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1 Einleitung

1.1 Melanozytére Navi

Melanozytiare Névi, volkstiimlich auch ,,Leberflecke® genannt, sind eine der hdufigsten
Hautverdnderungen. Sie konnen angeboren sein. Die meisten entstehen jedoch wéhrend der
Kindheit und Adoleszenz, ihre Zahl schwankt erheblich. Wahrend sie bei dunkelhdutigen
Rassen deutlich seltener sind, haben mitteleuropdische Erwachsene durchschnittlich etwa
20 melanozytdre Névi (Braun-Falco et al., 2005).
Pathogenetisch handelt es sich bei melanozytiaren Navi um benigne Tumoren, die aber zum
Teil auf dem Boden autogenetischer ,,Webfehler* entstehen (Misapo, 2000). Daher sind sie
auch als Hamartome anzusprechen.
Histologisch bestehen melanozytiare Névi aus den sogenannten Nivuszellen. Diese weisen
gegeniiber den normalen, dendritischen, einzeln stehenden Melanozyten der epidermalen
Basalschicht einige Besonderheiten auf:

Es sind eher runde Zellen.

Sie sind meistens in Nestern oder Stringen angeordnet und besitzen eine

Basalmembran.

Sie liegen sowohl in der Junktionszone als auch in der Dermis, die Fahigkeit zur

Melaninproduktion nimmt mit zunehmender Tiefe ab.
Da es sich bei Navuszellen jedoch um eine besondere Differenzierung von Melanozyten
handelt, wird in der vorliegenden Arbeit bei der Besprechung der Nivi der Begriff
,Melanozyten* verwendet.

Klinisch und vor allem histologisch lassen sich verschiedene Navustypen unterscheiden.

* Junktionsnavus

Junktionsnédvi zeichnen sich histologisch durch eine Vermehrung von Melanozyten
ausschlieBlich in der dermoepidermalen Junktionszone aus. Sie haben die Tendenz, relativ
runde Zellnester zu bilden. Klinisch imponieren sie als meist kleine, runde, flache, hell- bis

dunkelbraune, regelmifBige Hautverdnderungen.



 Compoundnavus

Neben Zellnestern in der Junktionszone finden sich in Compoundnévi auch Melanozyten
in der Dermis. Diese bilden eher strangformige oder flachige Zellnester. Klinisch konnen

Compoundnivi leicht erhaben sein.

 Dermaler Navus

Dermale Nivi finden sich vermehrt im Erwachsenenalter. Die Melanozyten liegen
ausschlieflich in der Dermis, sind in tieferen Schichten meist kleiner und verlieren mit
zunehmender Tiefe die Fahigkeit, Melanin zu bilden. Sie sind daher heller als

Compoundnivi, in der 2. Lebenshélfte meist hautfarben und oft erhaben.

» Spitz-Navus

Spitz-Ndavi kommen vor allem in der Kindheit bis zur Adoleszenz vor. Wegen seiner
histologischen Ahnlichkeit zum Melanom wurde der Nivus Spitz frither auch als
,juveniles Melanom* bezeichnet. Es handelt sich jedoch um einen benignen Tumor.
Typisch sind epitheloid- und spindelférmige, aber auch bizarre polymorphe Melanozyten.
Spitz-Navi finden sich bevorzugt im Gesicht, sind meist etwa erbsgrof3, haben eine rotlich-

braune Farbe und typischerweise eine glinzende Oberflache.

* Blaue Navi

Der Blaue Navus, auch Naevus coeruleus genannt, entsteht meist in der Kindheit. Typisch
ist ein blau-grauer Farbton, der durch dermale, spindelige, pigmentbildende Melanozyten
hervorgerufen wird. Dabei besteht ein flieBender Ubergang zwischen zellarmen und
zellreichen Varianten. Letztere weisen hiufig auch um Adnexstrukturen gelegene Gruppen

rundlicher Melanozyten auf.

1.2 Die Theorie der Abtropfung

1893 publizierte Paul Gerson Unna einen Artikel in der Berliner Klinischen
Wochenschrift, in dem er nicht nur den Begriff Nivuszelle priagte, sondern auch eine
Theorie beschrieb, nach der Nivuszellen im Laufe des Lebens verschiedene Stadien
durchlaufen: die junktionalen Navuszellen in der frithen Kindheit ,,tropfen” demnach im
Laufe des Lebens in tiefere Hautschichten ab, es entstehen Compoundnidvi und schlieBlich

dermale Navi.



Auch wenn langst nicht alle Névi in der friihen Kindheit junktionale Nivi sind und man im
Senium nicht nur dermale Névi findet (Worret und Burgdorf, 1998), wie nach dieser
Theorie eigentlich zu erwarten wére, hat sie bis heute nicht ihre Giiltigkeit verloren.

Eine andere Theorie, die des ,upward migration®, nach der Nivuszellen, wie auch
Melanozyten, direkt von pluripotenten Vorlduferzellen der Neuralleiste abstammen,
scheint jedoch mit einigen Studien besser libereinzustimmen (Cramer, 1991; Gontier et al.,

2003).

1.3 Melanome

Das Melanom, der maligne Tumor der Melanozyten, ist die hdufigste todlich verlaufende
Hauterkrankung. Die Inzidenz des Melanoms lag in Schleswig-Holstein in den Jahren
2001 bis 2003 bei 12,3 / 100 000 Einwohner fiir Manner und 14,8 / 100 000 Einwohner fiir
Frauen (Katalinic et al., 2003). Weltweit wird eine Zunahme der Erkrankung beobachtet.
In Queensland/Australien, dem Land mit der groften Zunahme der Erkrankungshéufigkeit,
lag die Inzidenz 1966 bei 16,4 /100 000, 1977 bei 32,7 / 100000 und 1987 bei
49,3 /100000 Einwohner (Katsambas und Nicolaidou, 1996).

Wichtige Risikofaktoren fiir die Entwicklung maligner Melanome sind die Zahl der
melanozytdren Ndvi am gesamten Integument und die Anzahl atypischer melanozytérer
Névi sowie phanotypische Faktoren wie Hauttyp, Haar- und Augenfarbe. Daneben ist das
Ausmall der Sonnenexposition, insbesondere in Kindheit und Jugend, ein weiterer
wichtiger Risikofaktor flir die Melanomentstehung (Holman und Armstrong, 1984; Green
et al., 1985; Armstrong et al., 1986; Holly et al., 1987; Osterlind et al., 1988; Gallegher et
al., 1990; Kelly et al., 1994; Gallegher und McLean, 1995; Carli et al., 2002).
Melanozytire Naivi stellen die wichtigste und mitunter schwierig abzugrenzende
Differentialdiagnose zum Melanom dar. Als klinische Entscheidungshilfe hat sich dabei
die sogenannte ABCD-Regel (Asymmetry, Border, Color, Diameter) etabliert. Diese kann
mit weiteren Untersuchungen kombiniert werden. Eine wichtige Ergéinzung stellt dabei die
auflichtmikroskopische Untersuchung dar.

Melanome konnen klinisch und histologisch weiter unterteilt werden in superfiziell-
spreitende Melanome (SSM), noduldre maligne Melanome (NMM), akrolentigindse
Melanome und das Lentigo-maligna-Melanom. In dieser Studie haben wir superfiziell-

spreitende Melanome (im Folgenden als SSM abgekiirzt) und noduldre Melanome (im



Folgenden als NMM abgekiirzt) untersucht, so dass ich hier ndher auf diese beiden

Melanomtypen eingehen mdchte.

e Das superfiziell-spreitende Melanom

Das SSM ist der hédufigste Typ eines Melanoms (ca. 65%). In der Pupertit ist das SSM
extrem selten, tritt aber schon bei jungen Erwachsenen auf und hat sein
Erkrankungsmaximum zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr. Haufigste
Tumorlokalisationen sind bei Frauen die Unterschenkel, bei Ménnern der Riicken, der
Brustbereich sowie der Kopf und Hals. In einem frithen Stadium, der sogenannten radial
growth phase (RGP) oder horizontalen Wachstumsphase haben SSM die Tendenz,
horizontal in der Epidermis und der oberen (papilldren) Dermis zu wachsen. Es entsteht
hierbei eine flache, hdufig unregelmiBig pigmentierte und unscharf begrenzte Plaque. Erst
in der sogenannten vertical growth phase (VGP) oder vertikalen Wachstumsphase
potenziert sich offenbar die Fihigkeit der Melanomzellen, invasiv zu wachsen: Es
entstehen knotige, erhabene Areale innerhalb der Lision. Diese Melanome werden auch

sekundir knotige Melanome genannt.

+ Das nodulare Melanom

In noduldren Melanomen ist die horizontale Wachstumsphase sehr kurz und klinisch meist
nicht erkennbar. Sie treten daher sehr viel friiher in die vertikale Wachstumsphase ein, und

es entstehen eher knotige, oft erhabene und zum Teil ulzerierte Tumoren.

» Stadieneinteilung

Fir die histologische Stadieneinteilung sind vor allem die Tumordicke und die
Eindringtiefe wichtig:

Breslow beschrieb 1970 eine Methode, die Tumordicke zu bestimmen (Breslow, 1970).
Dabei benutzte er ein okulares Mikrometer und mafl den Abstand zwischen der tiefsten
Tumorinfiltration und dem Stratum granulosum der Epidermis in Millimetern.

Clark formulierte 1969 eine Einteilung der Eindringtiefe eines Melanoms (Clark et al.,
1969). Dabei unterschied er insgesamt fiinf Level, auch als Clark Level (Clark's level of

invasion) bezeichnet:



Level 1: Tumor ist auf die Epidermis beschréinkt.
Level 2: Tumor erreicht die papilldre Dermis.
Level 3: Tumor fiillt die papilldre Dermis aus.
Level 4: Tumor erreicht die retikuldre Dermis.

Level 5: Tumor fiillt die retikuldre Dermis aus und erreicht das subkutane Fettgewebe.

In der Dermatohistologie werden heute sowohl Clark Level als auch die Tumordicke nach

Breslow angegeben. Prognostisch entscheidend und daher fiir die klinische
Stadieneinteilung (TNM-Klassifikation) mafBgebend ist jedoch die Tumordicke nach
Breslow. Einen weiteren wichtigen zusitzlichen Prognosefaktor (verschlechternd) stellt die
Ulzeration des Primartumors dar.

