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Einleitung

1. Einleitung

Hautkrebs ist die weltweit haufigste Krebserkrankung in der weil3en Bevdlkerung.
Nach Schatzungen der WHO erkranken jahrlich zwei Millionen Menschen an
Basal- und Plattenepithelkarzinomen und etwa 200000 am malignen Melanom. In
Deutschland liegt die Zahl der Hautkrebs-Neuerkrankungen nach Breitbart (2000)
bei 100000 bis 120000 pro Jahr, davon entfallen etwa 6% auf Melanome. So
macht das maligne Melanom mit ca. 6300 jahrlich in Deutschland neu erkrankten
Menschen rund 2% aller Krebserkrankungen aus (Robert-Koch-Institut, 2002). Auf
die haufiger vorkommenden bésartigen Neubildungen der Epithelzellen der Haut,
Spinaliom und Basalzellkarzinom, entfallen deutlich mehr Erkrankungen, doch nur
0,2% aller Krebstodesféalle. Die Erkrankungshaufigkeit wird aber noch nicht wie

beim malignen Melanom flachendeckend erfasst.

Die Haufigkeit der Diagnose ,malignes Melanom der Haut® ist in den letzten
Jahrzehnten deutlich angestiegen. Seit den 70er Jahren haben sich die
Erkrankungsraten annahernd vervierfacht. Die Griunde liegen zum einen in der
immer alter werdenden Bevoélkerung. Zum anderen weisen epidemiologische
Studien darauf hin, dass einer der pathogenetischen Faktoren bei der
Tumorentstehung die Bestrahlung mit UV-Licht ist, so dass ein weiterer Grund des
Anstieges der Melanomhaufigkeit in dem verdnderten Umgang mit dem
Sonnenlicht vermutet wird. Etwa 95% aller Karzinome treten an

sonnenlichtexponierten  Korperpartien, wie Gesicht, Hals, Nacken und
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Handrucken, auf. Fur das maligne Melanom liegt in Landern mit starker
Sonneneinstrahlung, wie Australien und den Sidstaaten der USA, die Zahl der
Neuerkrankungen mit bis zu 50 je 100000 Einwohner weitaus hoher als in
Mitteleuropa, wo die Inzidenz derzeit etwa bei 6-15 Fallen je 100000 Einwohner
liegt (Garbe et al., 1997; DKZF-Heidelberg 2003). Fall-Kontroll-Studien ergaben,
dass das relative Risiko fur die Entwicklung von Melanomen nach schmerzhaften
Sonnenbranden in der Kindheit und Adoleszenz um das 2- bis 3fache anstieg
(Garbe, 1992; Garbe, 1995). Neben dem malignen Melanom gehort das
Plattenepithelkarzinom zu den Krebserkrankungen der Haut, die ein
Metastasierungspotential aufweisen. Der Morbus Bowen und die aktinische
Keratose werden als Vorstufen bzw. als In-situ-Karzinome aufgefasst. Das
Basalzellkarzinom, als haufigster maligner Hauttumor, metastasiert in der Regel

nicht.

1.1 Klinik der verschiedenen Hauttumoren

1.1.1 Aktinische Keratose

Die aktinische Keratose ist gekennzeichnet durch ein unscharfes Erythem mit
wechselhaft stark ausgepragter Keratose, deren haufigste Lokalisation das
Gesicht (hier besonders die Nase) und der Handriicken ist (Sober und Burstein,
1995). Ein typisch histologisches Charakteristikum ist eine kompakte
Orthohyperkeratose im Wechsel mit einer Parakeratose (siehe Abb. 1). Es handelt
sich um eine relativ haufige Hautveranderung in chronisch lichtexponierten
Arealen der Haut. Uber 60% der Menschen tber 40 Jahre haben mindestens eine
aktinische Keratose (Drake et al., 1995). Am haufigsten sind Menschen betroffen,
die sich viel im Freien aufhalten (Farmer, Matrosen) oder in grof3en Hohen leben
(Sober und Burstein, 1995) und somit einer erhdhten UV-Belastung ausgesetzt
sind. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen (Braun et al., 2000). Die
aktinische Keratose kann aber auch Folge einer Exposition von Réntgenstrahlung,
UV-Licht aus kinstlichen Quellen oder polyzyklischen aromatischen
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Kohlenwasserstoffen sein (Callen et al., 1997). In der Literatur wird kontréar
diskutiert, ob die aktinische Keratose eine Prakanzerose (Butani et al., 2005) oder
bereits ein typisches Carcinoma in situ ist (Callen et al., 1997). In einer Studie von
Marks (Marks et al., 1988) wurde gezeigt, dass eine von 1000 aktinischen
Keratosen in ein invasives Plattenepithelkarzinom tbergeht. Das Ausschalten des
atiologischen Faktors Sonne und verbesserte Aufklarungsarbeit und Pravention ist
zur Vorbeugung der Entstehung von aktinischen Keratosen ausreichend (Marks et
al., 1986). Kuirettage, Elektrodissektion, Kryotherapie, Exzision und topische
Chemotherapie stellen alternative Behandlungsmethoden dar (Drake et al., 1995).
Moderne Therapieoptionen beinhalten die topische Immunmodulation und die

photodynamische Therapie (Marmur et al., 2004).

Abb. 1 Histologie der aktinischen Keratose

Hyper-parakeratotisch verhornende akanthotisch verbreiterte Epidermis. Bandférmiges Entziindungsinfiltrat in
der dermoepidermalen Junktionszone. (HE (Hamalaun-Eosinfarbung) x25).
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1.1.2 Morbus Bowen

Der Morbus Bowen zeigt sich als ein haufig auf sonnenexponierter, seltener auch
auf sonnengeschitzter Haut (Keefe und Smith, 1991) langsam wachsender,
scharf begrenzter, entziundlich gertteter Herd mit variabler Verhornung.
Histologisch kdnnen zahlreiche Kern- und Zellatypien bei intakter Basalmembran
und irregulérer Schichtung der Epidermis nachgewiesen werden (siehe Abb. 2). Er
wurde erstmals 1912 von John Templeton Bowen als eine ,chronisch atypische
epitheliale Proliferation“ beschrieben (Bowen, 1912). Heute z&ahlt man ihn zu den
In-situ-Karzinomen (Sober und Burstein, 1995). Der Ubergang in ein
Plattenepithelkarzinom wird in der Literatur mit einer Haufigkeit von 3% bis 8%
(Glogau, 2000; Graham und Helwig, 1973; Kao, 1986) beschrieben. Er kann in
jedem Alter auftreten, ist jedoch vor dem 30. Lebensjahr sehr selten. Die meisten
Patienten sind bei der Erstdiagnose uber 60 Jahre alt (Kossard und Rosen, 1992;
Kovacs et al., 1996). Frauen sind haufiger betroffen als Manner (Cox, 1994;
Kossard und Rosen, 1992; Thestrup-Pedersen et al., 1988). Die Therapie des
Morbus Bowen besteht in der Exzision, der Kirettage oder der Kryotherapie (Cox
et al., 1999).

Abb. 2 Histologie des Morbus Bowen
Akanthotische Verbreiterung und Parakeratose der Epidermis. Aufhebung der normalen Schichtung .
Dichtes bandférmiges lymphozytéres Entziindungsinfiltrat in der Dermis. (HE, x25)
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1.1.3 Plattenepithelkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom der Haut, auch spinozellulares Karzinom oder
Spinaliom genannt, ist ein maligner Tumor, der selten metastasiert. Die Atiologie
ist ebenso vielfaltig wie die der aktinischen Keratose. Die meisten L&sionen
entstehen auf chronisch entziindeter (z.B. Lupus vulgaris) oder durch Sonnenlicht
oder Roéntgenstrahlung vorgeschadigter Haut (Preston und Stern, 1992). In
Mitteleuropa ist das Plattenepithelkarzinom mit einer Inzidenz von ca. 25-30
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern und Jahr der zweithaufigste maligne
Hauttumor nach dem Basalzellkarzinom (Breuninger und Garbe, 1998). In
Australien betragt die Zahl der Neuerkrankungen rund 1500 pro 100.000
Einwohnern und Jahr. Dies spiegelt eindrucksvoll den Zusammenhang mit
erhdhter UV-Strahlung als wichtigsten atiopathogenetischen Faktor wider. Manner
sind etwas héaufiger betroffen (Diepgen und Mahler, 2002; Stern, 1999). Das
Durchschnittsalter bei Erstdiagnose liegt derzeit bei 70 Jahren (Breuninger und
Garbe, 1998). Die meisten Plattenepithelkarzinome entstehen auf dem Boden von
Vorstufen und In-situ-Karzinomen, wobei die aktinische Keratose die mit Abstand
wichtigste epitheliale Vorstufe darstellt. Der Tumor wéchst haufig exophytisch-
papillomatds oder ulzerierend. Die Tumorzellkomplexe wachsen diffus infiltrierend
und destruierend in die Dermis vor. In den zentralen Anteilen weisen sie
typischerweise konzentrisch geschichtete, meist parakeratotische "Hornperlen" auf
(sieche Abb. 3). Das Ausmall der Verhornung korreliert mit dem
Differenzierungsgrad. Je zahlreicher die Hornperlen im Zentrum der
Tumorzellkomplexe auftreten, desto héher differenziert ist der Tumor (Garbe et al.,
1997). Das Plattenepithelkarzinom wird anhand der Prozentzahl der
undifferenzierten Zellen ohne Verhornungstendenz histologisch in vier Stufen
eingeteilt (Broders, 1921). Zur Behandlung des Plattenepithelkarzinoms stehen die
konventionelle  Chirurgie, die mikrographische Chirurgie, Kryotherapie,

Strahlentherapie, sowie lokale und systemische Chemotherapie zur Verfigung.
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Abb. 3 Histologie des Plattenepithelkarzinoms

Die Tumorzellkomplexe haben Kernatypien und parakeratotische ,Hornperlen” (HE, x25)

1.1.4 Melanozytarer Navus

Unter Navus (,Mal“) versteht man umschriebene Fehlbildungen der Haut
verschiedener Natur. Melanozytare Navi (Navuszellnavi) zeichnen sich durch
fokale Vermehrung von Melanozyten/Navuszellen aus. Es gibt eine Vielzahl
unterschiedlichster Navi, die sowohl Risikoindikatoren als auch direkte Vorlaufer
maligner Melanome sein konnen. Die in dieser Studie bearbeiteten Navi sind
melanozytare Navi vom ,Compound“-Typ, die die groRe Mehrzahl aller
melanozytaren Navi beim Erwachsenen ausmachen. Melanozytare Navi sind der
wichtigste Risikofaktor fur die Melanomentwicklung (Garbe et al., 1994). Einzelne
Studien haben eine hohe Rate (Uber 50%) von nachweisbaren
Navusassoziationen maligner Melanome gezeigt (Sagebiel, 1993; Skender-
Kalnenas et al.,, 1995). Bei etwa 25% aller malignen Melanome koénnen im
histologischen Préparat noch dermale Navuszellverbé&nde in Kontinuitat mit dem
malignen Melanom nachgewiesen werden (Stadler und Garbe, 1991; Stolz et al.,
1989). Der melanozytare Navus vom ,Compound“-Typ ist eine regelmalig
geformte, hell- bis dunkelbraune, flache Papel. Die Grof3e betragt in der Regel 3-

5mm im Durchmesser. Histologisch finden sich Melanozytengruppen
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(Navuszellnester) in der dermoepidermalen Junktionszone und im oberen Korium.
Die dermalen Zellverbdnde zeigen eine Abnahme des Zellkernvolumens der
Melanozyten und der Pigmentierung (siehe Abb. 4) Eine besondere Uberwachung
ist wegen der gro3en Verbreitung nicht angezeigt. Wegen ihrer regelmaliigen
Form und Farbe lassen sie sich in der Regel gut vom malignen Melanom
unterscheiden. Eine Indikation zur Exzision besteht bei der nicht sicheren

klinischen Abgrenzung zum Melanom.

Abb. 4 Histologie des melanozytéaren Navus vom ,Comp ound“-Typ

Die Navuszellnester finden sich in der dermoepidermalen Junktionszone und im oberen Korium (HE, x50)

1.1.5 Malignes Melanom

Dem malignen Melanom kommt in der Dermatologie eine besondere Bedeutung
zu: wegen seiner Haufigkeit, seines aggressiven Wachstumsverhaltens, einer
frithen Metastasierung und seiner ausgepragten Therapieresistenz Dbei
eingetretener Metastasierung. Am malignen Melanom versterben bei weitem mehr
Menschen als an allen anderen Hauttumoren insgesamt. Das maligne Melanom ist
ein Tumor, der von den Melanozyten ausgeht. Mehr als 90 % der Tumoren
entwickeln sich primar an der Haut, da die Melanozyten Uberwiegend in der
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Basalzellschicht der Epidermis lokalisiert sind (siehe Abb. 5). Darlber hinaus
verbleiben Pigmentzellen in der Dermis und den Schleimhauten, den
Leptomeningen, der Uvea und Retina des Auges und der Cochlea sowie dem
vestibularen Labyrinth des inneren Ohres. Entsprechend kénnen an diesen
Lokalisationen auch maligne Melanome entstehen. Als wichtiger Faktor bei der
Entstehung von Melanomen wird das Sonnenlicht diskutiert. MAgliche Genloci fur
ein erhdhtes Melanomrisiko wurden auf den Chromosomen 1p36, 6 und 9p21
identifiziert (Goldstein et al., 1996; Kraehn et al., 1995).

Fur die klinische Diagnose wurde in den 80er Jahren die ABCD-Regel
(A=Asymmetrie; B=Begrenzung; C=Colorit; D=Durchmesser) aufgestellt, mit der
auch Fruhformen des malignen Melanoms erkannt werden sollen (Friedman und
Rigel, 1985; Rigel und Friedman, 1993). Eine weitere Bereicherung ist die
Diagnostik mit der Auflichtmikroskopie, mit der die Sensitivitat der
Diagnosestellung auf etwa 90% angehoben werden kann (Binder et al., 1995;
Nilles et al., 1994). In der Histologie werden neben morphologischen Kriterien
zusatzliche Parameter, wie die Tumordicke nach Breslow oder das Invasionslevel
nach Clark, hinzugezogen. Die Tumordicke stellt den wichtigsten prognostischen
Faktor primarer Melanome dar (Breslow, 1970). Deshalb ist die Abnahme der
Tumordicke zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ein wichtiges Kriterium zur
Beurteilung der Effizienz einer Friherkennung. Als Tumordicke gilt der vertikale
Durchmesser ab dem Stratum granulosum bis zur tiefsten identifizierbaren
Tumormanifestation. Zuséatzlich zur Tumordicke wird die Invasion des Tumors
anhand der Invasionslevel nach Clark angegeben (Clark et al., 1969). Klinisch und
histologisch unterscheidet man vier Haupttypen des malignen Melanoms:
superfiziell spreitendes Melanom (SSM), nodulares Melanom (NMM),
akrolentigindses Melanom (ALM) und Lentigo-maligna-Melanoma (LMM), deren
Kriterien Ende der 60er Jahre entwickelt wurden (Clark et al., 1969; Mihm et al.,
1971). Die Therapie hat die chirurgische Totalexzision des Primartumors und
lokaler und Ilymphogener Mikrometastasen zum Ziel. Die ,Sentinel*-
Lymphadenektomie (Sentinel-node-biopsy) wird ab einer Tumordicke von 1mm

empfohlen und hat die elektive Lymphknotendissektion abgeldst (Johnson et al.,
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1998). Radiotherapie und Kryochirurgie treten als primare Therapien in den
Hintergrund. Als weitere Alternativen kommen eine Chemotherapie und

Immuntherapie mit Interferon als palliative oder adjuvante MaRnahmen in Betracht.

Abb.5 Histologie des malignen Melanoms

Die Tumorzellen finden sich in einem mehrschichtigen Band in der Junktionszone, teils
oberhalb, teils unterhalb der Basalmembran, zusétzlich disseminierte Durchsetzung
der Epidermis (HE, x100)

In der dermatologischen Routinediagnostik werden Hauttumoren bisher durch
morphologische und histologische Merkmale charakterisiert. Als Erganzung zu der
bisher angewandten Charakterisierung wird zunehmend versucht, Ursachen der
Tumorentstehung auf zytogenetischer Ebene zu identifizieren, um mit
molekularbiologischen Markern Hauttumoren exakter klassifizieren zu koénnen.
Denn trotz gleicher Bewertungen und entsprechend gleicher Behandlung zeigen
Krebserkrankungen einzelner Patienten oft sehr unterschiedliche Verlaufe. Dies
liegt unter anderem an der Fahigkeit der Tumoren, Resistenzen gegen Radio-
bzw. Chemotherapien zu entwickeln. Neben Resistenzgenen kdénnten
maoglicherweise Alterationen in DNA-Reparaturmechanismen von Bedeutung sein
(Mueller-Klieser, 1997). Durch die Erforschung dieser molekularen Mechanismen
und die Identifizierung potentieller molekularer Marker und ihre Bedeutung in der

Tumorgenese kdnnten neue Therapieansatze gefunden werden.
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1.2 Von der Zelle zur Tumorzelle

Molekularbiologische Analysen haben gezeigt, dass trotz der Vielfalt der
Kdrperzellen und der auftretenden bdsartigen Tumore die maligne Transformation
somatischer Zellen auf &hnlichen molekularen Mechanismen beruht. Die maligne
Transformation einer Korperzelle stellt sich als ein komplexes Ereignis dar und ist
im wesentlichen auf genetische Ursachen zuriickzufihren (Vogelstein und Kinzler,
1993). Mit zytogenetischen und molekularbiologischen Methoden wurde eine
grof3e Anzahl von DNA-Veranderungen in Tumorzellen entdeckt. Dabei enthalten
einige Zellen Mutationen in Genen, deren Produkte die Zellteilung oder die DNA-
Reparatur beeinflussen und somit zu vermehrter Teilung und gestorter DNA-
Reparatur beitragen. Die dadurch entstehende genetische Instabilitat wird durch
Veréanderungen in definierten Genen vermutlich schon frih im Verlauf der
Tumorentstehung hervorgerufen (Cahill et al.,, 1999). Die daraus resultierende
erhohte Mutationswahrscheinlichkeit des kompletten Genoms begunstigt die
fortschreitende maligne Transformation einer Zelle. Hanahan und Weinberg
(2000) fuahren in ithrem auf Untersuchungen des Colonkarzinoms basierenden
Modell die maligne Transformation als Pathogenese der Krebserkrankung auf
wenige allgemeingultige Prinzipien zurick. Krebszellen erlangen wahrend ihrer
malignen Transformation bis zu sechs neue Eigenschaften, welche die natirlichen
Abwehrmechanismen des Organismus zur Entstehung entarteten Gewebes

ausschalten (Hanahan und Weinberg, 2000):

1) Tumorzellen proliferieren unabhangig von exogenen Wachstumsfaktoren,
indem sie entweder eigene Wachstumsfaktoren bilden oder durch
Uberexpression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren (z.B. das her2/neu-
Onkogen) (Slamon et al., 1987; Yarden und Ullrich, 1988).

