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”
Es gibt zwei Arten, sein Leben zu leben,

entweder so als wäre nichts ein Wunder

oder so als wäre alles eines.“

Albert Einstein



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 1

1.1. Okuläre Strukturen und ihr embryonaler Ursprung . . . . . . . . . . . . . 1

1.2. Epidemiologie des primären uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.3. Ätiologie und Risikofaktoren des uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . 2

1.4. Klinisches Erscheinungsbild des uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . 3

1.5. Makroskopisches Wachstumsmuster des uvealen Melanoms . . . . . . . . 3

1.6. Histologische Einteilung des uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . 4

1.7. Diagnostik des uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

1.8. Prognostische Faktoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

1.8.1. Blutversorgung des uvealen Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.8.2. Regulationsfaktoren der Blutversorgung . . . . . . . . . . . . . . . 7

1.9. Behandlungsmöglichkeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

1.9.1. Chirurgische Therapie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.9.2. Konservative Therapie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

1.10. Ziel und Fragestellung der vorliegenden Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2. Material und Methoden 17

2.1. Probenmaterial und Patientenkollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.1.1. Positivkontrollen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.1.2. Primärantikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.1.3. Sekundärantikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.1.4. Chemikalien und Verbrauchsmaterial . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.1.5. Laborgeräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.1.6. EDV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2. Allgemeine Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.1. Verschlüsselung der Patientendaten . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.2. Beobachter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.3. Vorbereitung der Gewebeproben auf die Färbung . . . . . . . . . . . . . . 25

2.3.1. Einbettung in Paraffin und Herstellung der Schnitte . . . . . . . . . 25

2.3.2. Entparaffinierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2.4. Färbung mit PI3K und Caveolin-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

i



Inhaltsverzeichnis ii

2.4.1. Protokoll der Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

2.4.2. Auswertung am Mikroskop . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

2.4.3. Computergestützte Auswertung der Bilder . . . . . . . . . . . . . 29

2.5. Färbung mit CD31 und Perjod Acid Schiff . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.5.1. Protokoll der Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.5.2. Auswertung am Mikroskop . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.6. Färbung mit vWF und Endoglin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.6.1. Protokoll der Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

2.6.2. Auswertung der Bilder . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.7. Statistische Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

3. Ergebnisse 37

3.1. Expression von Caveolin-1 und Phosphoinositol-3-Kinase in primären uvealen

Melanomen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.1.1. Vergleich der Caveolin-1-Expressionsrate der metastasierten und der

nicht metastasierten Tumore . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.1.2. Vergleich der PI3K-Expressionsrate der metastasierten und der nicht

metastasierten Tumore . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

3.1.3. Korrelation zwischen den Zellzahlen Caveolin-1 positiver und PI3K

positiver Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

3.2. Analyse des vasculogenic mimicry in primären uvealen Melanomen . . . . 46

3.2.1. Korrelation zwischen VM und Metastasierung . . . . . . . . . . . . 46

3.2.2. Korrelation zwischen VM und bekannten Prognosefaktoren . . . . 46

3.2.3. Korrelation zwischen VM und den Expressionsraten von PI3K und Cav-1 47

3.3. Auswertung Endoglin und vWF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

3.3.1. Expression von Endoglin in tumorösen und nicht tumorösen Geweben 48

3.3.2. Expression von vWF in tumorösen und nicht tumorösen Geweben . 48

3.3.3. Korrelation von Endoglin und vWF mit Cav-1 . . . . . . . . . . . . 48

3.3.4. Korrelation von Endoglin und vWF mit PI3K . . . . . . . . . . . . . 48

4. Diskussion 49

4.1. Zur Bedeutung der Blutversorgung beim primären uvealen Melanom . . . . 49

4.2. Zur Caveolin-1-Expression im primären uvealen Melanom . . . . . . . . . . 50

4.3. Zur Korrelation von Cav-1 mit anderen Prognosefaktoren des primären uvea-

len Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

4.4. Zur PI3K-Expression im primären uvealen Melanom . . . . . . . . . . . . . 53

4.5. Zur Korrelation von PI3Kmit anderen Prognosefaktoren des primären uvealen

Melanoms . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

4.6. Zum vasculogenic mimicry im primären uvealen Melanom . . . . . . . . . 56

4.7. Bedeutung von Cav-1 und PI3K für die Angiogenese . . . . . . . . . . . . . 57



Inhaltsverzeichnis iii

4.8. Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

5. Zusammenfassung 61

A. Anhang I

A.1. Abkürzungsverzeichnis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I

A.2. Abbildungsverzeichnis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . III

A.3. Tabellenverzeichnis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IV

B. Danksagung V

C. Curriculum Vitae VI

Literatur VII



Kapitel 1.

Einleitung

1.1. Okuläre Strukturen und ihr embryonaler Ursprung

Das maligne uveale Melanom ist eine Neoplasie der Gefäßhaut des menschlichen Auges,

Aderhaut genannt, die dem hinteren Teil des Auges anliegt. Zu Beginn dieser Arbeit möchte

ich mich mit dem Ursprung derjenigen Strukturen befassen, die bei den weiteren Ausfüh-

rungen im Fokus des Interesses stehen. Das menschliche Auge ist ein so komplexes Gebilde

faszinierender Strukturen, deren Entwicklung jeden in Staunen versetzen kann. Um für das

zentrale Objekt meiner Arbeit zu begeistern, möchte ich die erstaunliche Entstehung dieser

wunderbaren Strukturen zunächst beschreiben. Im Rahmen der embryonalen Entwicklung

des Auges stülpt sich der Augenbecher in der fünften Woche aus. Die darüber liegenden

ektodermalen Zellen verdichten sich in dieser Zeit der Entwicklung zur Lidplakode und bilden

imweiteren Verlauf die Linse. Der Augenbecher selbst besteht aus zwei Schichten. Die äußere

der beiden Schichten bildet das retinale Pigmentepithel, also jene Struktur, die später für den

Stoffaustauch und die Versorgung der Nervenzellen der neuronalen Retina sorgt. Die innere

Schicht des Augenbechers, die aus Neuroepithelzellen entsteht, entwickelt sich in ihrem

hinteren Teil zu eben dieser neuronalen Retina mit den ersten drei Neuronen der Sehbahn.

Der vordere Teil bildet während der Ausreifung des Auges den Ziliarkörper und Teile der Iris.

Der Augenbecher ist in seiner frühen Phase der Entwicklung über den Augenbecherstiel mit

dem Zentralen Nerven System (ZNS) verbunden. Dieser Augenbecherstiel füllt sich später

mit den Axonen der Gliazellen, der Neuroretina, auf und verdichtet sich zum Nervus opticus.

Diese frühe Entwicklung des menschlichen Sehorgans findet eingebettet in Mesenchym

neuroektodermalen Ursprungs statt. Dieses Mesenchym dringt zum Teil in den Augenbecher

ein und bildet dort die Vasa hyaloidia, die das Auge intrauterin mit Blut versorgen und später

als Arteria centralis retinae persistieren. Darüber hinaus bildet das eingedrungene Mesen-

chym ein zartes Fasernetz aus, das die Grundstruktur des fertigen Glaskörpers darstellt. Das

Mesenchym, das außen verbleibt, bildet eine äußere und innere Schicht, die mit der Pia- und

der Dura mater des Gehirns zu vergleichen sind. Die äußere, der Dura mater ähnliche Schicht,
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bildet sich zur Sklera aus und umgibt den proximalen Anteil des Nervus opticus so, wie die

Dura mater das Gehirn umgibt. Die innere der beiden mesenchymalen Schichten ähnelt der

Pia mater und entwickelt sich zur gefäßreichen, pigmentierten Choroidea, jener Struktur,

deren maligne Veränderungen im Focus dieser Arbeit stehen sollen.[1, 2]

1.2. Epidemiologie des primären uvealen Melanoms

Das primäre uvealeMelanom istmit sechs bis sieben Patienten pro einerMillionen Einwohner

und Jahr insgesamt ein eher seltener Tumor. Es ist jedoch der häufigste primär bösartige

Tumor des Augeninnerens.[3] Der Erkrankungsgipfel liegt in der fünften bis sechsten Le-

bensdekade. Es sind wenige Fälle beschrieben, in denen auch junge Menschen am primär

uvealen Melanom erkranken.[4] Sehr selten, nur in ca. 0,1 % der Fälle, können auch Kinder

vor dem zehnten Lebensjahr erkranken. Das Aderhautmelanom tritt sowohl im rechten als

auch im linken Auge gleich häufig auf, wobei ein beidseitiges Auftreten eher selten ist. Es

gibt Hinweise für eine etwas höhere Inzidenz bei Männern.[5–7]

In Europa kann ein Nord-Süd-Gefälle beobachtet werden. Während in Norwegen und Dä-

nemark mehr als acht uveale Melanome pro Million Einwohner registriert werden, sind es

in Südeuropa (Spanien und Süditalien) weniger als zwei pro Million Einwohner.[8] Für die 5

Jahres-Überlebensrate (5-JÜ) lässt sich ein gegenläufiges Nord-Süd-Gefälle beobachten. Sie

ist in England (72,6 %) und Irland (73,4 %) am höchsten und in Südeuropa 63,7 % am niedrigs-

ten.[9] In einer Studie aus den USA konnte gezeigt werden, dass es große Unterschiede beim

Auftreten des uvealen Melanoms in verschiedenen ethnischen Gruppen gibt. Die Inzidenz

war bei Kaukasiern mit 6,02 pro Millionen Einwohnern am höchsten. Interessanterweise ist

sie sowohl bei Afroamerikanern mit 0,31 Melanomen pro Million Einwohner, als auch bei

Asiaten mit 0,38 Fällen pro Million Einwohnern etwa gleich niedrig.[10]

1.3. Ätiologie und Risikofaktoren des uvealen Melanoms

Die Ätiologie des uvealen Melanoms ist noch ungeklärt. Es wird diskutiert, dass sich uveale

Melanome aus Schwann-Zellen der Ziliarnerven und aus choroidalen Melanocyten entwi-

ckeln; beides sind Zellreihen neuroektodermalen Ursprungs.[5] Ein möglicher Trigger für

die maligne Entartung sind exogene oder endogene Entzündungen. Auch von kleineren

Verletzungen und Narben können pigmentierte Raumforderungen ausgehen, die dann im

weiteren Verlauf entarten. Den wichtigsten allein stehenden Risikofaktor stellt die Melanosis

oculi dar. Patienten mit einer bestehenden okulären Melanozytose haben ein dreißigfach

erhöhtes Risiko an malignen Melanomen der Aderhaut zu erkranken.[5] Auch Patienten

mit dysplastischem Nävussyndrom haben ein erhöhtes Risiko ein Aderhautmelanom zu ent-
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wickeln.[11] Neben diesen beiden prädisponierenden Erkrankungen konnte auch für die

Neurofibromatose ein erhöhtes Risiko für das Aderhautmelanom gefunden werden.

1.4. Klinisches Erscheinungsbild des uvealen Melanoms

Das klinische Erscheinungsbild und die sich daraus ergebende Symptomatik für den Patienten

hängen von der Lokalisation und der Wachstumsart des Tumors ab. Die Häufigkeit des Auftre-

tens im Auge nimmt vom anterioren zum posterioren Pol zu. Die meisten uvealen Melanome

sind am hinteren Pol der Uvea lokalisiert (28 %), gefolgt von der hinteren und mittleren Uvea

mit 24 %. Weitere 16 % treten nur in der mittleren Uvea auf. Die Gruppe der Tumore, die in

der mittleren Uvea und dem Ziliarkörper auftreten, hat einen Anteil von 15% an allen uvealen

Melanomen. Zehn Prozent treten nur im Ziliarkörper auf und 8 % wachsen am hinteren Pol

und reichen bis zum Ziliarkörper.[5]

Bei der großen Gruppe der uvealen Melanome, die am hinteren Pol wachsen, hängen die

klinischen Beschwerden des Patienten von dem primären Wachstumsort und der Ausbrei-

tungsrichtung ab. Während Aderhautmelanome am hinteren Fundus sehr früh Sehstörungen

hervorrufen, verursachen peripher wachsende Tumore erst Beschwerden, wenn sie in die

axiale Bulbusregion oder den Ziliarkörper vorwachsen. Häufig werden diese peripher wach-

senden Neoplasien der Aderhaut auch erst durch das Auftreten sekundärer Komplikationen

bemerkt. Eine wichtige sekundäre Komplikation ist die Amotio retinae. Sie kann durch direk-

te Tumorinvasion oder als Begleitamotio auch in tumorfernen Netzhautarealen ausgelöst

werden. Durch spontan nekrotisierende Tumore kann durch entzündliche Exsudationen ein

Offenwinkelglaukom ausgelöst werden. Dies stellt eine der beiden schmerzhaften Kompli-

kationen dar. Darüber hinaus können Schmerzen bei Reizung des Ziliarkörpers auftreten.

Alle weiteren Komplikationen sind mit Sehstörungen assoziiert. Weit vorwachsende Tumore

können Glaskörperblutungen auslösen.[12] Auch eine Katarakt oder eine Linsensubluxation

können eine sekundäre Tumorkomplikation sein.

1.5. Makroskopisches Wachstumsmuster des uvealen

Melanoms

DasWachstumsmuster von uvealenMelanomen kann in zweiWachstumstypen eingeteilt wer-

den: einerseits die diffus wachsenden und andererseits die lokalisiert wachsenden malignen

Melanome. Die meistenmalignenMelanome sind der Gruppe der lokalisiert wachsendenMe-

lanome zuzuordnen. Diese Gruppe wächst diskoid und kugelig. Von der Aderhaut ausgehend

werden sie zunächst durch die Leitstruktur der Bruchmembran lokal begrenzt. Die neoplas-
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tische Auftreibung wächst weiter bis es zu einer fokalen Perforation der Bruchmembran

kommt. Der Tumor strebt nach einer solchen Eröffnung weiter in seiner Wachstumsrichtung

und dringt pilzförmig unter die sensorische Netzhaut. Diese pilzförmige Austreibung einer

neoplastischen Struktur der Aderhaut ist pathognomonisch für das uveale Melanom.

Diffus wachsende Melanome orientieren sich zunächst an den Leitstrukturen, breiten sich

aber in eher flacher Wachstumsrichtung in der gesamten Uvea aus. Sie durchdringen die

Sklera und brechen in die Vortexvenen ein. Nach anterior kommt es zu einer diffusen Aussaat

von Tumorzellen in den Glaskörperraum und das Kammerwasser. Dieser diffuse Wachstums-

typ maskiert sich oft hinter sekundären Komplikationen wie der kollateralen Amotio retinae

und dem akuten sekundären Glaukom.[5]

1.6. Histologische Einteilung des uvealen Melanoms

Die ursprüngliche und am weitesten verbreitete Einteilung war die Callender-Klassifikation.

Sie teilt uveale Melanome in sechs Gruppen ein. Der diagnostische Prädiktionswert der Klassi-

fikation wurde schließlich angezweifelt und 1983 die modifizierte Callender-Klassifikation pu-

bliziert.[13] Diese Einteilung ist immer noch für die Histologie uvealer Melanome gängig. Die

Tumore werden in drei Gruppen eingeteilt: Melanome vom Spindelzell-Typ, ephitheloidzellige

und gemischtzellige Melanome. Die Spindelzellen werden wiederum in zwei Untergruppen

eingeteilt: Spindel-A- und Spindel-B-Zellen. Beide sind von weniger scharfen Zellgrenzen

umrissen. Die Spindel-A Zellen sind länglich bis spindelförmig. Das feine Chromatin zeigt

eine nukleare Fältelung, die als longitudinaler Streifen entlang der Längsachse der Zelle

imponiert. Spindel-B Zellen erscheinen plumper und runder mit einem prominenten Nu-

cleolus im Zellzentrum. Die Epitheloidzellen erscheinen als plumpe ovale Zellen mit deutlich

umrissenen Zellgrenzen und großen ovalen Zellkernen, die einen prominenten Nucleolus

umschließen.[14] Tumore dieses Zelltypes haben eine schlechte Prognose. Solche Melanome,

in denen sich beide Zelltypen finden lassen, werden als gemischtzellig klassifiziert, wobei

nicht entscheidend ist zu welchen Anteilen die Zelltypen auftreten.

Die häufigste histologische Erscheinungsform ist die der gemischtzelligen Melanome (86

%), gefolgt von dem Spindelzelltyp (9 %). Die prognostisch schlechtesten epitheloidzelligen

uvealen Melanome sind mit einem Anteil von 5 % gleichzeitig auch die seltensten.[15]

1.7. Diagnostik des uvealen Melanoms

Die Diagnostik des uvealen Melanoms ist oft schwierig, da das uveale Melanom sich in seiner

klinischen Ausprägung, wie bereits beschrieben, oft hinter anderen Pseudo-Symptomen

verschleiert. Die Malignität tritt bei den Sekundärsymptomen dann in den Hintergrund. Die
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Ophthalmoskopie sowie die Spaltlampenmikroskopie stellen die Basisdiagnostikum des uvea-

len Melanoms dar. Der Untersucher hat die Möglichkeit, die maligne Veränderung direkt

zu erkennen oder indirekte Zeichen zu sehen. So ist das sogenannte
”
Orange Pigment“,

Lipofuszin-haltiges Pigment, ein Abbauprodukt des retinalen Pigmentepithels, als orange-

farbene Flecken zu erkennen. Ist der Tumor bereits durch die Bruchmembran gewachsen,

lässt sich die ebenfalls sehr typische Pilzkonfiguration erkennen. Die ophthalmoskopische

Untersuchung und ggf. eine Fotodokumentation eignen sich wegen der Einfachheit und der

geringen Belastung für den Patienten sehr gut für Verlaufsbeobachtungen.[5]

Die Ultraschallsonographie ist ebenfalls eine nicht-invasive Methode und wird zur routine-

mäßigen Verlaufskontrolle eingesetzt.[16] Darüber hinaus können mit Hilfe der Ultraschall-

sonographie uveale Melanome von Metastasen sehr gut abgegrenzt werden. Um zwischen

Melanomen und Pseudomelanomen zu unterscheiden und eine Beurteilung der Tumorvas-

kularisation vorzunehmen, ist die Darstellung mit der Indozyaningrün-Angiographie besser

geeignet als die Fluoreszeinangiographie.[17] Beide Methoden kommen zum Einsatz, um

auf dem Weg der Diagnosestellung weitere Bausteine zu liefern. Tumore der Iris und des

Ziliarkörpers lassen sich gut mit dem Hochfrequenzultraschall (50 MHz) beurteilen.[18] Die

Darstellung des Tumors mit der Magnetresonanztomographie (MRT) ermöglicht eine gute

Volumenbestimmung, eine Aussage über die intra- bzw. extrasklerale Ausdehnung und eine

Abgrenzung der möglichen Infiltration des Sehnervs.[19]

1.8. Prognostische Faktoren

Die Sterblichkeit der Patienten, die primär am uvealen Melanom erkranken, ist trotz der

aktuellen Therapieverfahren mit 50 bis 60 % sehr hoch. Nur bei frühzeitigem Erkennen und

geringer Ausdehnung (T1NOMO) kann durch gute lokale Tumorkontrolle eine 10-Jahres Über-

lebensrate von 81 % erreicht werden. Wenn zum Zeitpunkt der Diagnose schon Metastasen

bestehen, liegt die Lebenserwartung bei 12 bis 14 Monaten.[20]

Bei der großen Auswahl an Therapiemöglichkeiten mit einer ebenso großen Variabilität an

Nebenwirkungen, welche die Lebensqualität mehr oder weniger beeinflussen, ist die genaue

Einschätzung des Tumors sehr wichtig. Unter diesem Aspekt kommt den im Folgenden aufge-

führten Prognosefaktoren auch für die Therapieplanung eine große Bedeutung zu.