Die TNM-Klassifikation des American Joint Commitee on Cancer (AJCC) unterscheidet
eine Tumordicke von < 1,0 mm (T1), 1,01- 2,0 mm (T2), 2,01- 4,0 mm (T3) und > 4,0
mm (T4). Die T-Klassifikation sowie die resultierenden 5-Jahres- und 10-Jahres-
Uberlebensraten in der US-amerikanischen Bevélkerung sind in 1.3 dargestellt (Balch et
al., 2001).
Bei der Lymphknotenmetastasierung  unterscheidet man  zwischen  einer
Mikrometastasierung und einer Makrometastasierung. Als Mikrometastasierung wird eine
klinisch nicht erkennbare Metastasierung des Sentinel-Lymphknotens (erster Lymphknoten
des Versorgungsgebietes) bezeichnet, welche histologisch nach einer Sentinel-node-biopsy
diagnostiziert wird. Als Makrometastasierung wird demgegeniiber eine klinisch erkennbare
welche durch die

Metastasierung von Lymphknoten bezeichnet, therapeutische

Lymphadenektomie bestétigt wird.

Tabelle 1: T-Klassifikation des AJCC sowie die 5-Jahres- und 10-Jahres-Uberlebensraten in der
US-amerikanischen Bevolkerung (fiir NO,MO0) nach Balch et al., 2001

T-Klassifikation | Tumordicke nach | Clark Level (CL) 5-Jahres- 10-Jahres-
Breslow /Ulzeration Uberlebensrate Uberlebensrate

Tla < 1,0 mm CL II-III / keine 95,3 87,9
Ulzeration

Tlb < 1,0 mm CL IV-V oder 90,9 83,1
Ulzeration

T2a 1,01- 2,0 mm Keine Ulzeration 89,0 79,2

T2b 1,01- 2,0 mm Mit Ulzeration 77,4 64.4

T3a 2,01- 4,0 mm Keine Ulzeration 78,7 63,8

T3b 2,01-4,0 mm Mit Ulzeration 63,0 50,8

T4a > 4.0 mm Keine Ulzeration 67,4 53,9

T4b > 4.0 mm Mit Ulzeration 45,1 32,3
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1.4 Cadherine und Katenine

1.4.1 Cadherine

Cadherine sind eine Gruppe von kalziumabhédngigen, transmembrandsen Glykoproteinen.
Sie finden sich auf Zelloberfldchen in allen soliden Geweben, mit Verdichtung im Bereich
der Adhisionsorganellen. Sie dienen vor allem der Zell-Zell-Adhésion, aber auch der
Signaltransduktion, der Kontrolle von Zellwachstum (Kandikonda et al., 1996; Soler et al.,
1999) und Zelldifferenzierung (Lewis et al., 1994; Jawhari et al., 1997; Redfield et al.,
1997). Basierend auf phylogenetischen Studien schlug Pouliot 1992 eine Einteilung der
Cadherine in drei Gruppen vor. Zur Gruppe I gehoren N-, E-, P-, B-, und R-Cadherin
sowie L-CAM, zur Gruppe II gehdrt M-Cadherin, zur Gruppe III T-Cadherin (Pouliot,
1992). Dabei werden die Cadherine nach dem Gewebe benannt, in dem sie zuerst entdeckt
wurden, z.B. E- (epithelial), P- (placental) und N- (neural) Cadherine. Eine andere
Einteilung basiert auf molekularen Charakteristika der extrazelluliren Doméne und
unterscheidet eine ,4-repeated family”, ,multi-repeated cadherins®“ und ,others*
(Furukawa et al., 1997).

Die in dieser Arbeit untersuchten sogenannten klassischen Cadherine gehdren zur Gruppe I
nach Pouliot bzw. zur ,,4-repeated family®, da sie neben einer transmembrandsen und einer
kleinen zytoplasmatischen Doméne aus fiinf relativ groflen extrazelluliren Doménen
bestehen. Klassische Cadherine findet man vor allem im Bereich der Zonula adhaerens,
auch Giirteldesmosom genannt. In der Epidermis sind sie die wichtigsten
Zelladhidsionsmolekiile, dabei scheint sowohl fiir die Interaktion zwischen den
Keratinozyten als auch zwischen Keratinozyten und Melanozyten E-Cadherin die grofite,
P-Cadherin eine untergeordnete und N-Cadherin keine Bedeutung zu haben (Tang et al.,

1994).



Bild 1Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zonula adhaerens (hier Darmmukosa). Rechts
oben ist noch ein Desmosom mit dargestellt. (VergroBerung x 100.000)
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© Prof. Dr. H. Wartenberg, Universitit Bonn. Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. med. H. Jastrow, Universitit Mainz
(http:\\www.uni-mainz.de\FB\Medizin\Anatomie\workshop\EM\EMAlles.html)

1.4.2 Katenine

Mit ihrer zytoplasmatischen Doméne binden Cadherine (neben Molekiilen der p120
Subfamilie) an (- oder y- Katenin, welche wiederum mit einer Reihe weiterer
Zellstrukturen und Molekiile interagieren: Uber o-Katenin, welches mit seinem N-
terminalen Ende an (- oder y- Katenin gebunden ist, bindet der (- / y- Katenin-Cadherin-
Komplex entweder direkt oder indirekt, z.B. {iber a-Actinin, an das Zytoskelett und bildet
damit die Grundlage der Zell-Zell-Adhésion. Die Stirke der Katenin-Cadherin-Bindung ist
jedoch nicht statisch, sondern wird durch Phosphorylierung von [3- oder y- Katenin
reguliert. So flihrt z.B. eine Exposition mit verschiedenen Wachstumsfaktoren zu einer
Phosphorylierung und damit zu einer Abdissoziation des Katenin-Cadherin-Komplexes.
Interessanterweise ist 3-Katenin in der nicht an Cadherin gebundenen Form dariiber hinaus
ein wichtiges Molekiil des sogenannten Wnt-Signalwegs, welcher iiber verschiedene
Transkriptionfaktoren die Differenzierung und Regenerierung von Geweben steuert.

(Steinberg und McNutt, 1999; Van Aken et al., 2001).
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2 Fragestellung

Cadherine und Katenine spielen eine wichtige Rolle bei der Zelladhdsion, der
Zelldifferenzierung und dem Zellwachstum. Merkmale maligner Tumoren und damit auch
der Melanome sind ein unkontrolliertes Wachstum, eine abnorme Differenzierung der
Tumorzellen, und im Falle der Metastasierung eine Authebung der Zell-Zell-Adhésion.

Bei der Entstehung maligner Tumoren konnte daher eine Verdnderung der Expression von
Cadherinen und/oder Kateninen eine Rolle spielen (Vleminckx und Kemler, 1999). So
wurde fiir verschiedene Tumoren eine negative Korrelation von E-Cadherin-Expression
und Invasivitit bzw. Dedifferenzierung beschrieben (Otto et al., 1993; Slagle et al., 1993;
Kinsella et al., 1994; Otto et al., 1994; Pignatelli et al., 1994; Umbas et al., 1994; Veatch et
al., 1994; Katagiri et al., 1995; Andrews et al., 1997; Hunt et al., 1997). Beim Melanom
zeigen in-vitro Studien ebenfalls eine im Vergleich zu normalen Keratinozyten
verminderte Expression von E-Cadherin und eine vermehrte Expression von N-Cadherin
(Tang et al., 1994). Eine Transfektion E-Cadherin negativer Melanomzellen mit E-
Cadherin cDNA reduzierte das Zellwachstum der Melanomzellen in vitro (Hsu et al.,
2000). Eine Herunterregulierung von E-Cadherin wird demnach als ein mdglicherweise
wichtiges Ereignis in der Tumorentstehung angesehen (Johnson, 1999; Herlyn et al.,
2000). In den oben angesprochenen in-vitro Studien wurden Melanomzellen mit normalen
Melanozyten verglichen. Hieraus sind nur bedingt Riickschliisse auf dynamische
Verinderungen im Gewebeverband im Rahmen der melanozytiren Tumorgenese zu
ziehen. Verschiedene immunhistologische Studien, die sich mit Teilaspekten der
Cadherinexpression bei melanozytiren Tumoren befassten, erbrachten zum Teil
widerspriichliche Ergebnisse (Cowley und Smith, 1996; Silye et al., 1998; Sanders et al.,
1999). Wahrend zu E- und N-Cadherin, sowie zu [-Katenin bereits publizierte Daten
vorliegen, ist iiber die Expression und Funktion von P-Cadherin sowie a- und y-Katenin
bislang recht wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurde daher mit immunhistologischen Methoden die Expression von E-,
N- und P-Cadherin sowie a- B- und y- Katenin in Melanozyten typischer Compoundnévi,
dermaler Naivi, blauer Navi und Spitz-Navi sowie in Melanomzellen superfiziell
spreitender und noduldrer Melanome untersucht, um detaillierte Informationen iiber die
Expression der Zelladhdsionsmolekiile in vivo zu erlangen.

Mit UVB-Licht bestrahlte melanozytire Nédvi zeigen sowohl morphologische als auch
immunhistologische Verdnderungen, unter anderem eine verdnderte Expression von [(1-
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Integrinen, einer weiteren Familie melanozytirer Adhédsionsmolekiile (Tronnier et al.,
1995 ; Tronnier et al., 1997). Man konnte daher auch eine Verdnderung der Expression von
Cadherinen und/oder Kateninen erwarten. Daher wurde zusétzlich die Expression von o.g.
Cadherinen und Kateninen in zuvor mit UV-Licht bestrahlten melanozytiren Névi

untersucht.
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3 Material und Methoden

Mit Ausnahme der UV-Bestrahlung und Exzision habe ich alle Schritte des
experimentellen Teils selbststindig durchgefiihrt. Bei der Durchfiihrung der Experimente
wurde ich eingearbeitet durch die medizinisch-technischen Assistentinnen des
histologischen und immunhistologischen Labors, bei der Auswertung wurde ich unterstiitzt

durch Dr. S. Krengel und Dr. S. Bartsch.

3.1 Gewebematerial

3.1.1 Archivierte Falle von melanozytaren Tumoren

Es handelt sich um Gewebematerial von 12 Compoundnévi, 10 dermalen Névi, 9 Spitz-
Névi, 6 blauen Navi sowie von 10 superfiziell-spreitenden Melanomen und 7 nodulédren
Melanomen.

Die Gewebeschnitte stammen aus dem Archiv des histologischen Institutes der Klinik fiir
Dermatologie und Venerologie der Universitit S-H Campus Liibeck. Die Gewebeblocke
suchte ich anhand der schriftlichen histologischen Befundberichte heraus. Es handelt sich
dabei um Paraffinblocke von formalinfixiertem Exzisionsmaterial. Dabei wurde auch auf
eine gute Fixierung vor allem der noduliren Melanome und auf représentative
Tumorabschnitte geachtet. Die so selektierten Gewebeblocke wurden noch einmal auf die

Eindeutigkeit der Diagnose iiberpriift.
3.1.2 Experimentell halbseitig UV-exponierte melanozytare Navi

3.1.2.1 Probanden

Es handelt sich um Gewebematerial von 8§ Compoundnévi gesunder Probanden. Die Névi
zeigten weder klinisch noch in der Auflichtmikroskopie Malignitétskriterien. Die
Probanden wurden iiber mogliche Risiken der UV-Bestrahlung und Exzision der
melanozytdren Navi aufgeklart und waren mit dem Eingriff einverstanden. Die Methode
war 1992 von der Ethik-Kommission der Universitdt Liibeck genehmigt worden

(Genehmigung 11/92 an Prof. M. Tronnier) und wurde fiir diese Arbeit nicht abgeéndert.
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3.1.2.2 UV-Bestrahlung

Nach Bestimmung der individuellen minimalen Erythemdosis (MED) mittels einer
vorherigen UV-Exposition (,Lichttreppe”) wurden die Nivi jeweils zur Hailfte mit
schwarzem Klebeband abgedeckt und anschlieBend einmalig mit der vierfachen MED mit
UV-Licht bestrahlt.

