbildungen 36 und 37).

Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Signifikanz

Log Rank 7,376 1 0,007
(Mantel-Cox)

Abbildung 36: Korrelation der invasiven Maspinfarbung mit OAS. Eigene
Darstellung.
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Uberlebensfunktionen

Maspinexpression
(invasiv)
N | ’0
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Abbildung 37: Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der Intensitéat

Maspinfarbung. Eigene Darstellung.
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5) Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Expressionsmuster und die Farbeintensitét
von Maspin in Primartumoren von malignen Melanomen zu eruieren und mdgliche
Korrelationen zu Geschlecht und Alter der Patienten, Subtyp des Melanoms,
Tumordicke und -stadium (gemafR der Tumordicke nach Breslow, dem Clark-Level
und dem TNM-Stadium) sowie dem progressionfreien Uberleben und dem
Gesamtiuberleben aufzuzeigen. Damit sollte sich die Wertigkeit einer Maspinfarbung
in primar kutanen Melanomen als prognostischer Parameter oder Tumormarker im
weiteren Sinne, auch im Vergleich mit gebréduchlichen Tumormarkern, beurteilen

lassen.

Nach der Entdeckung von Maspin im Jahr 1994 durch ZOU folgten im Anschluss
zahlreiche Studien Uber die Funktion und Wirkungsweise von Maspin. Da erste
Ergebnisse fir eine Rolle von Maspin als Suppressor der Tumorprogression von
Malignomen sprachen, wurde die Expression von Maspin in der Folge an zahlreichen
soliden Tumoren untersucht. Fir Neoplasien der Haut gelangten die bislang
existierenden Studien jedoch nicht zu Ubereinstimmenden Ergebnissen.
Insbesondere aufgrund der hohen Pravalenz des malignen Melanoms ware es
winschenswert, eine prognostische Aussage bei Erstdiagnose eines Melanoms
treffen zu kdnnen. Meilensteine in der Entwicklung von Prognoseparametern bei
malignen Melanomen waren die Ergebnisse von ALLEN 1953, CLARK 1969 und
BRESLOW 1970, die eine Stadieneinteilung mit prognostischer Aussagekraft zur
Folge hatten.
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In der Folge wurden zahlreiche Studien unternommen, um die prognostische
Aussage von pradiktiven Markern oder Tumormarkern zu prazisieren, unter einer
Vielzahl von anderen auch fur Maspin. Da hierzu die bisherige Studienlage nicht zu
eindeutigen Ergebnissen gelangte, war es Ziel dieser Arbeit, hierzu zuséatzliche
Studienergebnisse zu erbringen und einen Beitrag zur wissenschaftlichen Bewertung

von Maspin als Prognoseparameter bei malignen Melanomen liefern zu kénnen.

Zahlreiche Forschungsgruppen (ZOU 1994, SEFTOR 1998, MAASS 2001l1a/b, SHI
2002) konnten innerhalb der letzten Jahre aufzeigen, dass ein Verlust der
Maspinexpression bei Patientinnen mit Mammakarzinom mit einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet war und Maspin offenbar als Tumorsuppressorgen
fungierte. Kontrar hierzu gelangten andere Gruppen zum Ergebnis, dass Maspin bei
verschiedenen Malignomen wie Pankreas- und Ovarialkarzinom (CAO 2007,
ABD EL-WAHED 2005), aber auch bei bestimmten Formen des Mammakarzinoms
(UMEKITA 2002) vielmehr ein Onkogen sei. Dies wurde damit begriindet, dass eine

erhohte Maspinexpression im Gewebe mit einer schlechteren Prognose einherging.

2009 untersuchte CHUA die Expression von Maspin in normaler Haut, in Naevi und
in primar kutanen Melanomen. Hierbei zeigten alle benignen als auch dysplastischen
Naevi eine starke (prddominant nukledre) Maspinexpression, wahrend die
Melanozyten normaler Haut negativ blieben. 78% der Melanome in der primaren
radialen Wachstumsphase (Tumordicke <0,76 mm) und 46% der Melanome in der
sekundaren vertikalen Wachstumsphase (Tumordicke >0,76 mm) waren Maspin-
positiv. Zusatzlich konnten signifikante inverse Korrelationen von Maspin mit der
Dichte der Tumorangiogenese (p = 0,018) sowie der Tumordicke (p = 0,007) gezeigt

werden. Hieraus folgerte CHUA, dass Maspin vermehrt in dinneren Tumoren mit
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geringer GefalBneubildung exprimiert wird und Maspin vermutlich ein
Tumorsuppressorgen sei. Hingegen ergaben die Untersuchungen von VEGF
(vascular endothelial growth factor), Clark-Level, Breslow-Dicke und Tumorstadium
alle eine signifikante positive Korrelation mit der Mikrogefal3dichte bzw. mit dem

Gesamtiberleben.