Zu den wichtigsten bisher bekannten Prognosefaktoren zählen die Tumorgröße, gemessen

am größten Tumordurchmesser (GTD) und der Tumorhöhe, die Ziliarkörperbeteiligung, das

Vorhandensein einer Sklerainvasion, eines extraskleralen Wachstums, die Invasion von Bruch-

membran und Sehnerv und histopathologische und zytogenetische Faktoren inklusive des

epitheloiden Zelltyps, erhöhter mitotischer Aktivität, größere Nukleoli, infiltrierende Lym-

phozyten und Gefäßnetzwerke.[5, 21, 22]

Ein weiterer wichtiger Faktor, der in enger Beziehung mit der Prognose des Tumors steht,
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ist die Chromosomenveränderung der Zellen. Hier hat wiederum die Monosomie 3 eine

herausragende Rolle unter den verschiedenen chromosomalen Aberrationen, da ca. 50 %

der uvealen Melanome diese chromosomale Veränderung aufweisen.[23]

Für die Monosomie 3 konnte eine signifikant erhöhte Metastasierungsrate der von der chro-

mosomalen Veränderung betroffenen Tumoren gefunden werden und in der Folge auch eine

schlechtere Prognose quo ad vitam. Unter Tumoren, die nur ein Chromosom 3 besitzen, liegt

die tumorfreie 3-Jahresüberlebensrate nur bei 50 %.

Es wurden für uveale Melanome auch Monosomien der Chromosome 6 und 8 beschrieben.

Da diese seltener sind, spielen sie als Prognosefaktoren nur eine untergeordnete Rolle. [24]

1.8.1. Blutversorgung des uvealen Melanoms

Da die Metastasierung des uvealen Melanoms hauptsächlich hämatogen erfolgt, spielt die

Blutversorgung nicht nur für die Ausdehnung des Primärtumors eine entscheidende Rolle,

sondern vor allem für die Ausbreitung in anderen Geweben. [25]

Die eigene Blutversorgung und somit die grundlegende Voraussetzung für weiteres Tumor-

wachstum, kann das maligne Gewebe durch die Rekrutierung embryonal bereits angelegter

Blutgefäße sicher stellen.[26] Dieser Vorgang wird als Angiogenese bezeichnet und über eine

Vielzahl von Botenstoffen reguliert.

1.8.1.1. Vasculogenic Mimicry

Folberg beschreibt bereits 1993 neun verschiedene histologisch erkennbare Gefäßmuster.[4]

Nicht alle diese Gefäßmuster korrelieren mit einem erhöhten Metastasierungsrisiko. So konn-

te eine erhöhte Assoziation mit der Metastasierung vor allem für Gefäßnetze (
”
vascular

networks“) und geschlossene Gefäßschleifen (
”
loops“) gefunden werden.

In dem 1999 publizierten Paper konnten Maniotis et al. zeigen, dass die aggressiven uvealen

Melanome auch in der Lage sind, in vitro in Abwesenheit von Endothelzellen solche Gefäßka-

näle zu bilden und so für eine endothelfreie Vasculogenese zu sorgen. Die endothelfreien

Gefäßkanäle können lichtmikroskopisch als PAS-positive Strukturen mit typischen Mustern,

(
”
loops and vessels“) und immunhistochemisch durch nicht ausgeprägte CD-31 Expression

gesehen werden.[25] Der Nachweis der Endothelfreiheit dieser Strukturen konnte sowohl

mit immunhistochemischer Färbung als auch in der Elektronenmikroskopie erbracht werden.

Dieser Vorgang der endothelfreien Vaskulogenese wird als
”
vasculogenic mimicry“ (VM) be-

zeichnet.[26] Es gibt eine positive Korrelation zwischen aggressivem Wachstum und Neigung

zur Metastasierung und dem Vorhandensein von vasculogenic mimicry. Es ist noch unklar,

welche Bedeutung das vasculogenic mimicry als Prognosefaktor einnimmt und durch welche

molekularen Mechanismen es reguliert wird.



1.8. Prognostische Faktoren 7

1.8.1.2. Endothelausgekleidete Gefäße

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Gefäßversorgung des uvealen Melanoms können

neben den beschriebenen endothelfreien Gefäßkanälen in immunhistochemischen Färbun-

gen auch solche Gefäße nachgewiesen werden, die sich mit Faktor-VIII-Antigen und dem

”
cluster of differentiation“ 31 (CD31) gleichmäßig anfärben lassen. Für den Nachweis von En-

dothelzellen in gefäßähnlichen Strukturen oder Gefäßen eignet sich die Anfärbung mit einer

immunhistochemischen Färbung gegen CD31 . Dieses Protein ist auch bekannt als
”
platelet

endothelial cell adhesion molecule“ (PECAM-1). PECAM-1 ist ein 120-130 kDa großes Protein,

das an den Zellbindungen endothelialer Zellen gefunden werden kann. Somit kommt es in

Endothel ausgekleideten Strukturen ubiqitär vor und ist ein guter Marker für Endothel.[27]

Der Nachweis von Gefäßen mit diesem Endothelmarker und solchen ohne gleichmäßige

Anfärbbarkeit mit Endothelmarkern zeigt die Coexistenz beider Phänomene, der Vaskulo-

und Angiogenese einerseits und dem vasculogenic mimicry andererseits.[25, 28]

1.8.2. Regulationsfaktoren der Blutversorgung

Die Blutversorgung durch neu entstehende Gefäße wird in uvealen Melanomen wie auch

in anderen Malignomen von einer Vielzahl von Faktoren reguliert.[28] Die Vaskulogene-

se und die Angiogenese in malignen Strukturen kann sich ausbilden, wenn es zu einem

Ungleichgewicht zwischen Angiogeneseaktivatoren und Angiogeneseinhibitoren, dem so-

genannten
”
angiogenic switch“ kommt.[29] Das vasculogenic mimicry wird ebenfalls von

einem komplexen Regulationsmechanismus gesteuert. Zwei Proteine, die mutmaßlich an

diesem Regulationsmechanismus beteiligt sind, werden im Folgenden näher beschrieben.

1.8.2.1. Caveolin-1

Das Protein Caveolin-1 (Cav-1) ist ein 21-24 kDa großes Molekül aus der Familie der Caveolin-

proteine mit bisher 3 bekannten Isoformen, Caveolin-1, Caveolin-2 und Caveolin-3 .[30, 31]

Die Caveolin-1 Proteine werden in fast allen Geweben exprimiert. Am häufigsten sind sie

jedoch in Adipozyten, Muskelgewebe, Fibroblasten, in Epithelzellen und im Endothel präsent.

In seiner Funktion als integriertes Membranprotein kann Caveolin-1 Teil von kolbenartigen

Einziehungen der Biomembran sein, darüber hinaus liegt es in den Zellen als zytosolisches

Caveolin-1 vor und kann u.a. an der Formation von Vesikeln beteiligt sein.[32]

1.8.2.1.1 Caveolin-1 Ultrastruktur

Das Molekül Cav-1 wird in zwei Isoformen gebildet (alpha und beta, siehe Abb. 1.1). Beide

Isoformen werden von der gleichen messenger Rinbonukleinsäure (mRNA) translatiert und



1.8. Prognostische Faktoren 8

Abbildung 1.1.: Bänderdiagramm Caveolin-1 (beta-Isoform)[33]

unterscheiden sich nur in ihrer Länge. Die alpha-Isoform wird dabei in der vollen Länge

translatiert und besteht aus 178 Aminosäuren. Die beta-Isoform ist das kürzere Molekül mit

31 Aminosäuren. Bei beiden Isoformen wird die hydrophobe zentrale Domäne von jeweils

einem hydrophilen C-terminalen- und N-terminalen-Ende flankiert. Bei membranständigen

Proteinen reichen die hydrophilen Enden in das Zytosol.

1.8.2.1.2 Physiologische Funktionen

Cav-1 interagiert sowohl mit Lipiden, als auch mit Lipid-Ankern. Diese Eigenschaft gibt ihm

die Möglichkeit, sowohl beim Lipid- und Membrantransport, als auch bei der Signaltrans-

duktion Aufgaben zu übernehmen.[32] Cav-1 spielt eine entscheidende Rolle beim intra-

und extrazellulären Transport von Lipiden. Es dient dabei nicht nur als Lipidträgermolekül

sondern übernimmt auch Aufgaben beim Transport der Lipide zwischen den Organellen einer

Zelle. Dabei interagiert es mit rezeptorvermittelten Tyrosinkinasen und spielt eine Rolle bei

der Aufnahme von
”
epidermal growth factor“ (EGF) oder dem

”
autocrine motility factor“

(AMF) in die Zellen.[32] Weiterhin ist Cav-1 an der Transcytose von Makromolekülen durch

Membranen und endothelialer Zellen, so z.B. bei der rezeptorvermittelten Aufnahme von

5-Methyltetrahydrofoleat in Endothelzellen beteiligt. Cav-1 interagiert mit vielen Signalmole-

külen und ist dadurch in Signaltransduktionen eingebunden.[32, 34] Es interagiert unter

anderem mit dem EGF-Rezeptor und kann diesen inhibieren. Darüber hinaus kann es die

Aktivierung des
”
platelet derived growth factor“ (PGF) Rezeptors hemmen, die

”
mitogen-

activated protein kinase“ (MAPK) herunterregulieren, das Zellwachstum hemmen und die

Apoptose hochregulieren. Eine Interaktion, mit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) im Sinne

einer Hochregulation ist ebenfalls für Cav-1 nachgewiesen (siehe Abb. 1.3).[35]

1.8.2.1.3 Weitere Funktionen

Bei der Tumorgenese und Metastasierung verschiedener Tumorentitäten wurde eine Be-

teiligung von Cav-1 nachgewiesen.[36, 37] Während Cav-1 in gesundem Prostatagewebe



1.8. Prognostische Faktoren 9

nicht nachgewiesen werden kann, zeigt sich im Prostatakarzinom eine erhöhte Expression,

Caveolin-1 wird in adrogen-intensiven Karzinomen Golgi unabhängig aus Proteasomen aus-

geschüttet und ist assoziiert mit einer antiapoptotischen Wirkung und einem aggressiverem

Tumorwachstum.[38]

Unter anderem wird für das Mammakarzinom eine vermehrte Caveolin-1-Expression in ag-

gressiv wachsenden Tumorzellinien beobachtet.[39]

Auch für das Magenkarzinom wurde nachgewiesen, dass die Caveolin-1-Expression mit einer

negativen Prognose assoziiert ist. Es wurde eine positive Korrelation für Cav-1 mit einem

fortgeschrittenen TMN-Stadium Lymphknotenmetastasen und einer schlechteren Überle-

bensrate gefunden.[40]

Auch beim kutanen Melanom korreliert das Expressionslevel von Cav-1 mit einer erhöhten

Invasivität und Migration von Tumorzellen.[31]

1.8.2.2. Phosphoinositol-3-Kinase

Abbildung 1.2.: Bänderdiagramm der PI3K[41]

1.8.2.2.1 Ultrastruktur

Die Phosphoinositol-3-Kinase ist ein Enzym aus der Familie der Lipidkinasen (siehe Abb.

1.2). Es besteht aus einer 85 kDa großen regulatorischen und einer weiteren 110 kDa gro-

ßen katalytischen Untereinheit. Unter Verbrauch von ATP phosphoryliert es Phosphatidyl-

Inositol an verschiedenen Stellen, unter anderem Phospahtidyl-Inositol-4-Phosphat und
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Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat. Es wird auf dem Chromosom 3q26,3 kodiert und gilt

als Onkogen.[41]

1.8.2.2.2 Funktionen der PI3K

Die Phosphoinositol-3-Kinase reguliert mehrere Wachstumsprozesse. Unter anderem ist sie

mit dem Platelet-derived growth factor assoziiert. Die Lipidkinase hat über viele verschiedene

Signaltransduktionswege Einfluss auf die Teilung, Proliferation und Apoptose von Zellen.[44]

Daneben spielt die PI3K auch eine Rolle bei der Vermittlung der Effekte des Insulins in dem

Glucose- und Fettstoffwechsel.[42]

Zudem ist sie in eine Signalkaskade eingebunden, die unter anderem Einfluss auf mitogene

und onkogene Prozesse durch Signaltransduktion und Feedbackmechanismen hat.[43] Bei

Melanomen ist die PI3K-Signalkaskade durch genetische Alterationen häufig aktiviert.[44]

Die Aktivität der PI3K-Kaskade ist auch aufgrund des Funktionsverlustes des Phosphatase

und Tensin Homologs (PTEN) entweder durch Mutationen und Deletion oder Methylation

hochreguliert. PTEN gilt als ein zentraler negativer Regulator von AKT mit nachfolgender

Inhibition der PI3K Kaskade.[45] Der Verlust der PTEN Funktion wurde bei 10% bis 30% der

Melanome gefunden.[46–48]

Bei der Entstehung des VM ist die PI3K eingebunden in eine Signalkaskade, die sich über

die Hochregulation der Aktivität der Matrixmetalloproteinase-2 (MMP2) und der membran-

ständigen
”
membrane type-1 matrix metalloproteinase“ (MT1-MMP) fortsetzt (siehe Abb.

1.3).[49]

1.8.2.3. Hypothetischer Signaltransduktionsweg von PI3K im Rahmen des VM

Abbildung 1.3.: Hypothetischer Signaltransduktionsweg der PI3K im Rahmen des VM. Die

Aktivierung des Proteins Caveolin-1 induziert eine Hochregulation der PI3-Kinase. Die PI3K

ihrerseits beeinflusst die Matrixmetalloproteinase. Beide Moleküle Caveolin-1 und PI3K

nehmen über diese Signaltransduktion Einfluss auf die Entstehung des vasculogenic mimicry.
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1.8.2.4. Endoglin

Endoglin ist ein 90-95 kDa großes transmembranäres Glykoprotein, welches auf der Zellober-

fläche lokalisiert ist. Es besitzt eine homodimere Struktur. Immenschlichen Körper wird es vor

allem in den Endothelzellen von Synzitiotrophoblasten der Plazenta exprimiert. Außerdem

spielt es eine Rolle bei der Entwicklung des Herzens. Beim Erwachsenen wird es unter ande-

rem im Knochenmark, in weißen Blutkörperchen und in Fibroblasten exprimiert. Es bindet

mit einer hohen Affinität an den Transforming Growth Factor (TGF)-beta-1 und -beta-3. Über

die TGF-beta-Signalkaskade ist Endoglin als Co-Rezeptor an der Angiogenese beteiligt.[50]

Endoglin zeigt eine hohe Expression im Endothel von tumorassoziierten Gefäßen und eignet

sich daher gut als Marker zur Detektion der Angiogenese.[51]

1.8.2.5. vWF

Der nach dem finnischen Internisten Erik Adolf von Willebrand benannter von-Willebrand-

Faktor (vWF) ist ein großes Glykoprotein.[52] Die Primärstrukur hat eine Größe von 225,7

kDa. Es liegt in multimerer Struktur vor. Der vWF wird in den Endothelzellen und in Megaka-

ryozyten der Gefäßwände gebildet und in speziellen Zellorganellen, den sogenannten Weibel-

Palade-Körperchen der Endothelzellen und Megakaryozyten sowie in den alpha-Granula der

Thrombozyten gespeichert. Er kann von hier aus auch in das Plasma ausgeschüttet werden.

Er ist als Co-Faktor der Gerinnung sowohl an der zellulären als auch an der plasmatischen

Gerinnung beteiligt. Er sorgt für eine Zell-Zell-Adhäsion der Thombozyten bei der zellulären

Gerinnung und schützt bei der plasmatischen Gerinnung den Faktor VIII vor dem Zerfall

im Plasma.[53, 54] Aufgrund seiner Gefäßspezifität dient die Anfärbung des vWF hier der

Detektion der Gefäße innerhalb der Melanome.

1.9. Behandlungsmöglichkeiten

Für die Behandlung des primären uvealen Melanoms haben sich während der letzten Dekade

neue therapeutische Optionen ergeben. Es steht nun eine größere Fülle an therapeutischen

und adjuvanten Maßnahmen zur Verfügung. Die Bandbreite reicht von der Enukleation und

der chirurgischen Resektion bis hin zu konservativen Maßnahmen wie Thermotherapie und

verschiedenen Formen der Radiotherapie so wie zu adjuvanten Therapien.[55] Darüber hin-

aus machen die akurateren diagnostischen Möglichkeiten eine Diagnosesicherung durch eine

histopathologische Begutachtung unnötig.[56] Mit einer verlässlichen Diagnose im Vorfeld

der Therapie kann das Hauptaugenmerk auf die theraupeutischen Ziele -rezidivfreies Weiter-

leben und Erhalt der Sehfunktion- gerichtet werden. Der Therapeut kann aus der Fülle der

Optionen ein individuelles Konzept finden und so in Absprache mit dem gut informierten
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Patienten gemeinsam therapeutische Wege beschreiten. Hierbei sollte die höchste mögliche

Lebensqualität für den Patienten im Vordergrund stehen.Wegweiser bei der Therapieplanung

sind die Faktoren Größe und Lokalisation des Tumors, das Vorhandensein von Malignitätszei-

chen, wie subretinaler Flüssigkeit und Orange-Pigment, das Alter und der Allgemeinzustand

des Patienten sowie die Funktionsfähigkeit des betroffenen Auges und des Partnerauges.

So können kleine und flache Läsionen (< 2 mm) ohne Malignitätszeichen zunächst nach

dem Prinzip des
”
Watch and Wait“engmaschig kontrolliert werden.[5, 21] Bei vorhandenen

Malignitätszeichen oder nachgewiesenem Wachstum der Läsion sollte ein Screening und

Staging erfolgen, um Fernmetastasen auszuschließen. Anschließend sollte eine Therapie

eingeleitet werden. Hierzu stehen die im Folgenden beschriebenen Therapieoptionen zur

Verfügung.