2) Sie entziehen sich weitestgehend wachstumsinhibierenden Signalen, z.B.
durch Mutationen in Genen der Zellzykluskontrolle (Weinberg, 1995).

3) In malignen Zellen wird der programmierte Zelltod (Apoptose), welcher die
Replikation genetisch veranderter Zellen unterbindet, verhindert, z.B. durch

Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 (Symonds et al., 1994).

10
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4) Tumorzellen haben eine unlimitierte Replikationsfahigkeit erlangt. Wahrend
die Anzahl der moglichen Zellzyklen einer gesunden Zelle durch
alterungsbedingten Abbau der Telomeren begrenzt ist, findet man in fast
allen Tumorzellen Mechanismen, die zur Telomererhaltung und somit zur
Immortalisation der Zellen fuhren (Bryan und Cech, 1999; Counter et al.,
1992).

5) Tumore aktivieren die Neoangiogenese, z.B. durch vermehrte Produktion
von VEGF (vascular endothelial growth factor), um eine ausreichende
Energie- und Sauerstoffversorgung sicherzustellen (Veikkola und Alitalo,
1999).

6) Tumorzellen haben u.a. durch die Expression extrazellularer
gewebeabbauender Proteasen die Fahigkeit zur Gewebeinvasion und

Metastasierung erlangt (Coussens und Werb, 1996).

Das Ergebnis des ,multi-hit-process”, welcher durch eine Akkumulation mehrerer
Mutationen charakterisiert ist und Gber mehrere Jahre andauern kann, ist jeweils
der maligne Phanotyp einer Zelle. Von zentraler Bedeutung sind dabei Mutationen
in Gensequenzen von Onkogenen (z.B. myc, k-ras) und Tumor-Suppressorgenen
(z.B. p53, pRb). Onkogene kdnnen als sogenannte Protoonkogene durch ihre
Genprodukte (Onkoproteine) die normalen Wachstums- und
Differenzierungsprozesse (insbesondere die Zellproliferation) beeinflussen. Sie
kodieren Komponenten von Signalketten, die in Wechselwirkung zwischen
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren auf der Zelloberflache treten und im Zellkern
genetische Programme abrufen, die Zellteilungszyklen einleiten.
Tumorsuppressoren sind Proteine, die in der Zellzykluskontrolle und in den Erhalt
der genomischen Integritat eingebunden sind. Sie haben einen negativen Einfluss
auf den Zellzyklus, indem sie die Proliferation von Zellen unterdrticken. Zusétzlich
kobnnen einige dieser Proteine Signale vermitteln, die zellulare DNA-
Reparaturmechanismen aktivieren oder den programierten Zelltod induzieren. lhr
Ausfall beglnstigt z.B. eine unregulierte DNA-Replikation oder dass
Reparaturprozesse nicht mehr ausgefiihrt werden kénnen. Die Verdanderungen in

Onkogenen und Tumor-Suppressorgenen kdnnen zur Entstehung von genetischer
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Instabilitat fuhren, der eine hohe Bedeutung fur die Tumorentstehung
zugeschrieben wird (Lengauer et al.,, 1998). Damit Mutationen, die zur
genetischen Instabilitat fihren, sich nicht manifestieren kénnen, missen DNA-

Schaden repariert werden.

1.3 DNA-Reparatur und homologe Rekombination

Die DNA aller Lebewesen ist standigen Schadigungen ausgesetzt, die durch
verschiedene exogene und endogene Einflisse entstehen kénnen, z.B. UV-
Strahlung, ionisierende Strahlung, chemische Karzinogene und fehlerhafte
Replikation. So vielfaltig die Ursachen fur eine DNA-Schadigung sind, so
unterschiedlich sind auch die daraus resultierenden Schéaden, z.B. Alkylierung der
DNA, fehlerhafte Basenpaarung (,mismatch“) oder DNA-,cross-links®. Zur stabilen
Ubertragung genetischer Informationen bedarf es aber einer genauen DNA-
Replikation, zu der die DNA-Reparatur beitragt (Chen et al., 1998). Der grofdte Teil
wird durch zelleigene Reparaturmechanismen repariert. Daflr stehen der Zelle
verschiedene Systeme zur Verfugung, wie die Fehlpaarungs-Reparatur
(,Mismatch Repair‘, MMR), die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER), die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) und die DNA-Doppelstrangbruchreparatur.

Die Basen-Exzisions-Reparatur (BER) repariert auffallige endogene DNA-
Schaden, die durch Hydrolyse, Hydroxyl-Radikale oder Methylierungen entstehen.
Das Ausschneiden der geschéadigten Base erfolgt durch eine Glykosylase. Die
entstandene Licke wird mit der zum Gegenstrang komplementaren Base durch
eine DNA-Polymerase und eine Ligase geschlossen. Zu grol3eren Verzerrungen
der DNA-Helix fihren polyzyclische Kohlenwasserstoffe durch Anheftung an DNA-
Basen (bulky adducts) oder ultraviolettes Licht durch Bildung von Thymin-Dimeren.
In diesen Fallen erfolgt eine Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER). Eine
Endonuklease schneidet einige Nucleotide 5- und 3’-warts vom DNA-Schaden
heraus (Knippers, 2001). Die Auffullung der entstandenen Liicke erfolgt wie bei der

BER durch eine DNA-Polymerase, die Phosphordiester-Banden werden durch die
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DNA-Ligase miteinander verbunden. Die Korrektur von Fehlpaarungen sowie
Insertion/Deletions-Schleifen erfolgt durch die ,mismatch“-Reparatur (MMR). Die
Proteine MHH (MutH-Homolog), MLH (MutL-Homolog) und MSH (MutS-Homolog)
erkennen Fehlpaarungen und schneiden den nicht-methylierten DNA-Strang auf
der 3'- oder 5’-Seite des ,falschen” Basenpaares. Der geschnittene Strang wird
durch DNA-Helikase 2 entwunden und durch Exonukleasen abgebaut. Es entsteht

eine Licke, die durch Reparatursynthese geschlossen wird.

Die DNA-Doppelstrangbriche (DSB) sind von den vorkommenden DNA-Schéden
die wahrscheinlich folgenreichsten (Khanna und Jackson, 2001). Sie entstehen
durch ionisierende Strahlung, Chemotherapeutika, freie Sauerstoffradikale und
andere endogene und exogene Einwirkungen oder werden spontan wéhrend der
DNA-Replikation oder wéahrend der Meiose durch Endonukleasen verursacht
(Haber, 2000; Khanna und Jackson, 2001). Die Folge eines DSB kann der Tod der
Zelle sein, z.B. durch Inaktivierung eines essentiellen Genes oder durch Induktion
des programmierten Zelltodes (Apoptose). Die Reparatur von DSB ist wichtig fur
die genomische Integritdt der Zelle. Fehlerhafte DSB-Reparaturen kbénnen zu
Translokationen oder Deletionen von Chromosomen fihren, die z.B. ein
Tumorsupressorgen inaktivieren und somit ein Grund bei der Entstehung maligner
Tumoren sein kénnen (Baumann und West, 1998; Khanna und Jackson, 2001).
DNA-DSB konnen durch verschiedene Mechanismen repariert werden. Die
wichtigsten und am besten untersuchten sind die Nicht Homologe Endverknipfung
(,Non Homlogous End Joining“, NHEJ), die Einzelstrangverbindung (,Single
Strand Annealing®, SSA), und die Homologe Rekombination (HR) (Bishop und
Schiestl, 2000; Liang et al., 1998).

Die Verknupfung der Enden bei der NHEJ (siehe Abb. 6, Bild (1)) ist komplex und
besteht aus vielen Komponenten, deren Funktionen bisher nur teilweise aufgeklart
sind. Ein Protein-Komplex aus den Komponenten Ku70, Ku80 und der DNA-
abhangigen Protein-Kinase (DNA-PK) bindet an die DNA-Enden und katalysiert
das Aneinanderlagern der gebrochenen DNA-Enden (Knippers, 2001). Im
Gegensatz zur homologen Rekombination benétigt das NHEJ keine Sequenz-

Homologien der DNA-Enden. Proteine mit Endonukleaseaktivitdt schneiden die
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DNA-Enden als Voraussetzung fur ihre kovalente Verbindung zurecht. Die NHEJ
ist ein fehleranfalliger Mechanismus, bei dem oft kleinere Deletionen der DNA-
Sequenz entstehen (Baumann und West, 1998). Die Einzelstrangverbindung
(SSA) (siehe Abb. 6 Bild (2)) hat besondere Bedeutung bei der Reparatur von
Doppelstrangbrichen in repetitiven DNA-Sequenzen. Um den Doppelstrangbruch
entstehen nach Prozessierung Bereiche aus einzelstrdngiger DNA, die sich an
homologe repetitive Bereiche des gegeniberliegenden Stranges anbinden. Die
uberhangenden DNA-Enden werden anschlie3end exonukleolytisch abgebaut und
die DNA-Strange ligiert (Baumann und West, 1998; Khanna und Jackson, 2001;
Shinohara und Ogawa, 1995).

Bei der homologen Rekombination (siehe Abb. 6 Bild (3)) entsteht durch
exonukleolytischen Abbau an der Stelle des Doppelstrangbruches ein freies 3'OH-
Ende der DNA. Der intakte Strang wird nach Finden der homologen Kopie des
geschadigten DNA-Abschnittes aus der Doppelhelix verdrangt. Nach
komplementéarer Bindung wird der geschadigte DNA-Strang durch Polymerasen
verlangert, wobei der intakte Strang als Matrize genutzt wird. Die so entstandene
.Holiday“-Struktur bewegt sich nach rechts oder links entlang des Doppelstranges
(,branch migration“). Dies geht mit Drehung der beiden DNA-Molekiile und
standigem Offnen und SchlieBen von Wasserstoffbriicken einher, ohne dass sich
die Geometrie der DNA auffallig &ndert. So werden grol3ere Teile des intakten und
des zu reparierenden Stranges ausgetauscht. Die Auflosung der ,Holiday"-Struktur
erfolgt durch Enzyme, die die Uberkreuzungsstellen erkennen und
Einzelstrangschnitte einfuhren. Dabei kann es zum “Crossing over’, dem
Austausch von DNA-Abschnitten zwischen den Schwesterchromatiden kommen.
Abschlieliend erfolgt die Ligation der nun reparierten DNA-Molekile. Die
homologe Rekombination ist nicht nur an der DNA-Reparatur beteiligt, sondern
schafft neue Genkombinationen durch Austausch homologer Sequenzen zwischen

Chromosomen in der Meiose.
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DNA-Doppelstrangbruch (DSB)
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Abb. 6 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
Ausfiihrliche Beschreibung im Text

(1) ,Non Homologous End Joining” (NHEJ) - Die Enden zweier doppelstrangiger DNA-
Molekile werden ligiert, bei einem Teil vorher Prozessierung.

(2) Einzelstrangbindung (SSA)- nach Prozessierung entstehen Bereiche einzelstrangiger
DNA (*); Bindung an repetitive Bereiche des gegeniiberliegenden Stranges und Ligierung
der Strange.

(3) Homologe Rekombination (HR)- A: Prozessierung; B: ein dabei entstehendes
einzelstrangiges DNA-Molekil verdréangt den intakten Strang aus der Doppelhelix; C:
komplementére Bindung und Verldngerung des geschadigten DNA-Stranges durch DNA-
Synthese; D: Losung der Verbindungen und Ligation der reparierten DNA-Molekiile.
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Ein in der homologen Rekombination zentral agierendes Protein ist das RecA-
Protein (Baumann und West, 1998; Kowalczykowski und Eggleston, 1994;
Shinohara und Ogawa, 1995), das Mitte der 60er Jahre aus dem Bakterium
Escherichia coli (E. coli) isoliert wurde (Clark, 1996). Im Jahre 1992 wurde in
strahlensensiblen Stdmmen der Hefe Saccharomyces cerevisiae das
eukaryotische Homolog des RecA-Proteins identifiziert (Shinohara et al., 1992).
Nur ein Jahr spater konnte auch das menschliche Homolog hRad51 identifiziert
werden (Shinohara et al., 1993).

1.4 Der Rekombinationsfaktor Rad51

In Studien wurde belegt, dass Rad51 in eukaryoten Zellen eine ahnliche
Bedeutung fur die homologe Rekombination besitzt, wie RecA in Prokaryonten
(Benson et al., 1994; Gupta et al., 1997; Ogawa et al., 1993). Im Unterschied zu E.
coli wurden beim Menschen bis heute sechs RecA-Homologe gefunden. Das
hrad51 Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 15 (15 q 14-15) lokalisiert
(Takahashi et al., 1994) und besteht aus 10 Exons, von denen die Exone 2 bis 10
translatiert werden (Schmutte et al., 1999). Das Rad51-Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 36,9 kDa und wird in allen bislang untersuchten Geweben
exprimiert. Eine sehr hohe Expression findet sich in lymphatischem und

meiotischem Gewebe (Bezzubova und Buerstedde, 1994).

Bislang gelang es nicht, eine Rad51-defiziente Saugtierzelllinie zu etablieren.
Rad51-Nullméuse sterben sehr frih in der Embryonalentwicklung. Die Rad51-
negativen  Saugetierzellen akkumulieren vor dem Zelltod zahlreiche
Chromosomenbriche (Lim und Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996). In Zellkulturen
mit Huhnerzellen konnte man in Abwesenheit von Rad51 einen Zellzyklusarrest
am Ubergang der G2- in die M-Phase beobachten (Sonoda et al., 1998).
Defiziente = Hefe- und E.coli-Zellen  weisen  zwar eine  erhdhte
Rekombinationsdefizienz und Strahlensensibilitdt auf, jedoch wird das Rad51-
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Homolog nicht essentiell fiir das Uberleben gebraucht (Lim und Hasty, 1996;
Tsuzuki et al., 1996).

Nach DNA-Schadigungen kommt es im Gegensatz zum RecA-Protein nicht zu
einer erhdhten Expression von hRad51. In immunhistochemischen Farbungen
konnte eine Umverteilung des Rad51-Proteins nachgewiesen werden. Das
zunachst diffus verteilte Protein konzentrierte sich nach Einwirkung schadigender
Noxen in Foci, méglicherweise an den Orten der geschadigten DNA (Haaf et al.,
1995; Tan et al., 1999). Nach mehrfach aufeinander folgender DNA-Schéadigung
wurde eine Zunahme der Foci-Zahl beobachtet (Haaf et al., 1995; Raderschall et
al., 1999; Tashiro et al., 2000).

Die biochemischen Funktionen des Rad51-Proteins sind vielfaltig, aber noch nicht
vollig aufgeklart. Rad51 ist einer der Schlisselfaktoren fir die homologe
Rekombination von DNA-DSB in humanen Zellen (Lambert und Lopez, 2000;
Liang et al., 1998). HRad-51 bildet wie RecA helikale DNA-Protein-Filamente in
Gegenwart von ATP aus und Kkatalysiert den Strang-Austausch zwischen
homologen DNA-Bereichen (Baumann et al., 1996; Baumann and West, 1998;
Benson et al, 1994; Gupta et al., 1997). Diese fordern die homologe
Basenpaarung und den Austausch zwischen komplementaren DNA-Strdngen
(Ogawa et al., 1993; Sung, 1997). In seiner Funktion bei der HR ist das Rad51-
Protein auf Kofaktoren wie Rad52 und ,Replication Protein A* (RPA) angewiesen
(Kanaar und Hoeijmakers, 1998; Sung, 1997). Die Bindung von Rad51 an Rad52
fuhrt zu synergistischen Effekten bei der Bildung von Nukleoproteinfilamenten
(Milne und Weaver, 1993; Sung, 1997).

Des weiteren bindet sich Rad51 an verschiedene Tumorsuppressoren, z.B. p53,
BRCAL1 und BRCA2. Der Tumorsupressor p53, welcher als ein zentraler Faktor
der genomischen Integritat den Zellzyklus, verschiedene DNA-
Reparaturmechanismen und die Apoptose beeinflusst, enthélt zwei Rad51-
Bindungsstellen (Buchhop et al.,, 1997). Nach DNA-Schéadigung bildet Rad51 in
vivo und in vitro Proteinkomplexe mit p53 (Sturzbecher et al., 1996). Weiterhin
bindet sich Rad51 an die Produkte der Tumorsupressorgene BRCA1 und BRCA2

(Scully et al., 1997). Keimbahn-Mutationen in diesen Genen sind eng mit der
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Entstehung von hereditaren Mamma- und Ovarialkarzinomen assoziiert. Wahrend
fur BRCA2 mehrere Rad51-Bindungsstellen beschrieben wurden (Marmorstein et
al., 1998; Scully et al., 1997; Zhang et al., 1998), ist die Co-Lokalisation von
Rad51 und BRCAL in Immunfluoreszenzfarbungen wahrscheinlich indirekt bedingt
(Golub et al., 1997; Scully et al., 1997). Durch die Bindung von Rad51 an BRCA2
wird die durch Rad51 katalysierte Bildung der ssDNA-Nukleoproteinfilamente
verhindert, welche die Voraussetzung fir die Paarung mit der homologen
Schwesterchromatide wahrend der homologen Rekombination ist (Chen et al.,
1998; Venkitaraman, 2002). Zusatzlich inhibiert die BRCAZ2-Expression die
Transkription von p53 in Krebszellen. Dieser Effekt wird durch die Co-Expression

von Rad51 verstarkt (Marmorstein et al., 1998).