VEREECKEN untersuchte 2006 die Schnitte von 76 primaren Melanomen, 10
Melanommetastasen und 13 benignen Naevi auf ihre Maspinexpression. Dabei
exprimierten 95% der Melanome Maspin in unterschiedlicher Intensitat: Stark bei
dinnen Primartumoren, schwacher bei dickeren Melanomen. 31% der benignen

Naevi und 70% der Metastasen waren (jeweils schwach) Maspin-positiv.

Beim Vergleich der beiden erlauterten Studien fallt auf, dass deren Ergebnisse stark
voneinander abweichen. Dies betrifft insbesondere die Expressionsraten von Maspin
in primaren Melanomen und benignen Naevi. Auffallig ist dies vor allem deshalb, well
beide Forschungsgruppen den gleichen primaren Antikdrper (mouse monoclonal
anti-human maspin antibody, Becton Dickinson 550839, clone G167-70)
verwendeten. FUr die dieser Arbeit zugrunde liegende Untersuchung wurde ein
anderer Antikorper (mouse monoclonal anti-human maspin antibody, Acris
Antibodies, clone EAW?24) verwendet. Dies reduziert die Vergleichbarkeit unserer
Ergebnisse mit den Vorarbeiten in einem geringen Grad. Grundsatzlich ist
anzumerken, dass bei der Bewertung immunhistochemischer Studien beachtet
werden muss, dass meist Standards fiur die jeweiligen Farbetechniken und deren
immunhistochemische Auswertung fehlen. Somit muss in der Regel auf in der
Literatur beschriebene Empfehlungen und Erfahrungen zurtickgegriffen werden,

wobei diese mitunter erheblich voneinander abweichen kénnen.
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Auch in unserer Arbeit traten Resultate auf, die zu den Ergebnissen von CHUA
(2009) und VEREECKEN (2006) nicht kongruent sind. 97,9% der von uns
untersuchten Melanome zeigten eine Expression von Maspin (mindestens im
epidermalen Anteil). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die Maspinexpression
im invasiven Part des Tumors signifikant mit einer gréf3eren Tumordicke und einem
hoheren Clark-Level korreliert, die ihrerseits bereits alleine fir eine schlechtere
Prognose sprechen. Es konnte keine statistisch relevante Korrelation zwischen der
Maspinexpression im invasiven Part des Melanoms und dem Auftreten von
Metastasen oder Tod (Uber den gesamten Follow-Up-Zeitraum ohne Wichtung der
Zeitspanne) gezeigt werden. Es bestand auch keine Korrelation zwischen
Farbeergebnis und dem Zeitraum zwischen Erstdiagnose und Metastasenauftritt.
Hingegen zeigte sich zwischen Farbeintensitat und Gesamtuberleben (OAS) eine
statistisch relevante Korrelation.

Dass eine Korrelation nur zwischen Maspinexpression und Gesamtiberleben, nicht
jedoch zwischen Maspinexpression und metastasenfreiem Uberleben bzw.
Maspinexpression und dem Auftreten von Metastasen/Tod unabhéngig vom Zeitpunkt
nachweisbar war, kann mdglicherweise auf der verhaltnisméRig geringen Fallzahl
beruhen. Auch die unterschiedlich langen Follow-Up-Zeiten kdnnten hierbei eine
Rolle spielen. Hintergrund dessen kénnen beispielsweise Drop-Outs (Lost to Follow-
Up) oder Todesfalle aus natUrlichen/anderen Ursachen sein. Bei einer
Zwischenauswertung divergierten die Follow-Up-Zeiten noch weniger stark. Zu
diesem friheren Zeitpunkt waren noch mehr Korrelationen zwischen der
Farbeintensitat und dem Auftreten von Metastasen/Tod gegeben, sowohl abhangig

als auch unabhéngig von der Dauer seit Auftritt des Primarius.

Die geringe Anzahl der Praparate beruhte wesentlich auf den hohen Kosten des
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Maspin-Antikorpers, sodass bereits im Vorfeld diskutierte mdgliche Fehler sich nicht
Uber eine hohere Fallzahl eliminieren lieRen. Weitergehende Studien mit
entsprechend héheren Fallzahlen waren jedoch zur Validierung der Ergebnisse

winschenswert.