Dazu verwendeten wir eine Hochdruck-Quecksilberlampe (,,bluepoint® Dr. Honle,
Deutschland) mit einer Wellenldnge von 295-400 nm und einer Intensitdt von 3,5 mJ/cm?
im UVB- und 24 mJ/cm? im UVA-Bereich. Die Exzision der Nivi erfolgte zwei (n=3)
bzw. sieben (n=5) Tage nach der Bestrahlung. Unmittelbar vor der Exzision wurde die
Grenze zwischen der bestrahlten und der nicht bestrahlten Hélfte, die an einem scharf
begrenzten Erythem erkennbar war, mit einem sehr oberflachlichen Skalpellschnitt
markiert. Nach der Exzision wurde das Gewebe in Formalin fixiert und in Paraffin

eingebettet.

3.1.3 Gewebeaufarbeitung

Von dem Gewebematerial wurden mit einem Rotationsmikrotom (Reichert-Jung, Berlin,
Deutschland) Schnitte von ca. 5 um Dicke angefertigt. Diese wurden {iber ein Wasserbad
auf Poly-Lysin-beschichtete Objekttriger (Super Frost Plus, Menzel, Braunschweig,
Deutschland) aufgebracht und bei 37 °C 24 h getrocknet. Vor dem Férbevorgang wurden
die Schnitte 15 min. in Paraclearlosung (Quartett, Berlin, Deutschland) entparaffiniert und

anschlieBend in Alkoholldsungen absteigender Konzentration rehydriert.

3.2 Immunhistologie

3.2.1 Reagenzien und Antikorper

Verwendete Reagenzien:

a) Tris-Puffer (pH 7.6) :
60,55 g Trishydroxymethylaminomethan (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 85,20 g
Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 400 ml Aqua dest..
Mit IN Salzsdure (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf pH 7,6 einstellen.
Mit Aqua dest. auf 10 | auffiillen.

b) Zitrat-Puffer (pH 6,0):
Losung A: 2,101 g Zitronensdure (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 100 ml Aqua
dest..
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d)

e)

Losung B: 5,882 g Natriumcitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 200 ml Aqua
dest..

Gebrauchslosung: 4,5 ml von Losung A und 20,5 ml von Losung B mit Aqua dest. auf
250 ml auffiillen.

Vectastain elite ABC (Avidin-Biotin-Komplex) Kit-Peroxidase, Vector laboratories
Inc., USA:

Verdiinnung der Gebrauchslosungen:

Normalserum: 15 pl Normalserum auf 1 ml Tris-Puffer.

Biotinylierter Sekundérantikorper: 5 pl auf 1 ml Tris-Puffer.
Avidin-Biotin-Komplex: je 20 ul der Avidin- und Biotingebrauchslosung auf 1 ml
Tris-Puffer.

Peroxidase Substratkit AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol), BioPrime Inc, USA:
Herstellung der Gebrauchslosung: 10 ul AEC-Losung auf 240 pl Peroxid-
Substratpuffer.

Hémalaunlosung (Hdmatoxylin nach Mayer) zur Gegenfarbung.

Verwendete Antikorper:

a)

b)

d)

E-Cadherin: monoclonaler Maus E-Cadherin Antikorper (sc-8426 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA) Verdiinnung 1:200, entspricht einer Endkonzentration von 2
pg/ml.

P-Cadherin: polyclonaler Ziegen P-Cadherin Antikorper (sc-1501 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), Verdiinnung 1:200, entspricht einer Endkonzentration von
2 ug/ml.

N-Cadherin: polyclonaler Kaninchen N-Cadherin Antikorper (sc-7939 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), Verdiinnung 1:100, entspricht einer Endkonzentration von
2 pg/ml.

o-Katenin: polyclonaler Ziegen a-Katenin Antikdrper (sc-1495 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), Verdiinnung 1:200, entspricht einer Endkonzentration von
2 pg/ml.

-Katenin: polyclonaler Ziegen (3-Katenin Antikdrper (sc-1496 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), Verdiinnung 1:200, entspricht einer Endkonzentration von

2 pg/ml.
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f) y-Katenin: polyclonaler Ziegen y-Katenin Antikdrper (sc-1497 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA), Verdiinnung 1:200, entspricht einer Endkonzentration von
2 pg/ml.

g) Maus anti Ziegen Briickenantikorper (DAKO, Hamburg, Deutschland).

Fiir die Verdiinnung der Antikdrper wurde Antibody Diluent with background reducing
components (DAKO, Hamburg, Deutschland) verwendet.

3.2.2 Farbetechnik

Da es durch die Formalinfixierung zu einer Proteinquervernetzung kommt, war es fiir die
in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper notwendig, alle Schnitte nach dem
Entparaffinieren und Rehydrieren fiir drei Minuten in Zitratpuffer im Dampfdrucktopf zu
kochen. Dadurch wird eine Antigendemaskierung erreicht, das heift, die durch die
Formalinfixierung verursachte Proteinquervernetzung wird wieder aufgehoben, und die
Antigenepitope der Cadherine und Katenine kdnnen durch die Antikorper wieder erkannt
werden. Nach dem Trocknen wurden alle Schnitte fiir 5 Minuten in Tris-Puffer gespiilt.
Fiir die immunhistochemischen Firbungen wurde die Avidin-Biotin-Methode gewihlt.
Diese nutzt die starke Affinitit des Avidins zum Biotin. Dabei wird ein Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex verwendet, der iiber einen biotinylierten Sekundéirantikorper an die
Primérantikorper bindet. Die Fiarbung erfolgte mit AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol), das
in Gegenwart von Peroxid durch die an das Avidin gebundene Peroxidase eine rotliche
Farbe annimmt.

Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte zuvor in 3%
Wasserstoffperoxid fiir 5 Minuten inkubiert und anschlieBend wiederum fiir 5 Minuten in
Tris-Puffer gespiilt.

Die Firbung erfolgte weitestgehend nach dem von Vector laboratories und BioPrime
vorgeschlagenen Verfahren.:

1. Inkubation mit Normalserum (Bestandteil des Vectastain elite ABC Kit-Peroxidase-

Kits) fiir 15 Minuten.
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2. Inkubation mit dem Primérantikdrper fiir 40 Minuten (zu den verwendeten
Konzentrationen der Antikorper siehe Kapitel 3.2.1). Nach Inkubation mit dem N-
Cadherin Antikorper erfolgte die Inkubation mit dem Maus anti-Ziege
Briickenantikorper fiir 30 Minuten, da fiir Ziegen-Primérantikorper kein geeignetes
Vectastain elite ABC Kit zur Verfligung stand.

3. Zweimaliges Spiilen fiir jeweils 5 Minuten in Tris-Puffer.

o

Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper (Bestandteil des Vectastain elite
ABC Kit-Peroxidase-Kit) fiir 30 Minuten.

Zweimaliges Spiilen fiir jeweils 5 Minuten in Tris-Puffer.

Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex fiir 30 Minuten.

Spiilen fiir 5 Minuten in Tris-Puffer.

e

Féarbung mit AEC fiir 15 Minuten (zur Vorbereitung der Féarbelosung siehe Kapitel

3.2.1 unter Peroxidase Substratkit AEC).

9. Spiilen fiir 15 Minuten in Tris-Puffer.

10. Gegenfiarbung mit Himalaunlosung fiir 10 Minuten.

11. Spiilen in Leitungswasser fiir 15 Minuten.

12. Eindecken mit Glyceringelatine (Kaisers Glyceringelatine, Merck, Darmstadt,
Deutschland) und Deckglidsern (Menzel, Braunschwig, Deutschland)

Alle Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt, um ein

Austrocknen der Gewebeschnitte zu vermeiden.

Als Negativkontrolle (Kontrolle der Spezifitit) wurde der Primdrantikorper jeweils durch

Tris-Puffer ersetzt und die {ibrigen Schritte gemal obiger Anleitung durchgefiihrt.

Als Positivkontrolle dienten Zellen der gefarbten Gewebeschnitte, die das entsprechende

Antigen bekannterweise exprimieren:

Epidermale Keratinozyten fiir E- und P-Cadherin sowie a-, - und y-Katenin

Dermale glatte Muskelzellen und Nerven flir N-Cadherin

3.3 Auswertung

Beurteilt wurde die Expression der Cadherine und Katenine auf Melanozyten in den
verschiedenen melanozytiren Tumoren. Da Cadherine und Katenine Membranmolekiile
sind, war es nicht moglich, die Zahl positiver Melanozyten zu bestimmen, da nicht
beurteilt werden konnte, welche von zwei benachbarten Melanozyten ein positives
Reaktionsmuster aufweist. Es wurde daher eine semiquantitative Einteilung von 0-3

verwendet. Dabei bedeuten
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0: keine positiven Melanozyten.

1: etwa ein Drittel positiver Melanozyten, im folgenden Text als schwache Expression

bezeichnet.

2: etwa zwei Drittel positiver Melanozyten, im folgenden Text als maBige Expression

bezeichnet.

