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1 Verzeichnis der Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ABL intrazellulare Tyrosinkinase

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol

AK Antikdrper

ALM akrolentigindses Melanom

C Celsius

DC dendritische Zelle

DNA Desoxyribonukleinsaure

EGF Epidermal Growth Factor

HE Hamatoxylin/ Eosin

HGF Hepatocyte Growth Factor

IFN Interferon

IL Interleukin

JAK Januskinase

LMM Lentigo-maligna Melanom

MMP Matrix-Metalloproteinase

Min Minute

MW Mittelwert

NM nodulares Melanom

P phosphoryliert

PBS Phosphate Buffered Saline

PIAS Protein Inhibitors of Activated STAT
pT Primartumor

PTP Protein-Tyrosinphosphatase

S Sekunde

SH Src-Homology (Doméne)

SOCS Suppressors of Cytokine Signalling
Src intrazellulare Tyrosinkinase

SSM superfiziell spreitendes Melanom
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription

Tab. Tabelle



TIL
TK
TGF
TNM

TRIS
uM
uv
VEGF

Tumor-infiltrierende Lymphozyten
Tyrosinkinase

Tumor Growth Factor

T- Primartumor

N- regionale Metastasen der Noduli lymphatici
M- Fernmetastasen
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
unklassifizierbares Melanom

ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor



2 Einleitung

2.1 Das humane Melanom
2.1.1 Epidemiologie und Demographie

Das maligne Melanom (,schwarzer Hautkrebs*) ist eine bosartige Tumorerkrankung, die
von den pigmentbildenden Melanozyten der Haut ausgeht und sich Uberwiegend in der
Haut, selten aber auch im Auge (Uvea und Retina), den Hirnhauten und den
Schleimhauten manifestiert. Das Melanom ist meist stark pigmentiert. Es treten aber
auch amelanotische Formen auf. Charakteristisch fir das maligne Melanom ist seine
Fahigkeit zur Metastasierung in unterschiedliche Organe wie Lunge, Leber, Haut und
Gehirn, was letztendlich zum Tod fuhrt. Es ist fur ca. 90% aller Todesfélle durch
Hautkrebs verantwortlich. Das Melanom verursacht in Deutschland 2% aller bésartigen
Neubildungen und 1% aller Todesfélle an Krebs.

Die Inzidenz des malignen Melanoms nimmt bei der weif3en Bevolkerung weltweit zu,
insbesondere bei einer starken Sonnenexposition und einem hellen Hauttyp (Armstrong
und Kricker, 1994; Garbe und Blum, 2001). In ethnischen Gruppen mit starkerer
Pigmentierung (Afrikanern, Asiaten) ist das Melanom selten und fast ausschlief3lich im
Bereich der Schleimhaute oder palmoplantar lokalisiert (Garbe, 1997). Bei weil3en
Menschen hingegen hangt die Inzidenz des Melanoms der Haut von der UV-Belastung
der geographischen Region ab. In mittleren Breiten betrdgt sie etwa 12 Falle pro
100.000 Einwohner und Jahr. Die hochste Inzidenz findet sich mit mehr als 40 Fallen
pro 100.000 Einwohner und Jahr in Australien. Der jahrliche Zuwachs betragt unter der
weil3en Bevdlkerung zwischen 4 und 8%, was eine Verdopplung ca. alle 10-15 Jahre
bedeutet und zu einer enormen Erhdhung des Lebenszeitrisikos fuhrt (Fritsch, 2004).
Dies wird einerseits auf die sich verdndernden Lebens- bzw. Freizeitgewohnheiten der
Menschen zurtickgefiihrt, wie beispielsweise haufige Urlaube in stdlichen Regionen und
intensives Sonnenbaden. Andererseits spielen auch Umweltfaktoren eine Rolle (Garbe,
2000), insbesondere der erhghte UV-Anteil des Sonnenlichts durch Abnahme der

stratospharischen Ozonkonzentration (,Ozonloch®).