Eine weitere Moglichkeit fir die nicht in allen Fallen gegebene relevante Korrelation
konnte in einer quantitativ und qualitativ unterschiedlichen Nachsorge liegen: Das
mitunter jahrelange Follow-Up erfolgte nicht ausschlief3lich im Universitatsklinikum
des Saarlandes in Homburg/Saar, sondern auch bei niedergelassenen Dermatologen
und gelegentlich auch Hausarzten. Gemald der europaischen Leitlinie von 2010
(GARBE 2010) umfasst die Nachsorge unter anderem die Instruktion zur
Selbstuntersuchung, die Feststellung der Tumorfreiheit, die Friherkennung einer
Progression und die Uberwachung des Pigmentsystems, um atypische Naevi und
Zweitmelanome frihzeitig zu identifizieren. In den ersten finf Jahren nach
Erstdiagnose wird eine Nachsorgehaufigkeit von 2-4 pro Jahr empfohlen. Inwieweit
die Qualitat der Nachkontrollen auf neu aufgetretene Metastasierungen im
ambulanten Sektor diese Kriterien erflllt und somit leitliniengerecht ist, bleibt im
Einzelfall unklar. Fehler im Sinne einer Dunkelziffer an neu auftretenden Metastasen
sind somit nicht auszuschlieBen. Zuletzt kdnnte auch die subjektive quantitative
Auswertung der Expression von Maspin eine Rolle spielen. Hier wurde eine
Fehlinterpretation jedoch bestmdglich minimiert, indem die Interpretation der

Ergebnisse unabhéngig voneinander durch zwei Befunder vorgenommen wurde.
In diesem Zusammenhang ist aul3erdem zu erwahnen, dass Metastasen zwar
grundsatzlich  die  Prognose  verschlechtern, sich  jedoch je nach

Metastasierungslokalisation sehr unterschiedlich verhalten: BALCH zeigte 2001b im
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»LAmerican Joint Committee on Cancer Staging System for Cutaneous Melanoma*
auf, dass Hautmetastasen eine hochsignifikant bessere Prognose aufweisen als
Lungenmetastasen und diese wiederum eine ebenfalls hochsignifikant bessere als
Leber- und Hirnmetastasen.

Da es in unserem ohnehin kleinen Kollektiv nur in wenigen Féllen zum Auftreten von
Metastasen im Beobachtungszeitraum kam, wurde auf eine statistische Auswertung
im Hinblick auf die Lokalisierung der Metastasen verzichtet. Es erscheint zumindest
denkbar, dass madglicherweise nur deshalb keine Korrelation zwischen
Maspinexpression und der Metastasierung gezeigt werden konnte, weil prognostisch

sehr unterschiedliche Metastasierungslokalisierungen gemeinsam betrachtet wurden.

Eine Adjustierung der p-Werte fur multiples Testen wurde nicht vorgenommen, so

dass eine hohere Irrtumswahrscheinlichkeit méglich ist

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der von uns festgestellte Anteil
Maspin-positiver Melanome sich von den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen

unterscheidet.

Weitergehende Analysen unserer Gruppe, die nicht integraler Bestandteil dieser
Arbeit waren, ergaben zusatzlich, dass unterschiedliche Ergebnisse auch fir das
Muster der Farbung gefunden wurden. Vier von uns untersuchte Zelllinien (SK Mel 5,
SK Mel 28, Mel Juso und MeWo) zeigten eine starke Maspinexpression, wahrend die
auf PCR-Untersuchungen beruhenden Beobachtungen von DENK 2007 (keine
Expression bei 10/10 Melanom-Zelllinien inklusive SK Mel 28) und WADA 2004