3: anndhernd alle Melanozyten waren positiv, im folgenden Text als starke Expression

bezeichnet.
Dabei erfolgte die Auswertung getrennt fiir die jeweilige anatomische Lokalisation der
Melanozyten (Epidermis, papillire Dermis, obere retikulére Dermis und mittlere bis untere
retikuldre Dermis). In Melanomen entsprechen diese der Klassifikation der Eindringtiefen
nach Clark. Zusitzlich wurde die Anwesenheit von Melaningranula, die Aggregation der
Melanozyten (Aggregation in Nestern oder Stringen vs. einzeln liegende Melanozyten),
sowie den morphologischen Typ der Melanozyten bzw. Melanomzellen ausgewertet.
Dabei wurde in Anlehnung an die Arbeit von Cowley und Smith (Cowley und Smith,
1996) zwischen kleinen (lymphozytoiden), mittleren, groBlen (epitheloiden) und
spindelformigen Zellen unterschieden. Auffillige Verteilungsmuster positiver Reaktionen
wurden zudem in freier Textform festgehalten.
Aufgrund der semiquantitativen Auswertung war es nur sehr eingeschrinkt mdglich,
statistische Aussagen zu machen, da das verwendete Skalenniveau fiir die meisten
gangigen statistischen Verfahren nicht ausreicht. Daher wurden die Ergebnisse

zusammenfassend grafisch und tabellarisch dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientendaten

Die Patientendaten wurden den Datenbléttern der zugehorigen histologischen Préparate
entnommen. Das Durchschnittsalter (das jeweils niedrigste und hochste Alter ist in
Klammern angegeben) lag bei den Compoundnévi bei 32 (min. 22, max. 47), bei den
dermalen Névi bei 38 (min. 21, max. 67), bei den Spitz-Navi bei 20 (min. 8, max. 50), bei
den blauen Navi bei 32 (min. 10, max. 46), bei den SSM bei 51 (min. 20, max. 95) und bei
den NMM bei 62 (min. 27, max. 91) Jahren. Erwartungsgemil lag also das
Durchschnittsalter der Patienten mit Spitz-Névi deutlich unter, das der Patienten mit SSM
und NMM deutlich liber dem der iibrigen Gruppen. Zur Verdeutlichung der
Altersverteilung habe ich in 4.1 jeweils fiinf Altersklassen gebildet und die Anzahl der
Patienten in den jeweiligen Klassen aufgelistet. Die Anzahl der UV-bestrahlten Nédvi war

fiir eine sinnvolle statistische Auswertung zu gering, so dass darauf verzichtet wurde.

Tabelle 2 Anzahl der Patienten in der jeweiligen Altersklasse

Alter in Jahren Compoundnévi Dermale Névi Spitz-Névus Blaue Névi SSM NNM Total
Bis 20 0 0 6 1 1 0 8
21 bis 40 9 6 2 3 2 2 24
41 bis 60 2 4 1 2 4 1 14
61 bis 80 0 1 0 0 2 1 4
Uber 80 0 0 0 0 1 3 4

4.2 Ergebnisse der immunhistologischen Auswertung

Generell waren die positiven Reaktionen der immunhistologischen Farbungen von E- und
P-Cadherin sowie [3- und y-Katenin nur entlang der Zellmembran, von a-Katenin und N-
Cadherin sowohl entlang der Zellmembran als auch im Zytoplasma lokalisiert.

Die Keratinozyten der basalen Epidermis waren mit allen Antikérpern auBler N-Cadherin
positiv, in den suprabasalen Schichten der Epidermis nahm die Intensitdt hier generell,
besonders aber bei P-Cadherin ab. In perildsionaler Epidermis konnten wir im Allgemeinen

keine Verdnderung im Vergleich zur Expression der ldsionalen Keratinozyten beobachten
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(Ausnahmen sieche unten). Wie bereits erwihnt, beziehen sich die Angaben in den

folgenden Abschnitten auf die Immunreaktivitit der Melanozyten bzw. Melanomzellen.

4 2.1 E-Cadherin

Die Expression von E-Cadherin war in den junktionalen Anteilen der Compoundnévi
mafig bis stark, in der Dermis deutlich schwécher. Dermale Navi zeigten eine eher méfige
Expression in der papillairen Dermis. Diese nahm in tieferen Schichten ebenfalls ab und
war in der mittleren bis tiefen retikuldren Dermis nur noch schwach ausgeprigt. Die
junktionalen Nester der Spitz-Ndvi zeigten durchgehend eine mifBige bis starke
Expression. Nur einer der von uns untersuchten Spitz-Navi hatte sowohl junktionale als
auch dermale Nester. In diesem Fall war die Expression sowohl der junktionalen als auch
der dermalen Nester nur schwach ausgeprigt. Bei den von uns untersuchten blauen Navi
war die Expression nicht einheitlich. Zwei zeigten eine schwache, zwei eine miflige und
zwei eine starke Expression, bei allen nahm die Expression aber in den tieferen Schichten
der Dermis nicht ab. In den superfiziell-spreitenden Melanomen war die Expression von E-
Cadherin in den epidermalen Anteilen maBig bis stark, deutlich schwicher in der Dermis
und insgesamt in etwa vergleichbar mit der der Compoundnévi. In noduldren Melanomen
war sie demgegeniiber deutlich schwicher und nahm auch nicht zur Tiefe hin ab. Hier
zeigte sich im allgemeinen eine eher uneinheitliche, anscheinend klonale Verteilung mit
deutlich positiven und negativen Bereichen in einem Prédparat. Die Mittelwerte der
Expression von E-Cadherin auf den Melanozyten in den verschiedenen Nivi und
Melanomen sind in 4.2.1 aufgefiihrt. Fiir eine detaillierte Zusammenfassung siche 4.3 bis

4.3 auf Seite 35.
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Tabelle 3: Mittelwert der Expression von E-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert geméf unten
abgebildeter Skala.

Mittlere und
. . - . | Obere retikulére untere
Epidermis Papilldre Dermis Dermis retikulire
Dermis
Compoundnévi 0,92 0
(n=12) n=12 =3
Dermale Néavi 0,7 0,5
(n=10) n=10 n=10
Spitz-Névi 1
(n=9) n=1
Blaue Navi
(n=06)
SSM
(n=10)
NMM
(n=06)
0 1 2 3

4.2.2 P-Cadherin

In Compoundnévi, dermalen Névi und Spitz-Nédvi war die Expression von P-Cadherin
dhnlich der von E-Cadherin. Die Abnahme der Expression in den tieferen Hautschichten
war hier jedoch weniger ausgeprigt, aber immer noch deutlich erkennbar. Blaue Néavi
zeigten sich bis auf einen Fall mit schwacher Expression in der papilliren Dermis P-
Cadherin negativ. Die Expression von P-Cadherin in SSM und NMM war méaBig bis stark.
Auch hier fanden wir eine leichte Abnahme der Expression in tieferen Hautschichten. Die
Mittelwerte der Expression von P-Cadherin auf den Melanozyten in den verschiedenen
Névi und Melanomen sind in 4.2.2 aufgefiihrt. Fiir eine detaillierte Zusammenfassung

siche 4.3 bis 4.3 auf Seite 35.
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Tabelle 4: Mittelwert der Expression von P-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert geméf unten
abgebildeter Skala.

.+ 1. |Mittlere und untere
. . . . | Obere retikulire
Epidermis Papillére Dermis .
Dermis e .
retikuldre Dermis
Compoundnévi 1
(n=12) n=2
Dermale Néavi 1,1 0,4
(n=10) n=10 n=10
Spitz-Navi
(n=9)
Blaue Névi 0,5 0 0
(n=6) n=2 n=>5 n=>5
SSM 1
(n=10) n=1
NMM
(n=6)
0 1 2 3
- I

4.2.3 N-Cadherin

Sowohl Compoundnévi als auch dermale Ndvi waren N-Cadherin negativ. Ein blauer
Nivus zeigte eine schwache Expression in der papilliren Dermis. Interessanterweise
zeigten zwei Spitz-Nivi eine deutlich positive Expression von N-Cadherin. 6 superfiziell-
spreitende Melanome sowie 2 noduldre Melanome zeigten fokal positive Reaktionen. Die
Mittelwerte der Expression von N-Cadherin auf den Melanozyten in den verschiedenen
Nivi und Melanomen sind in 4.2.3 aufgefiihrt. Fiir eine detaillierte Zusammenfassung

siehe 4.3 bis 4.3 auf Seite 35.
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Tabelle 5: Mittelwert der Expression von N-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert gemal3 unten
abgebildeter Skala.

... |Mittlere und untere
. . - . | Obere retikuldre
Epidermis Papilldre Dermis .
Dermis S .
retikuldre Dermis
Compoundnévi 0 0 0
(n=12) n=12 n=12 n=3
Dermale Névi 0 0 0
(n=10) n=8 n=9 n=9
Spitz-Navi 0,67
(n=9) n=9
Blaue Névi 0 0,2 0
(n=6) n=1 n=>5 n=>5
SSM 0,2 0,7 0,5 1
(n=10) n=10 n=10 n=2 n=1
NMM 0 0,33 0,5 0,4
(n=6) n=>5 n=6 n=6 n=5
0 1 2 3
T ——

4.2.4 o-Katenin

a-Katenin wurde in den meisten der von uns untersuchten Ndvi und Melanomen stark
exprimiert. In Compoundnévi, dermalen Navi und SSM ging die Expression in der Dermis
kontinuierlich zuriick. In NMM war allenfalls eine leichte Reduktion der Expression in der
unteren retikuldren Dermis zu beobachten. Spitz-Navi (nur in Epidermis und papilldrer
Dermis vorhanden) und blaue Névi waren in allen Hautschichten stark positiv. Die
Mittelwerte der Expression von a-Katenin auf den Melanozyten in den verschiedenen

Névi und Melanomen sind in 4.2.4 aufgefiihrt. Fiir eine detaillierte Zusammenfassung

siehe 4.3 bis 4.3 auf Seite 35.
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Tabelle 6: Mittelwert der Expression von a-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert geméf unten
abgebildeter Skala.

Obere retikuliire Mittlere und untere

Epidermis Papilldre Dermis Dermis

retikuldre Dermis

Compoundnévi
(n=12)
Dermale Navi
(n=10)
Spitz-Navi
(n=9)
Blaue Navi
(n=6)
SSM 1
(n=10) n=1
NMM
(n=06)

4.2.5 [-Katenin

Die Expression von B-Katenin war in der Junktionszone, der papilldren Dermis sowie der
oberen retikuldren Dermis aller melanozytdren Navi deutlich positiv, in der mittleren bis
unteren retikuldren Dermis der dermalen Névi geringfligig schwécher. Einige wenige
Melanome waren demgegeniiber z.T. schon in der Epidermis und papilliren Dermis
negativ. Insgesamt zeigte 3-Katenin die stirkste Expression aller untersuchten Antikorper.
Die Mittelwerte der Expression von 3-Katenin auf den Melanozyten in den verschiedenen
Névi und Melanomen sind in 4.2.5 aufgefiihrt. Fiir eine detaillierte Zusammenfassung

siehe 4.3 bis 4.3 auf Seite 35.

23



Tabelle 7: Mittelwert der Expression von B-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert geméf unten
abgebildeter Skala.

. . i t
Obere retikuliire Mittlere und untere

Epidermis Dermis

Papillére Dermis

retikuldre Dermis

Compoundnévi
(n=12)
Dermale Navi
(n=10)
Spitz-Navi
(n=9)
Blaue Navi
(n=6)
SSM
(n=10)
NMM
(n=06)

4.2.6 y-Katenin

Bis auf einen blauen Navus, zwei superfiziell-spreitenden Melanome und ein noduléres
Melanom waren alle Prédparate y-Katenin-negativ. Der Nivus zeigte eine méBige
Expression sowohl in papilldrer wie auch in retikuldrer Dermis. Die Melanome hatten nur
vereinzelt schwach positive Melanozyten. Die Mittelwerte der Expression von y-Katenin
auf den Melanozyten in den verschiedenen Néavi und Melanomen sind in 4.2.6 aufgefiihrt.