2.1.2 Atiologie

Maligne Melanome kénnen sich spontan auf vorher klinisch unauffélliger Haut oder auf
dem Boden eines vorbestehenden Navuszellndvus entwickeln. Als wichtigster
auslosender Faktor gilt die UV- Exposition, wobei Starke und Dauer der Strahlung sowie
das Alter des Patienten eine wichtige Rolle bei der Entstehung des malignen Melanoms
spielen. Prognostisch besonders relevant sind schwere Sonnenbrénde in Kindesalter
und Pubertat (Bauer et al., 2003, 2004; Wiecker et al., 2003). Personen mit einem hellen
Pigmentierungstyp haben ein erhOhtes Risiko an einem Melanom zu erkranken.
Menschen mit hoher Navuszahl und Trager von Melanomvorlaufern (sog. dysplastische
Navi, kongenitale Navi) sind ebenfalls besonders gefahrdet (Garbe et al., 1994; MacKie
et al., 1989). Neben den exogenen Faktoren ist die erbliche Pradisposition fur das
maligne Melanom zu nennen (Czajkowski et al., 2004). Patienten mit einem Melanom in
der Familienanamnese oder in der eigenen Vorgeschichte sind starker geféhrdet, ein
Melanom zu entwickeln. Familidare Melanome gehen oft mit dem sogenannten
dysplastischen Navussyndrom einher. Charakteristisch hierfur ist eine Vielzahl von
dysplastischen Navi am gesamten Korper, die ein hohes Potential haben, maligne zu
entarten. Eine genetische Pradisposition besteht bei ca. 5-10% der Melanome (Greene
et al., 1985).

Beobachtungen von Spontanremissionen und aggressiven Verlaufen Dbei
immunsupprimierten Patienten weisen auf die Bedeutung immunologischer Faktoren in
der Tumorgenese und Progression dieser Neoplasie hin (Kaufmann et al., 1989; Tilgen
und Kaufmann, 1995).

2.1.3 Pathologische Einteilung und Klassifikation

Melanome sind zum Teil sehr unterschiedlich intensiv pigmentiert. In der Regel sind die
Tumore tiefbraun bis blauschwarz gefarbt. Durch verschiedene vertikale und horizontale
Wachstumsmuster und durch sekundare Veranderungen wie Ulzerationen, Blutungen,
Verkrustungen und in einigen Féllen auch partielle Regression kann es zu einem
verschiedenartigen Erscheinungsbild kommen. Die meisten Melanome sind im Bereich
des Rickens, der Brust und der Extremitaten lokalisiert. Eine Ausnahme stellt das
Lentigo-maligna-Melanom dar, das sich zusatzlich haufig im Hals- und Gesichtsbereich

manifestiert. Zur ersten klinischen Beurteilung eines Melanoms ist die ABCD-Regel
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hilfreich: Asymmetrie, unscharfe Begrenzung, unregelmafiges Colorit und Durchmesser
Uber 6 mm dienen als Kriterien zur Diagnostik der Melanome.

Die histopathologische Diagnose des malignen Melanoms erfolgt anhand des
Wachstumsmusters und der Zellmorphologie. Man unterscheidet folgende
Melanomtypen, die in Abbildung 1 dargestellt sind:

e Superfiziell spreitendes Melanom (SSM)

Das SSM ist mit ca. 65% die haufigste Variante des Melanoms. Es zeigt zunachst
eine intraepidermale horizontale Ausbreitungsphase und geht dann sekundar in
ein vertikales Wachstum Uber. Es weist ein heterogenes Bild mit unregelmagiger
Pigmentierung von rosa bis schwarzblau, hellen Regressionszonen und teilweise
knotigen Anteilen auf.

e Nodulares Melanom (NM)

Etwa 15% aller Melanome in der weif3en Bevdlkerung sind noduldre Melanome.
Die Melanomzellen bilden einen rasch wachsenden dermalen Knoten. Dieser
Uberwiegend schwarz-braune, haufig erosiv-blutende Tumor ist gekennzeichnet
durch ein sofortiges vertikales Wachstum ohne eine vorangehende horizontale
Wachstumsphase. Daher hat das NM von allen Melanomformen die schlechteste
Prognose.

e Lentigo-maligna-Melanom (LMM)

Das LMM macht ca. 5% der Melanome aus. Es entsteht oft erst nach vielen
Jahren aus einer Lentigo maligna (Melanom in situ). Diese stellt eine Anhaufung
atypischer Melanozyten oberhalb der epidermalen Basalmembran dar, die jahre-
bis jahrzentelang in der horizontalen Wachstumsphase bleibt. Die Mehrzahl der
Patienten mit einem LMM st &lter als 60 Jahre und meist befindet es sich an
sonnenexponierten Stellen wie dem Gesicht, an Unterarmen oder Handricken.