Somit leistet Rad51 im Zusammenspiel mit Proteinen wie p53 und BRCA1/2 einen
wichtigen Beitrag bei der Unterdrickung von malignem Wachstum. Eine
Beeintrachtigung der Rad51-Funktion kdonnte zu Stérungen der DNA-Reparatur
fuhren, was in den betroffenen Zellen zu Doppelstrangbriichen und Mutationen
fuhren wirde, wie man es haufig in malignen Tumoren beobachtet. Entkoppelte
Rekombinationsvorgange bei fehlregulierter tberméagiger Aktivierung des Rad51-
Proteins konnten ebenfalls zu genetischer Instabilitat von Zellen fiihren und eine

maligne Entartung begunstigen.
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1.5 Zielsetzung

(1) In mehreren Versuchssystemen konnte gezeigt werden, dass sich die
Sensitivitat gegenuber verschiedenen DNA-schadigenden Einflissen, wie
z.B. Cisplatin (Vallerga, 1999, personliche Kommunikation) erhéht, wenn
die Tumorzellen durch eine Behandlung mit Antisense-Oligonukleotiden
eine verminderte Rad51-Expression haben. Dagegen werden Zellen bei
einer Uberexpression von Rad51 resistenter gegeniber ionisierender
Strahlung (Vispe et al., 1998). In diesen Zellen kommt es zu einer erhéhten
Rekombinationsreparatur (Vispe et al., 1998). Ob dies jedoch die Ursache
fur die erhdhte Resistenz ist, ist noch weitestgehend unklar.

(2) In verschiedenen malignen Tumoren konnte eine Uberexpression von
Rad51 nachgewiesen werden. Dies gilt beispielsweise fur Mamma-
(Maacke et al.,, 2000a), Pankreas- (Maacke et al.,, 2000b), Urothel-
Karzinome (personliche Kommunikation Dr. W. Henning) und
Lungenkarzinome (Qiao et al., 2005). Zudem korreliert das Ausmald der
Uberexpression in Mamma-Karzinomen mit dem histologischen Grading,

bei Lungenkarzinomen mit der Uberlebenszeit.

- Anhand von archiviertem Paraffinmaterial von verschiedenen
Tumoren der Haut soll das Expressionsniveau von Rad51 untersucht
werden.

- Die Studie soll, neben der Verteilung des potentiellen neuen
Markers, Daten zur Korrelation mit etablierten Markern
(histologisches Grading, Tumorgrof3e, Ki-67-Expression) liefern.

- Durch die Erfassung des Markers Ki-67 soll diese Studie in den

Kontext bestehender Studien eingeordnet werden
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Alle im folgenden nicht ndher genannten Reagenzien entsprechen den Ublichen

analytischen Reinheitsgraden und wurden von den Firmen Merck, Darmstadt und

Sigma, Steinheim bezogen.

Bovines Serum Albumin (BSA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium
(DMEM)

Faramount-Eindeckmedium

Fotales Kalberserum (FCS)

Levamisol

Naphthol-AS-BI-Phosphat
Natriumcitrat

Neufuchsin

Mayer's Hamalaunlésung

Paraformaldehyd

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Merck, Darmstadt

GibcoBRL, Karlsruhe

Dako, Hamburg

PAA Laboratories GmbH, Célbe
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Penicillin 20000 IE/m
Streptomycin 10 mg/ml
Triton X-100

Trypsin

Vectashield Eindeckmedium

Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Zitronensaure

2.1.2 Kits

DAB Substrate Kit
Vectastain Elite ABC-Peroxidase-Kit

2.1.3 Antikorper
Anti-Ki-67 (MIB-1)
Anti-Rad51 (Klon 1G8)
Goat-anti-mouse-FITC

APAAP-Briuckenantikdrper Maus Ig
APAAP-Komplex, Maus

2.1.4 Losungen und Puffer

PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Sigma, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Célbe
Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Apotheke der MUL

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Dako, Hamburg

(Buchhop et al., 1996)

Zymed Laboratories, San Franscisco,
USA

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

ABC-Peroxidase-Reagenz: 20ul “Reagenz A”, 20ul “Reagenz B” aus ,ABC-

Kit“ in 1ml PBS; 30 Minuten vor Gebrauch
ansetzen
Citratpuffer: Stammlésung A: 2,101g Zitronensdure in 100ml

Aqua; Stammlésung B: 2,941g Natriumcitrat in
100ml Aqua »>18ml A + 82ml B + 900ml Aqua
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DAB-Farbeldsung:

Substrat-Chromogen-Lésung:

PBS:

Triton X-100-L6sung 0,2%:
Wasserstoffperoxidldsung:

zu 5ml Aqua 2 Tropfen “Buffer Stock Solution”, 4
Tropfen ,DAB Stock Solution, 2 Tropfen
.Hydrogen Peroxid Solution®

Losung 1: 4,35g Natriumchlorid, 0,75g Trizma
Hydrochlorid, 2,459 Trizma Base in 87,5ml Aqua
bidest, 31,25 Propandiol, pH=9,75, 50mg
Levamisole; Losung 2: 25mg Natriumnitrit in 625pl
Aqua bidest., 250ul Neufuchsin; Lésung 3: 62,5mg
Naphthol-AS-BI-Phosphat in 750ul
Dimethylformamid; Losung 2 und 3 werden
nacheinander in Losung 1 gegeben und gut
vermischt.

8g NaCl, 0,2g KCI, 1,44g NaHPO, 0,249
KH,PO, in 800ml Aqua bidest.; auf pH=7,4
einstellen

100ul Triton X-100 in 50ml Aqua bidest. I6sen

7ml H,O, in 53ml Aqua bidest.

2.1.5 Gerate und Laborbedarf

Bildanalysemikroskop
Deckglaschen

Falcon CultureSlide
Fluoreszenzmikroskop

Gewebekulturschalen

Olympus BX-40

Menzel-Glaser, Braunschweig

Becton Dickinson Labware, NJ, USA
Axioscop 2 MOT, Carl Zeiss, Gottingen

Greiner, Frickenhausen

Hettich-Tischzentrifuge Mikro 20  Hettich, Tuttlingen

Superfrost-Plus-Objekttrager
Wasserbad

Menzel-Glaser, Braunschweig
Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel

2.1.6 Untersuchungsmaterial

Die Untersuchung wurde an formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material von

sechs verschiedenen Tumoren der Haut durchgefiihrt. Die Gewebebltcke
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stammten aus dem histologischen Archiv der Klinik fir Dermatologie und
Venerologie der Universitat zu Lubeck. Es wurden nur Falle untersucht, die
histologisch eindeutig zugeordnet werden konnten. Bei den sechs verschiedenen
Tumoren der Haut handelt es sich um Morbus Bowen und aktinische Keratosen,
das hoch- und das entdifferenzierte spinozellulare Karzinom, das maligne
Melanom und melanozytare Navi vom ,Compound“-Typ. Mittels des
computergestiutzten Archivierungssystems HiDIS von der Firma c.a.r.u.s.,
Hamburg, wurden pro Tumor 30 reprasentative Falle aus den Jahren 1994-2000
ausgewahlt. Anhand des Archivierungssystems HiDIS wurden auch Daten zum
Alter und Geschlecht erfasst. Bei den malignen Melanomen wurden des weiteren
histopathologische Parameter, wie die Tumordicke nach Breslow (1970) und die
Eindringtiefe nach Clark (1969), statistisch erfasst.

2.2 Methoden

2.2.1 Aufbereitung des Untersuchungsmaterials

2.2.1.1 Vorbereitung des Gewebematerials

Von den formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebestiicken wurden 4 pm
dicke Schnitte angefertigt, die im Streckbad auf ,Superfrost-plus“-Objekttrager
aufgezogen wurden. Anschlie3end wurden die Schnitte im Brutschrank bei 37C
Uber Nacht getrocknet. Fir die immunhistochemische Farbung wurden die
Schnitte 2 x 10 Minuten in Xylol entparaffiniert, anschlieBend in einer
absteigenden Ethanolreihe (2 x 5 min 100% Ethanol, 2 x 2 min 80% Ethanol, 1 x 1
min 70% Ethanol, 1x 1 min 50% Ethanol (Ethanolverdiinnung jeweils in

destilliertem Wasser) rehydriert und ftr funf Minuten in PBS gewaschen.

2.2.1.2 Antigendemaskierung

Im Rahmen der Formalinfixierung entstehen Aldehydvernetzungen, die die
dreidimensionale Struktur des Antigens verandern und eine Bindung des
Antikbrpers an das Antigen verhindern koénnen. Dieser Vorgang wird als
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~Antigenmaskierung“ bezeichnet (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000). Diese
maskierten Antigenepitope mussen wieder freigelegt werden. Hierfur wurden die
Paraffinschnitte in einem Schnellkochtopf bei maximalem Dampfdruck fir drei
Minuten in Citratpuffer (pH 6) inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte durch
Zugabe von Leitungswasser langsam auf Zimmertemperatur abgekihlt und
wieder in PBS Uberfihrt.

Alternativ werden die Paraffinschnitte in Citratpuffer (pH 6) in einem
Mikrowellenherd bei 850 W fur zehn Minuten erhitzt. Es war darauf zu achten,
dass die Praparate immer vollstdandig mit Puffer bedeckt waren. Nach Abkuhlen

der Praparate wurden diese in PBS gewaschen.

2.2.1.3 H,0O, und Triton-Behandlung
Um die unspezifische Hintergrundfarbung zu reduzieren, wurden die im Gewebe
vorhandenen endogenen Peroxidasen durch 5minitige Inkubation in

Wasserstoffperoxidlosung (3,5%) blockiert.

Nachfolgend wurden die Praparate fur zehn Minuten in einer Triton-X-100-LAdsung
(0,2%) inkubiert, um die Zellmembranen zu permeabilisieren und die
Benetzbarkeit der Praparate durch die Antikorperlosung zu verbessern.

Anschliel3end wurden die Praparate in PBS lberflhrt.

2.2.2 Die Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Ph  osphatase
(APAAP)-Technik

Fur die Darstellung von Ki-67 (MIB-1) wurde die Alkalische Phosphatase-Anti-
Alkalische Phosphatase (APAAP) Technik verwendet (Cordell et al., 1984). Das
Prinzip dieser Methode ist eine Antikérper-Bricken-Technik (siehe Abbildung). Der
monoklonale Primarantikdrper von der Maus (MIB-1) wird in der Verdinnung 1:10
in PBS fiur 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. Der zweite Antikérper
ist der Brickenantikoérper (Kaninchen-anti-Mausimmunglobulin) und wird in der

Verdinnung 1:20 in PBS ebenfalls fur 30 Minuten auf die Praparate aufgetragen.
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Anschliel3end erfolgt die Inkubation des APAAP-Komplexes in der Verdinnung
1:50 in PBS fir weitere 30 Minuten. Der APAAP-Komplex besteht aus 2 Molekilen
alkalischer Phosphatase und einem gegen die alkalische Phosphatase gerichteten
monoklonalen Antikdrper von der Maus. Um die Intensitat der Immunfarbung zu
erhohen, wurden der zweite und dritte Antikdrper nochmals inkubiert, wobei die
Inkubationszeit jeweils auf zehn Minuten reduziert wurde. Im Anschluss wurden
die Praparate mit der frisch angesetzten Substrat-Chromogen-Gebrauchslésung
fur 10-20 Minuten Uberdeckt. Dabei wird ein Naphtolsalz der alkalischen
Phosphatase als Substrat hinzugefligt. Neufuchsin dient als chromogene
Substanz und ist fir die Rotfarbung des Reaktionsproduktes verantwortlich.
Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Praparate jeweils fur 1-2
Minuten in PBS gewaschen. Als Negativkontrolle wurde der Primarantikérper
weggelassen. Alle Ubrigen Parameter entsprachen den Bedingungen des
Farbeprotokolls.

2 Molek(le intestinale
alkalische Phosphatas

®

monoklonaler anti- = APPAP Komplex

alkalische Phosphatase-
Antikorper (Maus)

Kaninchen anti-Maus Ig
(polyklonaler Sekundar-
bzw. Bruckenantikbrper

o

monoklonaler Primar-
antikérper (Maus)

.—/;. Gewebeantikrper

(Abb. 7: Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Pho sphatase (APAAP)-Technik)
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2.2.3 Farbung mit ,Vectastain Elite ABC-Kit"

Zur Darstellung von Rad51 wurde das ,Vectastain ABC System“ verwendet,
welches ein universell einsetzbares 3-Schritt-Detektionssystem fur die
Immunhistochemie darstellt. Es nutzt die hohe Affinitat des Glykoproteins Avidin
zum Vitamin Biotin (Guesdon et al., 1979; Hsu et al., 1981). Die Blockierung
unspezifischer Proteinbindungen erfolgte durch 15mindtige Inkubation mit
verdinntem Normalserum vom Pferd. Nach Waschen in PBS erfolgte eine
einstiindige Inkubation mit dem in PBS verdinnten Primarantikdrper 1G8 (1:2000)
in der feuchten Kammer. Anschlie3end wurden die Praparate fur 30 Minuten mit
dem sekundéaren, biotinylierten Anti-Maus-lgG-Antikdrper aus dem ,Vectastain
Elite-ABC-Kit“ inkubiert und nachfolgend fir weitere 30 Minuten mit dem ,ABC-
Reagenz* Uberschichtet. Wahrend der Inkubation bildet Avidin eine Bricke
zwischen dem sekundaren, biotinylierten Anti-Maus-IgG-Antikdrper und der
biotinylierten Meerrettichperoxidase (siehe Abb. 8). Die Praparate wurden flr zwei
Minuten mit dem ,DAB-Féarbesubstrat‘ behandelt, welches zu einer intensiven
Braunfarbung peroxidasemarkierter Bereiche fuhrt. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten wurden die Praparate jeweils fur 3x5 Minuten in PBS
gewaschen. Als Negativkontrolle wurde der Primarantikbrper weggelassen. Alle

Ubrigen Parameter entsprachen den Bedingungen des Farbeprotokolls.

Abb. 8 Prinzip der ,Vectastain ABC-Methode
®@: Antigen, )L: Primarantikorper, J]L; biotinylierter Sekundarantikdrper, i@: Avidin,

39 : biotinylierte Meerrettichperoxidase
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2.2.4 Kerngegenfarbung und Eindeckelung

Fur die Kerngegenfarbung wurde Mayer's Hamalaun verwendet. Nach Farben in
Hamalaun fur 3 Minuten und Waschen in Leitungswasser fur 10 Minuten, wurden
die getrockneten Praparate unter Verwendung von ,Faramount®- Eindeckmedium

mit einem Deckglaschen versehen.

2.2.5 Computergestitzte Auswertung der gefarbten Pr  &parate

2.2.5.1 Bilddokumentation

Fur die Auswertung der Paraffinschnitte wurde ein  Olympus-BX-40
Bildanalysemikroskop benutzt. Fir die Digitalisierung der Bilddaten wurde eine
Sony-CCD-Kamera des Typs CCD-3 sowie das Bildanalyseprogramm AnalySIS
Pro 2.10.200 (SIS Software GmbH, Minster) verwendet.

Zur besseren Ubersicht wurde das Préparat am Anfang mit der kleinsten
VergroRerung seitens der Kamera abgefahren. Um ein objektives Ergebnis zu
erhalten wurden je Praparat 600-1000 Tumorzellkerne bzw. bei geringerer
Tumorzelldichte funf zufallig ausgewahlte, nicht Uberlappende, reprasentative
Bereiche des Tumors bei einer 400fachen Objektivvergrol3erung dokumentiert. Im
Fall der aktinischen Keratose wurde bei einer 400fachen ObjektivvergrofRerung
das gesamte Praparat abgefahren und die jeweils unteren beiden Zellreihen der
Basalzellschicht im Bereich der aktinischen Keratose dokumentiert und

ausgewertet, da nur hier atypische Keratinozyten zu erwarten sind.

Die Bilddaten wurden fur die spatere Auswertung im JPEG-Format mit einer
Kompressionsstufe von 20% gespeichert. Fur Bilddaten, bei denen eine Ausgabe
auf Fotopapier oder Diafilm vorgesehen war, wurde das verlustfrei arbeitende
TIFF-Format zur Sicherung gewahlt.
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2.2.5.2 Bildanalyse

Die Auswertung der Bilddaten erfolgte mit dem Programm ,PiClick Image
Analysis“, welches freundlicherweise von Dr. Sven Opitz, Institut far
Humangenetik, zur Verfigung gestellt wurde. Das Programm unterstitzt das
manuelle Auszahlen und die Verwaltung der Auswertungsdaten und ermdglicht die
Messung des positiven Zellindex (PCI) in einem reprasentativen Ausschnitt des

Tumorgewebes.

Die Auswertung der Bilddaten erfolgte durch zwei unabhéngige Untersucher. Die
Ergebnisse der beiden Untersucher wurden gemittelt, bei Abweichungen von mehr
als 5% war eine gemeinsame Auswertung vorgesehen. Die Klassifikation einer
Tumorzelle als positiv im Sinne des immunhistochemischen Proteinnachweises
wurde vor Beginn der Auswertung anhand von Referenzbildern festgelegt (vgl.
Abb. 9 und 10). Dabei wurden nur deutliche Kernfarbungen gewertet.