Fiir eine detaillierte Zusammenfassung siehe 4.3 bis 4.3 auf Seite 35.
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Tabelle 8: Mittelwert der Expression von y-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in der entsprechenden
Hautschicht Melanozyten aufwiesen. Die Farbgebung erfolgte fiir den Mittelwert gemal3 unten
abgebildeter Skala.

. .. |Mittlere und untere
: . - . | Obere retikuldre
Epidermis Papilldre Dermis .
Dermis o .
retikuldre Dermis
Compoundnévi 0 0 0
(n=12) n=12 n=12 n=3
Dermale Navi 0 0 0
(n=10) n=9 n=10 n=10
Spitz-Navi 0 0
(n=9) n=9 n=1
Blaue Nivi 0 0,4 0,4
(n=6) n=2 n=5 n=5
SSM 0,11 0,22 1 1
(n=10) n=9 n=9 n=1 n=1
NMM 0 0,14 0,17 0
(n=6) n=6 n=7 n=6 n=6
0 1 2 3

4.2.7 Zelltypen

Die Auswertung der Expression der Cadherine und Katenine erfolgte getrennt fiir
unterschiedliche morphologische Typen von Melanozyten bzw. Melanomzellen (siche
Seite 17). Wenn also z.B. in einem bestimmten Prdparat 20 spindelférmige Zellen
vorkamen und alle positiv waren, werteten wir dies als starke Expression, auch wenn diese
nur eine Minderheit der gesamten Melanozyten in diesem Praparat darstellten.

In Compoundndvi und den oberen Hautschichten der dermalen Nivi stellten die
mittelgroBen Melanozyten die grofite Zellpopulation dar, wéhrend in der mittleren bis
unteren retikuldren Dermis der dermalen Navi die kleinen, (lymphozytoiden) Melanozyten
die Mehrheit bildeten. Die von uns untersuchten Spitz-Nédvi bestanden groBtenteils aus
groflen (epitheloiden) und spindeligen Melanozyten. Letztere machten auch den Grofteil
der Melanozyten in den blauen Nivi aus. Melanome zeigten eine deutlich stirkere
Polymorphie der Zellformen, z.T. in scheinbar klonaler Verteilung.

Insgesamt waren die Unterschiede in der Expression der Cadherine und Katenine zwischen
den morphologischen Typen der Melanozyten eher gering. Auffallende Tendenzen sind

nachfolgend behandelt.
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4.2.7.1 E-Cadherin

Tendenziell zeigten die groBen (epitheloiden) Melanozyten in den Melanomen (SSM und

NMM) eine etwas geringere Expression von E-Cadherin, wéhrend die spindelférmigen

Melanozyten dort eine etwas stirkere Expression aufwiesen. Diese Tendenz setzte sich

allerdings in den anderen Préparaten nicht fort. Kleine Melanozyten waren nur in der

mittleren bis unteren retikuldren Dermis der dermalen Névi vorhanden und zeigten eine

etwas geringere Expression als die mittelgroBen Melanozyten.

Tabelle 9: Mittelwert der E-Cadherin-Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter dem
Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Priparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle* ist
eine Wiederholung der 4.2.1 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt

Epidermis Papillare Dermis Obere retikulare Dermis Mlttllere"und unte.re
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel] Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Klein | Mittel | GroR |Spindel
Compound-| 23 | 23 | 20 | 20 [ 09 | 09 20 | 00 | 00 0,0
névi (12 | (12) | (1) | &) | (12) | (12) Mm1e 6 (1)
Dermale 1,3 1,2 1,3 0,7 0,7 1,3 1,3 0,5 0,3 0,6
Navi @106 (10) | (10) | 4 | (®) | (10) | (10) | (8)
Spitz- 2,3 2,0 2,3 2,0 1,0 1,0
Navi @M e 6 [0
Blaue 3,0 3,0 2,0 3,0 3,0 2,0 2,0 3,0 3,0 2,0
Navi Q) M1 ® @ | 6 |® ML 6
SSM 2,3 2,3 1,9 24 1,8 1,9 1,7 25 2,0 25 1,0 3,0 2,0 2,0 1,0 2,0
el e O 16 6 | @@ @O/ Mol
NMM 1,8 2,0 1,5 2,0 14 1,3 1,5 2,0 1,7 1,3 1,6 2,0 1,7 1,3 1,6 2,0
® [ @ 6 | M@0 ] @ |6 | @[6 | @& 6| a]®6 @160

4.2.7.2 P-Cadherin

Auch hier zeigten die kleinen Melanozyten in der mittleren bis unteren retikuldren Dermis

der dermalen Névi eine etwas geringere Expression als die mittelgroBen Melanozyten.

Ansonsten konnten wir keine nennenswerten Unterschiede in der Expression von P-

Cadherin auf den verschiedenen morphologischen Typen der Melanozyten bzw.

Melanomzellen erkennen.
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Tabelle 10: Mittelwert der P-Cadherin-Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle* ist
eine Wiederholung der 4.2.2 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt.

Epidermis Papillare Dermis Obere retikulare Dermis M|ttl_ere"und unte're
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroRl |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindell Alle | Klein | Mittel | Gro® |Spindel
Compound{ 28 | 28 | 30 | 28 | 18 | 18 30 | 10 10 | 1,0
névi (12) 1 (12 | (1) | ) | (12) | (12) M [ @ @ | M
Dermale 21 | 21| 30 11 18 | 20 | 04 | 03 | 04 1,0
Navi @ | @ | @ (10) @ | @ | (10| (10 | (™) (1)
Spitz- | 29 | 30 | 29 | 28 | 30 | 30
Navi @ M © 6 |00
Blaue 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Navi 2 M1 @ 6 M1 6 | 6 (1) ()
SSM 26 | 27 | 24 | 26 | 23 | 23 | 19 | 30 | 10 | 20 | 1,0 2,0 20 | 10 | 30
@ | |1 O 6 |6 |6 OO0 @00 (1) M1
NMM 25 | 25 | 26 | 25| 23 | 18 | 23 | 20 | 20 | 17 | 20 | 20 | 17 13 | 1,7 | 20
® | @ 6 1 @] 0 @16 | M)]16 | 6 |6 | 016 4 16 | @

4.2.7.3 N-Cadherin

Interessanterweise waren sowohl in den Spitz-Nivi als auch in den malignen Melanomen

vor allem die groBen (epitheloiden) Zellen positiv. Die mittelgroBen Melanozyten bzw.

Melanomzellen zeigten eine geringere Expression, die kleinen und spindelférmigen

Melanozyten waren komplett negativ.

Tabelle 11: Mittelwert der N-Cadherin-Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter
dem Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Préparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle* ist
eine Wiederholung der 4.2.3 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt

Mittlere und untere

Epidermis Papillare Dermis Obere retikulare Dermis o .
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel[ Alle | Mittel | GroR [Spindelf Alle | Klein | Mittel | GroR |Spindel
Compound{ 0,0 | 00 | 00 | 00 [ 00 | 00 00 | 00 | 00 0,0
navi (12) | (12) | (1) | &) | (12) | (12) M1 6 | 6 ™
Dermale 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 00 0,0
Navi @ | ® | @ @ 1 © MO O 06 (1)
Spitz- 0,7 0,0 0,7 0,0 2,0 2,0 0,0
Navi @1l OO 6 00 (1)
Blaue 0,0 0,0 0,2 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Navi 0] M6 0 6 [ 6 (1) ()
SSM 0,2 0,1 04 0,0 0,7 0,4 0,7 0,0 0,5 0,0 1,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
()| © | O ® |06 O] [@] @] MMM
NMM 00 | 00 | 00 | 00 |03 | 05| 03 |00 1] 05|05/ 05| 00] 04 05 | 04 | 00
© | @ | 6 ()] @© | @ |[® | @6 | @] 6| @]06 @16 | @
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4.2.7.4 a-Katenin

In der Expression von 0O-Katenin konnten wir keine nennenswerten Unterschiede
zwischen den einzelnen morphologischen Typen der Melanozyten bzw. Melanomzellen

feststellen.

Tabelle 12: Mittelwert der a-Katenin-Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter dem
Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Préaparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle® ist
eine Wiederholung der 4.2.4 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt.

Epidermis Papillare Dermis Obere retikulare Dermis M|tt|_ere"und untelre
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel] Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Klein | Mittel | Grof |Spindel
Compound{ 29 | 29 | 30 | 26 | 23 | 23 17 | 17 3,0
navi (12) 1 (12) | (1) | (5 | (12) | (12) G | Q) (1)

Dermale 3,0 3,0 3,0 2,5 2,5 3,0 2,7 2,0 1,3 2,0 2,0
Navi ® 16 @ (100 1(10) | @ | B (10 | (9 | (8 (1)
Spitz- | 3,0 | 30 | 29 | 28 | 22 | 23 | 23 | 30 | 20 | 25 | 10 | 30 [ 1,0 20 | 10 | 10
Navi © | (M 1 ® [ € [O@ |6 |6 O] | @ | O 010 M 1 10
Blaue 22 | 25| 20 | 30 | 23 | 28 | 24 | 30 | 22 | 27 | 20 | 30 | 16 20 | 16 | 20
Navi G | @ | & O [® | @ 6 1 @[6 6 [@4 a6 G 16 | @
SSM 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 3,0

© [ 1 © |6 [0 (O (1)
NMM 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
2 @ 16 010 16 |6 M 10 |6

4.2.7.5 B-Katenin

Die Expression von B-Katenin war in allen morphologischen Zelltypen in allen Préparaten
stark positiv. Die geringere Expression einiger NMM zeigte sich vor allem in mittelgroBen,

z.T. auch in groBen (epitheloiden) Zellen.
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Tabelle 13: Mittelwert der f-Katenin-Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter dem
Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Praparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle* ist
eine Wiederholung der 4.2.5 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt.

Epidermis Papillére Dermis Obere retikulare Dermis M|ttl_ere"und unte're
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel[ Alle | Mittel | GroB |Spindel| Alle | Klein | Mittel | Gro |Spindel
Compound{ 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 30 | 30 | 27 3,0
navi (12) 1 (12 | (1) | (5 [ (12) | (12) Mm 1o | 6 (1)
Dermale 30 | 29 | 30 27 | 28 | 28 | 23 | 21 | 1,7 | 21
Navi 10 @ (100 | (10) | (5 | (3) | (10) | (10) | (8)
Spitz- | 3,0 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 3,0
Navi @ 1106 16 10 0 (1)
Blaue 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Navi () @ 16 |0 M 16 16 M 10 |6
SSM 29 | 28 | 29 | 29 | 28 | 26 | 26 | 30 | 25 | 25 | 20 | 30 | 30 30 | 20 | 30
(100 | ® | O | M [0 |6 [ 6 | (1)@ @] 0 | O] M 11O
NMM 2,8 3,0 2,8 3,0 2,7 2,3 2,8 3,0 2,6 2,3 25 3,0 2,6 2,3 2,5 3,0
G @ |6 | @16 | @6 | 0O]16 16 @ 06 G 1@ @

4.2.7.6 y-Katenin

Interessanterweise waren groBle (epitheloide) und spindelférmige Melanozyten deutlich

hiufiger y-Katenin positiv als mittelgroBe Melanozyten. Kleine (lymphozytoide)

Melanozyten waren komplett negativ.