(keine Expression bei 4/5 Melanom-Zelllinien) andere Ergebnisse lieferten. Die
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Farbeintensitat und die Expressionslokalisation (bevorzugt zytoplasmatisch)
unterschieden sich in den vier untersuchten Linien nicht wesentlich. Es zeigte sich
somit insbesondere kein Unterschied zwischen metastatischen Zelllinien wie
SK Mel 5 und Zelllinien, die aus Primarmelanomen stammen wie z.B. Mel Juso.
Wurden die Zelllinien hingegen mit 5-Aza-dC (Decitabine / Dacogen®) demethylisiert,
zeigten sie samtlich Maspin-Positivitat. Dies weist darauf hin, dass die Expression
von Maspin — wie die verschiedener anderer Tumorsuppressorgene auch — durch
epigenetische Modifizierung im Sinne einer Methylisierung am Promotor reguliert
wird. So zeigte BOLTZE 2003b, dass beim Schilddrisenkarzinom Uuber eine
Methylierung die Expression des Promotors Maspin supprimiert wird. Ahnliches gilt
fur das kolorektale Karzinom (BETTSTETTER 2005). KHALKHALI-ELLIS hingegen
zeigte 2006, dass eine Uberexprimierung von Maspin bei Krebsentitaten wie Magen-,
Pankreas- und Ovarialkarzinom auf einer Demethyliseriung des Promoters beruht.
Abweichende  Promoter-Konfigurationen im  Sinne  von  Hyper- und
Hypomethylisierung sind bei Melanom-Zelllinien weit verbreitet, wie TELLEZ 2009
nachweisen konnte.

Abschlie3end bleibt festzuhalten, dass die Farbe- und damit Expressionsresultate
von Maspin zwischen allen Gruppen voneinander abwichen, sowohl was die Anzahl
der positiven Schnitte als auch was das Farbemuster angeht. Dieser Divergenz liegt
maoglicherweise eine epigenetische Veranderung der Maspinexpression zugrunde. Zu
bertcksichtigen ist jedoch auch die Verwendung unterschiedlicher Antikorper, was

ebenfalls zu unterschiedlichen Resultaten beigetragen haben kénnte.
In dieser Untersuchung zeigte die Maspinexpression im invasiven Part des
Melanoms eine Korrelation mit der Tumordicke nach Breslow, der Eindringtiefe nach

Clark und dem Tumorstadium. Fir die Expression im epidermalen und junktionalen
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Teil des Tumorschnitts liel sich hingegen keine Korrelation nachweisen. Dies
entspricht der Beobachtung von DIETMEIER 2006, der fir das kolorektale Karzinom
zeigen konnte, dass eine Maspinfarbung in erster Linie im invasiven Tumorabschnitt
auftrat. Dies war mit einer erhohten lokalen Tumorinfiltration und Aggressivitat sowie
einer Progredienz der Erkrankung verbunden. Aus diesem Grund scheint die
Betrachtung des invasiven Parts von priméar kutanen Melanomen im Hinblick auf die
Maspinexpression die wichtigste Rolle zu spielen und eine dort detektierbare starke

Maspinexpression fur einen aggressiven Phanotyp des Melanoms zu sprechen.

Kombinationen aus verschiedenen prognostischen Markern erlauben nach UTIKAL
2007 sowie UGUREL 2009 die derzeit detaillierteste prognostische Voraussage.

Fur die Anforderungen an die Charakteristik des idealen Tumormarkers bzw.
pradiktiven Markers existieren zahlreiche Vorschlage, jedoch keine allgemeingultigen
Kriterien. BIGBEE (2003) forderte beispielsweise, dass der ideale Tumormarker
organspezifisch, einfach nachweisbar, spezifisch, frih, in nachweisbaren Mengen
produziert werden, quantitativ korrelieren, eine geringe Halbwertszeit haben sowie in
einem Standardverfahren reproduzierbar sein misse. Gemall MCSHANE (2005)
muss eine Verbindung zu einem klinischen Outcome bestehen und der
prognostische Marker im Kklinischen Management des Patienten berlcksichtigt
werden. HENRY stellte 2006 drei Anforderungen auf: Klarer Nutzen, klare
Unterschiede in Outcome oder Behandlung bei positivem bzw. negativem Marker
und verlassliche Ergebnisse. DIAMANDIS forderte 2004 neben hoher Sensitivitat,
Spezifitat und pradiktivem Wert eine dadurch ermdglichte bessere Diagnose,
Prognose und Abschatzung des therapeutischen Ansprechens.

Diese Anforderungen erfillt Maspin beim malignen Melanom gemaf} unserer Studie

bei relativ geringer Fallzahl derzeit nicht.

75



Aufgrund der stark inkongruenten Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen ist
die Bestimmung der Maspinexpression Uber immunhistochemische Verfahren im
Zuge von routinemafig durchgefihrten diagnostischen Verfahren beim Melanom

derzeit nicht indiziert.
Weitere Forschungsanstrengungen mit groReren Fallzahlen waren winschenswert,

um die Rolle von Maspin beim Melanom abschlieBend und eindeutig klaren zu

kdnnen.
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6) Anlagen

6.1) Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aufbau der Haut (normale Felderhaut). Eigene Darstellung,
Farbung: HE, VergréRerung: dem Mal3balken im Bild entsprechend.