e Akrolentigindses Melanom (ALM)

Zum ALM zahlen etwa 5% der Melanome. Der Tumor ist an Handinnenflachen,
FulBsohlen und auch an Schleimhauten oder im Bereich der
Ubergangsschleimh&ute lokalisiert. Die intraepidermale frihe Wachstumsphase
ist durch eine unregelmaflige, dunkelbraun bis schwarz gescheckte
Pigmentierung gekennzeichnet. Wéhrend der  spateren invasiven

Wachstumsphase weist der Tumor knotige Anteile auf. Durch seine unglnstige
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Lage ist das ALM oft schlecht durch die nétige, radikale chirurgische Therapie zu
entfernen.

Abb. 1:
Die verschiedenen Melanomtypen: Superfiziell spreitendes Melanom (SSM); Nodulares Melanom (NM);
Lentigo-maligna Melanom (LMM); Akrolentiginéses Melanom (ALM)

Weitere 10% stellen nicht klassifizierbare Melanome, Mischformen oder andere
Sonderformen dar. Klinische Sonderformen sind zum Beispiel amelanotische
Melanome, Schleimhaut- oder andere extrakutane Melanome.

Fur das maligne Melanom wurde vom American Joint Committee on Cancer (AJCC)
2001 eine neue TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung vorgeschlagen (Balch et al.,
2001). Diese Einteilung gilt nun fur das primare Melanom. Sie ist nachfolgend in den
Tabellen 1 und 2 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Tumorstadien nach der AJCCKIassifikation, 2001
(American Joint Committee on Cancer)

Tiumor}-Klassifikation des Primérfumaors

T-Hlassi- | Tumordicke Weitare prognostische Parameter
fikation
Tis Melanama in situ, kene Tumonnvasion
Tx Ksine Angebe Stadium nichi bestimmbar*
Tt ==10mm 2 ahne Ulzeration, Level 111

b: mit Ulzerafion ader Leval IV odar
T2 1)01-2,0 mm & ohne Ulzerafion

b: mnit Ulzersfion
T3 2,01-4,0 mm & ohng Ulzerafion

b: mit Ulzersfian
T4 =40 mm & ohns Ulzerstion

b: mit Ulzersfian

* Fehlen ainer Bestimmung der Tumardicke undiodar Ulzs
Node)-Klassifikation dar regiondren Lymphinoten

rafion oder unbekannier Primariumer

N Klagsi- | Zahl metastatisch befallanen Lymphkno- | Ausmalk der Lymphknotenmetastasisrung
fikation | ten |LK)
N1 1LK & Mikrometasissienng

b: Makromelasasisnung
N2 23 LK a: Mikrometastesierung

b: Makromelasasisnung

c: Salellilen oder in-ransit Metazizsan ohne LE-Wat
N3 =4 LK, Salelliten oder in-ransit Metastasen mit LE-Melzs@aierung

Myeiasfasiz)-Klassifikation der Fernmetastasen

M Klassi- | Art der Farnmetastasiarung LOH

fikation

Mia Haut, Subkutan ader Lymphknotsn Mamnal

Mibk Lunge Hamal

Miz Alle anderen Organmetastasan Hamal
Jede Artvon Femmetastasierung Erhont
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Tabelle 2: Stadieneinteilung nach der AJCCKlassifikation, 2001

Stadi- | Primértumar {pT) Regiongra Lymphknoten- Fernmetasiasen (M)
um metastasan (M)

a I situ Tumaren Kene Kaine

L] 21,0 mm, keinz Ulzerstion Kang Kaing

1B 21,0 mm mit Ulzeration oder Clark Keng Kaing

Lawed I ader V'

1,01-2,0 mm, keme Ulzeration Kene Kaing
& 1,01-2,0 mm mit Ulzeration Keng Kging
2,01-4,0 mm, kene Ulzerabon Kene Kaine
e 2,01—=4,0 mm mit Uizeration Kene Keing
=40 mm, kemng Ulzerstion Kene Kaine
Iic =40 mm mit Ulzeration Kene Kaine
na Jede Tumardicke, ksina Ulzarafion Mikrometastazen Kaing
e Jede Tumardicke mit Ulzerstion Wikrometastasen Kging