Die Auswertung fuir die Antikérper Rad51 und Ki-67 erfolgte nach dem ,Positive
stained Cell Index* (PCI) (Linder et al., 1997), der den prozentualen Anteil positiv
gefarbter Tumorzellkerne an der Gesamtzahl der Tumorzellkerne im analysierten

Préaparateausschnitt beschreibt.
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Abb. 9 Referenzbild zur Auswertung der Immunhistoc hemischen Farbung (Rad51)
Zu sehen sind deutlich positiv angefarbte Tumorzellkerne (1) und negative Tumorzellkerne (2)
(400fache VergrofRerung)

Abb. 10 Referenzbild zur Auswertung der Immunhisto ~ chemischen Farbung (Ki-67)
Zu sehen sind deutlich positiv angeférbte Tumorzellkerne (1) und negative Tumorzellkerne (2), schwach
angefarbte Zellen (3) wurden als negativ gezéhlt (400fache Vergrol3erung)
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2.2.6 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse der Daten wurde das Statistikprogramm SPSS
(Version 9.0) benutzt. Die Auswahl der Methoden und die Ergebnisse wurden
durch das Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitat zu
Lubeck (Direktor: Prof. Dr. rer. nat. A. Ziegler) Gberpruft.

2.2.6.1 Vergleich von Stichproben

Die als PClI gemessene Proteinexpression lieferte Prozentangaben als
Ergebnisse. Es kamen parameterfreie statistische Tests zur Anwendung, da die
Verteilung der Werte im untersuchten Tumormaterial zum einen nicht
normalverteilt sein muss und sich darliber hinaus aus Prozentwerten nicht ohne
weiteres Mittelwerte bilden lassen.

Zum Vergleich von zwei Stichproben wurde der U-Test nach Mann und Whitney
verwendet (Zo6fel, 1992). Bei mehr als zwei Stichproben diente der H-Test nach
Kruskal und Wallis (Zo6fel, 1992) als Globaltest. Wenn in diesem Test signifikante
Unterschiede zwischen den Stichproben festgestellt wurden, schloss sich ein
paarweiser Vergleich der Einzelstichproben mittels des U-Testes an, der in diesem

Fall nach Bonferroni korrigiert wurde (Sachs, 1997).

Im weiteren sollte Gberprift werden, ob zwischen den einzelnen untersuchten
Parametern ein Zusammenhang im Sinne einer Korrelation bestand. Da die
pathologischen Parameter ordinalskaliert sind, kam der
Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman zur Anwendung (Zo6fel, 1992). Er
kann Werte von -1 und +1 annehmen, wobei ein Betrag nahe Null einen

schwachen und ein Betrag nahe Eins einen starken Zusammenhang bedeutet.

30



Ergebnisse

3. Ergebnisse

Die Haut hat unter allen Organen des menschlichen Korpers die hochste Inzidenz
und Vielfalt an Tumoren. Die dermatologische Diagnostik beruht im Regelfall auf
klinisch-morphologischen Kriterien. Bei Verdacht auf Hauttumoren reicht oft das
klinische Erscheinungsbild allein nicht aus. Zur Diagnostik und zur
Charakterisierung der Hauttumore werden deshalb histologische Merkmale (siehe
Abschnitt 1.1.1 bis 1.1.4) und oft auch Laboruntersuchungen herangezogen. In der
Tumordiagnostik haben sich immunhistologische Techniken wie die APAAP-,
IGSS- und ABC-Technik bereits etabliert, um Rickschliisse tber die Herkunft und
den Grad der Differenzierung eines Tumors zu gewinnen (Tronnier et al., 1989).

In dieser Studie wurde die Expression von Rad51 in verschiedenen Tumoren der
Haut untersucht. Des weiteren wurde gepruft, ob anhand der Rad-51-Expression

eine Aussage Uber die Malignitat eines Tumors gemacht werden kann.

3.1 Immunhistochemische Darstellung von Rad51 und K i-67

Das Protein Rad51 wird auf geringem Niveau in allen eukaryotischen Zellen
exprimiert (Bezzubova und Buerstedde, 1994). Untersuchungen an
Pankreaskarzinom-Zelllinien  zeigen, dass immunhistochemisch positive

Tumorzellen deutlich mehr Rad51 enthalten, als im Rahmen von
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zellzyklusabhangigen Schwankungen zu beobachten ist (Maacke et al., 2000b).
Das verwendete immunhistologische Verfahren fuhrt nicht zur Detektion von
basalen Rad51-Spiegeln. Im folgenden wird somit bei einer deutlichen
Kernfarbung, z.B. braun (bei Verwendung des ,Vectastain Elite ABC-Kit"), die in
der Auswertung als positiv gewertet wurde (siehe 2.2.8.2), von einer Rad51-
Uberexpression gesprochen. Keine immunhistochemische Anfarbung bedeutet
eine Expression unterhalb der Nachweisgrenze. Der Nachweis der Rad51-Protein-
Expression in paraffingebetteten, epithelialen Zellen mit immunhistochemischen
Methoden wurde das erste Mal von Maacke und Mitarbeitern beschrieben
(Maacke et al.,, 2000b). Nach Antigendemaskierung lieBen sich mit den
Antikérpern 5D10, 6D3 und 1G8 (Buchhop et al., 1996) deutlich angefarbte
Tumorzellen darstellen. Die besten Farbeergebnisse wurden mit dem Antikorper
1G8 erzielt. Fur die Farbung wurde das ,Vectastain Elite ABC-Kit* verwendet.
Dieses System wurde von Dr. Sven Opitz mit dem Antikorper 1G8 zur Darstellung
der Rad51-Expression in Mammakarzinomen reproduzierbar etabliert (Maacke et
al., 2000a). Vorversuche zeigten, dass dieses System auch an Gewebeproben der

Haut anwendbar ist.

Der Nachweis von Ki-67 erfolgte mit der APAAP-Methode (Cordell et al., 1984).
Hierbei handelt es sich um ein etabliertes Verfahren (Schaumburg-Lever, 1986;
Tronnier et al., 1989), welches in der Dermatopathologie der Universitat zu Lubeck
haufig angewandt wird. Fir die immunhistochemische Darstellung des Ki-67-
Antigens wurde der monoklonale 1gG-Antikérper MIB-1 verwendet (Cattoretti et al.,
1992).

3.2 Das Bildanalyseprogramm ,PiClick"

Die Auswertung der gefarbten Praparate (das Auszahlen positiver und negativer
Tumorzellkerne) und die Berechnung des PCI erfolgten computergestttzt. Hierfir
wurde das Programm ,PiClick” benutzt, das von Dr. Sven Opitz, Institut fir

Humangenetik, entwickelt und freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurde.
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Das Programm lasst sich auf jedem Rechner der Pentiumklasse ab 75Mhz unter
den Windows Betriebssystemen installieren. Auf Funktionen der Bildbearbeitung
und automatische Auswertungsalgorithmen wurde verzichtet; dadurch sind die fur
diese Studie bendtigten Funktionen schnell erreichbar und komfortabel zu

bedienen. Das Programm verwaltet die Ergebnisse der Auszahlung automatisch.

3.3 Ergebnisse der Studie an Tumoren der Haut

3.3.1 Charakterisierung der Tumoren der Haut

Der bedeutendste Tumor der Haut ist das maligne Melanom. Weitaus haufiger ist
das spinozellulare Karzinom mit seinen Tumorvorstufen Morbus Bowen und

aktinische Keratose, die aber nur einen geringen Teil der Todesfalle verursachen.

In dieser Studie wurde die Expression des Rad51-Proteins in den oben genannten
Tumoren der Haut wuntersucht. Auf Grund der unterschiedlichen
Gewebeeigenschaften wurden die untersuchten Tumore und Tumorvorstufen in
zwei Gruppen eingeteilt. Das histologische Charakteristikum der ,Compound“-Navi
und der Melanome sind die melanozytaren Zellen, so dass die Ergebnisse von
Navus und Melanom miteinander verglichen wurden. In der zweiten Gruppe
wurden die Ergebnisse des spinozellularen Karzinoms und seiner Tumorvorstufen
aktinische Keratose und Morbus Bowen untereinander verglichen. Insgesamt
wurden fur jeden Tumortyp mit Hilfe der Datenbank HiDIS im Institut fur
Dermatologie und Venerologie der Universitat zu Lubeck 30 Falle zufallig
ausgewahlt und gefarbt. Die histologische Charakterisierung des Tumors erfolgte
durch einen Dermatologen in der Klinik fir Dermatologie. Von den melanozytéaren
Navi wurden nur 14 Falle in die Bewertung einbezogen. Insgesamt wurden 1318
digitale Bilder von Rad51- und Ki-67-gefarbten Praparaten ausgewertet. Je
Praparat wurden im Durchschnitt 867 Tumorzellen gezahlt. Im Vorfeld der
Auswertung wurde anhand von Referenzbildern festgelegt, welche Tumorzelle im
Sinne des immunhistochemischen Proteinnachweises als positiv zu werten ist
(siehe 2.2.8.2).
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3.3.2 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Das mittlere Alter der Patienten und Patientinnen mit benignen Navi betrug 35
Jahre, mit malignem Melanom 66 Jahre, mit aktinischer Keratose, Morbus Bowen
oder dem hochdifferenzierten spinozellularen Karzinom 73 Jahre, bei Patienten

mit entdifferenziertem spinozellularen Karzinom 77 Jahre (siehe Abbildung 11).

Alter

Akt. M. Bowen Spino-Ca Spino-Ca  Melanom Naevi
Keratose hd ed

Tumor

Abb 11. Mittleres Alter des Studienkollektivs
(Akt. Keratose = aktinische Keratose; M. Bowen = Morbus Bowen; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes
spinozellulares Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom)

Die Anzahl weiblicher und mannlicher Patienten war nicht in jeder Tumorgruppe
gleich. Wahrend der Anteil der ménnlichen Patienten in der Gruppe der
aktinischen Keratose und dem spinozellularen Karzinom vom entdifferenzierten
Typ etwa 66% betrug, gehdrten beim malignen Melanom 56%, beim
spinozellularen Karzinom vom hochdifferenzierten Typ 53%, beim Morbus Bowen
40% und bei den Navi 36% zum mannlichen Geschlecht (siehe Abbildung 12).
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Oweiblich
E mannlich

Anzahl der Patienten

Akt. M. Bowen Spino-Ca Spino-Ca Melanom  Naevi
Keratose hd ed

Tumor

Abb. 12 Geschlechtsverteilung des Studienkollektivs
(Akt. Keratose = aktinische Keratose; M. Bowen = Morbus Bowen; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes

spinozelluldres Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom)

Das maligne Melanom nimmt aufgrund seiner Malignitat unter den Tumoren der
Haut eine Sonderstellung ein. Zur Prognoseeinschéatzung und zur Durchfiihrung
einer stadiengerechten Therapie und Nachsorge ist eine Abschéatzung der
TumorgréRe und Tumorausbreitung erforderlich. Zu den wichtigsten
prognostischen Kriterien gehdren dabei die Tumordicke nach Breslow (1970) und
die Eindringtiefe nach Clark (1969). Die Messung der Dicke des primaren Tumors
(pT) erfolgt am histologischen Praparat und ist definiert durch den Abstand
zwischen dem Stratum granulosum der Epidermis und der am tiefsten in das
Gewebe infiltrierenden Melanomzelle. Die Eindringtiefe nach Clark bezieht sich
auf die Ausbreitung des Primartumors in den unterschiedlichen Schichten der
Haut. So dringt im Stadium Clark IV der Tumor ins Stratum reticulare ein, wahrend
er bei Clark V bereits die Subkutis erreicht. Die Einteilung der Stadien erfolgte
nach den Vorgaben der ,American Joint Committee for Cancer* (AJCC). Tabelle 1
zeigt die pathologischen Parameter der in dieser Arbeit untersuchten malignen
Melanome. Alle Tumore sind tiefer als 0,75 mm, fast die Halfte der untersuchten
Melanome sind zwischen 1,51 und 3 mm tief (entspricht Stadium pT3a). Der
grofdte Anteil der Melanome dringt bis ins Stratum reticulare ein (Clark 1V), funf
sogar bis in die Subkutis (Clark V).
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Tab.1l Pathologische Parameter der untersuchten mal  ignen Melanome

Parameter n Stadieneinteilung Haufigkeit Anzahl graphisch

Tumordicke nach

Breslow 30 pTl <0,75mm
pT2 0,76-1,5 mm
pT3a 1,51-3,0 mm 14
pT3b 3,01-4,0 mm

pT4 >4,01 mm 5
Eindringtiefe 30 v 25
nach Clark Vv 5

(n: Gesamtzahl der Falle; mm: Millimeter)

3.3.3 Rad51 in Tumoren der Haut

In den Praparaten, die mittels des 1G8-Antikdrpers angefarbt wurden, zeigten sich
in einzelnen Tumorzellen deutliche nukleare Anfarbungen. In der Gruppe der
spinozellularen Karzinome und den Tumorvorstufen liegen die Mittelwerte Rad51-
positiver Tumorzellen zwischen 6,38% und 10,08%. Die Tumorvorstufen
aktinische Keratose und Morbus Bowen haben mit 6,48% und 6,38% annahernd
eine gleiche durchschnittliche Anzahl Rad51-positiver Tumorzellen. Mit Zunahme
der Entdifferenzierung enthalt das Karzinomgewebe zunehmend mehr Rad51-
positive Tumorzellkerne. Die héchste durchschnittliche Anzahl Rad51-positiver
Tumorzellen hat das spinozellulare Karzinom, im hochdifferenzierten Stadium mit
8,07% und im entdifferenzierten Stadium mit 10,08%.

Die melanozytaren Navi vom ,Compound“-Typ haben im Durchschnitt 0,08%
Rad51-positiv gefarbte Zellen. Das maligne Melanom hat im Mittel 1,29% Rad51-
positiv gefarbte Tumorzellen, mehr als die benignen Navi, aber deutlich weniger
als die epithelialen Tumoren der Haut (siehe Abb. 13).
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Abb. 13 Durchschnittliche Expression von Ki ~ -67 in Tumoren der Haut

(Akt. Keratose = aktinische Keratose; M. Bowen = Morbus Bowen; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes

spinozelluldres Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom)

In allen Préparaten bewegt sich der Anteil der Rad51-positiven Tumorzellen
zwischen 0% und 23,01%, dabei findet sich nur in der Gruppe der melanozytaren
Navi keine nachweisbare Uberexpression. Der hochste Wert ist bei spinozellularen
Karzinomen im entdifferenzierten Stadium zu beobachten.

In der Gruppe der Tumorvorstufen/In-situ-Karzinome (aktinische Keratose und
Morbus Bowen) liegt die Anzahl Rad51-tberexprimierender Tumorzellen zwischen
1-18%. Die meisten Tumore haben einen Anteil Rad51-Uberexprimierender
Tumorzellen von 4-6%. Bei beiden Tumorvorstufen zeigte sich jeweils bei einem
Tumor ein deutlich héheren Anteil mit 17% bzw. 18% (siehe Abb. 14 A,B). Beim
spinozellularen Karzinom vom ent- und hochdifferenzierten Typ liegt der Anteil
Rad51-positiver Zellen zwischen 3-23% (siehe Abb. 14 C,D), bei den meisten
Tumoren im Bereich zwischen 4-8%. Einen deutlich hoheren Anteil von 18-25%
gibt es bei wenigen Tumoren nur in der Gruppe des entdifferenzierten
spinozellularen Karzinoms (siehe Abb. 14 D).

In den Navi findet sich nur eine sehr geringe und in acht Féllen keine vermehrte
Rad51-Uberexpression, maximal 0,36% (grafisch nicht gezeigt). In den malignen
Melanomen liegt die Anzahl Rad51-positiver Zellen zwischen 0,1-4,5%. Die

meisten Tumoren lagen zwischen 0-2% (siehe Abb. 14 E).
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Abb.14 Verteilung der Rad51 -Expression in den einzelnen Tumoren der Haut

(PCI: ,positive cell index")
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3.3.3.1 Statistische Analyse der Rad51-Expression

Die statistischen Analysen der Rad51-Expression in Tumoren der Haut sind in den
Tabellen 2 bis 4 zusammengefasst. Die Ergebnisse wurden auf Grund der
unterschiedlichen histologischen Merkmale in zwei Gruppen eingeteilt (siehe
3.3.1.) Die Ergebnisse der aktinische Keratosen, des Morbus Bowen und des
spinozellularen Karzinoms im hoch- und entdifferenzierten Stadium wurden
zusammen analysiert. Die Ergebnisse des malignen Melanoms wurden mit den
Ergebnissen der melanozytaren Navi vom ,Compound“-Typ verglichen.

Die mittlere Anzahl Rad51-positiver Tumorzellen ist bei den mannlichen Patienten
groRBer. Einzige Ausnahme ist das hochdifferenzierte spinozellulare Karzinom.
Hier ist der Mittelwert der Rad51-Uberexpression bei den mannlichen Patienten ist
6,75%, bei den weiblichen Patienten 9,57%. Dieser Unterschied ist bei
Anwendung des U-Tests nach Mann und Whitney (Zofel, 1992) als einziger
signifikant (p=0,0472).

Tab. 2 Statistische Analyse der Rad51-Uberexpressio  n bei mannlichen und weiblichen

Patienten in Tumoren der Haut

Gesamt- Rad51
Tumor anzahl Klasse Anzahl (Mittelwert in %) U-Test
aktinische 30 weiblich 10 5,72 p=0,8121 ns
Keratose mannlich 20 6,87
Morbus 30 weiblich 18 5,56 p=0,4908 ns
Bowen mannlich 12 7,6
Spino-Ca 30 weiblich 14 9,57 p=0,0472 .
hd mannlich 16 6,75
Spino-Ca 30 weiblich 10 8,49 p=0,3282 ns
ed mannlich 20 10,87
Melanom 30 weiblich 13 1,07 p=0,1977 ns

mannlich 17 1,45

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; nn: Test nicht notwendig; ns: Test nicht

signifikant; =/x+/+++: p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes

spinozellulares Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom
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Bei den Melanomen ergab der Vergleich der Rad51-Uberexpression beziiglich der
Tumordicke nach Breslow und des Clark-Index keine signifikanten Unterschiede
(siehe Tab 3). Zum Vergleich der Rad51-Uberexpression in den Tumorstadien T2
bis T4 wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis als Globaltest verwendet (Z6fel,
1992). Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden, so dass ein
paarweiser Vergleich der Tumorstadien nicht notwendig war. Der Anteil Rad51-
positiver Tumorzellen nimmt bis zum Tumorgro3estadium T3a zu. Ausgedehntere
Tumoren (T3b und T4) haben dagegen einen geringeren Mittelwert als T2-
Tumoren. Mit zunehmender Eindringtiefe des Tumors in das Gewebe (Clark-
Index) nimmt die Anzahl Rad51-positiver Tumorzellen ab. Der Vergleich der
Rad51-Mittelwerte der Stadien IV und V ergab keinen signifikanten Unterschied.
Grundlage dieses Testes war der U-Test nach Mann und Whitney (Zdfel, 1992).