Abbildung 2: Inzidenz des malignen Melanoms 1970-2000 (Robert-Koch-
Institut nach Zahlen des Saarlandischen Krebsregisters, BREITBART
2004)

Abbildung 3: ABCDE-Regel (eigene Darstellung nach BRODELL 1998)

Abbildung 4: Diagnostische Taxonomie zur Beurteilung von Hautlasionen
(eigene Darstellung nach BLUM 2005)

Abbildung 5: Mehrstufiger Algorithmus zur Beurteilung von Hautlasionen
(eigene Darstellung nach STOLZ 2004)

Abbildung 6: Modifizierte ABC-Regel (eigene Darstellung nach BLUM 2003b)

Abbildung 7: Haufigkeit der Melanom-Subtypen (eigene Darstellung,
gerundet nach GARBE 1995/ 2001 / 2006a / 2009)

Abbildung 8: NMM (Wade, eigenes Foto)

Abbildung 9: SSM (Bauch, eigenes Foto)

Abbildung 10: LMM (Wange, eigenes Foto)

Abbildung 11: ALM (Daumen, eigenes Foto)

Abbildung 12: Eigenschaften der Melanom-Subtypen (eigene Darstellung
nach MOLL 2005)

Abbildung 13: Klassifizierung nach CLARK (deskriptiv). Eigene Darstellung
nach CLARK 1969.
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Abbildung 14: Klassifizierung nach CLARK (grafisch). Eigene Darstellung
nach CLARK 1969. Vergrof3erung: dem Malibalken im Bild entsprechend
(Dicke abhangig von der Lokalisation am Korper).

Abbildung 15: Melanoma in situ (LMM). Eigene Darstellung, Farbung: HE,
VergroRerung: dem Mafl3balken im Bild entsprechend.

Abbildung 16: Superfiziell spreitendes Melanom. Eigene Darstellung,
Farbung: HE, VergroRRerung: Vergrof3erung: dem MalRbalken im Bild
entsprechend.

Abbildung 17: Kristallstruktur von Maspin mit reaktiver Seitenkette (lila) aus:
LAW 2005

Abbildung 18: Patientendaten (eigene Darstellung)

Abbildung 19: Semiquantitative Auswertung der Farbeintensitat (eigene
Darstellung)

Abbildung 20: Intensitat der Maspinexpression epidermal (x-Achse) bezogen
auf die Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.

Abbildung 21: Sehr starke Expression von Maspin in der Epidermis am
Beispiel eines LMM, Clark Level Ill, Tumordicke nach Breslow 0,44mm,
pTla. Eigene Darstellung, Farbung: HE wund Maspin-Antikorper,
VergréRerung: 20x.

Abbildung 22: Intensitat der Maspinexpression junktional (x-Achse) bezogen
auf die Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.

Abbildung 23: Intensitat der Maspinexpression invasiv (x-Achse) bezogen auf

die Anzahl der Praparate (y-Achse). Eigene Darstellung.
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Abbildung 24: Schwache, aber dennoch deutlich erkennbare Expression im
dermal-invasiven Teil eines NMM Clark Level V, Tumordicke nach Breslow
4mm, pT4b. Eigene Darstellung, Farbung: HE und Maspin-Antikorper,
VergréfRerung 50x.

Abbildung 25: Sehr starke Maspinexpression in einem NMM Clark Level V,
Tumordicke nach Breslow 12mm, pT4b mit Lymphangiosis carcinomatosa.
Eigene Darstellung, Farbung: HE und Maspin-Antikorper, Vergrol3erung
10x.

Abbildung 26: Starke Anfarbung der epidermalen Keratinozyten eines NMM
Clark Level V, Tumordicke nach Breslow 8mm, pT4b. Eigene Darstellung,
Farbung: HE und Maspin-Antikorper, Vergréf3erung 50x.

Abbildung 27: Starke Expression im epidermalen Teil eines LMM (Clark
Level Il, Tumordicke nach Breslow 0,5mm, pT3a) bei schwacher invasiv-
junktionaler Farbung. Eigene Darstellung, Farbung: HE und Maspin-
Antikorper, VergrolRerung 20x.

Abbildung 28: Prozentuale Verteilung der Maspin-Expression bei
unterschiedlichen Melanom-Subtypen am Beispiel der invasiven Farbung.
Eigene Darstellung.