1.9.1. Chirurgische Therapie

Bei der chirurgischen Therapie des uvealen Melanoms sind grundsätzlich zwei therapeu-

tische Wege zu unterscheiden: zum einen die Enukleation als das älteste und radikalste

Therapieverfahren, zum anderen die bulbuserhaltende Exzision des Tumors.

1.9.1.1. Enukleation

Die Enukleation, bei der das Auge und Teile des Nervus opticus entfernt werden, ist als

Therapieverfahren zunehmend in den Hintergrund getreten. Es konnte gezeigt werden, dass

eine Enukleation keine statistisch signifikanten Vorteile für das Überleben der Patienten

mit sich bringt. Eine Enukleation ist allerdings weiterhin bei irreversiblem Sehverlust oder

schlechter Sehfunktion des betroffenen Auges in Erwägung zu ziehen.[57]

1.9.1.2. Chirurgische Exzision

Durch weiterentwickelte mikrochirurgische Techniken kann auch die Resektion von Mela-

nomen als bulbuserhaltende Therapie durchgeführt werden. Hierbei sind wiederum zwei

wesentliche Techniken zu unterscheiden, die Exo- und die Endoresektion.[58] Beide Tech-

niken unterscheiden sich vor allem durch die Art des Zugangs und werden im Folgenden in

ihren Einzelheiten beschrieben. Grundsätzliche bietet die chirurgische Entfernung Vorteile

gegen über der konservativen Therapie, v.a. bei Tumoren mit einer anterior-posterioren

Ausdehnung > 8 mm. Bei solchen Tumoren kann ein toxisches Tumorsyndrom und die In-

duktion eines sekundär Glaukoms vermieden werden. Zusätzlich besteht der Vorteil der

Gewinnung histologischen Materials, was wiederum eine zytologische und zytogenetische

Differenzierung erlaubt.[58] Ebenso kann die chirurgische Exzision bei unzureichendem An-
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sprechen auf andere Therapien versucht werden. Okuläre Kontraindikationen sind diffuses

extraokuläres Wachstum, eine Sehnervenbeteiligung und eine Beteiligung des Ziliarkörpers

von mehr als einem Drittel oder ein inoperabler Winkel.[59] Weiterhin sind natürlich post-

und intraoperative Komplikationen bei der Risikoabwägung mit zu bedenken.

1.9.1.2.1 Endoresektion

Die Endoresektion zeigte sich in Studien als gute Therapieoption bei Melanomen am poste-

rioren Pol und als sogenannte neoadjuvante Kombinationstherapie nach vorangegangener

Bestrahlung zur Vermeidung eines toxischen Tumorsyndromes.[58] Bei der Endoresektion

wird zunächst eine Vitrektomie durchgeführt, um einen tranretinale Zugang zu erreichen. Im

Anschluss wird die Netzhaut über dem Tumor durchtrennt und der darunter liegende Tumor

exzidiert. Die Netzhaut wird im Anschluß mittels Endolaser und Kryokoagulation fixiert und

zur Stabilisierung wird der Augeninnenraum für mehrere Wochen mit Silikonöl gefüllt.[58,

59]

1.9.1.2.2 Exoresektion

Bei der Exoresektion wird ein transskleraler Zugang gewählt. Zunächst wird die Sklera über

dem Tumorareal präpariert und die Ränder des durchscheinenden Tumors werden markiert.

Anschließend wird der Tumor mit dem anhaftenden Skleraanteils von der Netzhaut abgelöst.

Die Defektdeckung erfolgt durch eine vorher präparierte Skleralamelle. Eine anschließende

Vitrektomie und Gastamponade sorgen für das Anhaften der übrigen Retina.[58, 59]

1.9.2. Konservative Therapie

Die ersten bulbuserhaltenden Therapieversuche wurden bereits 1930 von Forster und Mo-

re unternommen. Ihnen gelang es, durch die transsklerale Implantation von Radioparti-

keln in ein ziliochoroidales Melanom eine Verkleinerung der Tumorgröße um 75 % zu er-

reichen. Der in Wuppertal geborene Augenarzt Dr. Mayer-Schwickenrath führte 1953 die

erste Xenon-Photokoagulation zur Behandlung eines Aderhautmelanoms durch. Bereits 1960

beschreibt der Londoner Augenchirurg H.B. Stallard die episklerale Anbringung von Kobalt-60

Plaques.[60, 61] Inzwischen stellen die konservativen Therapieverfahren eine gute Alternati-

ve dar und schneiden in Studien im Vergleich zu chirurgischen Verfahren auch hinsichtlich

der Überlebensrate gleich gut oder besser ab.[57] Ziel der im Folgenden beschriebenen

Therapieverfahren ist immer, Volumenverminderung und eine weitgehende Zerstörung des

Tumorgewebes bei gleichzeitigem Funktionserhalt des Auges zu erreichen.
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1.9.2.1. Brachytherapie

Bei der Brachytherapie werden kleine Strahlenapplikatoren, sog. Plaques, direkt über dem

Tumor auf die Sklera aufgenäht Die Brachytherapie ist aufgrund ihrer guten Gewebspenetra-

tion und der guten Steuerbarkeit der Gewebsdosis sehr geeignet zur Therapie von uvealen

Melanomen. Bei diesem Therapieverfahren wird der Strahlenträger in direkten Kontakt mit

dem erkrankten Auge gebracht.[57] Grundsätzlich werden zwei Radioisotope für die The-

rapie verwendet: Ruthenium-106 und Jod-125. Beide Radioistope können vor allem an der

Tumorbasis besonders hohe Strahlendosen erzielen und damit eine gute lokale Tumorkon-

trolle erreichen. Als Nebenwirkungen dieser Therapie treten Makulopathie, Katarakt und ein

sekundäres Glaukom auf.[57]

1.9.2.2. Teletherapie

Zur Teletherapie zählen die Protonenbestrahlungen mit dem Teilchenbeschleuniger und die

stereotaktische Photonenbestrahlung. Im Gegensatz zur Brachytherapie besteht hierbei kein

direkter Kontakt zwischen Strahlenquelle und Gewebe.[3]

1.9.2.2.1 Bestrahlung mit Protonen

Die imTeilchenbeschleuniger (Zyklotron)mit hohen Energien beschleunigten Teilchen, können

bei der Behandlung auf ein sehr kleines Zielvolumen gelenkt werden. Die Protonenstrahlung

hat einen genau umschriebenen Dosisverlauf. Es kann eine möglichst geringe Eindringdosis

gewählt werden und die abgegebene Energiedosis nähert sich außerhalb des Zielgebietes

fast Null. Dadurch ist der Schaden für das umgebende Gewebe sehr gering. So können auch

Tumore in der Nähe von strahlenempfindlichen Strukturen, z.B. Makula oder Papille bestrahlt

werden. Diese Therapie erfordert allerdings einen hohen logistischen Aufwand und eine enge

Zusammenarbeit zwischen Augenarzt, Strahlentherapeut und Medizin-Physiker und ist daher

nur wenigen Patienten zugänglich.[62]

1.9.2.2.2 Stereotaktische Bestrahlung

Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine Präzisionsbestrahlung mit ionisierenden Strah-

len. Die inonisierende Strahlung erzeugt einen DNA-Schaden im Zielgewebe und bewirkt

so eine Volumenverkleinerung des Tumors. Bei der stereotaktischen Bestrahlung oder dem

Gamma-Knife werden die räumliche Lokalisation des Tumors berechnet und entweder in

einer Einzelbestrahlung (Gamma-Knife) oder in einer fraktionierten Bestrahlung appliziert.

Auch dieses Therapieverfahren erreicht eine gute Tumorkontrolle.[57]
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1.9.2.2.3 Transpupiläre Thermotherapie (TTT)

Diese Therapie wurde ursprünglich als adjuvante Therapie zur Brachytherapie entwickelt

und stellt nun vor allem für kleinere posterior gelegene Tumore eine echte Alternative zur

Brachytherapie dar. Bei der transpupillären Thermotherapie wird durch eine Infrarotdiode-

Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 810 mm eine Hyperthermie (46 – 60°C) im Tumorge-

webe erzeugt. Durch diese Hyperthermie kann das weniger hitzebeständige Tumorgewebe

zerstört und das Volumen des Tumors so verringert werden.[63]

1.9.2.2.4 Charged-particle therapy

Bei dieser Therapie wird mit Helium (He+) oder Carbon-Ionen behandelt. Die Besonderheit

dieser Bestrahlung ist, dass durch die Ionen ihr Dosismaximun im Zielgewebe erreicht wird

und dann sehr schnell absinkt. So kann das Umgebungsgewebe geschont werden und dadurch

kommt es bei dieser Therapie zu weniger Retinopathien und Katarakten.[57]

1.10. Ziel und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das primäre uveale Melanom besitzt trotz einer erfolgreichen lokalen Tumorkontrolle eine

Letalität von 50%. Daher ist die Identifikation von Regulationsfaktoren und Prognosefakto-

ren von zentraler Bedeutung. Die Blutversorgung des uvealen Melanoms ist ein wichtiger

Prognosefaktor nicht nur für das Wachstum des Tumors selbst sondern auch für die Me-

tastasierungsrate, welche wiederum ein wichtiger Faktor für die Prognose quo ad vitam

ist. Es ist bekannt, dass maligne Melanome der Aderhaut ihre Blutversorgung neben einer

Gefäßeinsprossung aus bereits vorbestehenden Gefäßen auch über das sogenannte vas-

culogenic mimicry beziehen.[26] Dabei konnte nachgewiesen werden, dass eine erhöhte

Metastasierungsrate mit einem erhöhten VM verbunden ist. Die PI3K stellt ein wichtiges

Schlüsselprotein in der Kaskade zur Hochregulation der VM dar. Die PI3K ihrerseits wird durch

ein Protein aus der Caveolinfamilie, Caveolin-1, reguliert.[49]

Zielsetzung dieser Arbeit war zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen der

Expression von Cav-1 und PI3K und der Metastasierungsrate gibt. Zudem soll die Regu-

lation des vasculogenic mimicry in primären uvealen Melanomen durch die Caveolin-1 /

Phosphoinositol-3-Kinase untersucht werden. Es soll die Korrelation zwischen der Expression

von Cav-1 und PI3K einerseits und den bekannten Prognosefaktoren andererseits gezeigt

werden. Darüber hinaus wurde in die Ausprägung von VM an den Präparaten der zu untersu-

chenden Gruppe mittels einer Färbung mit CD31 und Perjod-Shiff-Acid (PAS) nachgewiesen.

Eine Analyse der Angiogenese erfolgte anhand der Expression von Endoglin. Das Vorhanden-
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sein von VM und Angiogenese wurde ebenfalls als Tumorprognosefaktorenmit den Proteinen

PI3K und Caveolin-1 korreliert.



Kapitel 2.

Material und Methoden

2.1. Probenmaterial und Patientenkollektiv

Für diese Arbeit wurden 51 Parafinschnitte von malignen Aderhautmelanomen immunhisto-

chemisch gefärbt. Es handelte sich um Präparate von enukleierten Augen, die im Zeitraum

1978 und 2003 an der Universitätsaugenklinik Tübingen operiert wurden. Vorraussetzung für

den Einschluss in die Studie war ein ausreichender Nachuntersuchungszeitraum von mindes-

tens 6 Jahren. Es wurden enuklierte Augen aus klinisch und pathologisch gut charakterisierten

Fällen eingeschlossen. Unter den 51 untersuchten Fällen waren 30 (56,9 %) metastasierte

Tumore und 21 (41,2 %) nicht-metastasierte Tumore. Bei den 30 metastasierten Fällen tra-

ten die Metastasen durchschnittlich nach 3 Jahren (Median±StA: 3±2,3 Jahre) auf und die

Patienten verstarben im Verlauf an den Folgen der Metastasen. Die nicht metastasierten

Fälle wurden für 10 Jahre (Median±StA: 10±2,7 Jahre) nachbeobachtet. Im Patientenkollek-

tiv sind 20 Frauen und 31Männer und der Altersmedian lag bei 64 Jahren (Spannweite: 31-90).

Ohne weitere Vorbehandlung wurden 35 Tumore reseziert. Die übrigen 16 Tumore wur-

den vor der Entfernung mit einer Bestrahlung vorbehandelt.

Alle weiteren klinischen und histologischen Charakteristika mit Ausnahme eines Tumors, zu

dem die Basisdaten nicht vorlagen, sind in Tabelle 2.1 aufgeführt.[64]

17
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Tabelle 2.1.: Klinische Daten und Tumorcharakteristika der untersuchten Tumore

Variabel Insgesamt Metastasen
Keine

p-Wert
Metastasen

51 30 21

Anzahl (Jahre) 0,856

Median 64 64 64

Spannweite 31-90 31-90 38-85

Geschlecht 0,711

Weiblich 20 (39,2 %) 12 (23,5 %) 8 (15,7 %)

Männlich 31 (60,8 %) 18 (35,3 %) 13 (25,5 %)

GTD (mm)¹ 0,162

Median 15,5 16 15

Spannweite 5-30 10-30 5-28

Höhe (mm) ⁸ 0,258

Median 7 7,5 6

Spannweite 2-22 2-22 2-12

TNM-Klassifikation³ 0,258

Stadium 1 5 (10,4 %) 0 (0,0 %) 5 (10,4 %)

Stadium 2 10 (20,8 %) 6 (12,5 %) 4 (8,3 %)

Stadium 3 18 (37,5 %) 13 (27,1 %) 5 (10,4 %)

Stadium 4 15 (31,3 %) 10 (20,8 %) 5 (10,4 %)

Zilliarkörperbeteiligung¹ 22 (44,0 %) 16 (32,0 %) 6 (12,0 %) 0,107

Sklerainvasion¹ 48 (96,0 %) 28 (56,0 %) 20 (40,0 %) 0,243

Extrasklerale Extension² 8 (16,3 %) 6 (12,2 %) 2 (4,1 %) 0,325

Invasion

der Bruchmembran¹ 29 (58,0 %) 18 (36,0 %) 11(22,0 %) 0,728

des Sehnerven¹ 3 (6,0 %) 2 (4,0 %) 1 (2,0 %) 0,788

Histologischer Subtyp¹

Epithelioid 9 (17,7 %) 9 (17,7 %) 0 (0,0 %) 0,006

Gemischtzellig 22 (43,1 %) 11 (21,6 %) 11 (21,6 %)

Spindelzell-Typ 20 (39,2 %) 10 (19,6 %) 10 (19,6 %)

vasculogenic mimicry 26 (51,0 %) 20 (39,2 %) 6 (11,8 %) 0,018

GTD: Größter Tumordurchmesser, mm: Millimeter, hochgestellte Zahlen: fehlende Daten,

p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, TNM: Tumor Nodes Metastases
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Abbildung 2.1.: Boxplot Diagramm: Follow-up in Jahren für metastasierte und nicht metasta-

sierte Tumore

2.1.1. Positivkontrollen

Caveolin-1 Cervixcarcinom; Institut für Pathologie, Univer-

sität zu Lübeck

CD 31 Magenmukosa; Institut für Pathologie, Univer-

sität zu Lübeck

Endoglin Appendix; Institut für Pathologie, Eberhard

Karls Universität Tübingen

PAS Magenmukosa; Institut für Pathologie, Univer-

sität zu Lübeck

PI3K Cervixcarcinom; Institut für Pathologie, Univer-

sität zu Lübeck

vWF Appendix; Institut für Pathologie, Eberhard

Karls Universität Tübingen
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2.1.2. Primärantikörper

Caveolin-1 Mouse monoclonal[7C8]to Caveolin-1

(ab17052) abcam, Cambridge, UK

CD31 Mouse monoclonal, Mouse-Anti-Human CD31

Endothelial Cal, Clone JC70A, Dako, Glostrup,

Denmark

Endoglin Mouse Mab, Clone SN6h, Dako, Glostrup, Den-

mark

PI3K Rabit polyclonal p85 alpha (ab71952) abcam,

Cambridge, UK

vWF Mouse Mab, Clone F8/86, Dako Glostrup, Den-

mark

2.1.3. Sekundärantikörper

Alexa-488 (Goat Anti-Mouse) IgG Invitrogen, Kalifornien, USA

Anti Mouse Monoklonal Dako, Glostrup, Denmark

Cy-3 (Anti Rabbit Polyclonal) Dianova, Hamburg, Deutschland

Goat Anti-Mouse IgG Dianova, Hamburg, Deutschland
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2.1.4. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

2.1.4.1. Chemikalien

3-Diaminobenzidine Fluka Chemie Buchs, St. Gallen, Schweiz

Alkohol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aqua Dest Eigenherstellung, Labor der Klinik für Augen-

heilkunde, Universität zu Lübeck

Bovines-Serum-Albumin Merck, Darmstadt, Deutschland

Chlorwasserstoff (HCL) Merck, Darmstadt, Deutschland

DAB-Substratpuffer DCS-Chromoline, Hamburg, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

(Na₂HPO₄)

Merck, Darmstadt, Deutschland

EDTA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Entalan Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsäure, 1 % Merck, Darmstadt, Deutschland

Formalin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCL) Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat (KH₂PO₄) Fluka Chemie Buchs, St. Gallen, Schweiz

Kaliumhydroxid (KOH) Merck, Darmstadt, Deutschland

Mowiol-488 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt, Deutschland

Paraffin McComick, VWR, USA

Perjodsäure Merck, Darmstadt, Deutschland

Schiffs Reagenz Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Trizma Base Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween-20 Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H₂O₂) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol Mullinkordt Barker, Holland

Zitronensäuremonohydrat (C₆H₈O₇) Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.1.4.2. Rezepte für angesetzte Lösungen

Bleichlösung: 3 % H₂O₂ ,5 % KOH; 1 % , Na₂HPO₄

Blockierungspuffer: 3 g Bovines Serum Albumin mit 100 ml PBS

+ 0,3 ml Tritan-X-100 mischen, steril filtrieren

und bei 4 ° C lagern

Hämalaun nach Mayer[65]: 1 g Hämatoxylin in 1000 ml Aqua dest gelöst,

0,2g Natriumiodat (NaJO3), 50 g Kaliumalumi-

niumsulfat, 50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronen-

säure

Mowiol: 6,0g Glycerin, mit 2,4g Mowiol 4-88 mit 6,0ml

Aqua dest, 12,0 ml Tris-HCL (pH 8,5) 2 h bei

50 °C inkubieren und alle 20 min für 2 min auf

dem Magnetrührer rühren

PBS:

8,9 g NaCl,

0,2 g KCl

1,15 g Na₂HPO₄

0,2 g KH₂PO₄

100 ml Aqua dest

Sulfitwasser: 100ml Aqua dest; 5ml 1NHCL; 5mlNa-Disulfit

10 %

TBS:

6,5 g tris

8,77g NaCl, 1000 ml Aqua dest

auf pH5 einstellen

Tris-Puffer: 12,114 g tris in 1 L Auqua dest lösen

Zitratpuffer: 2,1 g Zitronensäuremonohydrat in 1000 ml

Aqua dest mit 2 N NaOH; pH 6 einstellen mit 2

N NaOH
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2.1.4.3. Verbrauchsartikel

Alufolie lab logistics group, Meckenheim, Deutschland

Deckgläser 20 x 40 mm; 24 x 60 mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Monovetten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Objektträger Superfrost Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Wischtücher (WYPALL) Kimberly Clark, Koblenz, Deutschland

2.1.5. Laborgeräte

Auflichtmikroskop Standard 20 Zeiss, Oberkochen, Deutschland,

Feinwaage (BP 121 S) Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Fluoreszenzkamera (DFC 350) Leica, Wetzlar, Deutschland,

Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI

6000B)

Leica, Wetzlar, Deutschalnd,

Fotodose Deutschland

Kühlschrank 4°C (Liebherr Comfort) Liebherr International GmbH, Bierbach,

Deutschland

Kühlschrank -20°C (Liebherr No Frost) Liebherr International GmbH, Bierbach,

Deutschland

Labor Mixer (RS 2) Werner Hasse GmbH, Lübeck, Deutschland

Laborwaage (Satorius portable) Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Mikroskop (Leica DMI 6000B) Leica, Wetzlar, Deutschland

PH-Meter (Multi Cal pH 538) WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Pipettierhilfe PIPETBOY acu, INTEGRA Biosiences AG, Zizers,

Schweiz

Reiskocher (Multi Gourmet 31226) Braun, Neu-Isenburg, Deutschland

Rührer (MR 3001) Heildorph GmbH und Co KG, Deutschland

Schüttler (Unimax 2010) Heildorph GmbH und Co KG, Deutschland
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2.1.6. EDV

Bildauswertung (Image -J) National Institute of Mental Health, Bethesda,

Maryland, USA

Mikroskopische Bildverarbeitung (Lei-

ca AF)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Statistik (SPSS für Windows) Version 16, Icn, Chicago, Illinois, USA

2.2. Allgemeine Methoden

Die Untersuchung bestand aus zwei verschiedenen immunhistochemischen Färbereihen,

deren Protokolle im Folgenden beschrieben werden.