Jede Tumordicke, keing Ulzerafion Bis zu drei Makromeizstasen Kaing

Jede Tumardicke = Ulzerafion Kane sbar Satsliten- undf oder | Kaine
in-Iransit Mslesiasen

nc Jede Tumardicke mit Ulzeration Bis zu drei Makromelastasen Kging

Jede Tumardicke = Ulzsrafion Vier ader mehr Makromstasts- | Keine
sen oder kapseliberschreisnder
Lymphknotenbefall oder Sateli-
ten und'oder in-iransit Malzsia-
sen mit Lymphknotenbefzll

I Fernmedastassn

2.1.4 Regressionsphdnomene

Die spontane Rickbildung eines Tumors (Regression) wurde schon frih beobachtet und
als Immunphanomen gedeutet. Sowohl Regression eines gesamten Tumors, als auch
das Vorkommen partieller Regression wurden festgestellt (Everson, 1964, 1967). Beim
malignen Melanom wurden Regressionszeichen erstmals von Gromet et al. (1978)
beschrieben. Klinisch dussern sich regressive Zonen beim malignen Melanom durch
eine verminderte Pigmentierung innerhalb oder am Rand des Tumors. Diese Bereiche
kénnen eine weil3e, grauliche oder auch rotbraune Farbe annehmen. Abbildung 2 zeigt
einige Beispiele von Regression beim malignen Melanom. Die Frage nach der
Bedeutung von Regressionsphanomenen hinsichtlich der Prognose der Patienten wird
kontrovers diskutiert. Einige Studien legen dar, dass sich Regression beim priméren
Melanom als ein ungunstiger prognostischer Faktor auswirkt (Blessing et al., 1992; Clark
et al., 1989; Gromet et al., 1978; Paladugu und Yonemoto, 1983; Ronan et al., 1987;
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Slingluff et al., 1988;). Andere jedoch konnten keinen Zusammenhang zwischen
Regression und der Prognose feststellen (Briggs et al., 1984; Cooper et al., 1985; Kelly
et al., 1985; McGovern et al., 1979, 1983; Shaw et al., 1987; Trau et al., 1983). Auch
gibt es Hinweise, dass sich Regression in Melanomen gunstig auswirkt in Bezug auf die
Metastasierung (Liszkay et al., 2005).

Regressive Areale in primaren Melanomen sind histologisch haufig mit tumor-
infiltrierenden Lymphozyten assoziiert. Meist handelt es sich um zytotoxische T-Zellen.
Clemente et al. (1996) befassten sich mit der prognostischen Relevanz von T-Zell-
Infiltraten in primaren Melanomen und stellten fest, dass die Intensitat des Infiltrats mit
dem Uberleben der Patienten korreliert.

Trotz dieser Immunreaktionen kommt es dennoch in der Regel zu keiner Zerstérung des
Melanoms. Der Grund daflr sind verschiedene Escape-Mechanismen, die der Tumor im

Laufe seiner Progression entwickelt.

Abb.2: Beispiele von Regression beim primaren Melanom

2.1.5 Prognose

Die Prognose einer Erkrankung am malignen Melanom ist abhéngig vom Tumorstadium.
Ca. 90% aller malignen Melanome werden derzeit als Primartumor ohne erkennbare
Metastasierung diagnostiziert. Die 10-Jahres-Uberlebensrate im Gesamtkollektiv liegt
bei ca. 75-80%. Die wichtigsten prognostischen Faktoren beim primaren malignen
Melanom sind (1) die vertikale Tumordicke nach Breslow am histologischen Préparat;

(2) das Invasionslevel nach Clark; (3) der klinisch-histologische Typ (ungtinstig: primar
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nodulare Melanome und akrolentigindse Melanome); (4) das Vorhandensein einer
histologisch erkennbaren Ulzeration und (5) der Nachweis einer Mikrometastasierung in
den regionaren Lymphknoten durch eine Sentinellymphknoten-Biopsie (SLNB) (Balch et
al., 1992; Barnhill, 1993; Garbe et al., 1995).