Die absolute Anzahl der Rad51-Uberexprimierten Zellen ist bei den Melanomen
und den Navi gering (siehe Tab. 3), jedoch ergibt der Vergleich beider Mittelwerte
mit dem U-Test nach Mann und Whitney einen signifikanten Unterschied
(p<0,0001).

Tab. 3 Statistische Analyse der Melanomparameter u  nd Vergleich Melanom mit Navus

Tumor Parameter Anzahl Rad51 H-Test U-Test

(Mittelwert in
%)

Melanom Breslow-Index

pT1l <0,75 mm 0

pT2 0,76-1,5 mm 7 1,28

pT3a 1,51-3,0 mm 14 1,53 ns nn

pT3b 3,01-4,0 mm 4 1,13 p=0,5205

pT4 >4,01 mm 5 0,68

Clark-Index

v 26 1,37 nn IV:V ns

\% 4 0,72 p=0,3911
Melanom 30 1,29

nn p<0,0001

Navus 14 0,08

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; nn: Test nicht notwendig; ns: Test nicht
signifikant; /[« p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur
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Die Verwendung des H-Testes nach Kruskal und Wallis als Globaltest zum
Vergleich der Rad51-Uberexpression beim Morbus Bowen und den aktinischen
Keratosen sowie des hoch- und entdifferenzierten spinozellularen Karzinoms
zeigte einen reprasentativen Unterschied (p=0,003), so dass sich eine paarweise
Gegenuberstellung der vier Tumoren untereinander anschloss. Nicht signifikant
war der Unterschied der durchschnittichen Anzahl Rad51-positiver
Tumorzellkerne beim Vergleich des Morbus Bowen mit der aktinischen Keratose
(p=0,6048) und des hochdifferenzierten spinozellularen Karzinoms mit dem
entdifferenzierten spinozellularen Karzinom (p=0,1039) (siehe Tab. 4). Ein grol3er
Unterschied fand sich dagegen beim Vergleich des Morbus Bowen und den
aktinischen Keratosen mit dem entdifferenzierten spinozellularen Karzinom (p<
0,0006).

Tab. 4 Statistische Analyse der Rad51-Expression in Tumoren der Haut untereinander

Rad51
Parameter Anzahl Mittelwert in % H-Test U-Test

aktinische Keratose (1) 30 6,48 (1):(2) ns p=0,6048
@):(3) - p=0,0298
Morbus Bowen (2) 30 6,38 ok D):(4) = p=0,0006
p=0,0003 (2):(3) - p=0,0180
Spino-Ca hd. (3) 30 8,07 (2):(4) » p=0,0004
(3):(4) ns p=0,1039

Spino-Ca ed. (4) 30 10,08

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; nn: Test nicht notwendig; ns: Test nicht

signifikant; =/x+/+++: p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur; spino-Ca hd: spinozelluldres Karzinom

hochdifferenziert; spino-Ca ed: spinozelluldres Karzinom entdifferenziert
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3.3.4 Ki-67 in Tumoren der Haut
Die Mittelwerte der Ki-67-Expression liegen zwischen 0,03% und 18,12%. Die

hochste durchschnittliche Expression hat der Morbus Bowen mit 18,12%, im
Vergleich dazu ist der Mittelwert bei aktinischen Keratosen mit 6,34% deutlich
geringer. Mit zunehmender Entdifferenzierung nimmt die Anzahl Ki-67-positiver
Tumorzellen erstaunlicherweise ab (hochdifferenziertes spinozellulares Karzinom

12,47%, entdifferenziertes spinozellulares Karzinom 5,49%).

Das maligne Melanom zeigt im Mittel 2,54% Ki-67-positiv gefarbte Tumorzellen,
deutlich mehr als die Navi mit 0,03%, aber auch deutlich weniger als in den

epithelialen Tumoren der Haut (siehe Abb. 15).

18,12

14 4 12,47

81 6,34

5,49

Mittelwerte Ki-67

4 2,54

2 _
2 |—| 0,03

Akt. M. Sp.-Ca Sp.-Ca Melanom  Naevi
Keratose Bowen hd. ed.

Tumor

Abb. 15 Durchschnittliche Expression von Ki-67 in Tumoren der Haut

(Akt. Keratose = aktinische Keratose; M. Bowen = Morbus Bowen; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes

spinozelluldres Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom)

In allen Praparaten bewegt sich der Anteil der Ki-67-positiven Tumorzellen
zwischen 0% und 32%. Dabei findet sich nur in der Gruppe der Navi keine
nachweisbare Expression. Der héchste Wert wurde beim Morbus Bowen
beobachtet.
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Die Anzahl Ki-67-exprimierender Tumorzellen liegt bei der aktinischen Keratose
zwischen 0-18%, lUberwiegend zwischen 0-8% (siehe Abb. 16 A). Beim Morbus
Bowen findet sich meist eine Positivitdt zwischen 14-18%, insgesamt liegt die
Anzahl Ki-67-positiver Zellen zwischen 8-32% (sieche Abb. 16 B). Beim
entdifferenzierten spinozellularen Karzinom wurde eine Ki-67-Expression
zwischen 3-22% gefunden, in der Mehrzahl zwischen 8-16% (siehe Abb. 16 C).
Beim entdifferenzierten spinozellularen Karzinom liegt der Anteil Ki-67-positiver
Zellen zwischen 1-15%, meist zwischen 2-6%. Nur wenige Tumoren zeigten einen

deutlich héheren Anteil von 14-16% Ki-67-positiven Zellen (siehe Abb. 16 D).
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Abb. 16 Verteilung der Ki -67 Expression in den Tumoren der Haut

(PCI: ,positive cell index"*)
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In malignen Melanomen finden sich 0-9% Ki-67-positive Zellen. Uberwiegend zeigt
sich eine geringe Proliferation mit 0-2% positiven Tumorzellen (siehe Abb. 16 E).
Nicht abgebildet ist die Expression von Ki-67 in Navi. Als hochster Wert wurden

0,13% Positivitat ermittelt, in zehn Fallen fand sich gar keine Ki-67-Expression.

3.3.4.1 Statistische Analyse der Ki-67-Expression

Méannliche Patienten mit Morbus Bowen oder Melanom haben eine hohere Anzahl
Ki-67-positiver Zellen als weibliche Patienten in der gleichen Tumorgruppe.
Signifikant ist der Unterschied der Mittelwerte der Ki-67-Expression bei
mannlichen und weiblichen Patienten bei der aktinischen Keratose (p=0,0190),
beim hochdifferenzierten spinozellularen Karzinom (p=0,0426) und bei den
Melanomen (p=0,0481) (siehe Tab 5).

Tab. 5 Statistische Analyse der Ki-67-Expression be i mannlichen und weiblichen Patienten

in Tumoren der Haut

Ki-67
Tumor  Gesamtanzahl Klasse Anzahl (Mittelwert in %) U-Test

aktinische 30 Weiblich 10 8,89 p=0,0190
Keratose mannlich 20 5,06
Morbus 30 weiblich 18 17,95 p=0,3913 ns
Bowen mannlich 12 18,37
Spino-Ca 30 weiblich 14 13,99 p=0,0426 .
hd mannlich 16 11,15
Spino-Ca 30 weiblich 10 5,81 p=0,8798 ns
ed mannlich 20 5,33
Melanom 30 weiblich 13 1,56 p=0,0481 .

mannlich 17 3,3

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; ns: Test nicht signifikant; s/xx/sxx:

p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes spinozellulares Karzinom;

Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozelluldres Karzinom
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Tab. 6 Statistische Analyse der Melanomparameter b ei der Ki-67-Expression

Tumor Parameter Anzahl Ki-67 H-Test U-Test
Mittelwerte in %

Melanom Breslow-Index
pT1l <0,75 mm 0
pT2 0,76-1,5mm 7 3,9
pT3a 1,51-3,0 mm 14 2,06 ns nn
pT3b 3,01-4,0 mm 4 2,7 p=0,5268
pT4 >4,01 mm 5 2,44
Clark-Index
v 26 2,42 nn IV:V ns
V 4 3,32 p=0,4607
Melanom 2,54 30 2,54
nn p<0,0001
Navus 0,03 14 0,03

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; ns: Test nicht signifikant; nn: Test nicht

notwendig; */+«/+x«: p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur;

Keine statistische Signifikanz ergab ein Vergleich der Ki-67-Expression bei den
Melanomparametern Breslow- und Clark-Index. Ein Vergleich der Tumorstadien
T2 bis T4 mit dem H-Test nach Kruskal und Wallis als Globaltest ergab keine
statistische Signifikanz (p=0,5268) (Zofel, 1992). Dadurch schloss sich ein
paarweiser Vergleich der Tumorstadien aus.

Die Anzahl Ki-67-positiver Tumorzellen ist im Tumorstadium T2 am grof3ten und
im Stadium T3a am geringsten. Bei ausgedehnteren Tumoren (T3b und T4) nimmt

die prozentuale Ki-67-Expression mit Zunahme der Tumordicke ab.

Bei isolierter Betrachtung der Eindringtiefe nach Clark nimmt mit zunehmender
Eindringtiefe des Tumors ins Gewebe die Anzahl Ki-67-positiver Tumorzellen zu
(siehe Tab. 6). Der U-Test nach Mann und Whitney (Zo6fel, 1992) ergab aber bei
dem Vergleich der Ki-67-Mittelwerte der Stadien IV und V keinen signifikanten
Unterschied (p=0,4607).
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Bei den Melanomen und den Navi ist die absolute Anzahl Ki-67-positiver Zellen

gering (siehe Tab. 6), ein Vergleich beider Mittelwerte mit dem U-Test nach Mann

und Whitney zeigt aber einen signifikanten Unterschied (p<0,0001).

Ein Vergleich der Ki-67-Expression beim Morbus Bowen, der aktinischen Keratose

und des hoch- und entdifferenzierten spinozellularen Karzinoms mittels des H-

Testes nach Kruskal und Wallis als Globaltest zeigte einen reprasentativen

Unterschied (p<0,0001). Es schloss sich eine paarweise Gegenuberstellung der

vier Tumore untereinander mittels des U-Tests nach Mann und Whitney an (Zofel,

1992). Nicht signifikant war einzig der Unterschied der durchschnittlichen Anzahl

Ki-67-positiver Tumorzellkerne beim Vergleich der aktinischen Keratose mit dem

entdifferenzierten spinozellularen Karzinom (p=0,4964) (siehe Tab.7).

Tab. 7 Statistische Analyse der Ki-67-Expressioni  n Tumoren der Haut untereinander

Ki-67
Parameter Anzahl Mittelwert in % H-Test U-Test

aktinische Keratose (1) 30 6,34 (2):(2) e p<0,0001
D):(3) = p<0,0001
Morbus Bowen (2) 30 18,12 (1):(4) ns p=0,4964
p<0,0001 (2):(3) p=0,0001
Spino-Ca hd. (3) 30 12,47 (2):(4) p<0,0001
3):(4) = p<0,0001

Spino-Ca ed. (4) 30 5,49

H-Test nach Kruskal und Wallis: U-Test nach Mann und Whitney; nn: Test nicht notwendig; ns: Test nicht

signifikant; =/x+/+++: p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes

spinozelluldres Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes spinozellulares Karzinom
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3.3.5 Vergleich der Rad51-Expression mit der Ki-67-  Expression

Die Uberexpression von Rad51 zeigt eine Steigerung im Rahmen der
Tumorprogression bei den epithelialen Tumoren. Die Ki-67-Expression dagegen
zeigt ein nicht einheitliches Muster. Uberraschend war der geringe prozentuale
Anteil Ki-67-positiver Tumorzellen bei mikroskopisch erkennbarer
Entdifferenzierung des Tumors. Eine progressionsadaptierte Steigerung der Ki-67-
Expression findet sich von aktinischer Keratose zum hochdifferenzierten
spinozellularen Karzinom. Einzig bei der aktinischen Keratose ist die Anzahl
Rad51- und Ki-67-positiver Zellen etwa gleich (6,48% und 6,34%).

Die Melanome haben eine hohere Anzahl Rad51-Uberexprimierender Zellen und
eine hohere Anzahl Ki-67-positiver Zellen als in melanozytaren Navi beobachtet

werden konnte.

Fur den Vergleich der Rad51-Uberexpression mit der Ki-67-Expression in den
verschiedenen Tumoren wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Nicht signifikant war
nur der Unterschied zwischen der Anzahl Rad51-positiver Zellen und Ki-67-
positiver Zellen bei der aktinischen Keratose (p=0,6959) und den Navi (p=0,0929)
(siehe Tab. 8).

Die an Hand des medianen Ki-67-PCl eingeteilten Tumoren hoher und niedriger
Ki-67-Expression (siehe Tab. 9) zeigen mit Ausnahme des Melanoms eine hdhere
Rad51-Expression bei Tumoren mit hoher Ki-67-Expression. Der Unterschied ist

jedoch statistisch nicht signifikant.
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Tab. 8 Statistische Analyse der Rad51- gegen die Ki

-67-Expression in Tumoren der Haut

Rad51 Ki-67 Wilcoxon-
Parameter Anzahl Mittelwert in % Mittelwert in % Test
aktinische Keratose 30 6,48 6,34 Rad51:Ki-67 ns p=0,6959
Morbus Bowen 30 6,38 18,12 Rad51:Ki-67 p<0,0001
Spino-Ca hochd. 30 8,07 12,47 Rad51:Ki-67 p<0,0001
Spino-Ca entd. 30 10,08 5,49 Rad51:Ki-67 p<0,0001
Melanom 30 1,29 2,54 Rad51:Ki-67 « p=0,0256
Navus 14 0,08 0,034 Rad51:Ki-67 ns p=0,0929

ns: Test nicht signifikant; =/x+/+++: p<0,05/0,01/0,001 nach Bonferroni-Korrektur; spino-Ca hochd:

spinozelluldres Karzinom hochdifferenziert; spino-Ca entd: spinozellulares Karzinom entdifferenziert

Tab. 9 Vergleich der Rad51-Expression bei hoher und

niedriger Ki-67-Expression

Tumor Gesamtzahl Klasse Anzahl Rad51 U-Test
Mittelwert in %

Aktinische 30 Ki-67 PCI<6,02 15 6,21 p=0,187 ns

Keratose Ki-67 PCI>6,02 15 6,78

Morbus 30 Ki-67 PCI<16,41 15 5,03 p=0,116 ns

Bowen Ki-67 PCI>16,41 15 7,72

Spino-Ca 30 Ki-67 PCl<11,83 15 7,1 p=0,089 ns

Hochdifferenziert Ki-67 PCI>11,83 15 9,03

Spino-Ca 30 Ki-67 PCl<4,78 15 9,65 p=0,683 ns

Entdifferenziert Ki-67 PCI>4,78 15 10,5

Melanom 30 Ki-67 PCI<1,89 15 1,35 p=0,967 ns
Ki-67 PCI>1,89 15 1,22

U-Test nach Mann und Whitney; ns: Test nicht signifikant; Spino-Ca = spinozelluldres Karzinom; PCl=

~positive cell index”
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Zur Darstellung, ob zwischen den untersuchten Parametern Rad51-
Uberexpression und Ki-67-Expression ein Zusammenhang im Sinne einer
Korrelation bestand, kam der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman zur
Anwendung (Zo6fel, 1992). Er kann Werte zwischen —1 und +1 annehmen, wobel
ein Betrag nahe Null einen schwachen und ein Betrag nahe Eins einen starken
Zusammenhang bedeutet. Ein geringer Zusammenhang zwischen der Anzahl
Rad51 und Ki-67-positiver Zellen findet sich beim Morbus Bowen (rs=0,3780) und
beim hochdifferenzierten spinozellularen Karzinom (rs=0,4376). Bei den anderen
Tumorvorstufen und Tumoren findet sich keine signifikante Korrelation zwischen
der Rad51-Uberexpression und der Ki-67-Expression (Abb. 17).

0,5

0,4

0,2

0,1

rs nach Spearman

akt. M. Bowen Spino-Ca Spino-Ca Melanom Navus
-0,1 | Keratose hochd entd

-0,2

Tumor

Abb. 17 Korrelation der Rad51-Expression mit der Ki  -67-Expression
Dargestellt ist der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman, signifikante Korrelationen sind
gekennzeichnet (x/»+/+x:; p<0,05/0,01/0,001, Akt. Keratose = aktinische Keratose; M. Bowen = Morbus

Bowen; Spino-Ca hd = hochdifferenziertes spinozelluléres Karzinom; Spino-Ca ed = entdifferenziertes

spinozellulares Karzinom).
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4. Diskussion

Im Jahre 2002 erlag jeder vierte Verstorbene in Deutschland einem Krebsleiden
(Statistisches Bundesamt). Demnach gehéren in der Bundesrepublik Deutschland
nach den Herzkreislauferkrankungen maligne Tumoren zu den zweith&aufigsten
Todesursachen. Prinzipiell kénnen aus jedem Organ und Gewebe des
menschlichen Korpers bdsartige Tumoren hervorgehen. Die Haut hat unter allen
Organen des Korpers die hochste Inzidenz und Vielfalt an Tumoren. Jahrlich
erkranken rund 2,2 Millionen Menschen an Hautkrebs (WHO). Er ist nicht nur die
weltweit haufigste Krebserkrankung, sondern auch die mit den héchsten jahrlichen
Zuwachsraten. Ursachen ihres Tumorreichtums sind die GroRe der Haut, der
strukturreiche Aufbau und die exponierte Lage gegenuber karzinogenen Noxen
der Umwelt. Das maligne Melanom ist dabei der bedeutendste Tumor der
dermatologischen Onkologie, nicht wegen seiner Haufigkeit, es macht etwa 6%
aller Hautkrebserkrankungen in Deutschland aus, sondern aufgrund seines
aggressiven Wachstumsverhaltens. Etwa 4,3% aller bosartigen Neubildungen in
der Altersgruppe unter 50 Jahren sind maligne Melanome, die etwa 1% aller
Krebstodesfalle verursachen (Robert Koch Institut, 2004). Die Melanominzidenz
nimmt weltweit zu, insbesondere bei stark sonnenexponierten hellhautigen
Bevolkerungsgruppen (Grin-Jorgensen et al., 1992; Marks und Kopf, 1995; Sober
et al.,, 1991). Das maligne Melanom ist im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
durch seine ausgepragte Therapieresistenz gekennzeichnet. Konventionelle

Behandlungsstrategien einschlieBlich der Chirurgie, Radiatio oder der
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Chemotherapie hatten im Stadium der Metastasierung bislang keinen
wesentlichen Einfluss auf die Uberlebenszeit.