Abbildung 29: T-Stadium der TNM-Klassifikation des malignen Melanoms
der AJCC (eigene Darstellung nach RUITER 2001)

Abbildung 30: Korrelation von T-Stadium (farbige Balken, y-Achse entspricht
der jeweiligen Anzahl an Praparaten) mit Farbung im invasiven Bereich (x-
Achse). Eigene Darstellung.

Abbildung 31: Korrelation von Eindringtiefe (x-Achse) mit invasiver

Maspinexpression (y-Achse). Eigene Darstellung.
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Abbildung 32: Korrelation zwischen epidermaler Maspinexpression (x-
Achse) und S100-Expression (y-Achse). Eigene Darstellung.

Abbildung 33: Metastasierungsfreie Zeit (PFS) mit zensierten Fallen. Eigene
Darstellung.

Abbildung 34: Uberlebenszeit (OAS) mit zensierten Fallen. Eigene
Darstellung.

Abbildung 35: Todesfélle in Abhangigkeit von der Intensitat der
Maspinfarbung. Eigene Darstellung.

Abbildung 36: Korrelation der invasiven Maspinfarbung mit OAS. Eigene
Darstellung.

Abbildung 37: Gesamtiberleben in Abhangigkeit von der Intensitat der

Maspinfarbung. Eigene Darstellung.