Bei histologisch unklaren Tumoren, amelanotischen Tumoren oder bei vermuteter
Metastasierung eines Melanoms kann eine immunphéanotypische Charakterisierung zum
Beispiel durch das S-100- Protein, HMB-45 Antigen oder MIB-1 als Proliferationsmarker
hilfreich sein.

Das maligne Melanom kann sowohl primar lymphogen als auch primér hamatogen
metastasieren. Etwa 2/3 aller Erstmetastasierungen sind zunéchst auf das regionare
Lymphabflussgebiet beschrankt. Beobachtet werden Satelliten-Metastasen (bis 2 cm um
den Primartumor), In-transit-Metastasen (in der Haut bis zur ersten Lymphknotenstation)
und regionale Lymphknotenmetastasen. Die 10-Jahresiuberlebenswahrscheinlichkeit
betragt bei Patienten mit Satelliten- und In-transit-Metastasen etwa 30-50% und bei
Patienten mit klinisch manifesten regiondren Lymphknotenmetastasen ca. 20-40%. Bei
einer Fernmetastasierung ist die Prognose in der Regel ungunstig, die mittlere
Uberlebenszeit ohne Behandlung betragt nur ca. 6-9 Monate, welche jedoch in

Abhéngigkeit des befallenen Organs stark variieren kann (Garbe, 2003).

2.1.6 Therapie

Das therapeutische Vorgehen beim malignen Melanom umfasst in erster Linie die
chirurgische Exzision des betroffenen Hautareals. Eine frihzeitige, vollstandige
operative Entfernung des Tumors mit einem entsprechenden Sicherheitsabstand stellt
die wichtigste BehandlungsmafRnahme dar. Nach den Empfehlungen der Kommission
.Malignes Melanom“ der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG) sollten
dinne Melanome mit einer Tumordicke bis zu 2 mm mit einem Sicherheitsabstand von
1,0 cm exzidiert werden. Bei Melanomen = 2,0 mm empfiehlt die Kommission, einen
Sicherheitsabstand von mindestens 2,0 cm einzuhalten. Besonders bei Melanomen, die
noch vor Eintritt in die vertikale Wuchsphase exzidiert werden, ist eine kurative Therapie
maoglich. Zusatzlich wird ab einer Tumordicke von 1,0 mm eine Biopsie des

Sentinellymphknotens  (,Wé&achterlymphknoten“) durchgefuhrt. Bei Nachweis von
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Melanomzellen in dem entnommenen Lymphknoten ist die Entfernung aller
Lymphknoten aus dem entsprechenden Gebiet indiziert (radikale Lymphadenektomie).
Die weitere Tumornachsorge ist vom Tumorstadium (AJCC-Klassifikation) abhangig.
Patienten, die ein erh6htes Metastasierungsrisiko besitzen (vertikale TD > 1,5 mm, oder
lokale Lymphknotenmetastasen), wird eine adjuvante Therapie mit Interferon-alpha
empfohlen, um die Prognose zu verbessern. Fir den Einsatz von Interferon-alpha wurde
in verschiedenen Studien eine Verlangerung der rezidivfreien Uberlebenszeit bestatigt.
Auch die Behandlung mit Interleukin-2 (IL-2) konnte bei metastasierten Melanomen
deutliche Remissionsraten erzielen. In den letzten Jahrzehnten wurde aul3erdem
versucht, durch systemische adjuvante Chemotherapie das Gesamtiberleben zu
verlangern. Die am haufigsten eingesetzte Substanz ist das Dacarbazin (DTIC). Es
handelt sich hierbei um ein Prodrug, dessen wirksame Verbindungen eine Alkylierung
der DNA bewirken. Eine Ruckbildung der Tumormassen um mehr als 50 % wird in ca.
10-20 % der Patienten nach einer Monotherapie mit DTIC beobachtet. In 5 % werden
komplette Remissionen erreicht, die jedoch meist nur von kurzer Dauer (3-6 Monate)
sind. Aul3erdem ist bei aggressiven Chemotherapien die Toxizitat stark erhéht und die
Lebensqualitat eingeschrankt. Eine weitere Behandlungsalternative stellt Temozolomid
dar, welches denselben Wirkmechanismus wie DTIC besitzt. Es ist auch oral
applizierbar und im Gegensatz zu DTIC liquorgéngig.