Tabelle 14: Mittelwert der y-Katenin Expression in Melanozyten bzw. Melanomzellen. Unter dem
Mittelwert ist jeweils in Klammern die Anzahl der Préaparate aufgefiihrt, die in den
entsprechenden Hautschichten entsprechende Melanozyten aufwiesen. Die Spalte ,,Alle* ist
eine Wiederholung der 4.2.6 und nur zum besseren Vergleich hier aufgefiihrt

Epidermis Papillare Dermis Obere retikulare Dermis M|ttl.ere"und unte.re
retikulare Dermis
Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Mittel | GroR |Spindel| Alle | Klein | Mittel | GroR [Spindel
Compound{ 0,0 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 00 | 00 | 00 0,0
navi (12) 1 (12 | (1) | & | (12) | (12) M 16 |6 (1)

Dermale 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Navi @ 10O |0 (100 1 (10) | 5 | 3 J(10) | 9 | (8 ™)
Spitz- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Navi @ 1M 10O 16 10 10 (1)

Blaue 0,0 0,0 0,4 0,0 3,0 0,6 0,4 0,0 2,0 0,4
Navi 2 @16 | OO ]6 |6 M 10 16
SSM 0,1 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,1 1,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
@O 1O 16 16 @ |00 M 1@ 0 ™ M1
MM 00 | 00| 00| 00} O01|00] 02| 007]02]001]|02]| 00]00 00 | 00 | 00
6) |2 | 6 | @ |7 | @4 [ 6 | @ |6 | @ | 6 | @ ]1®. 4 16 | @

4.2.8 Pigmentierung

Bei der Auswertung beurteilten wir fiir jedes Prdparat und jede Hautschicht die

lichtmikroskopisch sichtbare Pigmentierung der Melanozyten bzw. Melanomzellen. Dabei
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unterschieden wir ,,nicht pigmentiert” (keine oder fast keine pigmentierten Melanozyten
bzw. Melanomzellen), ,,zum Teil pigmentiert“ (sowohl pigmentierte als auch nicht
pigmentierte Melanozyten bzw. Melanomzellen) und ,,pigmentiert (alle oder fast alle
Melanozyten bzw. Melanomzellen zeigten eine Pigmentierung). Die Auswertung der

Expression erfolgte analog zu Kapitel 4.2.1 bis 4.2.6.

4.2.8.1 E-Cadherin

Wihrend in Compoundnivi keine Unterschiede in der Expression von E-Cadherin
zwischen den einzelnen Gruppen bestanden, zeigte sich in dermalen Navi, SSM, NMM
und in der Epidermis der Spitz-Navi eine stirkere Expression von E-Cadherin in den
Priparaten mit stirkerer Pigmentierung. Die von uns untersuchten blauen Névi hatten fast

ausschlieBlich pigmentierte Melanozyten, so dass ein Vergleich hier nicht moglich war.

Tabelle 15: Mittelwert der Expression von E-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Préparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen.

Epidermis Panillire Dermis Obere retikuldre | Mittlere und untere
p p Dermis retikuldre Dermis
Pigment |nicht| zT. | ja |[nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja
Compound- 2,3 | 2,2 1,0 1 09 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | O,1
névi (n=12) n=3 | n=9 n=>5 | n=7 | n=1 | n=1 | n=1 | n=7
Dermale 1,0 | 1,3 |20 |03 |08 1,5 1,3
Navi (n=10) n=2 | n=6 | n=1 | n=4 | n=4 | n=2 n=3
Spitz-Névi 20 |25 | 1,0
(n=9) n=3 | n=6 | n=1
Blaue Navi 3,0 2,0 |20 2,0
(n=6) n=1 n=6 | n=1 n=6
SSM L8 |27 |30 (20 | 14 |30 20 1,7
(n=10) n=5 | n=3 | n=2 | n= n=5 | n=1 | n=2 n=6
NMM L3 |25 |20 (1,3 1,7 L5 | 2,0 0,9
(n=6) n=3 | n=2 | n=1 | n=4 | n=3 n=4 | n=2 n=14

4.2.8.2 P-Cadherin

In Compoundnévi, dermalen Navi und in der Epidermis der Spitz-Navi war die Expression
von P-Cadherin in den stirker pigmentierten melanozytdren N&dvi etwas geringer
ausgeprigt, in den Melanomen (SSM und NMM) dagegen etwas stirker. Die von uns
untersuchten blauen Navi hatten auch hier fast ausschlieBlich pigmentierte Melanozyten,

so dass auch hier kein Vergleich méglich war.
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Tabelle 16: Mittelwert der Expression von P-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Priparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen.

Epidermis Paillire Dermis Obere retikuldre | Mittlere und untere
p p Dermis retikuldre Dermis
pigmentiert | nicht | zT. | ja |nicht| zT. | ja |[nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja
Compound-| 3.0 3,0 2,7 2,0 1,8 1,0 1,0
nivi (n=12) | n=1 | n=2 | n=10 n=4 | n=8 | n=1 | n=1
Dermale 25 122 | 1,0 L5 08 | 1,0 | 0,4 | 03
Navi (n=10) n=2 | n=5 | n=1 | n=4 | n=5| n=1 | n=7 | n=3
Spitz-Névi | 3,0 | 3,0 | 2,8 | 3,0
(n=9) n=1 | n=2 | n=6 | n=1
Blaue Nivi 0,5 0,0 0,0
(n=6) n=2 n=5 n=5
SSM 24 130 |30 (20 |23 |30 ]10 2,0
(n=10) n=>5 | n=2 | n=1 | n=4 | n=3 | n=1 | n=1 n=1
NMM 23 125 130 (23 |23 1,8 | 2,5 1,7
(n=06) n=3 | n=2 | n=1 | n=4 | n=3 n= n=2 n=6

4.2.8.3 N-Cadherin

Compoundndvi und dermale Néavi waren N-Cadherin negativ. Bei Spitz-Ndvi, SSM und

NMM waren interessanterweise ausschlielich nicht- bzw. teilpigmentierte Tumoren

positiv, vollstindig pigmentierte dagegen negativ.

Tabelle 17: Mittelwert der Expression von N-Cadherin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Priparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen.

Epidermis Paillire Dermis Obere retikuldre | Mittlere und untere
p P Dermis retikuldre Dermis
pigmentiert | nicht | z.T. | ja |nicht| zT | ja |[nicht| zT | ja |nicht| zT | ja
Compound- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
néavi (n=12) n=3 | n=9 n=4 | n=8 | n=1 | n=1 | n=1
Dermale 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
Néavi (n=10) n=2 | n=6 n=3 | n=5 | n=1 | n=6 | n=3
Spitz-Navi 2,0 | 0,0 | 2,0
(n=9) n=3 | n=6 | n=1
Blaue Navi 0,0 0,2 0,0
(n=6) n=1 n=5 n=5
SSM 04 |00 |00 |083]0,67 00 | 0,5 1,0
(n=10) n=5| n=4 | n=1 | n=6 | n=3 | n=1 | n=2 n=1
NMM 0,0 | 00 | 0,0 | 0,5 | 0,0 0,8 | 0,0 0,4
(n=6) n=3 | n=1 | n=1 | n=4 | n=2 n=4 | n=2 n=5
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4.2.8.4 a-Katenin

Es zeigte sich kein Unterschied in der Expression von 0-Katenin in Melanozyten der
nichtpigmentierten, teilpigmentierten und vollstindig pigmentierten Nivi. Bei den
Melanomen schien die Expression in den teilpigmentierten und vollstindig pigmentierten

Tumoren etwas stérker zu sein als in den nicht pigmentierten Tumoren.

Tabelle 18: Mittelwert der Expression von a-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Priparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen.

Epidermi Pailliire Dermi Obere retikuldre | Mittlere und untere
pidermis pilare Lermis Dermis retikuldre Dermis
pigmentiert | nicht | z.T. | ja |nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja [nicht| zT. | ja
Compound- 3,0 | 2,9 23 1 23110 | 20 | 2,0
nivi (n=12) n=3 | n=9 n=4 | n=8 | n=1 | n=1 | n=1
Dermale 3,0 | 3,0 20 | 2,6 | 3,0 | 2,0 | 2,0
Névi (n=10) n=2 | n=7 n=3 | n=5 | n=2 | n=7 | n=3
Spitz-Navi 3,0 | 3,0 | 3,0
(n=9) n=3 | n=6 | n=1
Blaue Nivi 3,0 3,0 3,0
(n=6) n=2 n=5 n=5
SSM 30 | 30 |30 |24 |20 20|30 |10 1,0
(n=10) n=6 | n=2 | n=1 | n=5 | n=3 | n=1 | n=1 | n=1 n=1
NMM 2,0 | 2,0 | 3,0 1,7 | 3,0 1,7 | 3,0 1,6
(n=6) n=2 | n=2 | n=1 | n=3 | n=3 n=3 | n=2 n=5

4.2.8.5 B-Katenin

Auch in der Expression von [B-Katenin zeigte sich kein Unterschied zwischen nicht-,
teilpigmentierten und vollstindig pigmentierten Nédvi. Bei den Melanomen schien die
Expression auch hier in den teilpigmentierten und vollstindig pigmentierten Tumoren

etwas stdrker zu sein als in den nicht pigmentierten Tumoren.
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Tabelle 19: Mittelwert der Expression von [3-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Préiparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen.

Epidermi Pailliire Dermi Obere retikuldre | Mittlere und untere
picerms priare Lermis Dermis retikuldre Dermis
pigmentiert | nicht | zT. | ja |nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja |[nicht| zT. | ja
Compound- 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
nivi (n=12) n=3 | n=9 n=4 | n=§ | n=1 | n=1 | n=1
Dermale 3,0 | 3,0 2.3 2,8 | 3,0 22 | 2,0
Névi (n=10) n=2 | n=7 n=3 | n=5 | n=2 | n=6 | n=4
Spitz-Navi 3,0 | 3,0 | 3,0
(n=9) n=3 | n=6 | n=1
Blaue Navi 3,0 3,0 3,0
(n=06) n=2 n=5 n=5
SSM 2,8 130 |30 | 27 |30 |30 |25 3,0
(n=10) n=6 | n=3 | n=1 | n=7 | n=2 | n=1 | n=2 n=1
NMM 2,5 13,0 | 3.0 | 2,7 | 2,7 2,3 | 3,0 2,6
(n=6) n=2 | n=2 | n=1 | n=3 | n=3 n=3 | n=2 n=5

4.2.8.6 y-Katenin

Compoundnivi, dermale Nivi und Spitz-Névi waren y-Katenin negativ. Alle von uns
untersuchten Blauen Névi waren pigmentiert, und zum Teil y-Katenin positiv. Bei den

Melanomen waren demgegentiber nur nicht pigmentierte Tumoren y-Katenin positiv.
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Tabelle 20: Mittelwert der Expression von y-Katenin in Melanozyten bzw. Melanomzellen,
aufgeteilt nach dem Pigmentierungsgrad. Unter dem Mittelwert ist jeweils die Anzahl der
Préiparate aufgefiihrt, die in den entsprechenden Hautschichten Melanozyten bzw.
Melanomzellen aufwiesen..