Die Auswertung war entsprechend der Färbungen unterschiedlich. Die verschiedenen Me-

thoden der Auswertung werden ebenfalls im Einzelnen beschrieben.

2.2.1. Verschlüsselung der Patientendaten

Allen in die Studie eingeschlossenen Präparaten wurde beim Eingang ins Labor eine fortlau-

fende Nummer zugeordnet. Die Untersuchungsdaten sind nun nur noch mit dieser Nummer

verknüpft.

2.2.2. Beobachter

Die Auswertung am Mikroskop wurde von zwei unabhängigen Beobachtern [Julia Lüke (JL),

Miriam Stenzel (MS)] vorgenommen. Beide Beobachter wurden vorher in den Grundlagen der

Mikroskopiertechnik, in der Bedienung des Bildbearbeitungsprogrammes Image J, sowie in

der Bedienung der zur Auswertung benötigten Software geschult. Beide Beobachter konnten

unter den gleichen Bedingungen mikroskopieren, die Bilder betrachten und unabhängig

voneinander ihr Ergebnis finden.

Bei abweichenden Ergebnissen schauten die Beobachter gemeinsam ein drittes Mal das

Präparat an und das häufiger gewählte Ergebnis wurde als richtig betrachtet.

Die Beobachter waren hinsichtlich der klinischen und histologischen Daten der präparier-

ten Tumore verblindet. Die Tumordaten wurden erst im späteren Verlauf des Experimentes

eingesehen.
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2.3. Vorbereitung der Gewebeproben auf die Färbung

Die enuklierten Augen wurden zur Fixierung mindestens 48 Stunden (h) in vier prozentigem

Formalin gelagert. Vor der weiteren Fixierung wurden die Augen angeschnitten und in ei-

ner aufsteigenden Reihe mit siebzigprozentigem bis hundertprozentigem Isopropylalkohol

entwässert.

2.3.1. Einbettung in Paraffin und Herstellung der Schnitte

Die entwässerten Präparate wurden dreimalig mit flüssigem Paraffin übergossen und über

Nacht ruhen gelassen. Die in Paraffinblöcke eingebetteten Augen wurden im nun folgenden

Schritt in vier µm dünne Scheiben geschnitten und auf Superfrost Objektträger gezogen.

2.3.2. Entparaffinierung

Die in den beiden bereits beschriebenen Schritten hergestellten Präparate mussten vor der

Färbung wieder entparaffiniert und rehydriert werden. Hierzu wurde die absteigende Alko-

holreihe benutzt.

Die absteigende Alkoholreihe bestand aus insgesamt 11 Küvetten, von denen jeweils drei mit

Xylol gefüllt waren, je zwei mit 100 prozentigem Alkohol, weitere zwei mit 90 prozentigem

Alkohol, und jeweils eine mit 80 prozentigem, 70 prozentigem und 50 prozentigem Alkohol.

In jede der Küvetten wurden die Präparate zum Entparaffinieren für 5 Minuten eingetaucht.

Im Anschluss an das Bad in 50 prozentigem Alkohol konnten die Schnitte dann für 5 Minuten

in Aqua dest überführt werden.[65]

2.4. Färbung mit PI3K und Caveolin-1

Die hier verwendeten Antikörper wurden gemäß der Vorgaben der Hersteller gelagert. So-

weit nicht anders beschrieben wurden bei Konzentrationen und Einwirkzeiten jeweils die

Empfehlungen des Herstellers gewählt.

2.4.1. Protokoll der Färbung

Die 51 Schnitte wurden als erstes in der absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und an-

schließend für fünf Minuten in Aqua dest auf dem Schüttler gewaschen. Zur Demaskierung



2.4. Färbung mit PI3K und Caveolin-1 26

wurden die Präparate dann im 20 Minuten (min) vorgeheizten Reiskocher in Zitratpuffer

(Rezept siehe 2.1.4.2) für 30 Minuten gekocht. Nach dem Kochen konnten die Präparate für

20 Minuten in dem Zitratpuffer abkühlen, bevor sie weiter behandelt wurden.

Anschließend wurden die Schnitte in Phosphatgepufferter Salzlösung (PBS), dreimalig für

jeweils fünf Minuten auf dem Schüttler gewaschen.

Danach wurde jeder Schnitt mit 500 µl Blockierungspuffer bedeckt und für 30 Minuten

in der feuchten Kammer inkubiert. Der Blockierungspuffer setzte sich zusammen aus 3 %

bovinem Serum-Albumin (BSA) in PBS gelöst und 0,3 % Tritan-X-100. Bei diesem Schritt wer-

den unspezifische Bindungsstellen für den Antikörper blockiert, um Störsignale auszuschalten.

Im Anschluss wurden die Antikörper Caveolin-1 und PI3K (siehe 2.1.2) jeweils in der Kon-

zentration 1:100 mit dem oben beschriebenen Blockierungspuffer angesetzt. Die Präparate

wurden alle mit 250 µl der angesetzten Antiköperlösung bedeckt und über Nacht in der

feuchten Kammer bei 4°C inkubiert.

Am nächsten Tag wurden alle Präparate zunächst dreimalig für je fünf Minuten auf dem

Schüttler in PBS gewaschen.

Es folgte die Färbung mit den Sekundärantikörpern. Die Sekundärantikörper tragen die Fluo-

reszenzmarkierung. Es handelt sich um Immunglobulin G (IgG) Antikörper, die sich gegen

die Spezies des Primärantikörpers richten. Sie binden an den Primärantikörper und machen

alle Bindungsstellen des Primärantikörpers unter dem Fluoreszensmikroskop sichtbar. Da

die Fluoreszenzfarbstoffe sehr empfindlich gegenüber Licht sind, mussten alle folgenden

Färbeschritte im Dunklen durchgeführt werden.

Der Sekundärantikörper CY-3 richtet sich gegen Kaninchen und markiert alle Stellen, an

denen vorher PI3K gebunden hat. Der Antikörper Alexa-488 richtet sich gegen die Spezies

Maus und markiert alle Stellen, an denen zuvor Caveolin-1 gebunden hat.

Beide Sekundärantikörper wurden im bereits beschriebenen Blockierungspuffer angesetzt,

CY-3 in der Konzentration 1:200 und Alexa-488 in der Konzentration 1:100. Die Objektträger

wurden gleichmäßig mit ca. 300 µl der Lösung bedeckt und für eine Stunde bei Raumtempe-

ratur und Dunkelheit inkubiert.

Im Anschluss folgte wieder ein Waschschritt auf dem Schüttler dreimal für je fünf Minu-

ten in PBS. Auch hier wurden die Küvetten in Alufolie gewickelt, um die Präparate möglichst

nicht mit Licht in Kontakt kommen zu lassen.
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Als nächstes wurden die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindol

(DAPI) gefärbt. Dies diente zur besseren Orientierung beim Mikroskopieren. Der Farbstoff

DAPI wurde zu 1 µg / ml in PBS gelöst und für 10 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkel-

heit in der feuchten Kammer inkubiert. Nun wurden alle Präparate ein weiteres Mal in PBS

gewaschen und auf dem Schüttler zweimal für je fünf Minuten platziert.

Zuletzt wurden die Präparate mit dem wasserlöslichen, nicht fluoreszierenden Eindeckmedi-

umMowiol luftblasenfrei eingedeckt und bei 4°C in lichtundurchlässigen Kästen gelagert.[65]

2.4.2. Auswertung amMikroskop

Die Auswertung der mit dem Fluoreszenzfarbstoff markierten Präparate wurde spätestens

vier Tage nach der Färbung vorgenommen. Eine zügige Auswertung am Mikroskop ist wich-

tig, da die fluoreszierenden Anteile des Farbstoffes sonst verblassen würden. Die Präparate

wurden in einem verdunkelten Raum unter dem Leica-Mikroskop, DMI 6000 mit der Fluores-

zenzkamera DFC 350 betrachtet. Die Fluoreszenzkamera war mit dem Mikroskop verbunden

und übertrug das Okularbild auf einen angeschlossenen Monitor. Die übertragenen Daten

wurden von dem Programm Leica AF 6000 verarbeitet.

An der Kamera wurden folgende Einstellungen gewählt:

Für den Fluoreszenzfarbstoff CY-3 (Bindungsstellen von PI3K):

• Lampenfilter: Y3, Ex: 545/30

• Intensität: 4

• Exposition: 292 s

• Gain: 2

Für Alexa-488 (Bindungsstellen von Caveolin-1):

• Lampenfilter: L5, Ex: 460/40

• Intensität: 5

• Exposition: 410 s

• Gain: 2,7

Durch diese Einstellung wurde erreicht, dass die Bindungsstellen des PI3K unter dem Filter

Y3 in rot leuchtend zu sehen waren und die Bindungsstellen von Caveolin-1 unter dem Filter

L-5 grün leuchtend zu sehen waren. Die Zellkernfärbung leuchtete unter dem für DAPI vorge-

sehenen Filter in blau.
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Zunächst wurden, sofern es möglich war, Aufnahmen in 200-facher Vergrößerung Aufnahmen

von folgenden Strukturen gemacht:

• Hornhaut (HH)

• Iris

• Ziliarkörper (Cil)

• Netzhaut (NH)

• Aderhaut (AH)

Nicht in allen Präparaten konnten alle Gewebe gleich gut abgebildet werden, da die Gewebe

teilweise schon durch die zytotoxische Behandlung der Patienten zerstört worden waren.

Weiterhin waren nicht immer alle Teile des Auges mit angeschnitten und somit nicht immer

auf dem Objektträger gut sichtbar. Die fotografierten Gewebe wurden mit ausgewertet und

die Anzahl der ausgewerteten Präparate wurde für jedes Gewebe mit angegeben (siehe Abb.

2.2-2.5).

Abbildung 2.2.: Fluoreszenz-Aufnahme

der HH in 200-facher Vergrößerung;

3-Kanalbild. Auf diesem Bild der HH kann

man am linken Bildrand (1) das Epithel mit

einer deutlichen DAPI Kernfärbung und ei-

ner schwachen Caveolin-1 Färbung erken-

nen. Auch im Stroma (2) und im Endothel

(3) sind die in blau angefärbten Zellkerne

deutlich erkennbar.

Abbildung 2.3.: Fluoreszenz-Aufnahme

der Iris in 200-facher Vergrößerung;

3-Kanalbild. Diese Abbildung zeigt die Iris

eines von einemmetastasierenden Tumor

betroffenen Auges. Das Auge wurde nach

erfolgter Strahlenbehandlung enukleiert.

Auch hier erkennt man die mit DAPI an-

gefärbten Zellkerne in blau und wenige

grüne Caveolin-1 positive Zellen.

Danach wurde der Tumor selbst aufgesucht und mit allen drei oben beschriebenen Filterlam-

penwurden in 400-facher Vergrößerung 10 randomisierte Aufnahmen aus demTumorgewebe

gemacht (siehe Abb. 2.7- 2.10).
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Abbildung 2.4.: Fluoreszenz-Aufnahme

des Ziliarkörpers in 200-facher Vergröße-

rung; 3-Kanalbild: Ziliarkörper eines präpa-

rierten Auges mit metastasiertem Tumor

und Ziliarkörper-Invasion. Neben der Kern-

färbung (blau) sind auch Caveolin-1 positi-

ve Zellen (grün) und PI3K positive (rot) zu

sehen. Die Tumorinvasion ist auf diesem

Bildausschnitt nicht sicher zu erkennen.

Abbildung 2.5.: Fluoreszenz-Aufnahme

der NH in 200-facher Vergrößerung;

3-Kanalbild: Präparat eines Tumors, der

im Verlauf metastasierte. Gut zu erken-

nen sind das Stratum nucleare internum

(1) mit den blau leuchtenden Zellkernen

des 2. Neurons der Sehbahn und das Stra-

tum nucleare externum (2) mit den blau

gefärbten Zellkernen der Photorezeptor-

zellen.

Zu jedem Präparat wurden sowohl die 3 Filter übereinander gelagerten Bilder als auch

die Einzelkanal-Aufnahmen als Tagged Image File Format (TIFF) Bilddatei gespeichert.

2.4.3. Computergestützte Auswertung der Bilder

Die Bilder wurden von zwei unabhängigen Beobachtern (JL und MS) mit dem Bildbearbei-

tungsprogramm Image-J (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA)

ausgewertet. Beide Beobachter waren hinsichtlich der Metastasierung und der weiteren

klinischen und histologischen Daten verblindet. Sie arbeiteten mit dem gleichen Programm

und folgenden festgelegten Einstellungen:

• 10 Bilder pro Präparat als Imagestack zusammengefasst

• Grid: 3,5 Inch

Auf diese Weise wurden über jedes Bild ein Raster (Grid) gelegt und für jedes Präparat konn-

ten 680 quadratische Kästchen mit einer Kantenlänge von 3,5 Inch ausgezählt werden. Es

war festgelegt, dass ein Kästchen dann als positiv gewertet wird, wenn mindestens 50 %

der Bildfläche positiv war. Die prozentuale Expressionsrate wurde aus der Zahl der positiven

Felder ·100/Anzahl aller Felder errechnet. Ebenfalls wurde die prozentuale zelluläre Expressi-
onsrate bestimmt gemäß folgender Formel: die Zahl der positiven Felder ·100/Anzahl aller
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Abbildung 2.6.: Fluoreszenz-Aufnahme der AH in 200-facher Vergrößerung; 3-Kanalbild. Hier

ist die Aderhaut eines Präparates mit einem nicht metastasiertem Tumor gezeigt. Das Auge

dieses Präparates wurde mit Bestrahlung behandelt. Man erkennt die blaue, von vielen

Gefäßen durchsetzte Struktur. Auch hier ist die Hauptfärbung die blauen Zellkerne der DAPI

Färbung. Die Gefäße sind schwach positiv mit Caveolin-1 angefärbt.

Abbildung 2.7.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung; 3 Kanalbild. Die-

se Abbildung zeigt die Zellen eines Tumors

einer 74 Jahre alten Frau. Der Tumor wur-

de mit Bestrahlung behandelt und me-

tastasierte. Am oberen Bildrand ist ein

quer angeschnittenes Blutgefäß zu erken-

nen.(1) Die Kerne der darin verbliebenen

Leukozyten färben sich blau.

Abbildung 2.8.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung mit Lampenfil-

ter L5. Hier sind die Bindungsstellen des

Caveolin-1 mit Alexa-488 angefärbt, sie

leuchten unter dem Filter grün. Es ist

das Präparat eines metastasierten Tumors

vom gemischtzelligen Typ.

Felder. Die Präparate wurden ihrer Intensität entsprechend in 4 Gruppen unterteilt: niedrige

Expression (0-24 %): 1; moderate Expression (25-49 %): 2; mittelgradige Expression (50-74 %):

3 und hohe Expression (> 75 %): 4.

Eine zusätzliche objektive Auswertung wurde mit Image-J vorgenommen, hierbei errechnet

das Programmmit der Formel, V=(R+G+B)/3, Helligkeitswerte aus den Bildpunkten (pixel).[66]

Dieser objektive Mittelwert wurde ebenfalls von beiden Beobachtern ermittelt und in die

Tabelle eingetragen. Am Ende des Auszählens wurde die prozentuale mittlere Intensität
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Abbildung 2.9.: Aufnahme in 400-facher

Vergrößerung mit Lampenfilter Y3. Hier

sind die Bindungsstellen der PI3K erkenn-

bar; der gebundene sekundär Antikörper

CY3 in rot. Das Präparat entstammt einem

metastasierten Tumor vom gemischtzel-

ligen Typ, der extrasklerales Wachstum

zeigte und den Ziliarkörper invadierte.

Abbildung 2.10.: Aufnahme in 400-facher

Vergrößerung mit Lampenfilter für DAPI.

Diese Abbildung zeigt die Kernfärbung mit

DAPI. Hier leuchten alle Zellkerne gleich-

mäßig blau.

der Fluoreszenz als Mittelwert der Helligkeit der gefärbten Flächen für jeden Marker in der

Einzelkanalaufnahme bestimmt. Die Eingruppierung der Intensität erfolgte entsprechend der

zellulären Expressionsrate. Aus der zellulären Expressionsrate ·Expressionsintensität ·100/16
wurde die finale prozentuale Expressionsrate ermittelt.

Des Weiteren erfolgte noch eine subjektive Eingruppierung der Zellzahl und der Fluoreszen-

zintensität durch beide Beobachter unabhängig voneinander. Präparate mit abweichenden

Eingruppierungen wurden von beiden Beobachtern gemeinsam betrachtet. Die ermittelten

Zahlen wurden, entsprechend dem bereits für die objektivenWerte beschriebenen Verfahren,

ausgewertet. Die Studienauswertungen waren konform zu den Richtlinen der Erklärung von

Helsinki, wie sie in Tokyo und Venedig überarbeitet wurden und erfolgten nach Genehmigung

durch das zuständige Ethikinstitut.