Aufgrund der steigenden Inzidenz des malignen Melanoms und der infausten
Prognose bei Metastasierung wurden in den vergangenen Jahren neben den
allgemeinen Prognosefaktoren (z.B. Tumordicke, Eindringtiefe, Ulzeration und
Metastasenstatus) auch spezifischere Faktoren (z.B. potentielle Tumormarker) auf
ihre klinische Eignung hin untersucht. Tumormarker bezeichnen Substanzen und
zellulare Veranderungen, deren Auftreten und Konzentrationsanderung in
Beziehung mit der Entstehung und dem Wachstum von malignen Tumoren eines
Individuums stehen. Zu den zellularen Tumormarkern gehdren unter anderem
zellmembranstdndige Tumorantigene, Rezeptoren (Hormonrezeptoren) und
Zellmarker, die auf eine vermehrte Expression von Onkogenen und ein
monoklonales Zellwachstum hindeuten, sowie molekulargenetische zelluléare
Verdnderungen (Chromosomenaberrationen). Humorale Tumormarker (z.B.
prostataspezifisches Antigen (PSA), onkofetale Antigene (CEA, AFP)) sind
Substanzen, die gegeniber physiologischen Bedingungen in Serum, Blut, Urin
und anderen Korperflussigkeiten in erhohter Konzentration nachweisbar sind.
Idealerweise sezernieren Tumorzellen die Signalsubstanz erst nach ihrer malignen
Transformation. Das Indikationsgebiet von Tumormarkern liegt in erster Linie in
der Therapie- und Verlaufskontrolle maligner Erkrankungen. Auf3erhalb von
Klinischen Studien sind kommerziell verfigbare, einfach handhabbare,
standardisierte und reproduzierbare Methoden Grundvoraussetzung fir einen
Tumormarkertest. Fir das maligne Melanom gab es lange keinen neben
experimentellen und klinischen Studien stehenden Tumormarker. Zu den bisher
publizierten Melanommarkern gehodren Melaninmetabolite (5-S-Cysteinyl-Dopa
(Horikoshi et al., 1994); Tyrosinase (Sonesson et al.,, 1995), tumorassoziierte
Antigene (neuronspezifische Enolase (Hornef et al., 1992); ,Lipid bound sialic
acid“ (Buzaid et al., 1994); S-100 (von Schoultz et al., 1996), Zytokine (Interleukin-
8 (Scheibenbogen et al., 1995); Interleukin-10 (Dummer et al., 1995)) und MIA
(melanoma inhibitory activity) (Blesch et al.,, 1994). Unter allen diskutierten
Signalsubstanzen entsprechen den geforderten Qualitdtsansprichen (hohe

Sensitivitat und  Spezifitdt, leichte Reproduzierbarkeit, einfaches und
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kostenginstiges Verfahren) an einen Tumormarker am ehesten der Nachweis von
S-100 und MIA, die seit einiger Zeit kommerziell erhaltlich sind. S-100 und MIA
konnen anhand der bisherigen Ergebnisse als potente Marker zur Therapie- und
Verlaufskontrolle bei Metastasierung genutzt werden (Brochez et al. 2000,
Djukanovic et al., 2001, Ugurel et al., 2005). Einen frihen Progressionsmarker des
Melanoms gibt es bisher nicht.

Das Verstandnis der Tumorentstehung kann dabei helfen, weitere geeignete
molekularbiologische Marker zu finden, um Tumore der Haut exakter zu
klassifizieren und den Grad der Malignitat eines Tumors besser einzuschéatzen,
um dementsprechend eine geeignete und erfolgreiche Therapie zu gewéahrleisten.

In dieser Arbeit wurde an Gewebematerial das Protein Rad51 auf seine Eignung
als Tumormarker untersucht. Das Produkt des Rad51-Gens ist Angehoriger einer
Proteinfamilie, die DNA-Strangaustauschreaktionen Kkatalysiert und so an
prominenter Stelle an Rekombinationsvorgdngen und der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen  beteiligt ist. Die Interaktion von Rad51 mit
Tumorsuppressoren wie BRCA1, BRCA2 und p53 lasst eine zentrale Bedeutung
der homologen Rekombinationsreparatur der DNA vermuten. Ziel dieser Studie
war es, die Expression von Rad51 in verschiedenen Tumoren der Haut zu
untersuchen. Dabei wurde geprift, ob ein Zusammenhang zwischen der Dignitat,
dem Differenzierungsgrad und den Tumorstadien verschiedener Hauttumoren und
der Rad51-Expression besteht. Dazu wurde in dieser Studie die Rad51-
Expression des hoch- und entdifferenzierten Spinozellularen Karzinoms mit seinen
Tumorvorstufen/ In-situ Formen der aktinische Keratose und des Morbus Bowen
verglichen und die Rad51-Expression beim Melanom mit der beim melanozytaren
Navus analysiert. Die zur Analyse gewdahlten Reaktionsbedingungen mit dem
monoklonalen Antikdrper 1G8 fuhrten nicht zu einer Detektion basaler Rad51-
Spiegel. Somit wurde eine Unterscheidung zwischen normalem und erhdhtem
Rad51-Gehalt mdglich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen allerdings keine Aussagen uber mdgliche

funktionelle Interaktionen mit anderen Proteinen zu. Auch Aussagen zur Funktion
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oder Regulierung von Rad51 sind nicht mdoglich, hierfir missen weitere
molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.

4.1 Die Expression von Rad51 in normalen Zellen

Das humane Rad51-Protein wird in allen eukaryotischen Zellen exprimiert. Seine
Funktion in der menschlichen Zelle ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Ihm
kommt eine zentrale  Funktion in  mitotischen und meiotischen
Rekombinationsprozessen sowie in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

der Zelle zu.

Ein besseres Verstdndnis der Funktion von Rad51 in der Zelle und bei der
Tumorgenese wurde durch Expressionsanalysen in verschiedenen Phasen des
Zellzyklus  erreicht. Humanes Rad51 wird Zell-Zyklus-abhangig auf
transkriptioneller Ebene reguliert. Dies zeigten Versuche, bei denen der hRad51-
Proteinspiegel nach Inhibition der RNA-Synthese durch z.B. Actinomycin, nicht
aber nach Inhibition der DNA-Replikation durch z.B. Aphodicolin D, sank.
Beobachtungen an normal proliferierenden peripheren Lymphozyten des Blutes
zeigten, dass Rad51 seine Funktion in der spaten S- und G2-Phase austibt, in der
die Schwesterchromatide ausgeformt sind (Flygare et al., 1996). Der hRad51-
RNA-Spiegel stieg wahrend der Mitose in der spaten S-Phase auf den dreifachen
Ausgangswert an, ein funffacher hRad51-Proteinspiegel wurde in der spaten G2-
Phase beobachtet. Die physiologische Expression und der Proteingehalt von
Rad51 in synchronisierten Mauszellen zeigt ebenfalls, ausgehend von GO am
Ubergang der spaten G1 in die S-Phase, einen Anstieg mit einem maximalen
Spiegel in der G2-/M-Phase. Rad51 wird wahrend der spaten G1-, S- und G2-
Phase durch immunhistochemische Féarbungen ausschlielich im Zellkern
nachgewiesen. Eine sehr hohe Expression von Rad51 weisen lymphatisches (vor
allem in Lymphknoten, Milz und Darm) und meiotisches (Spermatogonien)
Gewebe auf (Bezzubova und Buerstedde, 1994; Yamamoto et al., 1996). Die

Funktion von Rad51 in der DNA-Replikation und —Reparatur spielt sich somit
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entweder direkt vor der S-Phase am sogenannten ,,G1-Checkpoint” ab oder nach
der DNA-Replikation am ,G2-Checkpoint“. Durch diese ,cell-cycle-checkpoints®
wird die Replikation geschadigter DNA (G1-Arrest) und die Segregation
geschadigter Chromosomen (G2-Arrest) verhindert (Yamamoto et al., 1996). Der
Bedarf der Zellen an Rad51-Protein ist somit reguliert, d.h. eine erhdohte Aktivitat
des Proteins geht mit einem erhdhten Proteingehalt einher.

In normal proliferierenden Zellen wird z.B. nach Bestrahlung als mdgliches
Zeichen einer Aktivitatssteigerung eine Rad51-Akkumulation und Organisation in
sogenannte Foci im Zellkern beobachtet und geht zunadchst nicht mit einer
Steigerung des Proteinspiegels einher (Haaf et al., 1995; Raderschall et al., 1999).
Erst nach mehrfacher aufeinander folgender DNA-Schadigung wurde eine
Zunahme der Foci-Zahl beobachtet (Bishop et al.,, 1998; Haaf et al., 1995;
Raderschall et al., 1999; Tashiro et al., 2000). Unklar bleibt jedoch, ob damit auch
eine Erhohung der Proteinmenge einher geht. Durch Transkriptionsinhibitoren
kann die Foci-Bildung unterbunden werden, eine Steigerung der Rad51-
Proteinmenge konnte im ,Western Blot* aber nicht nachgewiesen werden (Bishop,
1994, Haaf et al., 1995).

4.2 Veranderte Rad51-Expression und Folgen

4.2.1 Die Herunterregulation der Rad51-Expression

Veranderungen des Rad51-Proteingehaltes in der Zelle kénnen nicht nur durch
eine Uberexpression des Proteins hervorgerufen werden. So wurde in einer
immunhistochemischen Studie eine um 30% reduzierte Expression des Rad51-
Proteins in Tumoren sporadischer Mammakarzinome im Vergleich zu dem
umliegenden, gesunden Gewebe gefunden (Yoshikawa et al., 2000). Kanamoto
und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass der ,transforming growth factor-beta” (TGF-
beta), der bei zahlreichen Entwicklungs- und Wachstumsvorgangen (z.B.
Embryonalentwicklung, Angiogenese, Karzinogenese, Knochenaufbau) von
eukaryotischen Zellen von Bedeutung ist, die Rad51-Expression senkt, jedoch
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nicht vollstandig unterdriickt. Diese verminderte Rad51-Expression korreliert mit
einer geringeren Focibildung und dementsprechend mit einer verminderten DNA-
Reparatur-Kapazitat. Durch die Inhibition der DNA-Reparatur kann TGF-beta zur
genetischen Instabilitat beitragen (Kanamoto et al., 2002). So korrelierte in
verschiedenen Versuchssystemen eine verringerte Rad51-Expression mit einer
gesteigerten Sensitivitdt von Zellen gegentuber DNA-schadigenden Einflissen. In
Zelllinien von Prostatatumoren wurde die Rad51-Expression durch Ribozym
herunterreguliert. Tumorzellen, in denen durch das Ribozym der Rad51-Gehalt um
20-50% gesenkt wurde, waren deutlich radiosensitiver (Collis et al., 2001). Auch
die Behandlung von m5S-Mauszellen mit Rad51-Antisense-Oligonukleotiden
(Rad51-A0) fuhrte zu einer erhdhten Strahlensensibilitdt (Taki et al., 1996). Das
Senken der Rad51-Expression in zwei Gliomzelllinien durch Glivec zeigte
ebenfalls eine verringerte Rad51-Expression und eine erhdhte Strahlensensitivitat
der Zelle. Glivec ist ein spezifischer Inhibitor der Tyrosinkinase c-Abl, die an der
Rad51-Regulation beteiligt ist. Dadurch kommt es zur verminderten c-Abl-
abhangigen Rad51-Phosphorylierung, was offenbar zu Verlust der Rad51-
abhéngigen DNA-Reparatur und Sensitivierung gegenuber alkylierenden
Substanzen und gegenuber Bestrahlung fuhrt. Dagegen hatte dieselbe
Behandlung einer nicht immortalisierten Fibroblastenzelllinie mit Glivec keine
Auswirkungen auf die Rad51-Expression und die Strahlensensitivitat (Russell et
al., 2003). Diese Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass das
Rad51-Protein mit der Radiosensitivitat assoziiert ist. Eine therapeutische
Herunterregulation des Rad51-Proteins ware somit ein moglicher Ansatz fur die

Steigerung der Wirksamkeit einer Radiotherapie.

4.2.2 Gesteigerte Rad51-Expression

Eine gegenluber den normalen Zell-Zyklus-abh&ngigen Schwankungen gesteigerte
Rad51-Expression  konnte in  immortalen Zellen mit gesteigertem
Replikationsverhalten nachgewiesen werden. Die Replikation normaler diploider
Zellen ist begrenzt. Die Anzahl der Replikationen ist durch die LAnge sogenannter

Telomere begrenzt, die in eukaryotischen Chromosomen Guanin-reiche
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Sequenzen besitzen, die mit jeder Zellteilung verkirzt werden. Telomerase-
Holoenzyme erhalten in immortalisierten Zelllinien und Keimzelllinien die
Telomere, so dass sich einige Zelllinien (z.B. Tumorzellen) unbegrenzt teilen
(Dunham et al., 2000). Als Zeichen einer hohen Rekombinationsrate weisen sie
eine hohe Frequenz an Chromosomenaberrationen auf. In transformierten,
immortalisierten Fibroblastenzellen (durch z.B. Simian Virus 40 (SV40)) zeigte sich
im Vergleich zu normalen Zellen ein 4,5facher Rad51-mRNA-Gehalt. Die
Rekombinationsfrequenz stieg in den transformierten Zellen um das 2-5fache (Xia
et al., 1997).

Die Translation und die nachfolgende Expression eines spezifischen Proteins
kann durch eine Antisense-Behandlung suprimiert werden. So senkt die
Transfektion von komplementaren hmd51-Oligonukleotiden in den selben
Fibroblasten die homologe Rekombinationsrate. Damit wird die Abhangigkeit der
homologen Rekombination von der zur Verfiigung stehenden Menge des Rad51-
Proteins gezeigt (Xia et al., 1997). Bei Patienten mit dem sogenannten ,Bloom’s
Syndrom® wurde ebenfalls eine Erhdéhung der Rad51-Expression in der
Fibroblastenzelllinie nachgewiesen. Das ,Bloom’s Syndrom“ gehért zu den
Instabilitatssyndromen und zeichnet sich durch vermehrte somatische Mutationen,
eine hohe Inzidenz von Chromosomenbrichen, einem Verlust der Heterozygotitat
und den daraus resultierenden vielfaltigen malignen Transformationen aus
(German, 1993). In der untersuchten Zelllinie wurde eine Mutation im Gen des
Tumorsupressorproteins p53 gefunden. Die verminderte mRNA-Stabilitat bedingt
einen Mangel des p53-Proteins. p53 verursacht eine Senkung der
Rekombinationsrate sowohl durch Inhibition des Zell-Zyklus-Prozesses nach DNA-
Schadigung als auch durch direkte Bindung an die Faktoren der homologen
Rekombination (z.B. Rad51-Protein) (Buchhop et al., 1997; Sturzbecher et al.,
1996). Die Fibroblastenzelllinie weist durch den Mangel an p53 eine gesteigerte
Rekombination auf, welche durch die beobachtete Rad51-Uberexpression weiter
verstarkt wird (Magnusson et al., 2000).

Untersuchungen verschiedener humaner Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigten in
66% der Falle eine Rad51-Uberexpression (Maacke et al., 2000b).

Untersuchungen an weiteren Tumorzelllinien (Leukamie- und Glioblastomzellen)
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zeigten eine 2-7fach gesteigerte Rad51-Expression gegeniber nicht malignen
Zelllinien (Raderschall et al., 2002b). Eine Rad51-Uberexpression wurde ebenfalls
in nicht-invasiven Urothelkarzinomen gefunden (mindliche Mitteilung Dr. W.
Henning). Bei der immunhistochemischen Untersuchung von 108 sporadischen
invasiv duktalen Mammakarzinomen wurde in den Tumorzellen eine deutlich
erhohte Rad51-Expression im Vergleich zu normalem Brustdrisengewebe
nachgewiesen. Die Rad51-Expression korrelierte dabei statistisch signifikant mit
dem histologischen Tumorgrading. Auf Grund dieser Daten wurde eine
Etablierung von Rad51 als prognostischer Marker fur Brustkrebspatienten
diskutiert (Maacke et al., 2000a).