80

62

63

64

65

66

67



6.2) Tabelle mit allen Patientendaten

Lfd. Nr. |Diagnose | * Geb bex CLARK Breslow TNM S[L00 |[ED etT M et] TodT [Tod | letzte U
01 SSM  [28.05.1951| 2 2 0,42 |[pTla 07/2001| keine | O kein 0 02/2011
02 SSM  [21.06.1936] 1 2 0,70 |pTla| 2 |07/2001| keine | O kein 0 06/2011
03 NMM  22.09.1940( 2 2 0,40 |pTla| 2 |08/2001|09/2001| 1 09/2001
04 SSM  [22.09.1936| 1 2 0,60 |pTla| 3 [12/2001| keine | O kein 0 10/2008
05 SSM  [23.03.1964| 2 3 2,00 |pT3al 2 |12/2001| keine | O kein 0 08/2010
06 SSM_ [03.11.1960| 1 3 0,70 |[pT2a| 2 |12/2001| keine | O kein 0 09/2009
07 SSM_ [11.05.1971]| 2 2 0,80 |pTla| 3 |02/2002| keine | O kein 0 07/2004
08 NMM  25.12.1923( 2 4 4,10 |pT4b| 3 |03/2002| keine | 0 |05/2008| 1 05/2008
09 ALM  [13.01.1924| 2 4 3,50 |pT3b| 2 |07/2002| keine | O kein 0 08/2007
10 AMM [30.07.1950| 2 2,25 2 |09/2002| keine | O kein 0 10/2008
11 NMM [18.07.1939] 2 4 1,45 |[pT2a| 2 [02/2003|06/2004| 1 kein 0 03/2011
12 SSM  [13.05.1958| 2 2 0,80 |pTla| 3 |07/2003| keine | O kein 0 09/2008
13 NMM 23.08.1938 1 4 1,60 [pT2b| 2 [07/2003|07/2003| 1 kein 0 08/2010
14 SSM  [08.04.1962| 2 3 1,50 [pT2a| 3 [08/2003| keine | O kein 0 02/2005
15 NMM |30.01.1976( 2 3 0,80 |pTla| 3 |[05/2004| keine | O kein 0 07/2010
16 NMM [13.11.1938| 2 4 3,80 |pT3b| 2 |12/2004| keine | O kein 0 07/2010
17 SSM  [10.09.1934{ 1 2 0,60 |[pTla| 3 |04/2005| keine | O kein 0 05/2009
18 SSM _ [09.03.1941] 1 3 1,20 [pT2b| 2 [02/2006|02/2006| 1 kein 0 03/2011
19 NMM [14.09.1936 1 3 8,00 |pT4b| 3 |02/2006| keine | O kein 0 02/2011
20 SSM  [09.01.1947| 1 2 0,30 |pTla| 3 |[02/2006| keine | O kein 0 03/2006
21 SSM  [03.01.1968| 1 2 0,25 |pTla| 3 |03/2006| keine | O kein 0 10/2010
22 NMM [11.08.1938]| 2 4 4,00 |pT4a| 3 |[03/2006| keine | O kein 0 05/2011
23 LMM  [11.11.1923| 2 0 0,40 |pTlal 3 |05/2006| keine | O kein 0 04/2009
24 SSM  [08.08.1941| 2 2 0,75 1 |06/2006| keine | O kein 0 12/2008
25 SSM  [07.02.1923]| 2 2 0,20 |[pTla 06/2006| keine | O kein 0 04/2011
26 NMM |12.05.1955[ 2 5 4,00 |pT4b| 3 |06/2006|07/2007| 1 [11/2007| 1 11/2007
27 SSM  [04.09.1949( 1 4 2,05 |pT3a| 3 |07/2006 08/2006
28 LMM  [31.07.1936f 1 2 0,50 |pTla| 3 [12/2006| keine | O kein 0 07/2011
29 NMM  127.12.1954( 1 3 2,25 |pT3a] 3 |01/2007{02/2008| 1 |03/2009| 1 03/2009
30 NMM |15.04.1950{ 2 5 7,00 |pT4b| 3 |01/2007| keine | O kein 0 06/2007
31 SSM [28.12.1941] 1 3 1,45 [pT2a| 4 |01/2007| keine [ O | keine | O 03/2011
32 SSM  [05.08.1956| 1 2 0,60 [pTla 02/2007| keine | O kein 0 04/2011
33 NMM [21.05.1951] 1 2 4,00 |pT4b| 3 |[03/2007| keine | O kein 0 05/2011
34 SSM_ [05.09.1951| 1 3 1,20 [pT2a| 3 [04/2007| keine | O kein 0 04/2011
35 SSM_ [16.11.1928]| 1 3 3,00 |pT3a] 3 |05/2007| keine | O kein 0 03/2011
36 NMM ]29.03.1931f 1 3 2,50 |pT3al 3 |05/2007| keine | O kein 0 07/2008
37 SSM  [03.07.1949| 2 3 3,00 |pT3al 4 |05/2007| keine | O kein 0 04/2009
38 SSM  [31.12.1949( 1 2 1,10 |pT2a 07/2007| keine | O kein 0 04/2011
39 ALM  [25.08.1928| 2 3 5,00 09/2007| keine | O kein 0 05/2011
40 LMM  [22.07.1923| 2 3 0,40 ([pTla 09/2007| keine | 0 kein 0 10/2007
41 NMM 07.03.1969( 2 5 12,00 |pT4b 09/2007| keine | O kein 0 01/2009
42 LMM  [09.06.1935| 2 2 0,40 [pTla 10/2007| keine | O kein 0 07/2011
43 NMM [26.03.1938| 1 5 8,00 [pT4b 01/2008|07/2008| 1 [11/2008| 1 11/2008
44 SSN 22.01.1941] 2 3 3,00 ([pT3b 02/2008)03/2008| 1 kein 0 05/2011
45 ALM  [07.04.1943| 1 4 4,50 [pT4a 02/2008| keine | 0 kein 0 03/2009
46 SSM  [05.01.1988| 2 3 1,30 |pT2a 02/2008| keine | 0 kein 0 03/2009
47 NMM ]13.08.1955[ 2 3 1,60 |[pT2a| 3 [03/2008| keine | O kein 0 04/2011
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6.3) Studien uber Maspin als Tumorsuppressorgen /

Onkogen

6.3.1) Tumorsuppressive Eigenschaften (Auswabhl)

Tumorentitat Referenz Maspin-Effekt
Mamma Seftor 1998 inhibiert Invasivitat
Shi 2001 blockt Wachstum, Invasivitat und Metastasierung
Maass 2001a hoéheres Risiko fir Fernmetastasen bei verminderter
Expression
Shi 2002 Inhibition der Progression
Jiang 2002 sensibilisiert fr induzierte Apoptose
Sopel 2005 geringere GefalRdichte
Stark 2010 inverse Korrelation mit Metastasierung
Beltran 2011 induziert Apoptose
Haut Denk 2007 verringert Invasivitat
(Melanome)
Harnblase Beecken 2006 gesteigertes Wachstum bei geringerer Expression
Kehlkopf Marioni 2005 weniger Rezidive
Kolon Song 2002 geringere GefalRdichte
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Boltze 2005 bei geringerer Expression hohere p53-Aktivitat / mehr
Rezidive / kiirzere metastasenfreie Zeit / geringere
Lebenserwartung
Zheng 2007 inverse Korrelation Expression — Lebermetastasen
Lunge Katakura 2006 positive Korrelation mit p53, héhere Lebenserwartung
Nakagawa 2006 hohere Lebenserwartung
Takanami 2008 hohere Lebenserwartung, langeres progressionsfreies
Uberleben
Magen Wang 2004 starkere Progression bei reduzierter Expression
Ito 2004a starkere Progression bei reduzierter Expression
Zheng 2004 inverse Korrelation mit Invasionstiefe, Metastasen, Histologie
Niere Blandamura 2006 inverse Korrelation mit Metastasen
Ovar Secord 2006 inverse Korrelation mit Progression/Tod
Surowiak 2006 bei geringer Expression kiirzeres
Gesamtiiberleben/progressionsfreies Uberleben
Prostata Cher 2003 inhibiert Osteolyse, Wachstum und Angiogenese