2.5. Färbung mit CD31 und Perjod Acid Schiff

2.5.1. Protokoll der Färbung

Für die Doppelfärbung mit CD31 und Perjod Acid Schiff (PAS) wurden die Schnitte zunächst

in der absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Im Anschluss wurden alle Präparate für

mindestens fünf Minuten in Aqua dest gelagert. Stärker pigmentierte Tumore wurden nun

mit 3 % H202, 0,5 % KOH und 1 % NA2HPO4 gebleicht. Die Bleichzeit war abhängig vom Grad
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der Pigmentierung und der Reaktion auf das Bleichmittel. So wurden die Präparate während

des Bleichens unter dem Mikroskop (Zeiss Standard 20) bei 200-facher und 400-facher Ver-

größerung beurteilt und die Bleichzeit entsprechend angepasst. Es ergaben sich Bleichzeiten

von 10 bis 90 Minuten. Für jedes Präparat wurde die genaue Bleichzeit notiert (siehe Tabelle

2.2).

Tabelle 2.2.: Bleichzeiten der Präparate für die Färbung mit CD31 und PAS

Präparat Nr.
Bleichzeit Präparat Nr.

in min. (ohne Bleichen)

21647 56 2329

22000 17 22187

22937 60 22244

23440 55 23561

23794 90 25210

24056 50 25579

24310 83 25859

24836 59 26158

25281 70 26876

25640 65 27104

25778 70 27488

25789 60 28283

25987 57 28539

26104 113 28369

26234 80 28517

27329 68 28558

27449 90 28762

27459 130 28775

28465 49 28830

28470 60 28842

28930 30 29039

28978 57

29647 30

Im Anschluss an das Bleichen wurden die Präparate in einprozentiger Essigsäure gewaschen

und in Aqua dest überführt. Nun wurden die Schnitte mit 0,3 % H2O2 in TBS dreimal für

fünf Minuten gequencht und anschließend in Tris-buffered Saline (TBS) gewaschen. Für alle

Waschschritte in TBS wurden die Küvetten mit den Präparaten auf den Schüttler gestellt.

Zur Vorbehandlung wurden die Präparate im vorgeheizten Reiskocher (Braun Multi Gour-

met Type 31226) für 30 Minuten in 10 mmol Tris-Puffer (Rezept siehe 2.1.4.2) mit 1 mmol

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (pH 9,0) gekocht. Der Puffer wurde jeweils zu 1000 ml

angesetzt und der pH Wert wurde mit dem pH-Meter eingestellt. Nach dem 30minütigen

Kochen kühlten die Präparate, weiterhin in dem Tris-Puffer gelagert, für ebenfalls 30 Minuten

ab. Nach dieser Vorbehandlung folgte ein weiterer Waschschritt in TBS auf dem Schüttler

für fünf Minuten. Im Anschluss wurden mit in TBS gelöstem BSA unspezifische Bindungsstel-
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len des Antikörpers blockiert. Hierfür wurde mit dreiprozentigem BSA für 60 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Nun erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper CD31.

Der Antikörper wurde in der Konzentration 1:40 in BSA angesetzt und für 60 Minuten bei

Raumtemperatur auf den Präparaten inkubiert. Es folgte ein Waschschritt, dreimal für je fünf

Minuten in TBS. Die Schnitte wurden über Nacht in einer Küvette mit TBS im Kühlschrank

gelagert.

Am Folgetag wurden die Schnitte zunächst in TBS gewaschen und die Präparate so behutsam

wieder an die Raumtemperatur angeglichen. Als nächstes wurde mit dem entsprechenden

Sekundärantikörper in einer Konzentration von 1:250 in BSA für 60Minuten bei Raumtempera-

tur inkubiert. Auch hier handelt es sich bei dem Sekundärantikörper um einen IgG-Antikörper,

der sich gegen die Spezies des Primärantikörpers richtet, in diesem Fall Maus, und der den

Farbstoff trägt. Es folgte ein weiterer Waschschritt dreimalig für drei Minuten in TBS. An-

schließend wurde mit dem Substratpuffer DAB (DCS-Chromoline, PCI36RI00 und DCI 35C006)

für 60 Minuten inkubiert. Anders als vom Hersteller empfohlen, wurde das Konzentrat und

der Puffer im Verhältnis zwei Tropfen auf 1 ml gemischt.

In den Probefärbungen hat sich gezeigt, dass bei diesem Protokoll einer höheren Konzentrati-

on des Substratpuffers ein besseres Färbeergebnis resultiert. Nach diesem Schritt wurden die

Präparate in Wasser gewaschen und eine PAS Gegenfärbung nach Hotchkiss und McManus

durchgeführt. Als letzten Schritt wurden alle Präparate in der aufsteigenden Alkoholreihe

entwässert und zum Schluss luftblasenfrei eingedeckt.

Als Kontrolle wurden in jeder Färbung ein Positiv- und eine Negativkontrollpräparat der

menschlichen Magenmukosa mitgeführt.

2.5.2. Auswertung amMikroskop

Ziel der Auswertung war es, die Präparate einzuteilen in solchemit VM und solche ohne. Dazu

betrachteten wir vornehmlich die Gefäße in großer Vergrößerung (200fach bzw. 400fach),

um zu beurteilen, ob sie mit dem Gefäßwandantikörper CD31 angefärbt waren. Wenn dies

nicht der Fall war, wurden die gefäßformenden Zellen als Tumorzellen angesehen und das

Präparat als VM positiv eingestuft. Des Weiteren wurde in den Präparaten nach den von

Folberg et al. bereits beschriebenen Strukturen gesucht, welche auch als Hinweis auf VM

positive Präparate angesehen wurden.[67]

Alle Schnitte wurden unter dem Leica DMI AF 6000 im Bright Field (BF) Modus in der Auflicht-

mikroskopie angeschaut. Die Auswertung sowie die Bilddatenspeicherung erfolgten über das
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Programm Leica AF 6000.

Alle Präparate wurden von zwei unabhängigen Beobachtern (JL, MS) unter den gleichen

Bedingungen angesehen und beurteilt. Beide Beobachter mussten sich einigen, ob ein Schnitt

als positiv oder negativ bewertet wurde.

Alle Schnitte wurden zunächst in 100-facher Vergrößerung (100ter) betrachtet, der Bereich

des Melanoms wurde aufgesucht und in 200-facher Vergrößerung (200ter) scharf gestellt.

Als nächstes wurde nach den von Folberg et al. beschriebenen Strukturen, Loops und Tubes,

gesucht.[67] Konnten solche Strukturen identifiziert werden, so wurden sie im Einzelnen

noch einmal in 400-facher Vergrößerung (400ter) betrachtet, um sicher zu gehen, dass die

Wände der Strukturen nicht mit dem Gefäßantikörper CD31 angefärbt waren.

Auch alle anderen Gefäße im Bereich des Melanoms wurden in 200-facher Vergrößerung

(200ter) und in 400-facher Vergrößerung (400ter) angeschaut und die Färbung der Wände

mit CD31 beurteilt.

Entsprechend der Ergebnisse wurde das Präparat als VM positiv oder negativ in einer Excel

Tabelle vermerkt.

Zwei Präparate konnten nicht ausgewertet werden, da sie sich im Verlauf der vielen Färbe-

schritte zu sehr aus der Fixierung gelöst hatten und der Tumor daher nicht mehr mit allen

seinen Gefäßstrukturen beurteilt werden konnte. Diese beiden Präparate wurden aus der

Wertung genommen.

2.6. Färbung mit vWF und Endoglin

2.6.1. Protokoll der Färbung

Die Immunfärbung für Endoglin und vWF erfolgte wie bereits beschrieben und entsprechend

den Empfehlungen der Herstellers der Antikörper. Auch für diese Färbung wurden stärker

pigmentierte Tumore nun mit 3 % H2O2, 0,5 % KOH und 1 % NA2HPO4 gebleicht. Zunächst

wurden alle Präparate in Vorbereitung auf die Färbung einer Proteolyse unterzogen. Im

Anschluss wurden die Schnitte für 30 Minuten mit Pferderserum inkubiert. Danach wurden

alle Präparate mehrfach in PBS gewaschen. Schließlich wurden die vorbereiteten Schnitte

mit den Primärantikörpern spezifisch für Endoglin (Mouse Mab, Clone SN6h, Dako) und

für den vWF (Mouse Mab, Clone F8/86, Dako) für 12 h bei 4°C inkubiert. Im Anschluss
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Abbildung 2.11.: Lichtmikroskopische Aufnahme eines CD31+PAS gefärbten Präparates in

200ter Vergrößerung. Hier sind die endothelfreien Gefäßschleifen (loops) in der Bildmitte zu

sehen. Dieser Tumor zeigt das Phänomen des vasculogenic mimicry.

folgten wiederumWaschschritte. Auch bei dieser Färbung folgte eine zusätzliche Färbung

mit den Sekundärantikörpern. In diesem Fall handelt es sich um IgG-Antikörper, die sich

gegen die Spezies Maus richten und mit Peroxidase konjungiert sind. Sie binden auch hier

an den Primärantikörper und machen alle Bindungsstellen des Primärantikörpers sichtbar.

Alle Präparate wurden für 1 h bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper (Goat

anti-mouse IgG) inkubiert. Nun folgte nach erneutemWaschen die Entwicklung der Färbung

mit 3-Diaminobenzidine und eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin. Alle Präparate wurden mit

Deckgläschen bedeckt und dunkel und trocken gelagert.

2.6.2. Auswertung der Bilder

In der Auswertung sollten alle Päparate beurteilt werden, ob sie vWF und Endoglin anfärbten

oder nicht. Alle Schnitte wurden unter dem Leica DMI AF 6000 im Bright Field (BF) Modus

in der Auflichtmikroskopie angeschaut. Die Auswertung sowie die Bilddatenspeicherung

erfolgten über das Programm Leica AF 6000.

Alle Präparate wurden von zwei unabhängigen Beobachtern unter den gleichen Bedingungen

angesehen und beurteilt. Beide Beobachter mussten sich einigen, ob ein Schnitt als positiv

oder negativ bewertet wurde.

Alle Schnitte wurden zunächst in 100-facher Vergrößerung (100ter) betrachtet, der Bereich

des Melanoms wurde aufgesucht und in 200-facher Vergrößerung (200ter) scharfgestellt. In
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dieser Vergrößerung wurden die Präparate auf Positiviät von Endoglin oder vWF durchge-

mustert.

Entsprechend der Ergebnisse wurde das Präparat als vWF und Endoglin positiv oder ne-

gativ in einer Excel Tabelle vermerkt. Auch hier mussten beide unabhängigen Beobachter

zum identischen Ergebnis kommen.

2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistik Software SPSS für Windows (Version 16,

Icn, Chicago, Illinois, USA). Als deskriptive Statistik wurden der Median, die Spannweite und

die Standardabweichung ermittelt. Als Teststatistik wurde der Mann-Whitney-Test durchge-

führt und die p-Werte als Unterschiede zwischen den Analysegruppen betrachtet. P-Werte

kleiner als 0,05 wurden als signifikant angesehen. Zur Korrelationsbestimmung wurde die

Pearson-Korrelation berechnet. Auch hierbei wurden p-Werte kleiner als 0,05 als signifikant

betrachtet.



Kapitel 3.

Ergebnisse

3.1. Expression von Caveolin-1 und

Phosphoinositol-3-Kinase in primären uvealen

Melanomen

3.1.1. Vergleich der Caveolin-1-Expressionsrate der metastasierten und

der nicht metastasierten Tumore

3.1.1.1. Subjektive Auswertung der Caveolin-1-Expression

Alle untersuchten Tumore exprimierten Caveolin-1. Die Anzahl der positiven Zellen in allen

Präparaten wurde von beiden Beobachtern mit einem Mittelwert von 89,03 % gesehen.

Hierbei lag die Spannweite für positive Zellen bei 6,5 - 100 %. Es wurde insgesamt eine

intensivere Caveolin-1-Expression im Zytoplasma beobachtet. Der Mittelwert der subjektiv

eingeschätzten zytoplasmatischen Expression beider Beobachter lag bei 3,03 (subjektive

Skala von 1-4, Spannweite: 0,6-3,8). Für die Expression im Nucleus ergab sich ein Mittelwert

von 2,3 (Spannweite: 0,5-3,8).

Für die Anzahl der positiven Zellen der metastasierten Präparate wurde ein Mittelwert

von 90,52 % ermittelt. Die Spannweite für positive Zellen betrug 45 - 100 %. Die subjektive

Intensität wurde imMittel mit 2,81 (Spannweite 1,55-4) eingeschätzt. Bei den metastasierten

Präparaten wurde eine intensivere Caveolin-1-Expression im Zytoplasma beobachtet. Der

Mittelwert der subjektiv eingeschätzten zytoplasmatischen Expression beider Beobachter

lag für die metastasierten Tumore bei 2,23 (subjektive Skala von 1-4, Spannweite: 0,3-3,2).

Für die Expression im Nucleus ergab sich ein Mittelwert von 2,99 (Spannweite: 0,8-3,9).

Es konnten Unterschiede zwischen der Caveolin-1-Expression der Tumoren, die im wei-

37
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teren klinischen Verlauf metastasierten und der Tumoren, die im klinischen Verlauf keine

Metastasen bildeten, gezeigt werden. So lag der Mittelwert der Anzahl positiver Zellen für

die nicht metastasierten Tumore bei 86,5 % mit einer Spannweite von 6,5 % - 98 %, der

Median lag bei 93,5 und die Standardabweichung bei 13,82. Die subjektive zytoplasmatische

Expression lag bei 2,35 (Spannweite: 0,2-3,8). Für die Expression im Nukleus fand sich in der

subjektiven Einschätzung ein Mittelwert von 3,03 mit einer Spannweite von 0,3-3,8 (siehe

Tabelle 3.1). Zwar zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse, jedoch war eine Tendenz zu

einer vermehrten Caveolin-1-Expression in den metastasierten Fällen erkennbar, wie es in

Abbildung 3.1 visuell verdeutlicht werden kann.

3.1.1.2. Objektive Auswertung der Caveolin-1-Expression

Auch in der objektiven Auswertung konnte die Caveolin-1-Expression in allen untersuchen

Präparaten nachgewiesen werden. Durchschnittlich waren 90,53 % (Spannweite: 3,23-100 %,

Median: 96,67 %±17,08 %) der Zellen Cav-1 positiv. Die objektive Intensität der Expression

lag bei 3,61 (Skala von 1-4, Spannweite: 0,13-4,0 %)

Bei den nicht metastasierten Präparaten lag der Mittelwert der angefärbten Zellen bei 88,5 %

(Spannweite: 11,5-100 %, Median: 92,29 %±22,84 %). Die objektive Intensität war in der

Gruppe der nicht metastasierten Präparate bei 3,53 und hatte eine Spannweite von 0,13-4,0.

In der Gruppe der metastasierten Tumore färbten sich 91,44 % der Zellen an (Spannweite:

49,38-100 %, Median: 96,06 %±11,69 %). In dieser Gruppe lag die objektive Intensität der

Expression bei 3,65 und die Spannweite erstreckte sich über die Werte 1,98-4,0.

Es zeigte sich eine geringere Caveolin-1-Expression in den nicht metastasierten uvealen

Melanomen. Dieser Unterschied zwischen den Untergruppen war jedoch statistisch nicht

signifikant.

Tabelle 3.1.: Caveolin-1-Expressionsraten für metastasierte und nicht metastasierte Tumore

Caveolin-1-Expressionsrate: p-Wert r-Wert

metastasierter nicht metasta-

Tumore sierter Tumore

Subjektive Intensität 2,81 (±0,63) 3,5 (±0,87) 0,936 -0,064

Subjektive Anzahl 65,05 (±19,89) 63,47 (±20,4) 0,701 0,023

Objektive Intensität 3,65 (±0,48) 3,53 (±0,62) 0,358 -0,033

Objektive Anzahl 32,43 (±21,59) 21,59 (±18,9) 0,342 -0,003

p-Wert: Mann-Whitney Test, r-Wert: Spearman Test, Intensität: Angaben in Skala von 1-4,

Anzahl: Angaben in %
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Abbildung 3.1.: Boxplot Diagramm: Cav-1-Expression für metastasierte und nicht metasta-

sierte Tumore

Abbildung 3.2.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung mit Lampenfil-

ter L5 eines Präparates mit einer inten-

siven Caveolin-1-Färbung (Intensität: 3,8;

100 % der Zellen Cav-1 positiv). Der Tu-

mor vom Spindelzelltyp bildet in einem

Nachbeobachtungszeitraum von 3 Jahren

Metastasen aus.

Abbildung 3.3.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung mit Lampenfil-

ter L5 eines Präparates eines Tumors

vom Spindelzelltyp, welches eine gerin-

ge Caveolin-1-Expression (Intensität: 1,8)

präsentiert. 72,4 % der Zellen wurden als

Cav-1 positiv beurteilt. Der Tumor bildete

innerhalb eines Jahres Metastasen.

3.1.1.3. Korrelationen der Caveolin-1-Expression mit weiteren Prognoseparametern

Bei dem Vergleich zwischen den Mittelwerten der subjektiven Caveolin-1-Expression und

den bekannten Tumorprognosefaktoren findet sich eine signifikante Korrelation (Pearson

Korrelation) für den größten Tumordurchmesser (p = 0,022) und die Invasion des Sehnerven

(p = 0,048). Eine hoch signifikante Korrelation konnten wir für die Caveolin-1-Expression
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und das Tumorstadium entsprechend der TMN-Klassifikation nachweisen (p = 0,008). Die

TMN-Klassifikation stellt einen sehr sensitiven Tumorprognoseparameter dar und korreliert

in unseren Versuchen hoch signifikant mit der Caveolin-1-Expressionsrate.

Alle weiteren Werte für die Korrelationen zwischen bekannten Tumorprognosefaktoren und

der objektiven und der subjektiven Caveolin-1-Expression sind in Tabelle 3.2 aufgeführt.

Tabelle 3.2.: Korrelationen der Caveolin-1-Expression mit bisher bekannten Tumorprognose-

faktoren

Prognosefaktor

p-Wert: r-Wert:

obj. Cav-1- subj. Cav-1- obj. Cav-1- subj. Cav-1-

Expression Expression Expression Expression

Patientenalter 0,965 0,988 0,006 -0,002

Geschlecht 0,114 0,075 -0,229 -0,257

Bestrahlung 0,811 0,644 -0,035 0,068

GTD 0,515 0,022 0,100 0,340

Höhe (mm) 0,679 0,436 -0,065 0,122

Ziliarkörperbeteiligung 0,883 0,663 0,022 0,064

Extrasklerale Extension 0,067 0,963 0,269 -0,007

Invasion

der Sklera 0,218 0,509 0,181 0,098

der Bruchmembran 0,152 0,905 -0,210 -0,018

des Sehnerven 0,482 0,048 -0,104 -0,287

TNM Klassifikation 0,236 0,008 0,178 0,386

Histologischer Subtyp 0,454 0,633 0,110 0,070

p- und r-Wert: Pearson Korrelation; GTD: größter Tumordurchmesser; mm: Millimeter; TNM

(Tumor, Nodes, Metastases): System zur Tumorklassifikation; p < 0,05

3.1.1.4. Expression von Caveolin-1 in den nicht tumorösen Geweben

3.1.1.4.1 Hornhaut

Für die Caveolin-1-Färbung der Hornhaut konnten insgesamt 23 Präparate ausgewertet

werden. Die Anzahl der positiven Zellen wurde im Mittel mit 50 % eingeschätzt. Für die

Intensitätsbeurteilung (Skala von 1-4) lag der Mittelwert bei 0,83 (±0,29). Die Intensität der

zytoplasmatischen Expression lag im Mittel bei 0,4. Die nukleäre Expression war mit einem

Mittelwert von 0,93 etwas intensiver.