In einer Vielzahl von Tumorentitaten ist die Rad51-Uberexpression nicht nur ein
sekundares Phanomen der Tumorgenese, sondern scheint auch eine Rolle in der
malignen Transformation bzw. der Tumorprogression zu haben (Raderschall et al.,
2002b). Bei einer Erhéhung der Rad51-Expression um das 2-3fache steigert sich
die spontane homologe Rekombination um das 20fache (Vispe et al., 1998). Die
gesteigerte Rekombination bewirkt eine statistisch signifikant niedrigere Rate an
DNA-Doppelstrangbriichen (Raderschall et al., 2002b). Die genetische Integritat
kann jedoch durch Kumulation von Rekombinationsfehlern (Translokation,
Deletion) beeintrachtigt werden (Lengauer et al., 1998). ,Repeat“-Sequenzen sind
besonders wahrend des Rekombinationsprozesses empfindlich flr genetische
Veranderungen. Durch eine gesteigerte Rekombinationsrate kommt es vermehrt
zu z.B. Deletionen oder Amplifikation der ,Repeats”. So finden sich besonders in
immortalisierten Zelllinien haufiger Deletionen in den direkten ,Repeat*-
Sequenzen als in normal proliferierenden Zellen (Finn et al., 1989). In Rad51-
Uberexpremierenden Zellen ist das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen
Komponenten des DNA-Reparatursystems gestort. Einige Komponenten, wie die
Tumorsuppressoren p53 und BRCA2, reduzieren die Aktivitdt des Rad51-Proteins
durch Unterbindung der Polymerbildung von Rad51. Bei einer Uberexpression des
Rad51-Proteins reichen die Tumorsuppressoren nicht mehr aus, um die
Polymerbildung zu regulieren (Raderschall et al., 2002b). Somit wird durch die
mangelnde Inhibition des Rad51-Proteins eine fehlerhafte Hyperrekombination

wahrscheinlicher (Vispe et al., 1998; Xia et al., 1997). In der Annahme, dass
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Ereignisse wie DNA-Doppelstrangbriiche, die zu chromosomalen Rearrangements
und Deletionen fuhren, einen grol3en Anteil der Krebserkrankungen verursachen,
muss ein Zusammenhang zwischen diesen Ereignissen, der mdglicherweise
daraus resultierenden gesteigerten Rekombinationsrate und der Disposition ein
Karzinom zu entwickeln, vermutet werden. Die Homologe Rekombination kann
von verschiedenen Einflissen aktiviert werden. Unabhangig von der Replikation
der Zellen sind dabei nur DNA-Doppelstrangbriche auslésende Ereignisse. Zellen
mit vermehrter Proliferation haben somit eine h6here Rekombinationsrate und ihre

genetische Instabilitat ist dadurch starker gefahrdet (Bishop und Schiestl, 2000).

Ein hoher Rad51-Spiegel induziert die Expression von p21, einem Proteinkinase-
Inhibitor (el-Deiry et al., 1993; Raderschall et al., 2002a). p21 inhibiert
hauptséchlich die Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) und kann so einen
Zellzyklusarrest in der G1/G2-Phase initileren. Mdglicherweise wird diese Funktion
durch Rad51 vermittelt, um wahrend des G1-Arrests Zeit fir die Reparatur des
DNA-Schadens zu geben. Dem widerspricht die Tatsache, dass Rad51 seine
Aktivitdt besonders in der spaten S/G2-Phase austbt (Flygare et al., 1996).
Ungeklart bleibt, ob Rad51 die Zell-Zyklus-Verzdgerung uber einen anderen,
unbekannten Mechanismus auslést und die p2l-Heraufregulation demnach ein
sekundares Phanomen ist.

Eine Uberexpression von Rad51 und die damit verbundene Steigerung der
Rekombinationsrate fihren zu einer vermehrten Resistenz der Zellen gegenuber
ionisierender Strahlen, welche ohne ersichtliche genetische Veranderungen
einhergeht (Yanez und Porter, 1999). In Zellkulturversuchen zeigte sich bei
Rad51-uberexprimierenden Hamsterfibroblasten (CHO, ,chinese hamster ovary”)
nach Gamma-Bestrahlung in der spaten S/G2-Phase des Zellzyklus eine
vermehrte Strahlenresistenz durch eine hohere Uberlebensrate gegeniiber
Kontrollzellen (Vispe et al.,, 1998). In Einklang damit wurde in radioresistenten
Karzinomzelllinien eine erhdohte Expression von Rad51 gefunden (Yanagisawa et
al., 1998). Die Expression von Rad52, einem anderen an der DNA-Reparatur
beteiligten und mit Rad51 interagierendem Protein, zeigt in Strahlen-resistenten

Zelllinien N10 im Vergleich zu Strahlen-sensiblen Zelllinien KB keine
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Unterschiede. Die Rontgen-Bestrahlung der Zelllinien verursacht in beiden Fallen
einen Anstieg der rad51-mRNA-Konzentration, wohingegen die mRNA-Spiegel
von Rad52 gleich bleiben (Yanagisawa et al., 1998). Somit scheinen die
Auswirkungen der Bestrahlung auf die Zellen und die Ausbildung von
Strahlenresistenzen unter anderem unter dem Einfluss der Rad51-Expression zu
stehen. Die Rad51-Expression ist somit moglicherweise ein pradiktiver Marker fur
oder gegen eine Strahlentherapie.

Auch die Chemotherapieresistenz maligner Zellen wird mit einer erh6hten Rad51-
Expression in Verbindung gebracht. So induziert Chlorambucil Dosis-abhangig in
vivo und in vitro die Expression von Rad51 in Lymphozyten und in chronisch
lymphatischen Leukamiezellen (B-CLL-Zellen) (Christodoulopoulos et al., 1999).
Die durch Chlorambucil induzierte Rad51-Uberexpression konnte durch eine
gesteigerte Aktivierung der Homologen Rekombination eine Chemoresistenz
verstarken (Christodoulopoulos et al., 1999). Dies wird durch die Beobachtungen
von Maacke und Mitarbeitern unterstrichen, die nach der Behandlung von
Pankreaskarzinomzellen mit dem DNA-Doppelstrangbriiche verursachenden
Zellgift Calicheamicin bei Rad51-tUberexprimierenden Zellen einen deutlichen
Uberlebensvorteil gegeniiber den nicht iberexprimierenden Zellen beobachteten
(Maacke et al.,, 2000b). Die erhohte Rad51-Proteinexpression und damit
gesteigerte Rekombinationsreparatur konnte somit an der Radio- und
Chemoresistenz beteiligt sein, die in vielen malignen Tumoren zu finden ist und
ein grol3es Problem in der Therapie der Neoplasien darstellt. Eine therapeutische
Herunterregulation des Rad51-Proteins wére ein mdoglicher Ansatz fur die
Steigerung der Wirksamkeit einer Radiotherapie und gewinnt an Bedeutung in der

Therapieforschung fir die Chemosensibilisierung von Tumorzellen.
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4.3 Ursachen einer verdnderten Rad51-Expression in

Tumoren

Auf Grund der Auswirkungen einer verdnderten Rad51-Expression in
Tumorzelllinien und Tumoren ist eine Assoziation zwischen dem Rad51-Protein
und einer genetischen Instabilitait sowie der moglicher Weise daraus
resultierenden Tumorgenese bzw. Tumorprogression wahrscheinlich, auch wenn
die Rolle von Rad51 dabei bisher kaum verstanden wird. Dabei ist bei
verschiedenen Ereignissen, die gehauft in Tumorgeweben vorkommen, eine
ursachliche Beteiligung des rad51-Gens bzw. des Rad-Proteins denkbar.
Alterationen der Chromosomenzahl sind in nahezu allen humanen Tumoren
beschrieben (Lengauer et al., 1998). Der héaufig auftretende ,Lloss of
heterozygosity“ (LOH) beschreibt den Verlust eines Wildtyp-Allels bei mutiertem
zweiten Allel, was zu einer veranderten Funktion des kodierten Proteins fiihren
kann. Ein Beispiel ist hier der Tumorsuppressor PTEN, der in Glioblastomen durch
LOH inaktiviert ist (Wang et al., 1997). Mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern kdnnen
diese Verluste von Chromosomenteilstiicken in Tumoren erfasst und lokalisiert
werden. Studien zeigen, dass in vielen Tumorentitaten bei jeweils einem
beachtlichen Anteil der untersuchten Proben ein Verlust eines Teils von
Chromosom 15g und damit méglicherweise auch eines Allels vom rad51-Gen
vorkommt. Bereits 1991 wurde ein Allelverlust des Lokus 159 in
Mammakarzinomen beschrieben (Devilee et al.,, 1991). Ein LOH auf dem
Chromosom 15¢15.1, das in 31 von 98 untersuchten Mammakarzinomen
nachgewiesen wurde, korreliert mit der Frequenz der Metastasierung und hat eine
schlechte Prognose fiur den Krankheitsverlauf zur Folge (Gonzalez et al., 1999;
Schmutte et al., 1999; Takahashi et al., 1994). Bei der Untersuchung von 24
Pankreaskarzinomen wurde in 73% ein 15g-LOH beschrieben (Mahlamaki et al.,
1997). Auch in diversen anderen Tumoren wie z.B. dem Cervixkarzinom
(Kersemaekers et al., 1998), dem Ovarialkarzinom (Cliby et al., 1993) und
Mesotheliomen (Balsara et al., 1999), wurden 159-LOH detektiert.
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Im Rahmen der Tumorgenese konnten verschiedene Mechanismen einen LOH
des Rad51-Lokus wichtig werden lassen. Zum einen koénnte, um die DNA-
Doppelstrangbruchreparatur vollstandig zu unterhalten, eine Kopie des rad51-
Gens nicht voll ausreichen. Bei Mausen mit einem Rad51*"-Genotyp wurden
jedoch keine auffélligen Phanotypen gefunden. In den Zellen der Mause konnte
keine erhdhte genetische Instabilitat beobachtet werden (Lim und Hasty, 1996;
Tsuzuki et al., 1996). Damit reicht offensichtlich eine intakte Rad51-Genkopie fir
eine hinreichende Rad51-Funktion in der Zelle aus. Weiterhin bleibt allerdings
unklar, ob mit dem Rad5l-Heterozygotenstatus eine erhdhte Mutationsrate
verbunden ist. Ein vollstandiger Verlust beider Rad51-Allele ist allerdings fir
Saugetierzellen letal (Lim und Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996). In der
Vergangenheit sind bis auf zwei Ausnahmen keine Mutationen in der kodierenden
Sequenz des rad51-Gens gefunden worden (Schmutte et al., 1999). Bisher wurde
lediglich ein Basenaustausch des Kodon 150 (G - A) in Exon 6 des rad51-Gens in
Keimbahnzellen zweier Patientinnen mit hereditdrem, bilateralem Brustkrebs
beschrieben. In einer Kontrollgruppe mit sporadischem Mammakarzinom konnte
dieselbe Mutation nicht nachgewiesen werden, sie ist daher mdoglicherweise
krankheitsauslosend (Kato et al., 2000). Ein erhdhter Rad51-Proteingehalt muss
demnach durch andere Mechanismen erklart werden, z.B. Anderungen in der
Genexpression durch Mutationen in der Promoterregion, durch Stabilisierung der
RNA im Zytoplasma, durch eine verlangerte Halbwertzeit des Proteins im Zellkern
oder durch veranderte DNA-Methylierung (Wang et al., 2001).

Die Tumorgenese kann ebenfalls durch die Translokation von Chromosomen, wie
sie bei der chronisch myeloischen Leukdmie in Form des Philadelphia-
Chromosoms vorkommt, geférdert werden (Nowell, 1997). Diese Translokationen,
so wird vermutet, manifestieren sich unter dem Einfluss verschiedener mit Rad51
interagierender Proteine (z.B. ATM (,,Ataxia Teleangiectasia Mutated”), BRCA1/2,
p53), bevor die DNA-Doppelstrangbriiche durch Rekombinationsprozesse
repariert werden koénnen (Lengauer et al, 1998). Verdnderungen im
Zusammenwirken der verschiedenen Proteine und Rad51 kdonnte mdglicherweise

die Manifestation der Translokation verhindern. Die Interaktion von Rad51 mit den
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Tumorsuppressoren BRCAL und BRCAZ2 ist demnach offenbar wesentlich fur die
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen in Zellen (Marmorstein et al., 1998;
Scully et al., 1997; Sharan et al.,, 1997). Ein Verlust von nur einem der drei
Interaktionspartner fuhrt zur Anhaufung von Doppelstrangbriichen und zum Zelltod
(Lim und Hasty, 1996; Ludwig et al., 1997; Sharan et al., 1997; Tsuzuki et al.,
1996).

Die Uberexpression von Rad51 in einer Vielzahl von Tumorzelllinien und
Tumorentitaten sowie ihre beschriebenen Auswirkungen auf normal proliferierende
sowie transformierte Zellen weist auf eine erhebliche Bedeutung in der
Tumorgenese und Tumorprogression hin. Die Ursachen der konstitutiven Rad51-
Uberexpression, welche prinzipiell auf transkriptionaler, translationaler sowie

posttranslationaler Ebene begriindet sein kdnnen, sind jedoch nicht bekannt.

4.4 Analyse der Studienergebnisse

In dieser Studie wurde an verschiedenen Tumorvorstufen/In-situ-Karzinomen und
malignen Tumoren die Expression von Rad51 untersucht. Aus der
Dermatologischen Datenbank in Libeck wurden dafiir je 30 Falle von Aktinischer
Keratose, Morbus Bowen, Spinozellularem Karzionom hoch- und entdifferenziert
und malignem Melanom und 15 Falle von melanozytaren Navi vom ,,Compound*-
Typ zufallig herausgesucht. Die Alters- und Geschlechtsverteilung deckt sich mit
den Angaben, die in der Literatur zu finden sind (Braun et al., 2000; Breuninger
und Garbe, 1998; Cox, 1994; Diepgen und Mahler, 2002; Drake et al., 1995;
Schmidt und Holzel, 2000). Mit den in der vorliegenden Studie angewandten
immunhistochemischen Verfahren mit dem Antikdrper 1G8 kam es zu keiner
Detektion basaler Rad51-Spiegel. Die in diesem Zusammenhang als positiv
bezeichneten Zellen, die bei der Auswertung eine charakteristische Anfarbung
hatten, zeigen somit eine Uberexpression des Rad51-Proteins in diesen Zellen
(siehe 2.2.5.2).
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4.4.1 Das hoch- und entdifferenzierte spinozellular e Karzinom

und die Tumorvorstufen aktinische Keratose und Morb us Bowen

Die aktinische Keratose gehdrt zu den typischen Préakanzerosen, aus denen nach
meist jahrelanger Latenz ein spinozellulares Karzinom (Plattenepithelkarzinom)
hervorgehen kann. Der Morbus Bowen dagegen wird bereits als In-situ-Karzinom
angesehen (Lee und Wick, 1993), aus dem ebenfalls ein spinozellulares Karzinom
entstehen kann. Der Morbus Bowen, der histologisch eine stérkere
Entdifferenzierung als die aktinische Keratose zeigt, weist annahernd die gleiche
prozentuale Rad51-Uberexpression (Aktinische Keratose 6,48%; Morbus Bowen
6,38) auf. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob die aktinische Keratose noch zu
den Tumorvorstufen gezahlt werden kann, oder ob sie nicht wie der Morbus
Bowen schon zu den In-siu-Karzinomen gehort. In der Literatur wird dies bereits
kontrovers diskutiert. Viele Autoren sehen die aktinische Keratose als obligates In-
situ-Karzinom (Berner, 2005; Biesterfeld et al., 1995; Cockerell, 2000; Guenthner
et al., 1999; Lober und Lober, 2000; Shimizu et al., 1995). Butani und Mitarbeiter
(2005) und Salama und Mitarbeiter (2003) hingegen sehen die aktinische
Keratose noch als Tumorvorstufe. Salama zeigt in seiner Studie, dass das Protein
pl6INK4a ein sensitiver und spezifischer Marker fur die Unterscheidung zwischen
dem In-situ-Karzinom Morbus Bowen und der aktinischen Keratose ist (Salama et
al., 2003). In der vorliegenden Arbeit kann man anhand von Rad51 keine
Unterscheidung zwischen aktinischer Keratose und Morbus Bowen vornehmen, da
beide annahernd die gleiche Uberexpression des Proteins haben. Dieses Ergebnis
unterstitzt die Aussage, dass die aktinische Keratose wie der Morbus Bowen ein
In-situ-Karzinom ist.

Eine deutliche Zunahme der Anzahl Rad51-positiver Zellen zeigten das
spinozellulare Karzinom im hochdifferenzierten (8,07%) und im entdifferenzierten
Stadium (10,08%) im Vergleich zur aktinischen Keratose und dem Morbus Bowen.
Eine hohe Anzahl Rad51-positiver Zellen wirde demnach fir eine hohe Malignitat
und Dedifferenzierung des Tumors sprechen. Vergleichende Literaturangaben
liegen leider nicht vor. Ein Vergleich der Rad51-Expression in anderen
Karzinomen zeigt, dass der Anstieg der prozentualen Rad51-Uberexpression mit
Zunahme der Malignitat und Abnahme der Differenzierung in Tumoren der Haut
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nicht sehr ausgepragt ist. So findet sich beispielsweise bei invasiv duktalen
Mammakarzinomen (Maacke et al., 2000a) und Urothelkarzinomen (mundliche
Kommunikation Dr. W. Henning) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Tumorstadien und dem Tumorgrading. Vergleicht man hingegen die Rad51-
Expression in Tumoren der Haut, findet man einen statistisch signifikanten
Unterschied nur zwischen den Tumorvorstufen/In-situ-Karzinomen und den
einzelnen Stufen des spinozellularen Karzinoms. Dadurch koénnte anhand der
Rad51-Expression nur die Aussage getroffen werden, ob es sich noch um eine
Tumorvorstufe/In-situ-Karzinom oder schon um einen malignen Tumor handelt.
Keine Aussage hingegen kann gemacht werden Uber den Zusammenhang
zwischen erhdhter Rad51-Proteinexpression und dem Grad der Entdifferenzierung
(gemessen am histologischen Grading) beim spinozellularen Karzinom.

Die geringe und fehlende statistische Signifikanz zwischen den Tumorvorstufen
und den einzelnen Tumorstadien und die im Vergleich zu anderen Tumoren
geringere Uberexpression des Rad51-Proteins zeigt, dass der Stellenwert des
Rad51-Proteins in der immunhistologischen Diagnostik kutaner Tumoren geringer

ist, als bei anderen Tumoren (z.B. Mammakarzinom (Maacke et al., 2000a)).