McKenzie 2008

vermindert Tumordicke, und Neovaskularisierung

Hall 2008

verhindert Knochenmetastasierung

Speicheldriise

Navarro 2004

Verlust Expression von normalem Gewebe zum CA

Schilddriise

Boltze 2003a

verhindert lokale Invasivitat und systemische Progression

Zunge

Yasamutsu 2001

langeres tumorfreies Intervall, weniger LK-Metastasen
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6.3.2) Onkogene Eigenschaften (Auswahl):

Tumorentitat Referenz Maspin-Effekt
Mamma Umekita 2002 gréBere Tumoren, héheres histologisches Grading,
schlechtere Prognose
Umekita 2003 groRere Tumoren, héheres histologisches Grading
Tsoli 2007 hdheres Stadium, schlechtere Prognose
Lee 2006 hohe Invasivitat, Tumorgrof3e, Dedifferenzierung, schlechte
Prognose
Umekita 2011 héheres histologisches Grading & Korrelation mit
verschiedenen Tumormarkern
Endometrium Murai 2006 korreliert mit Tumordifferenzierung
Tsuji 2007 Uberexpression wahrend Progression
Li 2007 Uberexpression in CA (vs. Normalgewebe)
Gallenblase Maesawa 2006 intestinale Metaplasien
Kim 2010 Korrelation mit Anstieg von Dysplasie zu Karzinom
Harnblase Sugimoto 2004 Uberexpression in CA (vs. Normalgewebe)
Haut Reis-Filho 2002 Uberexpression in CA (vs. Normalgewebe)

Wada 2004

Uberexpression bei einigen Melanomen
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Kolon Bettstetter 2005 Uberexpression in CA (v.a. bei undifferenzierten Tumoren &
an der Invasionsfront)
Umekita 2006 Uberexpression in CA; aggressives Wachstum
Zheng 2007 Steigende Expression in der Adenom-Karzinom-Sequenz
Dietmaier 2006 schlechtere Prognose
Lunge Hirai 2005 Uberexpression in CA, schlechtere Prognose
Magen Son 2002 Uberexpression in Adeno-CA & intestinalen Metaplasien
Akiyama 2003 Uberexpression in Adeno-CA & intestinalen Metaplasien
Terashima 2005 Uberexpression in CA, LK-Metastasen
Song 2007 Uberexpression in CA, héheres Stadium, mehr LK-
Metastasen
Yu 2007 Metastasen, hdhere Invasionstiefe, hdheres TNM-Stadium,
schlechtere Prognose
Ovar Solomon 2006 Uberexpression in CA; schlechtere Prognose (bei

zytoplasmatischer Lokalisation)

Sood 2002 Uberexpression in CA, schlechtere Prognose, geringere
Differenzierung

Rose 2006 Expression in CA vs. Normalgewebe

Bolat 2008 Korrelation mit VEGF, héheres Tumorgrad, hoheres Stadium,
LK-Metastasen, Aggressivitat, schlechtere Prognose

Abd EI-Wahed mehr Metastasen, schlechtere Prognose, hdheres Stadium

2005

85




Pankreas

Ohike 2003

Expression in CA vs. Normalgewebe

Fitzgerald 2003

Expression in CA vs. Normalgewebe

Nash 2007 Expression in CA vs. Entziindung
Lim 2004 schlechtere Prognose, hdheres Stadium
Cao 2007 Expression in CA vs. Normalgewebe, schlechtere Prognose

Speicheldriise

Nakashima 2006

héheres Stadium

Schilddriise Ito 2004b aggressives Wachstum, hohes Stadium, hohe Invasivitat
Schilddriise Ogasawara 2004 undifferenziertere Tumoren
Kopf und Hals Mhawech- schlechtere Prognose

Fauceglia 2007
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