3.1.1.4.2 Iris

Die Iris war in 14 Präparaten gut zu beurteilen. Es ergab sich ein Mittelwert der Caveolin-1

positiven Zellen von 40 % mit einer mittleren Intensität von 0,7 (±0,27). Auch hier war die
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Caveolin-1-Expression im Nukleus mit einem Mittelwert von 0,97 (±0,22) gegenüber 0,2

(±0,26) im Zytoplasma etwas intensiver.

3.1.1.4.3 Ziliarkörper

Die Caveolin-1-Expression im Ziliarkörper konnte in 28 Präparaten ausgewertet werden. Im

Mittel waren 83,5 % der Zellen Caveolin-1 positiv. Für die subjektiv eingeschätzte Intensität

ergab sich ein Mittelwert von 1,01 (±0,34). Die zytoplasmatische Expression wurde mit 0,61

(±0,26) gesehen und die nukleäre Expression war auch hier mit einem Mittelwert von 1,06

(±0,28) etwas intensiver.

3.1.1.4.4 Netzhaut

In 16 Präparaten konnte die Caveolin-1-Expression auch in der Netzhaut beurteilt werden.

68 % der Zellen expremierten im Mittel Caveolin-1. Der Mittelwert der Intensität insgesamt

wurde mit 0,89 (±0,29) eingeschätzt. Die Expression im Zytoplasma war mit 0,45 (±0,18)

etwas schwächer als die Expression im Nukleus mit einem Mittelwert von 0,99 (±0,21).

3.1.1.4.5 Aderhaut

Die Aderhaut war nur in 3 Präparaten gut erkennbar. Eine Auswertung ist bei der geringen

Anzahl der Präparate nicht sinnvoll.

3.1.2. Vergleich der PI3K-Expressionsrate der metastasierten und der

nicht metastasierten Tumore

3.1.2.1. Subjektive Auswertung der PI3K-Expression

PI3K wurde ebenfalls in allen uvealen Melanomen der Untersuchungsreihe expremiert. Der

Mittelwert der positiven Zellen lag bei 89,14 % (Spannweite: 6,5 -100 %). Es ergab sich ein

Mittelwert für alle untersuchten Tumore von 2,97 (±0,79), wobei die zytoplasmatische Ex-

pression (2,90) gegenüber der Expression im Nucleus (2,65) etwas ausgeprägter war.

Die metastasierten uvealen Melanome zeigten eine mittlere Expressionsrate von 2,9 (±0,73),

wobei der Mittelwert der positiven Zellen bei 89,5 % (Spannweite: 42,5 - 100 %) lag. In dieser

Untergruppe war ebenfalls die nukleäre Expression mit 2,63 (Skala von 1-4) etwas schwächer

gegenüber einemWert von 2,82 für die Expression im Zytoplasma ausgeprägt.

In der Untergruppe der nicht metastasierten Melanome sahen beide Beobachter die Inten-

sität mit demMittelwert 2,83 (±0,71) und die Anzahl positiver Zellen im Mittel bei 86,5 %

(Spannweite 6,5 - 98,5 %). In dieser Untergruppe ist die nukleäre Expression (3,03) gegenüber
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der zytoplasmatischen (2,35) ausgeprägter.

In Tabelle 3.3 sind die einzelnen Werte der subjektive Expressionsrate und der p-Wert im

Mann-Whitney-Test für beide Gruppen (metastasierte und nicht metastasierte Tumore)

aufgeführt. Die p-Werte weisen keine signifikanten Ergebnisse auf. So kann auch für die

PI3K-Expression kein signifikanter Unterschied zwischen metastasierten Melanomen und

nicht metastasierten Melanomen gezeigt werden. Schaut man sich jedoch die grafische Dar-

stellung im Boxplot-Diagramm an, so ist für die PI3K-Expression eine deutlichere Tendenz als

für Caveolin-1 erkennbar (siehe Abbildung 3.6).

3.1.2.2. Objektive Auswertung der PI3K-Expression

Auch in der objektiven Auswertung konnte die Expression von PI3K in allen Präparaten nach-

gewiesen werden. Die Anzahl der positiven Zellen in allen Präparaten hatte einen Mittelwert

von 88,5 % . Hierbei lag die Spannweite für positive Zellen bei 46,46 - 100 %. Der Mittelwert

der objektiv eingeschätzten Intensität der Expression beider Beobachter lag bei 3,44 (Skala

von 1-4, Spannweite: 0,46-4,0).

Für die Anzahl der positiven Zellen der metastasierten Präparate wurde ein Mittelwert von

86,09 % ermittelt. Die Spannweite für positive Zellen betrug 46,46 - 100 %. Die Intensität

wurde im Mittel mit 3,44 (Spannweite 1,86-4) eingeschätzt.

Der Mittelwert der Anzahl positiver Zellen, für die nicht metastasierten Tumore lag bei

88,5 % mit einer Spannweite von 11,15 - 100 %. Der Median lag bei 92,29 und die Stan-

dardabweichung bei 18,69. Die objektive Intensität der Expression lag bei 3,54 (Spannweite:

0,45-4).

Tabelle 3.3.: PI3K-Expressionsraten metastasierter und nicht metastasierter Tumore

PI3K-Expressionsrate: p-Wert r-Wert

metastasierter nicht metasta-

Tumore sierter Tumore

Subjektive Intensität 3,76 (±0,57) 2,91 (±0,862) 0,954 0,018

Subjektive Anzahl 69,03 (±21,77) 67,72 (±25,22) 0,613 -0,008

Objektive Intensität 3,44 (±0,65) 3,54 (±0,74) 0,172 -0,069

Objektive Anzahl 41,33 (±26,48) 32,16 (±23,92) 0,419 0,068

p-Wert: Mann-Whitney Test, r-Wert: Spearman Test, Intensität: Angaben in Skala von 1-4,

Anzahl: Angaben in %
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Abbildung 3.4.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung mit Lampenfil-

ter Y3. 93,75 % der Zellen wurden als PI3K

positiv gesehen und insgesamt wurde die

Intensität mit 3,75 beurteilt. Das Präparat

stammt aus einem Tumor vom Spindelzell-

typ. Er bildete trotz Bestrahlung noch 3

Jahre nach Enukleation Metastasen aus.

Abbildung 3.5.: Fluoreszenz-Aufnahme in

400-facher Vergrößerung mit Lampenfil-

ter Y3. 65 % der Zellen wurden als PI3K po-

sitiv beurteilt und mit einer Intensität von

0,9 gesehen. Der Tumor dieses Präpara-

tes war epitheloidzellig und metastasierte

frühzeitig innerhalb eines Jahres.

3.1.2.3. Korrelationen der PI3K-Expression mit weiteren Prognoseparametern

Auch für die Expression der PI3K wurden die Korrelationen mit den bisher bekannten Tumor-

prognoseparametern ermittelt. Hier zeigte sich mit p = 0,042 eine signifikante Korrelation für

die subjektive PI3K-Expression und die Tumorhöhe. Darüber hinaus korreliert die Expression

von PI3K hoch signifikant (p = 0,016) mit der TMN-Klassifikation der untersuchten Präparate.

Für die Korrelation mit dem GDT und der subjektiven PI3K-Expression konnte das Signifikanz-

niveau nicht erreicht werden (p = 0,95).

In Tabelle 3.4 sind die Korrelationen der subjektiven und der objektiven PI3K-Expression mit

allen bisher bekannten Tumorprognosefaktoren aufgeführt.

3.1.2.4. Expression von PI3K in nicht tumorösen Geweben

3.1.2.4.1 Hornhaut

Die PI3K-Expression in der Hornhaut konnte in 20 Präparaten ausgewertet werden. Im Mittel

waren 19 % der Zellen PI3K positiv. Für die subjektiv eingeschätzte Intensität ergab sich ein

Mittelwert von 0,375 (±0,3). Die zytoplasmatische Expression wurdemit 0,3 (±0,32) gesehen

und die nukleäre Expression war mit einem Mittelwert von 0,07 (±0,32) sehr schwach.
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Abbildung 3.6.: Boxplot Diagramm: PI3K-Expression für metastasierte und nicht metastasierte

uveale Melanome; PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase.

3.1.2.4.2 Iris

In 14 Präparaten konnte die PI3K-Expression auch in der Iris beurteilt werden. 36,7 % der

Zellen expremierten im Mittel PI3K. Der Mittelwert der Intensität insgesamt wurde mit 0,44

(±0,55) eingeschätzt. Die Expression im Zytoplasma und im Nukleus annährend ausgeglichen

mit Werten von 0,242 (±0,24) im Zytoplasma und 0,246 (±0,368) im Nukleus.

3.1.2.4.3 Ziliarkörper

Für die PI3K Färbung des Ziliarkörpers konnten insgesamt 28 Präparate ausgewertet werden.

Die Anzahl der positiven Zellen wurde im Mittel mit 72 % eingeschätzt. Für die Intensitätsbe-

urteilung (Skala von 1-4) lag der Mittelwert bei 0,76 (±0,41). Die Intensität der zytoplasma-

tischen Expression lag im Mittel bei 0,67 (±0,37), die nukleäre Expression war mit einem

Mittelwert von 0,43(±0,34) etwas schwächer.

3.1.2.4.4 Netzhaut

Die Netzhaut war in 16 Präparaten gut zu beurteilen. Es ergab sich ein Mittelwert der PI3K

positiven Zellen von 55 % mit einer mittleren Intensität von 0,4 (±0,43). Die PI3K-Expression

war im Nukleus mit einem Mittelwert 0,33 (±0,37) gegenüber 0,28 (±0,29) im Zytoplasma

etwas intensiver.
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Tabelle 3.4.: Korrelation der PI3K-Expression mit bisher bekannten Prognosefaktoren

Prognosefaktor

p-Wert: r-Wert:

obj. PI3K- subj. PI3K- obj. PI3K- subj. PI3K-

Expression Expression Expression Expression

Patientenalter 0,041 0,271 0,295 -0,160

Geschlecht 0,904 0,183 0,018 -0,193

Bestrahlung 0,570 0,745 0,084 -0,048

GTD 0,100 0,095 0,251 0,252

Höhe (mm) 0,433 0,042 0,124 0,311

Ziliarkörperbeteiligung 0,133 0,755 -0,222 0,046

Extrasklerale Extension 0,134 0,941 0,224 0,011

Invasion

der Sklera 0,859 0,502 -0,027 0,099

der Bruchmembran 0,283 0,711 0,160 0,055

des Sehnerven 0,647 0,033 -0,068 -0,309

TNM Klassifikation 0,062 0,016 0,281 0,354

Histologischer Subtyp 0,210 0,266 -0,184 -0,162

p- und r-Wert: Pearson Korrelation; GTD: größter Tumordurchmesser; mm: Millimeter; TNM

(Tumor, Nodes, Metastases): System zur Tumorklassifikation; p < 0,05

3.1.2.4.5 Aderhaut

Die Aderhaut war nur in 3 Präparaten gut erkennbar. Eine Auswertung ist bei der geringen

Anzahl der Präparate nicht sinnvoll.

3.1.3. Korrelation zwischen den Zellzahlen Caveolin-1 positiver und PI3K

positiver Zellen

Betrachtet man die Korrelation der Caveolin-1 exprimierenden Zellen mit denen, die PI3K

exprimieren, als Mittelwert der subjektiven Beobachtung von beiden unabhängigen Beob-

achtern so zeigt sich mit p = 0,008 ein hochsignifikantes Ergebnis.

Die Korrelation der objektiven Expressionsrate in % von Caveolin-1 und PI3K hat einen Wert

von p = 0,96 und ist damit nicht als signifikant anzusehen.
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3.2. Analyse des vasculogenic mimicry in primären uvealen

Melanomen

3.2.1. Korrelation zwischen VM und Metastasierung

Insgesamt zeigten 26 (52 %) der untersuchten Tumore vasculogenic mimicry. Zwanzig (40 %)

bildetenMetastasen und nur sechs (12 %) wiesen innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums

keine Metastasen auf. Wir fanden also in der untersuchten Gruppe eine positive Korrelation

(p = 0,016) zwischen Metastasierung und VM.

3.2.2. Korrelation zwischen VM und bekannten Prognosefaktoren

Neben der Metastasierungsrate konnten wir eine positive Korrelation zwischen VM und dem

GTD nachweisen (p = 0,021). In der Tabelle 3.5 ist eine Zusammenfassung der Korrelations-

werte gelistet.

Tabelle 3.5.: Korrelation des VM mit bisher bekannten Tumorprognosefaktoren

Prognosefaktor
vasculogenic mimicry

p-Wert: r-Wert:

Patientenalter 0,802 -0,037

Geschlecht 0,519 0,094

Bestrahlung 0,232 -0,174

Metastasen im Verlauf 0,016 0,342

Nachbeobachtungszeit 0,278 -0,158

GTD 0,021 0,344

Höhe (mm) 0,494 0,107

Ziliarkörperbeteiligung 0,235 0,175

Extrasklerale Extension 0,825 0,033

Invasion

der Sklera 0,121 0,227

der Bruchmembran 0,173 0,200

des Sehnerven 0,906 -0,017

TNM Klassifikation 0,201 0,192

Histologischer Subtyp 0,786 0,040

p- und r-Wert: Pearson Korrelation; GDT: größter Tumordurchmesser; mm: Millimeter; TNM

(Tumor, Nodes, Metastases): System zur Tumorklassifikation; p < 0,05
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3.2.3. Korrelation zwischen VM und den Expressionsraten von PI3K und

Cav-1

Bei der Korrelation der Expression von PI3K und dem VM können nur Werte knapp oberhalb

des Signifikanzniveaus erreicht werden. Die Werte zeigen jedoch mit r = 0,076 für die subjek-

tive PI3K-Expression und r = 0,064 für die objektive Expression eine deutliche Tendenz zur

positiven Korrelation an. Auch bei der Korrelation der Caveolin-1-Expression und dem VM

können keine signifikanten Werte erreicht werden. Mit r-Werten von 0,072 für die subjektive

Bewertung und r = 0,097 für die objektive Bewertung ist jedoch auch hier eine Tendenz zur

positiven Korrelation zwischen beiden gemessenen Parametern erkennbar.

Tabelle 3.6.: Korrelation der Expression von PI3K und Caveolin-1 mit VM

Expression von PI3K und Cav-1
vasculogenic mimicry

p-Wert: r-Wert:

Subjektive Anzahl der PI3K-positiven Zellen 0,601 -0,076

Objektive Anzahl der PI3K-positiven Zellen 0,658 0,064

Subjektive Anzahl der Cav-1-positiven Zellen 0,617 0,072

Objektive Anzahl der Cav-1-positiven Zellen 0,504 0,097

p- und r-Wert: Pearson Korrelation

Abbildung 3.7.: Boxplot Diagramm: Cav-

1-Expressionsrate für VM positive und VM

negative Tumore; VM: vasculogenic mimi-

cry, Cav-1: Caveolin-1.

Abbildung 3.8.: Boxplot Diagramm: PI3K-

Expressionsrate für VM positive und VM

negative Tumore, VM: vasculogenic mimi-

cry, PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase
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3.3. Auswertung Endoglin und vWF

3.3.1. Expression von Endoglin in tumorösen und nicht tumorösen

Geweben

Die Tumore wurden hinsichtlich ihrer Endoglin-Expression in 2 Gruppen (geringe Expression

versus hohe Expression) eingeteilt. Insgesamt zeigten 52,0 % der Tumore eine hohe Endoglin-

Expression, hierunter metastasierten 36 % im weiteren klinischen Verlauf, 8 % zeigten im

Follow-up keine Metastasen. Eine geringe Endoglin-Expression fand sich insgesamt bei 48 %

der Tumore, hiervon waren 22 % in der Gruppe der metastasierten Tumore und 26 % in der

Gruppe der nicht metastasierten Tumore.

3.3.2. Expression von vWF in tumorösen und nicht tumorösen Geweben

Für die Expression von vWF wurden die Präparate ebenfalls eingeteilt, in solche mit geringer

vWF-Expression und solche mit hoher vWF-Expression. In insgesamt 51 % der Tumore zeigte

sich eine hohe Expression von vWF und in 49 % eine niedrige vWF-Expression. Aufgeteilt in

die metastasierten und nicht metastasierten Tumore fand sich in der Gruppe mit Metastasen

in 23,5 % eine geringe Expression von vWF und in 35,3 % eine hohe vWF-Expression. Bei den

Präparaten ohne Metastasierung im Follow-up war in 15,7 % der Fälle vWF hoch exprimiert

und in 25,5 % gering exprimiert.

3.3.3. Korrelation von Endoglin und vWF mit Cav-1

In dieser Studie konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von vWF und

Cav-1 (p = 0,642) gefunden werden. Auch die Korrelationen von Cav-1 mit der Endoglin-

Exression zeigte keine signifikant positive Korrelation (p = 0,460).

3.3.4. Korrelation von Endoglin und vWF mit PI3K

Für die Expressionen der PI3K und vWF konnten die p-Werte das Signifikanzlevel von p <

0,05 ebenfalls nicht erreichen. Auch für Endoglin und PI3K zeigte sich mit p = 0,107 keine

signifikant positive Korrelation.



Kapitel 4.

Diskussion

4.1. Zur Bedeutung der Blutversorgung beim primären

uvealen Melanom

Das uveale Melanom entspringt einem der am besten durchbluteten Gewebe unseres Kör-

pers und metastasiert überwiegend hämatogen. Für das Verständnis der Tumorentwicklung

und –progression bzw. für die Entwicklung innovativer therapeutischer Ansätze ist daher das

Wissen um Faktoren von entscheidender Bedeutung, die die Blutversorgung dieser Tumore

regulieren.[68]

Ein entscheidender Faktor für das Wachstum von Tumoren ist die Zufuhr von Sauerstoff

und Nährstoffen. Ab einer Tumorgröße von 1 bis 2 mm ist eine gesteigerte Blutzufuhr nötig,

um den größeren Bedarf von Tumorzellen zu decken.