Neben der Beurteilung der Rad51-Expression in Tumoren und Tumorvorstufen
war es auch ein Ziel dieser Arbeit, mdgliche Assoziationen der Rad51-Expression
mit bereits etablierten Prognosemarkern zu untersuchen. Durch den
immunhistochemischen Nachweis des Ki-67-Proteins durch MIB-1 lasst sich ein
Uberblick liber die proliferative Kapazitat eines Tumors gewinnen, denn Ki-67 1asst
sich in allen Phasen des Zellzyklus, aufRer in der Go- und friihen G;-Phase,
nachweisen (Gerdes et al., 1984). In dieser Studie zeigen Zellen mit hoher Ki-67-
Expression, aufgeschlisselt nach dem Median, eine durchschnittlich hdhere
Anzahl an Rad51-positiven Zellen, wie es ahnlich auch bei Mammakarzinomen
gefunden wurde (Maacke et al., 2000a, Dissertation Sven Opitz). Allerdings ist der
Unterschied zu gering, um statistisch relevant zu sein.

Vergleicht man jedoch die mediane Expression von Rad51 und Ki-67 eines
Tumors, so wurde beobachtet, dass mit Zunahme der Entdifferenzierung eines

Tumors und zunehmendem Rad51-Gehalt die Anzahl Ki-67-positiver Zellen
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statistisch signifikant sank. Fir diese Beobachtung findet sich keine plausible
biologisch begriindete Erklarung.

So ist auch in der Literatur bisher keine Abnahme der Proliferation bei Zunahme
der Malignitat eines Tumors beschrieben worden. In einer Studie von Matsuta
(1996), die die Expression von Ki-67 mit dem dem MIB-1-Antikorper in epithelialen
Hauttumoren untersuchte, fand sich mit Zunahme der Malignitat eines Tumors
auch eine Zunahme der Anzahl Ki-67-positiver Zellen (Matsuta et al., 1996). Des
weiteren exprimierten die einzelnen Tumore durchschnittich mehr Ki-67. So
fanden Matsuta et al beim Morbus Bowen 37,1% Ki-67 positive Tumorzellen,
wéahrend in dieser Studie nur 18,12% gefunden wurden. Andere Studien
beschreiben beim Morbus Bowen eine Ki-67-Expression von 21% (Kuo et al.,
1997) und 34,4% (Szekeres und De Giacomoni, 1994). Ahnlich verhalt es sich
beim spinozellularen Karzinom. Wéahrend in dieser Arbeit jeweils 12,47%
(hochdifferenziertes Spinozellulares Karzinom) und 5,49% (entdifferenziertes
spinozellulares Karzinom) Ki-67 positive Tumorzellen gefunden wurden, zeigen
Studien eine durchschnittliche Expression von 36% (Shimizu et al., 1999), 42%
(Biesterfeld und Josef, 2002; Shimizu et al., 1997) und héher (Mansoor et al.,
1996). Die unterschiedlich hohe Expression des Ki-67-Proteins kdnnte durch
Unterschiede in der Antikdrperverdinnung, der Inkubationszeiten und der
verwendeten Methoden begriindet sein. So findet sich z.B. in fast allen Studien ein
anderer Verduinnungsfakor und eine deutlich langere Inkubationszeit mit dem
Antikérper MIB-1, was eine vermehrte Anfarbung von Tumorzellen zur Folge
haben kdnnte. In dieser Studie wurde dabei nach dem Prinzip der APAAP-Technik
gefarbt, wie es 1986 von Schaumburg-Lever beschrieben wurde. Die
Inkubationszeiten richteten sich nach den Empfehlungen der Firma DAKO, von
denen auch der MIB-1 Antikdrper bezogen wurde.

Ein weiterer Grund kénnten Unterschiede in der Zahlung und Auswertung der Ki-
67-positiven Tumorzellen sein. Aus den Literaturstudien geht nicht hervor, welche
Intensitat der Farbung noch als positiv gewertet wurde. In dieser Studie wurden
nur intensiv angefarbte Tumorzellen als positiv gewertet, welches vorher anhand
von Beispielbildern festgelegt wurde (siehe Abb. 9). In den Studien von Mansoor

et al (1996) und Shimizu et al (1997) wurde beim spinozellularen Karzinom die
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grof3te Expression in der Peripherie des Tumors und die geringste Expression in
den zentralen Abschnitten des Tumors gefunden. Aus den Unterlagen ging
allerdings nicht hervor, ob die gezahlten Bildausschnitte auch zentrale Anteile
ohne oder nur geringer Ki-67-Expression enthielten. Das Protein Ki-67 ist mit
Ausnahme der Gp- und frihen Gj;-Phase in allen Phasen des Zellzyklus
nachweisbar. Die Expression von Ki-67 in den Phasen des Zellzyklus ist allerdings
unterschiedlich stark, so wird in der restlichen G;-Phase die geringste Expression
gefunden (Bruno et al., 1991). So kénnte sich aufgrund der geringen Ki-67-

Expression ein Grof3teil der Tumorzellen in der Go- oder G;-Phase befinden.

4.5.2 Das maligne Melanom und der melanozytare Navu s

Melanozytare Navi vom ,,Compound“-Typ machen die gr6f3te Zahl aller Navi beim
erwachsenen Menschen aus. In grol3er Anzahl gehdren sie zu den wichtigen
Risikofaktoren fur die Melanomentstehung (Garbe et al., 1994). Die Zahl Rad51-
positiver Zellen bei den Navi ist mit 0,08% verschwindend gering. Die Expression
von Rad51 beim malignen Melanom, die am héaufigsten tddlich verlaufende
Hautkrankheit der weil3en Bevolkerung mit einem weltweiten Anstieg der Inzidenz,
ist mit 1,29% ebenfalls sehr gering, statistisch besteht aber ein signifikanter
Unterschied zum melanozytdaren Navus. Aus diesem Ergebnis kénnte man
schlussfolgern, dass der Nachweis von Rad51 in einem Pigmenttumor fur die
Diagnose eines malignen Melanoms spricht. Ein fehlender Nachweis von Rad51
ist jedoch nicht beweisend fir die Gutartigkeit eines Tumors, da bei vielen
Melanomen keine Rad51-positiven Tumorzellen nachgewiesen werden konnten.
Aufgrund der geringen Anzahl Rad51-positiver Tumorzellen und der bei vielen
Melanomen nicht nachweisbaren Rad51-Expression kann keine sichere Aussage
Uber die Dignitat eines Tumors getroffen werden. Fir die Routinedignostik ist
somit der Nachweis von Rad51 nicht geeignet, da der Test zwar eine gute

Spezifitat, aber eine sehr schlechte Sensitivitat hat.

Ein Vergleich des Tumorstadiums pT (gemessen am Breslow-Index) mit der

Expression von Rad51 ergab ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang. Die
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Unterschiede in der Expression sind so gering, dass eine Aussage Uber die
Tumorausdehnung an Hand der Anzahl Rad51-positiver Zellen nicht mdglich ist.
Auch ein Vergleich der Eindringtiefe nach Clark ergab keinen signifikanten
Zusammenhang mit der Rad51-Expression. Diese Ergebnisse zeigen, dass das
Rad51-Protein bei der Progression des malignen Melanoms keine wesentliche
Bedeutung zu haben scheint, oder die Unterschiede bei ohnehin geringer

Uberexpression nicht sicher erkennbar waren.

Zellen mit hoher Proliferation, gemessen an der Ki-67-Expression, zeigten keine
erhohte Rad51-Expression. Der Unterschied ist zu gering, um statistisch
signifikant zu sein. So ergab sich auch keine signifikante Korrelation zwischen der
Rad51- und der Ki-67-Expression. Mit durchschnittlich 2,54 % bei den Melanomen
und 0,034% bei den Navi ist die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67
gering. In der Literatur findet sich bei malignen Melanomen ein sehr
unterschiedliches Expressionsniveau. Die Werte liegen dabei bei 2,6% (Boni et al.,
1996); 3,1% (Kaleem et al., 2000) und 3,3% (Sparrow et al., 1998). Auch eine
Studie von Moretti und Mitarbeitern (2001) zeigte nur in sehr wenigen Melanomen
eine Ki-67-Expression hoher als 5%. Die Ergebnisse sind mit den Ergebnissen
dieser Studie vergleichbar. Andere Studien zeigen allerdings eine deutlich hohere
Expression von Ki-67 in Melanomen. Bergmann et al. fanden durchschnittlich
14,9% Ki-67-positive Zellen (Bergman et al., 2001), in einer anderen Studie
wurden Werte zwischen 11% und 48% gefunden (Kanter et al., 1995). Die
Ursachen fur diese grof3en Unterschiede in der Ki-67-Expression kdnnten unter
anderem am Subtyp der Melanome liegen. So zeigten in einer Studie von Kaleem
und Mitarbeitern (2000) superfiziell spreitende Melanome (SSM) eine
durchschnittliche Ki-67-Expression von 3,1%, wahrend noduldre maligne
Melanome (NMM) im Durchschnitt 16,1% Ki-67-positive Tumorzellen haben. Die in
der vorliegenden Studie verwendeten Melanompréparate gehoren bis auf wenige
Ausnahmen zum Typ der SSM, wodurch sich eine niedrige Expression erklaren
lasst. Boni und Mitarbeiter (1996) beobachteten zudem, dass bereits metastasierte
Melanome eine hdhere Proteinexpression haben (12,3%). Aus den Studien von

Bergmann (2001) und Kanter (1995) ging leider nicht hervor, um welche Art der

67



Diskussion

Melanome es sich handelte und ob sie bereits Metastasen gebildet haben. Des
weiteren  kbnnen auch hier Unterschiede in der Methode, der
Antikdrperverdiinnung oder der Lange der Inkubtionszeit zu unterschiedlich hohen

Expressionszahlen fuhren.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblicke

Expressionsstudien von Rad51 in Tumoren legen nahe, dass bei bestimmten
Tumorentitaten Rad51 eine Rolle bei der malignen Transformation einer Zelle und
der Tumorprogression spielt (Maacke et al., 2000a). Eine erhohte Rekombination
kbnnte zum einen durch eine hohere Variabilitat des Zellgenoms zu einer
verbesserten Anpassungsfahigkeit an die Tumorumgebung fuhren und damit die
Tumorprogression unterstitzen (Cabhill et al., 1999).

In vielen fortgeschrittenen Tumoren kann man eine Chemo- und Strahlenresistenz
beobachten. Eine Ursache hierfur kdonnte sein, dass Tumorzellen mit erh6hter
Rad51-Expression besser mit anfallenden DNA-L&sionen umgehen konnen als
normale Zellen. Eine erhdhte Rad51-Expression wurde in vielen Tumorentitaten
gefunden. Besonders interessant ist dabei die nachgewiesene Korrelation
zwischen dem Tumorgrading, als etablierter Prognosemarker und Ausdruck der
Differenzierung, und der Rad51-Expression in sporadischen Mammakarzinomen
und Urothelkarzinomen. In dieser Studie an Tumorvorstufen und Tumoren der
Haut sollte die Expression des Rad51-Proteins und sein Bezug zu verschiedenen
Tumorstadien und Differenzierungsgraden untersucht werden. Es fand sich
lediglich ein Zusammenhang zwischen der Differenzierung des Tumors und der
Rad51-Expression beim spinozellularen Karzinom und seinen Tumorvorstufen/ In-
situ-Formen den aktinischen Keratosen und dem Morbus Bowen.

Somit ware an Hand der Rad51-Expression eine Unterscheidung zwischen
Tumorvorstufen und Frihformen und dem fortgeschrittenen malignen Tumor
maoglich. Der Unterschied in der Anzahl Rad51-positiver Zellen zwischen den

Tumorstadien ist nicht so ausgepragt, wie er sich in anderen Tumoren zeigt.
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Zur Behandlung der Melanome, vor allem im fortgeschrittenen Stadium und bei
Metastasierung, wird immer o6fter auch die Chemo- und Radiotherapie eingesetzt.
Studien haben gezeigt, dass der Rad51-Gehalt Einfluss auf die Strahlen- und
Chemosensibilitat der Zellen hat und somit mdglicherweise therapeutische
Konsequenzen besitzt (Vispe et al., 1998; Yanagisawa et al., 1998). Eine erhthte
Rad51-Expression in Tumorzellen hat eine Radio- und Chemoresistenz zu Folge.
Dementsprechend wirde die Inhibition der Rad51-Expression zu einer erhféhten
Strahlen- und Chemotherapiesensitivitdt fihren. So konnte mittels Rad51-
Antisense-Oligonukleotiden und Ribozym-Minigen vermittelten Techniken die
Radiosensitivitdt von Gliomzellen bzw. Prostatakarzinomzelllinien gesteigert
werden (Collis et al., 2001; Ohnishi et al., 1998; Taki et al., 1996). Ob das Rad51-
Protein bei der Chemo- und Radioresistenz des Melanoms bei dem insgesamt
eher niedrigen Expressionslevel eine Rolle spielt, missen weitere

Untersuchungen zeigen.
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5. Zusammenfassung

Die Zellen des menschlichen Korpers sind standig &auf3eren und inneren
Einflissen ausgesetzt, durch die an der DNA der Zelle Schaden entstehen
konnen. Die Zelle verfugt tber verschiedene Mechanismen um diese Schaden zu
reparieren, da durch Schaden an der DNA die Integritat des Genoms gefahrdet ist.
Einer dieser Mechanismen ist die homologe Rekombination. Durch sie wird eine
weitgehend fehlerfreie Korrektur von DNA-Doppelstrangbriichen erméglicht. Das
in eukaryotischen Zellen benétigte Schliisselenzym der homologen Rekombination
ist das Protein Rad51. Die zentrale Bedeutung von Rad51 fir die Rekombination
und die DNA-Reparatur wird zusatzlich durch seine Interaktionen mit
Tumorsuppressoren wie BRCA1, BRCA2 und p53 unterstrichen. Es gibt eine
Reihe von Hinweisen, dass das humane Rad51-Protein an der Entstehung von
Tumorerkrankungen beteiligt ist. So wurde in Pankreas-, Mamma- und
Urothelkarzinomzellen ein erhéhter Rad51-Proteingehalt nachgewiesen. In dieser
Studie sollte die Bedeutung von Rad51 in Tumoren der Haut néher untersucht

werden.

Aus der Datenbank HIDIS im Institut fir Dermatologie und Venerologie der
Universitat zu Lubeck wurden je 30 Falle von Aktinischen Keratosen, Morbus
Bowen, hoch- und entdifferenzierten spinozellularen Karzinomen, malignen
Melanomen und melanozytaren Navi vom ,Compound“-Typ herausgesucht. Die
durch immunhistochemische Verfahren dargestellte Rad51-Expression wurde
mittels eines Bildanalyseprogramms erfasst, statistisch ausgewertet und mit
etablierten pathologischen Parametern korreliert. Desweiteren wurde auch die
Expression von Ki-67 untersucht, der sich als molekularbiologischer Marker in
Tumoren der Haut bereits etabliert hat. Die Rad51-Immunhistochemie zeigte
deutliche nukleédre Anfarbungen in einzelnen Tumorzellen. Der Anteil Rad51-
positiver Tumorzellen bewegte sich zwischen 0 und 23%, wobei es bei den
melanozytaren Navi keine nachweisbare Expression gibt und der héchste Wert

beim entdifferenzierten spinozellularen Karzinom zu beobachten war. Die
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Medianwerte lagen bei 6,48% (Aktinische Keratose), 6,38% (Morbus Bowen),
8,07% (hochdifferenziertes spinozellulares Karzinom), 10,08% (entdifferenziertes
spinozellulares Karzinom), 1,29% (Malignes Melanom) und 0,08% (melanozytarer
Navus vom ,Compound“-Typ). Die Analyse zeigte eine Zunahme der Anzahl
Rad51-positiver Tumorzellen mit zunehmender Entdifferenzierung der Karzinome.
Keine signifikanten  Unterschiede fanden sich zur Expression des
Proliferationsmarkers Ki-67, zum Geschlecht der Patienten und bezlglich der

Melanomparameter.

Die in der vorliegenden Studie gefundenen Ergebnissen zeigen, dass an Hand der
Rad51-Expression eine Unterscheidung zwischen Tumorvorstufen und
Frihformen und dem fortgeschrittenen malignen Tumor mdglich ist. Aber
aufgrund des geringen Unterschiedes und der fehlenden Korrelation zu etablierten
Parametern hat die Expression des Proteins Rad51 eher eine untergeordnete

Bedeutung in der Diagnostik von Tumoren der Haut.
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6. Anhang

Abb. 18 Beispiel fir die Rad51-Expression in der Ak
a) Rad51-Expression (x400)
b) Negativkontrolle (x400)

tinischen Keratose
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Abb. 19 Beispiel fur die Rad51-Expression im Morbus
a) Rad51-Expression (x400)
b) Negativkontrolle (x400)

Bowen
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Abb. 20 Beispiel fir die Rad51-Expression beim hoch
Karzinom

a) Rad51-Expression (x400)

b) Negativkontrolle (x400)

differenzierten spinozellularen
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Abb.21 Beispiel fir die Rad51-Expression beim entdi
a) Rad51-Expression (x400)
b) Negativkontrolle (x400)

fferenzierten spinozellularen Karzinom
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Abb.22 Beispiel fur die Rad51-Expression im Maligne  n Melanom

a)

Rad51-Expression (sehr wenig und schwach: siehe Pfeil) (x400)

b) Negativkontrolle (x400)
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Abb.23 Beispiel fur die Rad51-Expression im melanoz ~ ytaren Navus

a)

Rad51-Expression (keine Expression zu erkennen) (x400)

b) Negativkontrolle (x400)
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Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Abb. Abbildung

APAAP Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase

ATP Adenosintriphosphat

BER Basen-Excisionsreparatur

ca. circa

DNA Desoxyribonukleinsaure

DSB Doppelstrangbruch

HR homologe Rekombination

kDa Kilodalton

LOH Verlust eines Allels (,Loss of Heterozygosity*)

MRNA .messenger“-Ribonukleinsaure

NER Nukleotid-Excisionsreparatur

NHEJ Nicht homologe Endverknipfung (,Non Homologous End
Joining®)

PBS “Phosphate buffered saline”, ein Phosphatpuffer

PCI “Positive stained Cell Index”, Anteil immunhistochemischer

Tumorzellen an der Gesamttumorzellzahl

SSA Einzelstrangbindung (,Single Strand Annealing®)
Tab. Tabelle
uv Ultraviolettes Licht
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