Epidermi Pailliire Dermi Obere retikuldre | Mittlere und untere
picerms priare Lermis Dermis retikuldre Dermis
pigmentiert | nicht | z.T. | ja |nicht| zT. | ja [nicht| zT. | ja |nicht| zT. | ja
Compound- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
navi (n=12) n=3 | n=9 n=4 | n=§ | n=1 | n=1 | n=1
Dermale 0,0 | 0,0 00 | 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0
Névi (n=10) n=2 | n=7 n=5 | n=3 | n=2 | n=7 | n=3
Spitz-Navi 0,0 | 0,0 | 0,0
(n=9) n=3 | n=6 | n=1
Blaue Navi 0,0 0,4 0,4
(n=6) n=2 n=5 n=5
SSM 02 100 |00 |03 )00 00|10 1,0
(n=10) n=5 | n=3 | n=1 | n=6 | n=2 | n=1 | n=1 n=1
NMM 0,0 | 00 | 0,0 | 0,3 | 0,0 0,3 | 0,0 0,0
(n=6) n=3 | n=2 | n=1 | n=4 | n=3 n=4 | n=2 n=6

4.2.9 Experimentell halbseitig UV-exponierte melanozytare Navi

Sowohl bei den nach zwei als auch bei den nach sieben Tagen nach UV-Bestrahlung
exzidierten Nivi zeigte sich in der UV-bestrahlten Hilfte der Ndvi im Vergleich zur
unbestrahlten Hilfte keine signifikante Verdnderung der Expression von Cadherinen oder
Kateninen. In einigen Priparaten war die Expression von E-Cadherin in den Keratinozyten
leicht erhoht. P-Cadherin wurde in der bestrahlten Hilfte der Névi auch in suprabasalen

Schichten, zum Teil bis zum Stratum granulosum, exprimiert.
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4.3 Grafiken

Grafik 1.Cadherin- und Katenin-Expression in Compoundnavi (n=12). Das
Ausmald der Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fir die jeweilige
histologische Schicht dargestellt.
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Grafik 2.Cadherin- und Katenin-Expression in dermalen Navi (n=10). Das Ausmalf}
der Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fir die jeweilige

histologische Schicht dargestellt.
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Grafik 3.Cadherin- und Katenin-Expression in Spitz-Navi (n=9). Das Ausmal} der
Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fur die jeweilige histologische
Schicht dargestellt.
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Grafik 4.Cadherin- und Katenin-Expression in blauen Navi (n=6). Das Ausmal} der
Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fur die jeweilige histologische

Schicht dargestellt.
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Grafik 5.Cadherin- und Katenin-Expression in superfiziell spreitenden Melanomen
(n=10). Das Ausmal’ der Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fir die

jeweilige histologische Schicht dargestelit.
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Grafik 6.Cadherin- und Katenin-Expression in nodularen Melanomen (n=7). Das
Ausmald der Immunreaktivitat ist in semiquantitativer Abstufung fir die jeweilige

histologische Schicht dargestellt.
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4.4 Bilder

Bild 2 (oben): Expression von E-Cadherin

in einem Compoundnévus (100x).

— E-Cadherin-positive spindelformige
Melanozyten.

— Deutlich geringere E-Cadherin-
Expression in der papilldren und
retikuldren Dermis.

Bild 3 (unten links): Expression von E-

Cadherin in einem blauen Névus (100x).

— Spindelférmige Nivuszellen finden

sich hier ausschlieBlich in der Dermis.

Bild 4 (unten rechts): Perifollikuldre
Expression von E-Cadherin in einem

zellreichen blauen Navus (100x).
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Bild 5: Expression von
E-Cadherin in einem
Spitz-Navus (100x).

— Uberwiegend E-
Cadherin-positive
spindelformige
Melanozyten in der

Junktionszone.

Bild 6: Expression von

E-Cadherin in einem

SSM (100x).

—» Intra-epidermal
aufsteigende E-
Cadherin-positive

Melanom-zellen.

et ol
Bild 7: Expression von
E-Cadherin im
Randbereich eines SSM
(100x).

—» Stirkere
Expression in der
Junktionszone,
schwéchere
Expression in der

oberen Dermis.
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Bild 8 (oben): Expression von E-Cadherin

in einem NMM (100x).

— Intraepidermal aufsteigende E-
Cadherin-positive Melanomzellen.

— Abnahme der Expression in der

retikuldren Dermis.

Bild 9 (unten links): Expression von E-
Cadherin in einem NMM (dermaler
Ausschnitt) (100x). Deutlich heterogene,
anscheinend klonale Verteilung der E-

Cadherin-Expression.

Bild 10 (unten rechts): Expression von P-
Cadherin in einem dermalen Navus
(100x). Abnahme der P-Cadherin-
Expression in der mittleren bis tiefen
retikuldren Dermis, hier iiberwiegend
kleine (lymphozytoide) Melanozyten in
typischer perifollikulidrer Anordnung.
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Bild 11 (oben): Expression von N-Cadherin
in einem SSM (200x).
Deutlich heterogene Verteilung der

Expression von N-Cadherin in epitheloiden

Melanomzellen; epidermale Keratinozyten

N-Cadherin-negativ.

Bild 12 (unten links): Expression von N-

Cadherin in einem NMM (100x).

—» Vor allem groBe (epitheloide)
Melanomzellen N-Cadherin-positiv,

—» mittelgroBe dagegen tiberwiegend
negativ.

Bild 13 (unten rechts): Expression von N-

Cadherin in einem Spitz-Navus (100x).

Positive N-Cadherin-Expression der

junktionalen und dermalen Melanozyten.
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Bild 14: Expression
von N-Cadherin

in einem Spitz-

Névus (groferer

Ausschnitt) (100x).

Bild 15: Expression von f-Katenin in
einem Compoundndvus (100x). Deutlich
positive B-Katenin-Expression in der
Junktionszone, Abnahme in der

retikuldren Dermis

Bild 16: Expression von y-Katenin in
einem Compoundnivus (100x).

Keratinozyten y-Katenin-positiv.

—» Melanozyten y-Katenin negativ.
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Bild 17: Expression
von a-Cadherin in
einem

Compoundnivus

(100x).

= ~ Bild 18 und 19:
. . Vergleichbare
Expression von
E-Cadherin in der
bestrahlten Halfte
(unten) und der
unbestrahlten Halfte
(oben) eines
halbseitig
UV-bestrahlten
Compoundnivus.
(100x).

Die Exzision erfolgte
7 Tage nach der
Bestrahlung.
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5 Diskussion

In allen von uns untersuchten Nédvi und Melanomen exprimierte die Mehrzahl der
Melanozyten bzw. Melanomzellen in der Junktionszone E-Cadherin und P-Cadherin. Diese
Tatsache bestdtigt die Ergebnisse mehrerer fritherer Studien. (Cowley und Smith, 1996;
Silye et al., 1998; Sanders et al., 1999). Von der papilliren bis zur tiefen retikuldren
Dermis beobachteten wir eine Verminderung der Expression von E- und P-Cadherin. Diese
war bei den Nivi noch deutlicher ausgeprégter als bei den Melanomen. Die Mehrzahl der
Melanozyten in der oberen retikuldren Dermis der Compoundnivi und in der mittleren bis
unteren retikuldren Dermis der dermalen Navi waren sogar komplett E-Cadherin-negativ.
Alle Melanomzellen der NMM zeigten demgegeniiber auch in der unteren retikuldren
Dermis zumindest noch eine schwache E- und P-Cadherin-Expression.

Insgesamt war die Expression von E- und P-Cadherin in den Melanomzellen der SSM
jedoch in etwa vergleichbar mit der Expression in den Melanozyten der Compound- bzw.
dermalen Navi. NMM zeigten eine etwas geringere E-Cadherin-Expression. Aufféllig war
jedoch die deutlich heterogene Verteilung der Expression von E-Cadherin in NMM,
welche auf einen klonalen Aufbau dieser Lasionen mit teils E-Cadherin-negativen und teils
E-Cadherin-positiven Zellklonen schlieen ldsst. Eine solche Verteilung haben wir in
melanozytdren Nivi nicht gefunden.

Die bislang publizierten Daten aus immunhistologischen Untersuchungen zur Expression
von E-Cadherin bei Melanomen sind widerspriichlich. Silye et al. berichteten von komplett
E-Cadherin-negativen Tumorzellen in der horizontalen Wachstumsphase, dagegen E-
Cadherin-positiven Tumorzellen in der vertikalen Wachstumsphase (Silye et al., 1998).
Sanders et al. fanden eine deutliche E- und P-Cadherin-Expression der Tumorzellen
sowohl in der horizontalen als auch in der vertikalen Wachstumsphase (Sanders et al.,
1999). Cowley und Smith berichteten, vergleichbar mit unseren Ergebnissen, von einer
verminderten Expression von E-Cadherin in Tumorzellen der tieferen Anteile der Halfte
der Melanome (Cowley und Smith, 1996).

Die Melanomzellen der von uns untersuchten Melanome zeigten nur fokal eine N-
Cadherin-Expression. Sanders et al. berichteten dagegen von einer starken Expression von
N-Cadherin in einzelnen Melanomen (Sanders et al., 1999). Verschiedene Studien zeigen,
dass N-Cadherin-positive Tumorzellen eine hohere Tendenz zur Invasion und
Metastasierung besitzen als N-Cadherin-negative (Nieman et al., 1999; Hazan et al., 2000).