Uveale Melanome können ihren steigenden Bedarf über die Angiogenese, die Vaskulogenese

und das vasculogenic mimicry decken.[69] Die Versorgungssysteme haben Anschluss an den

systemischen Blutkreislauf. Durch die Blutversorgung des Tumors wird gleichzeitig das Risiko

der hämatogenen Tumorzellaussaat gesteigert.[70] Die Assoziation von VM und der Angioge-

nese mit einer vermehrten Invasivität der uvealen Melanome wurde schon vielfach belegt.

Die genauen Zusammenhänge, die zu einer schlechteren Gesamtprognose der Erkrankung

führen, sind noch nicht vollständig verstanden.

Folberg et al. vermuteten 2004, dass VM für eine bessere Perfusion des Tumors sorgt. Die

darüber hergestellte Anbindung an das Gefäßsystem sollte dann für eine höhere hämato-

gene Streuung der Tumorzellen sorgen.[71] Neuere Studien kommen zu dem Schluss, dass

Initialisierungszellen der malignen Melanome durch die Induktion von VM das Tumorwachs-

tum steigern können.[72] Diese Initialisierungszellen haben die genetischen Eigenschaften

pluripotenter Stammzellen. Sie beteiligen sich an der Bildung der VM-Gefäßformationen und

49
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beeinflussen so das Tumorwachstum.[67]

Neben dem VM spielt auch die Angiogenese bei uvealen Melanomen eine wichtige Rol-

le. Der Zusammenhang zwischen beiden Systemen war bisher im Fokus des Interesses bei

Tumoren verschiedener Gewebe. Unter anderem zeigte sich ein Zusammenhang bei Tumoren

des Ovars,[73] der Mamma,[74] der Lunge,[75] dem Glioblastom[76] sowie dem kutanen und

primär uvealen malignen Melanom.[77] Für das uveale Melanom konnten vorangegangene

Studien auch die zentrale Bedeutung des Vascular Endothelial Growth Factors in der Isoform

A (VEGF) für die molekulare Beeinflussung der Angiogenese des uvealen Melanoms in vitro

nachweisen.[68, 78–82]

Ergänzende In-vitro-Untersuchungen zeigten zudem kürzlich die Bedeutung von Cav-1 für die

Angiogenese. Liu et al. wiesen anhand einer Zelllinie der menschlichen Nabelschnur nach,

dass Cav-1 in vivo als negativer Regulator der VEGF Signal-Transduktion dient[83] und damit

in die VEGF-induzierte Angiogenese eingreift. Der Einfluss der Cav-1-Expression wird über

die MAPK-Signalkaskade vermittelt.[83] Die entscheidende Rolle der PI3K für Wachstum

und Entwicklung von Tumoren wurde bereits mehrfach in Studien nachgewiesen. Die PI3K

ist ihrerseits in eine Signalkaskade eingebettet.[49] Die angestoßene PI3K-Signalkaskade

hat eine supportive Wirkung der zellproliferationsfördernden MAPK-Signalkaskade, über

den auch das Cav-1 seine Wirkung entfaltet.[84] Kürzlich wurde die PI3K als regulierender

Faktor des VM in aggressiven kutanen und uvealen Melanomen identifiziert.[85] Aber die

PI3K/Akt-Signalkaskade wird nicht nur im Rahmen der VM-Formation aktiviert sondern ist

auch eine wichtige Signalkaskade, die von VEGF/VEGFR-2 im Rahmen der Angiogenese ange-

steuert wird.[86] Es wird bei der Beeinflussung Proliferation und Invasion der Tumorzellen

ein Zusammenspiel zwischen Cav-1 und der PI3K vermutet, welches bisher nicht für das

primär uveale Melanom ausführlich untersucht wurde.[49] Für verschiedene Tumore wurde

eine Wechselwirkung bereits festgestellt.[87] Es ist jedoch wenig über die prognostische

Bedeutung dieser beiden Faktoren, deren Wechselwirkung und ihre Rolle im Rahmen der

Angiogenese und der Induktion des VMs beim uvealen Melanom bekannt.

4.2. Zur Caveolin-1-Expression im primären uvealen

Melanom

Die Rolle verschiedener Regulationsfaktoren bei der Tumorprogression des primären uvealen

Melanoms ist weiterhin Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Einerseits belegen

die Studiendaten eine Assoziation der Cav-1-Expression mit aggressiverem Tumorwachstum

und schlechterem klinischen Verlauf für verschiedene Tumorentitäten wie dem Mamma-,
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dem Prostata- und dem Kolonkarzinom.[87–90] Es wurde eine Interaktion mit den Matrixme-

talloproteinasen für die Tumorzellinvasion nachgewiesen.[91] Auch wurde eine Beteiligung

des Cav-1 an dem Remodelling der Extrazellulärmatrix in Studien gezeigt. Wiederum zeigen

andere Daten eine inhibierende Wirkung des Caveolin-1 auf das Tumorwachstum an Cav-1 -/-

Mäusen.[87]

In der vorliegenden Studie wurde eine erhöhte Cav-1-Expression in metastasierten primär

uvealen Melanomen beobachtet. Dies stimmt mit den Ergebnissen vorangegangener Studien

überein, die eine Assoziation der Cav-1-Expression mit einer vermehrten Tumoraggressivität

und einer schlechteren klinischen Prognose zeigen.[89, 90] Caveolin-1 scheint über die Mo-

dulation verschiedener Zellfunktionen Einfluss auf die Zellproliferation und das Zellüberleben

zu nehmen. Darüber hinaus kann es in Tumoren die Therapieresistenz gegenüber Chemo-

und Radiotherapie beeinflussen.[92] Caveolin-1 übernimmt somit eine tumorgene Rolle im

fortgeschrittenen Tumorstadium.

Das Protein Cav-1 wurde bereits mit einer vermehrten Metastasierungsrate beim Kolon-,

Rektum-, Mamma- sowie dem Prostatakarzinom in Verbindung gebracht.[93, 94] Für das

Mamma- und Rektumkarzinomwurde gezeigt, dass die Rho/Rock-Signalkaskade von phospho-

ryliertem Cav-1 angestoßen wird und eine Tumorprogression bewirkt.[95] In Hautmelanomen

führt eine Cav-1-Expression zu einer Hochregulation von Metalloproteinasen wie MMP2

und MMP9, die wiederum positiv mit einem stärker invasiven Phänotyp der Tumorzellen

korreliert ist.[91] Für Hautmelanome zeigte sich entsprechend eine höhere Expression von

Cav-1 sowohl im Primärtumor als auch in Metastasen. Darüber hinaus wurde eine Korrelation

zwischen Cav-1 und einer höheren Expression der Matrixmetalloproteinase MMP-9 beob-

achtet.[96] Auch wiesen Cav-1 exprimierende Tumoren eine höhere Metastasierungsrate

auf. Für Hautmelanome wurde gezeigt, dass Phospho-Caveolin-1 eine Signalkaskade anstößt,

die Tumorprogression und Metastasierung fördert.[96] Diese Daten stimmen mit den hier

vorgestellten Ergebnissen einer erhöhten Expressivität von Caveolin-1 in metastasierten

uvealen Melanomen überein.

Die Wirkung von Cav-1 scheint auch von der Tumorart abhängig zu sein. Wie bereits be-

schrieben wird Cav-1 im Prostatakarzinom aber auch im Blasenkarzinom und im Ösopha-

guskarzinom hochreguliert. Für diese Tumore ist eine erhöhte Cav-1-Expression mit einem

aggressiverenWachstum und einer vermehrtenMetastasierung assoziiert.[97–99]Wiederum

agiert Cav-1 für einige andere Tumorarten als Tumorsuppressor. Hierunter finden sich das

Zervixkarzinom[100] und das Ovarialkarzinom.[101]

Verschiedene In-vitro-Studien untersuchten die Rolle von Cav-1 als Tumorsuppressor. So

zeigten Williams et al. erstmals an einem Tiermodell mit Cav-1 -/- Mäusen, dass Caveolin-1
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auch einen suppressiven Einfluss auf das Tumorwachstum beim Mammakarzinom haben

kann.[87] Welche Rolle Cav-1 im Tumor übernimmt ist von seinen Interaktionspartnern, dem

Zellkontext und dem Tumorstadium abhängig. Die unterschiedlichen Wirkungen des Cav-1

in Tumoren werden durch Änderungen auf nachfolgende Signalkaskaden in Abhängigkeit

vom Phosphorylierungsstatus des Cav-1 induziert.[96] Diese posttranslationale Modifikation

findet an verschiedenen Proteindomänen statt. Die Src-Familienkinase phosphoryliert am

Tyrosin-14-Ende. Diese führt zu einer Translokation und einer Clusterung mit Integrinen zu

fokalen Adhäsionen, welche ihrerseits an der Zelladhäsion, -migration und -invasion beteiligt

sind.[102, 103] Phospho-Caveolin-1 vermittelt so die Integrin gesteuerte Internalisation von

Membrandomänen.[104] Falicetti konnte für das kutane Melanom eine Abhängigkeit der

Zellinvasion, -migration und -adhäsion von phosphoryliertem Cav-1 nachweisen. So verhielten

sich Zelllinien, auf die ein nicht phosphorylierbares Cav-1Y14A übertragen wurde, weniger

aggressiv und invasiv.[96] Hingegen demonstrierten Williams et al. am Mausmodell für das

Mammakarzinom eine tumorsuppressive Rolle des Cav-1. Über die Heraufregulation von

Cyclin-D1 in der Abwesenheit von Cav-1 und vermehrter Phosphorylierung des Retinoblast-

omproteins wurde eine schnelle Transformation der Tumorzellen aus der G1- in die S-Phase

des Zellzyklus bewirkt, was wiederum für ein schnelleres und aggressiveres Tumorwachstum

sorgt.[93]

Zhang et al. zeigten, dass Cav-1 eine inhibitorische Wirkung auf den Epidermal Growth

Factor hat, sodass dieser seine lamellipode und pro-migratorische Wirkung nicht entfalten

kann. Cav-1 kann die EGF-induzierte Ausbildung von F-Aktinfilamenten an den Lamellipoden

hemmen. Außerdem zeigte sich in dieser In-vitro-Studie an motilen und non-motilen Zelllini-

en des Mammaadenokarzinoms, dass Cav-1 die chemotaktische Wirkung des EGF hemmen

kann. Diese Wirkung wird über eine Inhibition der p42/44-MAP-Kinase-Signalkaskade ver-

mittelt.[105] Während der Tumorprogression insbesondere von hochmalignen Zellen des

Kolonkarzinoms bzw. von Melanomen verliert Cav-1 die Fähigkeit, E-Cadherin zu supprimie-

ren. In der Abwesenheit von E-Cadherin verliert Cav-1 seine potentiell tumorsuppressiven

Eigenschaften.[89] Der Verlust der Fähigkeit der Zellverankerung ist eine Voraussetzung für

das Tumorwachstum und die Ausbildung von Metastasen. Dies erklärt die im Rahmen dieser

Studie beobachtete vermehrte Expression von Cav-1 in den maligneren, metastasierenden

Tumoren dieser Serie der uvealen Melanome.

Weitere In-vitro-Studien konnten ebenfalls zeigen, dass die Internalisation und Adhäsion

der abgesiedelten Zellen phosphoryliertes Cav-1 als Mediator braucht. So war in vitro eine

hohe Cav-1-Expression mit erhöhter lymphonodularer Metastasierung assoziiert, während

Zelllinien, die mit dem Src-Familien-Kinase-Inhibitor-PP1 kultiviert wurden, herabgesetzte

chemotaktische Fähigkeiten zeigten. Eine posttranslationale Modifikation verschiedener Pro-

teindomänen wie die Phosphorylierung von Tyrosine-14 durch die Src-Familienkinase bewirkt
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eine Modifikation der tumorsuppressiven Rolle des Cav-1.[96–103] Die Phosphorylierung

an der Proteindomaine Thyrosin-14 bewirkt nach einer fokalen Adhäsion, eine Migration,

eine Invasion und eine Aufnahme der sogenannten cholesterol-enriched membrane microdo-

mains (CEMM). Es vermittelt die Inhibition einer folgenden Signalkaskade, an der auch die

Phosphoinositol-3-Kinase beteiligt ist.[102] Neben der Expression von Cav-1 untersuchten

wir auch die Interaktion von Cav-1 und der PI3K mit dem VM (siehe 3.2.3).

4.3. Zur Korrelation von Cav-1 mit anderen Prognosefaktoren

des primären uvealen Melanoms

In verschiedenen vorausgegangenen Studien wurden für verschiedene Tumore die Korrelati-

on zwischen einer erhöhten Caveolin-1-Expression und einem aggressiven Tumorwachstum

bzw. einer erhöhtenMetastasierungsrate und frühzeitigemTod der Patienten gezeigt.[90, 106]

Von Falicetti et al. konnte einen Zusammenhang zwischen einer erhöhten Expression von

Ph-Cav-1, einer vermehrten Invasion in andere Gewebe und einer erhöhten Migrationsfä-

higkeit des kutanen Melanoms nachweisen.[96] In dieser Studie konnte eine signifikante

Korrelation zwischen bekannten Prognosefaktoren und einer erhöhten Caveolin-1-Expression

im uvealen Melanom gezeigt werden. So war eine erhöhte Caveolin-1-Expression mit einem

größeren Tumordurchmesser und einer Invasion des Nervus Optikus assoziiert. Eine signifikan-

te Korrelation zeigte sich außerdem für die Caveolin-1-Expression in einem fortgeschrittenen

Stadium der TNM-Klassifikation. Wir haben gezeigt, dass eine Assoziation zwischen erhöhter

Caveolin-1-Expression und aggressivem Tumorwachstum auch für die hier untersuchten

uvealen Melanome gilt.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien überein. Schatz et al. kamen

in einer In-vitro-Studie zu dem Ergebnis, dass Cav-1 bei Zelllinien humaner Karzinome, die

multiple Resistenzen gegen Chemotherapeutika aufweisen, mit einem fortgeschrittenen

Tumorstadium korreliert ist und in metastasierten Tumoren vermehrt exprimiert wird.[91]

4.4. Zur PI3K-Expression im primären uvealen Melanom

Eine weitere hochrelevante Rolle für die Tumorgenese und Metastasierung von Melanomen

spielt die Phosphoinositol-3-Kinase. Park et al. zeigten, dass die Signalkaskade der PI3K durch

Cav-1 angestoßen werden kann.[49] Dieser Zusammenhang wurde jedoch noch nicht für das

primäre uveale Melanom untersucht.
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Es konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass die PI3K von allen primären uvealen

Melanomen dieser Tumorserie exprimiert wird. Durchschnittlich waren 89,14 % der Zellen

positiv. Es lagen jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der PI3K-Expressionsrate

der metastasierten und nicht-metastasierten Tumore vor. Eine graphische Darstellung zeigt

eine Tendenz, dass PI3K vermehrt in metastasierten uvealen Melanomen exprimiert wird

(siehe Abb. 3.6).

PI3K gehört zu einer Familie von intrazellulären Signalproteinen, die durch ihr Zusammenwir-

ken die Apoptose regulieren. Die PI3K phosphoryliert das Phosphoinositol und erzeugt so

das Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3). PIP3 verlagert die Serin/ Threonin-Kinase

AKT (auch Proteinkinase-B, PKB) in die Zellmembran. Die Aktivierung der AKT induziert eine

Phosphorylierung durch die PDK1. Die aktivierte AKT unterdrückt proapoptotische Proteine

wie Caspase 9 und BAD und aktiviert den Tumornekrosefaktor NF-kB.[107] Eine Aktivierung

der PI3K- und PKB-Signalkaskade wurde schon mehrfach für verschiedene Tumorentitäten

beobachtet. Testa und Bellacosa interessierten sich zunächst für den tumorigenen Einfluss der

AKT und fanden ein enges Zusammenspiel mit der nachgeschalteten PI3K-Signalkaskade.[108]

Für kutane Melanome ist die Initialisierung der AKT-Signalkaskade durch PI3K ein ausschlag-

gebender Faktor.[109] Durch die PI3K-Inhibitoren LY294002 und Wortmannin konnte die

AKT/PKB-Phosphorylierung inhibiert werden. Die verminderte AKT-Aktivität führt zu einer

proportional gesteigerten Apoptose in Zellen mit aktiver Akt/PKB.[110] Eine solche Hem-

mung der PI3K hemmt Melanome im Wachstum.[111] Diese Hemmung ist schon mittels des

PI3K-Hemmstoffs LY-294002 an In-vitro-Modellen gelungen; hier konnte ein vermindertes

Zellwachstum der Melanome beobachtet werden.[112]

Ein physiologischer Gegenspieler der PI3K ist das Tumorsuppressorprotein Phosphatase

and Tensin Homolog (PTEN). Die PTEN funktioniert sowohl als Lipid als auch als Protein-

Phosphatase.[113] Es kann die PI3K/AKT-Signalkaskade hemmen und so für eine gesteigerte

Apoptose und eine Verminderung der Tumorigenese sorgen. Wie in vorausgegangenen Studi-

en am kutanen Melanom konnte für viele invasiv wachsende, maligne Melanome ein Verlust

der PTEN-Funktion nachgewiesen werden.[114] Dazu passend wurde beobachtet, dass PTEN-

negative Zellen eine höhere AKT/PKB-Aktivität und in der Folgeweniger Apoptose zeigen.[115]

Die PI3K phosphoryliert nach ihrer Aktivierung nicht nur die AKT/PKB sondern auch Tuberin.

Hierdurch wird der Hamatin-Tuberin-Komplex inhibiert und als Folge der m-TOR (mamma-

lian target of rapamycin)-Komplex aktiviert.[116] Der m-TOR-Komplex ist ebenfalls an der

Regulation der Proteinsynthese und des Zellwachstums beteiligt. Eine Hemmung des m-

TOR-Komplexes hat synergetische Effekte bei einer gleichzeitigen PI3K-Hemmung auf die

Proliferation von Melanomen.[111]
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Eine Reduktion der PI3K-Aktivität führte schon in mehreren Studien sowohl in vivo als auch in

vitro zu einer Inhibition des Melanomwachstums.[111, 117] In einem In-vitro-Modell mit der

Melanomzelllinie G361 gelang es, durch Einschleusung einer funktionsunfähigen Untereinheit

(dem Delta p85) in die Zelle die Aktivität der PI3K zu reduzieren. Zellen mit funktionsunfähiger

Untereinheit reagierten auf genotoxischen Stress mit vermehrter Apoptose.[118]

Eine Überexpression der PI3K wurde schon mit vielen anderen Tumorentitäten in Verbindung

gebracht. So zeigten auch Magenkarzinome, Pankreaskarzinome, Gliblastome, Mamma- und

Ovarialkarzinome erhöhte PI3K-Expressionen.[119–123]

Für den PI3K-Signaltransduktionsweg wurden in vorausgegangen Studien auch in uvealen

Melanomen eine hohe Aktivität beobachtet.[124] PI3K und seine vor- und nachgeschalteten

Proteine wurden in Studien schon mehrfach erfolgreich blockiert. Bisher standen dabei die

PI3K selbst [112] oder ihre nachgeschalteten Signalproteine des mTOR-Komplexes im Interes-

se der Studien.[124] So versuchten Babchia et al. neben einer Blockade der PI3K mit dem

Inhibitor LY 294002 auch eine Blockade des mTor-Komplexes mit Rapamycin. Es zeigte sich,

dass die direkte PI3K-Blockade zu einer deutlichen Reduktion der Zellproliferation der uvealen

Melanomzellen führte. Im Gegensatz hierzu führte die Blockade des m-TOR-Komplexes nicht

zu einer verminderten Proliferation. [124]

In unserer Studie zeigt sich eine Tendenz zu erhöhter PI3K-Expression in metastasierten

uvealen Melanomen. Das beobachtete Ergebnis ist jedoch nicht statistisch signifikant. Daher

ist anzunehmen, dass die Hochregulation der PI3K, über einen weiteren Faktor vermittelt, zu

vermehrter Metastasierung führt.