Die genauen Mechanismen dieses Phdnomens sind noch nicht bekannt. Wenn jedoch die
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N-Cadherin-Expression eine wichtige Voraussetzung fiir invasives Wachstum darstellte,
wiirde man in den von uns untersuchten Melanomen eine deutlich hohere Expression
dieses Molekiils erwarten. Interessanterweise zeigten die Melanozyten in zwei von uns
untersuchten Spitz—Névi eine deutliche N-Cadherin-Expression. Ob die bei diesen Névi
hiufig zu beobachtenden zytologischen Atypien der Melanozyten in einem direkten oder
indirekten Zusammenhang mit der erhohten N-Cadherin-Expression stehen, ist nicht
bekannt. Die beiden N-Cadherin-positiven Spitz-Navi zeigten im Vergleich zu den iibrigen
von uns untersuchten Spitz-Nivi keine hohere Rate zytologischer Atypien. Bei der von mir
untersuchten geringen Fallzahl ist ein Zusammenhang aber nicht sicher zu beurteilen.
Cowley und Smith beschrieben fiir melanozytire Nédvi eine vor allem auf grofle
(epitheloide) Zellen beschriankte Expression von E-Cadherin. Kleine (lymphozytoide) und
spindelformige Zellen seien dagegen negativ (Cowley und Smith, 1996). Im Gegensatz
dazu konnten wir keine nennenswerten Unterschiede in der E-Cadherin-Expression
zwischen den morphologischen Typen der Melanozyten beobachten. Lediglich die kleinen
(lymphozytoiden) Melanozyten der mittleren bis unteren retikuldren Dermis zeigten eine
etwas geringere E-Cadherin-Expression als die mittelgroBen Melanozyten. Stirker als von
der Zellmorphologie aber war die Expression von E-Cadherin abhéngig von der Lage der
Melanozyten in den jeweiligen Hautschichten. In Melanomen beobachteten wir in den
spindelformigen Melanomzellen eine etwas stirkere Expression von E-Cadherin als in den
epitheloiden Melanomzellen.

Eine Korrelation von Expression und der Zellmorphologie konnten wir fiir N-Cadherin
beobachten. Hier waren vor allem epitheloide Melanozyten positiv, die mittelgroBen
Melanozyten zeigten eine geringere Expression und die kleinen und spindelférmigen
Melanozyten waren komplett negativ.

Sowohl nach Unnas Theorie der ,Abtropfung’ als auch nach dem Konzept der ,upward
migration’ (Siehe Kapitel 1.2) sind Melanozyten in Névi bei einem Wechsel der
histologischen Schicht verdnderten Umgebungsbedingungen wie z.B. verdnderten
Zellkontakten und parakrinen Verdnderungen unterworfen. So konnte in dermalen
Melanozyten eine iiber ldngere Zeit fehlende parakrine Stimulation durch Keratinozyten
fiir eine Verminderung von E- und P-Cadherin verantwortlich sein. Es konnte gezeigt
werden, dass dermale Melanozyten in Navi bFGF produzieren, einen normalerweise von
Keratinozyten produzierten Wachstumsfaktor, der sie durch eine autokrine Stimulation
zum Uberleben befihigen konnte (Alanko et al., 1999). Andererseits konnte in Zelllinien

von Pankreaskarzinomen gezeigt werden, dass die Kollagene I und III an der
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Herunterregulation des E-Cadherin-Genes beteiligt sein konnen (Menke et al., 2001).
Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass Melanozyten in blauen Névi
auch in der unteren retikuldren Dermis noch eine unverdndert hohe Expression von E-
Cadherin aufwiesen. Zugleich waren blaue Navi die einzigen aller von uns untersuchten
Névi, die noch eine nennenswerte Melaninproduktion in der mittleren bis unteren
retikuldren Dermis zeigten. Anscheinend gibt es einen, wenn auch bislang unbekannten
Mechanismus, der Melanozyten in blauen Néavi in dieser Hinsicht teilweise autonome
Eigenschaften verleiht. Die Expression von P-Cadherin in blauen Névi war wiederum
auffallend niedrig. Bis auf einen Fall, der eine schwache Expression in den Melanozyten in
der papillairen Dermis zeigte, waren alle blauen Nivi P-Cadherin-negativ. Anscheinend
wird die Expression von E- und P-Cadherin, auch wenn sie hdufig simultan exprimiert
werden, durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst.

o- und (- Katenin wurde in praktisch allen Tumoren unabhingig von der Dignitét in den
junktionalen Melanozyten stark exprimiert. Eine Abnahme der Expression in der Dermis
war hier nicht so deutlich zu beobachten wie bei E- oder P-Cadherin. Sanders et al.
berichteten dhnliche Ergebnisse. Sie fanden einen signifikanten Riickgang der Expression
von [3-Katenin in metastasierenden Melanomen (Sanders et al., 1999). Allerdings muss bei
[B-Katenin beachtet werden, dass dieses Molekiil im Rahmen des Wnt-Signalwegs auch in
einer nicht an Cadherine gebundenen Form (siche Kapitel 1.4.2) vorkommt. So fanden wir
neben einer membrandsen in etwa 30 % der Melanozyten/Melanomzellen eine
nukleédre/zytoplasmatische Lokalisation von B-Katenin, die auf eine Aktivierung des Wnt-
Signalwegs hindeuten konnte (Rimm et al., 1999).

y-Katenin war in der {iberwiegenden Zahl der von uns untersuchten melanozytiren
Tumoren negativ. Ahnliche Ergebnisse wurden von Silye et al. und Sanders et al. berichtet
(Silye et al., 1998; Sanders et al., 1999). Interessanterweise zeigte ein blauer Névus eine
starke y-Katenin Expression in der retikuliren Dermis. Insgesamt unterstreichen die
Ergebnisse die Rolle von (-Katenin als Briickenmolekiil zwischen Cadherinen und dem
Zytoskelett. y-Katenin scheint, wenn tiberhaupt, nur eine geringe Rolle zu spielen.
UVB-Licht hatte in den von uns untersuchten Navi keinen erkennbaren Einfluf auf die
Expression von Cadherinen oder Kateninen. Seline et al. berichteten iiber einen leichten
Riickgang der Expression von E-Cadherin in Melanozyten nach einer UVB-Bestrahlung in
vitro (Seline et al., 1996). Das histologisch erkennbare intraepidermale Aufsteigen von
Melanozyten in UV-bestrahlten Ndvi wiirde zu einem solchen Riickgang passen, da dafiir

Interzellularbriicken geldst und wieder neu verkniipft werden miissen. Eventuell handelt es
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sich hierbei aber um funktionale Verdnderungen, die nicht zwangsldufig mit einem
Riickgang der Immunreaktivitit von Cadherinen verbunden sein miissen. Jamal und
Schneider berichteten, da3 Endothelin 1, welches von Keratinozyten bei UV-Bestrahlung
sezerniert wird, liber den Endothelin-B-Rezeptor zu einer Herunterregulierung von E-
Cadherin in Melanozyten fiihrt (Jamal und Schneider, 2002). Demgegeniiber fanden
Nakazawa et al. keine erkennbare Verdnderung der Expresion von E-Cadherin in
Melanozyten nach UVB-Bestrahlung in vitro (Nakazawa et al., 1995).

Insgesamt war die Expression von Cadherinen und Kateninen in den verschiedenen
Névustypen unterschiedlicher als zu Beginn dieser Arbeit erwartet, wobei jeder Navustyp
ein fir ihn mehr oder weniger typisches Expressionsmuster aufweist. Einen Wechsel der
Expression von E-Cadherin nach N-Cadherin in malignen Melanomen wie er von Tang et
al. beschrieben wurde, konnten wir nur in Einzelfillen feststellen (Tang et al., 1994).
Vermutlich stellt dieser Mechanismus einen spéten Schritt in der Melanomprogression dar,
der sich immunhistologisch mit den von mir verwendeten Antikdrpern nicht demonstrieren
lieB. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass bei unseren Untersuchungen auch gutartige
melanozytdre Tumoren (Spitz-Névi) N-Cadherin exprimierten.

Die Expression von E-Cadherin war in unserer Studie vor allem von der anatomischen
Lokalisation der Melanozyten in der Haut abhingig. Die Dignitdt spielte eine
untergeordnete Rolle. Weder Cadherine noch Katenine sind nach dieser Untersuchung als

Malignitéts- oder Progressionsindikatoren bei melanozytiren Tumoren einzustufen.
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6 Zusammenfassung

Cadherine und Katenine haben wichtige Aufgaben bei der Zelladhdsion und
Zellkommunikation. Vor allem E-Cadherin spielt eine wichtige Rolle fiir die Zelladhésion
zwischen Keratinozyten und Melanozyten. Unklarheit besteht dariiber, ob eine maligne
Transformation melanozytirer Zellen mit einer Herunterregulation von E-Cadherin und
ggf. mit einer erhohten Expression von N-Cadherin einhergeht. Die vorgelegten
Untersuchungen hatten zum Ziel, die Expression der Cadherine und ihrer Bindungspartner,
den Kateninen, in melanozytiren Tumoren zu untersuchen. Dazu wurde die Expression
von E-, P- und N-Cadherin sowie von d-, 3- und y-Katenin in Compound-Névi, dermalen
Névi, Spitz-Névi, blauen Nivi, superfiziell spreitenden Melanomen, noduldren Melanomen
sowie in experimentell halbseitig UV-bestrahlten Navi immunhistologisch untersucht.
Sowohl in Compound- und dermalen Névi als auch in Melanomen nahm die Expression
von E-Cadherin von der Junktionszone zu tieferen histologischen Hautschichten hin ab.
Dabei zeigte sich in Melanomen ein heterogeneres Verteilungsmuster der Expression als in
Névi. Blaue Névi zeigten demgegeniiber auch in der mittleren bis tiefen retikuldren Dermis
noch eine starke E-Cadherin Expression. Die Expression von P-Cadherin war in etwa
vergleichbar mit der von E-Cadherin, in blauen Nivi jedoch deutlich schwécher. N-
Cadherin wurde nur von einer Minderheit der Melanomzellen in einigen Melanomen
exprimiert. Einige Spitz-Névi zeigten demgegeniiber eine starke Expression von N-
Cadherin. Die meisten Zellen sowohl in Navi als auch in Melanomen waren O- und [3-
Katenin positiv sowie y-Katenin negativ. Die UV-Bestrahlung hatte keinen Einfluss auf die
Expression von Cadherinen oder Kateninen.

Die zur Tiefe abnehmende Expression von E- und P-Cadherin findet sich in dhnlicher
Weise in Nédvi und in Melanomen. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass die
verdanderten molekularen Umgebungsbedingungen in der Dermis bzw. der fehlende
Zellkontakt zu Keratinozyten flir die Abnahme der Expression eine wichtigere Rolle spielt
als die Dignitit des Tumors. Die stirkere intratumorale Heterogenitit der
Cadherinexpression in Melanomen ist vermutlich Ausdruck von klonalen Anderungen der
Zelldifferenzierung. Bei Invasion und Metastasierung kann eine relativ flexible, klonale
Expression von Zelladhédsionsmolekiilen eine wichtige Rolle spielen. Die aufgrund von in-
vitro Voruntersuchungen vermutete Rolle eines Wechsels von E- zur N-Cadherin
Expression bei der melanozytiren Tumorprogression wird durch die vorliegende Arbeit

jedoch nicht gestiitzt.
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