4.5. Zur Korrelation von PI3K mit anderen Prognosefaktoren

des primären uvealen Melanoms

In der hier untersuchten Tumorserie konnte nachgewiesen werden, dass eine erhöhte PI3K-

Expression mit einer größeren Tumorhöhe und einem fortgeschrittenen Tumorstadium ent-

sprechend der TNM-Klassifikation assoziiert ist. Auch vorausgegangenen Studien konnten

deutliche erhöhte Expressionen von PI3K bzw. phospho-AKT in enuklierten Augen mit Mela-

nomen nachweisen werden.[125]
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4.6. Zum vasculogenic mimicry im primären uvealen

Melanom

Da es im Auge keine Lymphgefäße gibt, ist die einzige Möglichkeit für die Tumorzellaussaat

der hämatogene Metastasierungsweg. Der Blutversorgung des uvealen Melanoms kommt

also eine besondere Bedeutung zu. Der Zusammenhang zwischen dem vasculogenic mi-

micry und der Metastasierung ist von besonderem Interesse. Tumore, die VM aufweisen,

entwickeln signifikant häufiger Metastasen.[26] Dies konnten wir auch in dieser Tumorserie

nachweisen. Die im Rahmen dieser Studie untersuchte Serie von 51 uvealen Melanomen

wies eine erhöhte Rate von VM in den metastasierten uvealen Melanomen auf. Es gab eine

signifikant positive Korrelation (Pearson-Korrelation) zwischen VM und dem Vorhandensein

von Metastasen (p = 0,016).

Auch haben wir in den untersuchten Tumoren eine positive Korrelation zwischen Tumordurch-

messer und VM festgestellt. Die Gefäßkanäle des VM unterstützen durch eine vermehrte

Blutversorgung das Tumorwachstum. Unsere Ergebnisse lassen sich mit den Resultaten von

vorausgegangenen Studien vereinbaren.[126] Unterstützt wird die Hypothese durch die Tatsa-

che, dass für die Ausbildung des VM eine erhöhtemigratorische Aktivität der Tumorzellen von

Bedeutung ist. Cav-1 Ist eine Hauptproteinkomponente, die bei der Migration und Invasion

von Zellen eine Rolle spielt.[127] Auch eine Hochregulation der PI3K/ AKT –Kaskade resultiert

in einer erhöhten Zellmotilität. Dabei trägt AKT zu einer Polymerisation von Aktinproteinen

bei, die die Ausbildung von Lamellipoden induzieren. Dabei scheint Cav-1 über die AKT–Si-

gnalkaskade die Ausbildung dieser Lamellipoden zu induzieren.[128]

Zudem wurde nachgewiesen, dass die Anzahl der Lamellipoden mit einem vermehrten

Migrationsverhalten von Tumorzellen einhergeht.[129] Auch diese Ergebnisse erklären unse-

re Beobachtung, dass eine Korelation von Cav-1, PI3K und VM in dieser Serie von uvealen

Melanomen vorliegt.

Weiterhin untersuchten wir die Rolle der PI3K im Zusammenspiel mit Cav-1 als Teil der

Signalkaskade für die Ausbildung des VM, welches wiederum mit erhöhter Metastasierung

assoziiert ist. Als Hinweis für ein Zusammenspiel kann eine Korrelation der Expressionsraten

von Cav-1 und PI3K und dem VM gesehen werden.

In der vorliegenden Studie lässt sich eine deutliche Tendenz für die Korrelation der sub-

jektiven Cav-1-Expressionsrate mit VM mit p=0,072 erkennen. Darüber hinaus konnten wir

erstmalig eine Korrelation von Caveolin-1 und der PI3K-Expression in uvealen Melanomen

feststellen. Möglicherweise induziert Caveolin-1 die PI3K-Signalkaskade und bewirkt darüber



4.7. Bedeutung von Cav-1 und PI3K für die Angiogenese 57

eine Induktion des vasculogenic mimicry.

An den Ergebnissen zur Korrelation der PI3K-Expression und der Metastasierungsrate lässt

sich erkennen, dass die Phosphoinositol-3-Kinase an Signalwegen beteiligt ist, die in einem

aggressiveren Tumorwachstum münden. Vorangegangene In-vitro-Studien haben bereits

den Zusammenhang postuliert, dass PI3K die Aktivität von MT1-MMP, MMP-2 und die Spal-

tung der Laminin-5-gamma-2-Chain steuert und so zentrale Elemente des Melanom VM

reguliert. MT1 und MMP2 wurden in vorausgegangenen Studien als Schlüsselmediatoren

für die Ausbildung des VM bei aggressiven Melanomzellreihen beschrieben.[130] Es gelang

in einem In-vitro-Modell, die Ausbildung von VM durch MT1-MMP- und MMP2-Antikörper

zu verhindern. Darüber hinaus zeigte sich eine erhöhte Expression von Laminin-5-gamma-

2-Chain in Zellreihen aggressiver Melanome. Weiterhin wurde eine negative Korrelation der

zerfallenen Elemente des Laminin-5-gamma-2-Chainmit der Anwesenheit von MT1-MMP-

und MMP2-Antikörpern beobachtet.[130] Die Aktivität des MT1-MMP und MMP2 scheint

also wichtig für die Spaltung des Laminin-5-gamma-2-Chain zu sein.[130] Kubiatowski et al.

untersuchten an Zelllinien des Glioblastoms das Zusammenspiel der MMP2 und PI3K. Sie fan-

den, dass eine Inhibition von PI3K auch zu einer Inhibition der MMP2 auf der mRNA-Ebene

führt.[123] Ähnliche Ergebnisse fanden Zhang et al. bei einem In-vitro-Modell des Lewis

Lungenkarzinoms. Auch hier wurde die MT1-MMP- und MMP2-Aktivität durch Blockade der

PI3K inhibiert. Darüber hinaus fanden sie einen Einfluss des IGF-IR auf die Signalkaskade.[131]

In zusammenführender Betrachtung lässt sich postulieren, dass die PI3K-Aktivität über die

MT-MMP1 und MMP2, sowie die Spaltung des Laminin-5-gamma-2-Chain Einfluss auf die

Ausbildung von VM in aggressiv wachsenden Tumoren nimmt.

In diesen Zusammenhang passen die Ergebnisse unserer Studie, die eine nicht signifikant er-

höhte PI3K-Expression in metastasierten uvealen Melanomen und eine deutliche Assoziation

zwischen VM und PI3K nachweisen konnten. Möglicherweise beeinflusst die PI3K über VM

die Metastasierung der primären uvealen Melanome beeinflusst. Auch die Cav-1-Expression

zeigte eine Tendenz zur positiven Korrelation mit VM. Cav-1 und PI3K korrelierten in unserer

Studie positiv miteinander. Aufgrund dieser positiven Korrelation von Cav-1 und PI3K mit VM

lässt sich vermuten, dass Cav-1 über die PI3K-Signalkaskade das vasculogenic mimicry im

primären uvealen Melanom beeinflusst.

4.7. Bedeutung von Cav-1 und PI3K für die Angiogenese

Uveale Melanome stellen ihre Blutversorgung auch über die Angiogenese endothelausge-

kleideter Gefäße sicher. Die Angiogenese ist ein äußerst komplexer Prozess, der ein Zusam-
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menspiel vieler Faktoren erfordert. Zunächst reagieren die Wachstumsfaktoren auf den

proangiogenetischen Stimulus, ausgewählte Endothelzellen werden aus dem vaskulären

Plexus rekrutiert und erfahren Veränderungen ihrer Polarität und des Zytoskeletts. Sie ver-

formen sich in zwei Untergruppen, die schließlich an der Bildung neuer Gefäße beteiligt

sind.[132] Für das uveale Melanom konnte schon mehrfach am Tiermodell und in vitro be-

obachtet werden, das eine pharmakologische Angiogeneseinhibition mit Angiostatin oder

Bevacizumab ein vermindertes Auftreten von Lebermetastasen sowie ein vermindertes Zell-

wachstum erreicht.[133, 134] Notting et al. fanden in uvealenMelanomzelllinien eine erhöhte

Expression des Vascular Endothelial Growth Factors in der Isoform A (VEGF-A) und des Basic

Fibroblastic Growth Factors. Ihnen wird eine Schlüsselrolle für die Angiogenese der uvealen

Melanome zugeschrieben.[68] In Studien wurde auch eine Erhöhung des messbaren VEGF-A

in der Tränenflüssigkeit und in der Glaskörperflüssigkeit bei Patienten mit uvealem Melanom

nachgewiesen.[78] In vitro konnte gezeigt werden, dass Zellreihen des uvealen Melanoms in

der Lage sind, VEGF-A zu produzieren und dass diese Produktion unter hypoxischen Bedin-

gungen ansteigt.[79] Im Tiermodell bei Mäusen konnten sogar erhöhte Serum-VEGF-Spiegel

bei Mäusen mit hepatischen Metastasen von uvealen Melanomen gemessen werden. Die

Höhe der Serumspiegel an VEGF korrelierte bei den Tieren mit der Anzahl der hepatischen

Metastasen.[80] Die prozentuale VEGF-A Expression in primären uvealen Melanomen wurde

in verschiedenen Studien sehr unterschiedlich gesehen. So fanden Boyd et al. VEGF-A in 22 %

der 20 untersuchten Tumore[81], während Sheidow et al. VEGF in 93,6 % der untersuchten

Tumoren nachwiesen.[82] Für die Pathogenese des uvealen Melanoms ist also die Betrach-

tung der Angiogenese nicht zu vernachlässigen. Zur Ausbildung der Angiogenese übernimmt

das VEGF eine Schlüsselrolle in der molekularen Signalkaskade.[134] Ein weiteres wichtiges

Schlüsselmolekül für die Angiogenese ist der endothel-spezifische Marker Endoglin (CD105).

Als Rezeptor des Tranforming-growth-factor-ß (TGF-ß) ist er an der Steuerung der Gefäßfor-

mation der Endothelzellen in der Kollagenmatrix beteiligt.[126] Das Membranglycoprotein

wird in hohem Maße in den Endothelzellen exprimiert und ist daher ein guter Marker für

die Detektion der Angiogenese.[135] Ein weiterer sehr verbreiteter Endotheldetektor ist der

von-Willebrandt-Faktor. Der vWF ist ein Plasmaglycoprotein, das eine wichtige Rolle bei der

Plättchenadhäsion der Hämostase übernimmt. Der vWF wir in Endothelzellen gebildet und

dort intrazellulär gespeichert.[132] Die immunhistochemische Abfärbung der vWF ist ein

guter Marker für die Anwesenheit von Endothel und damit maturer Gefäße.

In vorausgegangenen Studien wurde an Nierenkarzinommodellen eine Korrelation zwischen

erhöhter Angiogenese und der Expression von Cav-1 aufgezeigt.[136] Auch für Prostatakar-

zinommodelle wurde nachgewiesen, dass Cav-1 eine zentrale Rolle bei der VEGF / VEGR-2

induzierten Angiogenese spielt.[137] Es lässt sich eine Beteiligung von Cav-1 an der Angioge-

nese während der Tumorgenese vermuten. In unserer Studie konnte dieser Zusammenhang

nicht gezeigt werden. Es gab weder für vWF (p=0,642) noch für Endoglin (p=0,460) eine
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positive Korrelation mit Cav-1. Auch mit PI3K konnte keine positive Korrelation mit vWF und

Endoglin gesehen werden. Die PI3K-AKT-Kaskade wird von VFGF induziert und reguliert auf

diesemWeg die Endothelzellmigration und Röhrenformation durch Veränderungen der Zell-

oberflächenstruktur und des Zytoskeletts während der Angiogenese.[138] Weitere Studien

postulieren eine Beteiligung der PI3K durch die antiapoptotische Wirkung auf Endothelzellen

an der Angiogenese.[139] In dieser Studie konnte jedoch für die PI3K-Expression keine Korre-

lation mit vWF oder Endoglin (CD 105) gezeigt werden.

Bei der hier untersuchten Serie von uvealenMelanomen handelt es sich um sehr große Tumo-

re mit einer durchschnittlichen Tumorbasis von 1,6 cm. Da in stark wachsenden Tumoren das

VM zunächst im Vordergrund steht und erst im Anschluss an die schnelle Wachstumsphase

die Anzahl der Endothel-ausgekleideten Gefäße zunimmt und die Bedeutung des VM ab-

nimmt, ist davon auszugehen, dass eine homogenere Tumorgefäßentwicklung nachweisbar

wäre.

4.8. Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat Bedeutung für das Verständnis des Metastasierungsprozesses

beim uvealen Melanom. Bisherige Therapiemaßnahmen der uvealen Melanome zielen vor

allem auf die lokale Tumorkontrolle ab. Gerade beim uvealen Melanom erkranken und ver-

sterben über 50 % der Patienten an Metastasen. Daher ist gerade für die primären uvealen

Melanome ein Verständnis der Metastasierungsprozesse von großer Bedeutung für neue,

verbesserte therapeutische Ansätze.

Die beteiligten Faktoren in den an der Metastasierung beteiligten Signalkaskaden könn-

ten Angriffspunkte für Therapien sein. Ein umfassendes Verständnis der Angiogenese und

Metastasierung auf molekularer Ebene ist daher von entscheidender Wichtigkeit. Zu diesem

Verständnis leistet diese Arbeit einen Beitrag. Es gibt bereits Studien zur therapeutischen

Beeinflussung der Signalkaskade. Die Zellproliferation vonmalignenMelanomzellreihen konn-

te in vitro durch die kombinierte Blockade mit MEK und PI3K erreicht werden. Gleichzeitig

wurde gesehen, dass eine alleinige Blockade der PI3K nicht zu einer Verminderung der Proli-

feration der uvealen Malignomzellen führte.[140] Bei einer vollständigen Blockade der PI3K

mit LY24002 konnte in vitro gezeigt werden, dass der Übergang der Zellen in die S-Phase

blockiert wird, wenn der Inhibitor in der G1-Phase hinzugefügt wird.[141] Andere Studien

beobachteten in vitro eine B-Raf/ERK-Kaskade bei vollständiger Blockade der PI3K.[141]

Es scheint also ein Zusammenspiel der beiden Kaskaden zu geben, sodass eine einseitige

Blockade therapeutisch nicht erfolgreich ist.[142] Mit dem oral verfügbaren Inhibitor der

PI3K, GSK2126458, welcher gleichzeitig die PI3K sowie den m-Tor-Komplex inhibiert, wurde
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bereits in präklinischen In-vivo-Studien ein therapeutischer Effekt auf die Proliferation von

uvealen Melanomen gezeigt. Klinische Studien stehen allerdings noch aus.[142]

Eine mögliche therapeutische Verwendbarkeit wurde jedoch nicht nur für PI3K nachge-

wiesen, sondern wird auch für Cav-1 vermutet. In vitro und in vivo konnte gezeigt werden,

dass monoklonale Antikörper, die gegen Cav-1 gerichtet sind, das Zellwachstum von Tumor-

zellen der Prostata in Zellkultur und in einem Mausmodell inhibieren.[143]

Der von uns aufgezeigte Zusammenhang zwischen Cav-1 und PI3K und ihr Einfluss auf das

VM und damit die Blutversorgung des Tumors bieten neue Ansätze für Therapien. Mögli-

cherweise können weitere synergetische Effekte für eine Kombination der bereits erprobten

PI3K-Blockade genutzt werden.



Kapitel 5.

Zusammenfassung

Diese Arbeit untersucht die immunhistochemische Expression von Cav-1 und PI3K an 51

Paraffinschnitten primärer uvealer Melanome. Bei 30 der an einem uvealen Melanom er-

krankten Patienten wurde eine systemische Metastasierung klinisch diagnostiziert. Während

eines durchschnittlichen Nachuntersuchungszeitraums von 10 Jahren wurden bei den ver-

bleibenden Patienten keine systemischen Metastasen nachgewiesen.

In der vorliegenden Versuchsreihe exprimierten alle untersuchten Tumoren Cav-1. Der prozen-

tuale Anteil der Caveolin exprimierenden Zellen lag zwischen 3,23 % und 100 % (Durchschnitt:

90,34 %). Es zeigte sich eine Tendenz zu einer vermehrten Caveolin-1-Expression bei Tumo-

ren, die Metastasen im weiteren klinischen Verlauf entwickelten. Die Korrelation mit den

bekannten Prognosefaktoren ergab eine signifikante Assoziation (Pearson-Korrelation) für die

subjektive Expressionsrate von Caveolin-1 und dem größten Tumordurchmesser (p = 0,022),

der TNM-Klassifikation (p = 0,008) und der Invasion des Sehnervens (p = 0,048). Die PI3K

wird von allen primären uvealen Melanomen dieser Tumorserie exprimiert. Durchschnitt-

lich weisen 87,28 % der uvealen Melanomzellen eine PI3K-Expression auf. Eine vermehrte

PI3K-Expression war mit einer größeren Tumorhöhe (p = 0,042) und einem fortgeschrittenen

Tumorstadium korreliert (p = 0,016). Die Anzahl positiver Zellen für PI3K war signifikant

mit der objektiven Expressionsrate von Caveolin assoziiert (p = 0,034). Für die PI3K- und

Caveolin-1-Expression wurde eine nicht signifikante Assoziation mit dem vasculogenic mimi-

cry nachgewiesen (p = 0,064 bzw. p = 0,072). Keine Korrelation von der PI3K oder Caveolin-1

mit der Angiogenese oder maturen Gefäßen war detektierbar (p > 0,05).

Demnach ist die Caveolin-1-Expression insbesondere in fortgeschrittenen Tumorstadien

des uvealen Melanoms nachweisbar und mit der PI3K-Expression beziehungsweise mit dem

VM signifikant assoziiert. Dies legt die Vermutung nahe, dass Caveolin-1 eine Ausbildung des

VMs mittels der PI3K-Signalkaskade induziert.
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