Die primare Radiotherapie ist mit Ausnahme der Lentigo maligna nur in Einzelfallen
indiziert. Indikationen sind in erster Linie inoperable Primarmelanome und Lymphknoten-
oder ausgedehnte Hautmetastasen. Weitere, interessante Ansatzpunkte fir die
Therapie des malignen Melanoms stellen neue, immunologische Therapieverfahren,
sowie die gezielte Blockade molekularer Zielstrukturen, die fir Apoptosehemmung oder
metastatische Progression verantwortlich sind, dar. Derartige Molekile kdnnten
zukinftig in  Kombination mit chemotherapeutischen Verfahren in  der

Melanombehandlung Anwendung finden.

2.2 Signaltransduktion durch den JAK/STAT3-Weg
2.2.1 Zellulare Kommunikation durch Signaltransduktion

Unter Signaltransduktion versteht man die Weiterleitung extrazellularer Signale in das

Zellinnere. Durch Rezeptorbindung empfangen Zellen Signale, die intrazellular durch
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eine kaskadenartige Aktivierung von Mediatoren fortgeleitet werden. Um auf die
Transkription Einfluss zu nehmen, muss ein Signal in den Zellkern weitergeleitet
werden. Hierzu existieren verschiedene Signalwege, die Uber unterschiedliche
biochemische Mechanismen verfiigen und sich gegenseitig beeinflussen kdnnen. Der
regelrechte Ablauf dieser Signalkaskaden wird unter physiologischen Bedingungen tber
diverse Kontrollmechanismen streng reguliert. Durch eine fehlerhaft regulierte Aktivitat
verschiedener signalvermittelnder Proteine kdnnen malignitatsfordende
Zelleigenschaften wie Hemmung von Apoptose, unkontrollierte Proliferation,

infiltrierendes Wachstum und Metastasierung begunstigt werden.

2.2.2 Der JAK/STAT3-Weg

Die signal transducer and activator of transcription (STAT) Proteine sind eine Gruppe
von zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren. Sie spielen eine Rolle bei der
Signaltransduktion von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren.

Die Aktivierung des STAT3-Signalweges kann Uber die extrazellulare Bindung
verschiedener Liganden an ihren spezifischen Rezeptor erfolgen. Durch die Interaktion
von bestimmten Zytokinen als auch Wachstumsfaktoren mit ihrem Rezeptor werden
intrinsische Rezeptortyrosinkinasen oder auch rezeptorassoziierte Kinasen, sogenannte
Januskinasen (JAK) aktiviert. Bis heute sind vier verschiedene Januskinasen (JAK1,
JAK2, JAK3 und Tyk2) bekannt. Die Januskinasen phosphorylieren sich selbst und
mehrere intrazellulare Doméanen des Rezeptors, vor allem an der STAT3-Bindungsstelle
(Gadina et al., 2001). Dadurch wird die Bindung von STAT-Molekilen an den Rezeptor
ermdglicht (Shuai et al., 1994). Die Januskinasen aktivieren die STAT-Molekile durch
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes. Aktivierte STATs dissoziieren vom Rezeptor.
Alternativ kann es auch zu einer rezeptorunabhangigen Aktivierung von STAT3 durch
zytoplasmatische Tyrosinkinasen kommen. Zu diesen ,Non receptor tyrosine kinases*
zahlen die Onkoproteine SRC (Sarcoma tyrosine kinase) und ABL (Abelson leukaemia
protein), die ebenfalls STAT-Molekile phosphorylieren (Bowman et al., 2000, Danial
und Rothman, 2000; Yu et al., 1995). In der phosphorylierten, aktivierten Form kénnen
die STAT-Proteine Uber das Phosphotyrosin und die SH2-Domane Dimere bilden. Als
dimerisierte STAT-Molekile sind sie in der Lage, in den Zellkern zu translozieren, wo

sie an spezifische Promotorregion binden und so auf die Transkription bestimmter
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Zielgene wirken (Darnell, 1996; lhle, 2001; Schindler und Darnell, 1995). Verschiedene
Zielgene kénnen durch den STAT3-Signalweg aktiviert werden, z.B. MYC, Cyclin D1/D2,
Survivin, IL-10, IL-6 und VEGF (Bromberg, 2001). Unter physiologischen Bedingungen
wird STAT3 nur kurz aktiviert. Eine Reihe von Proteinen sind fir die negative Regulation
verantwortlich, unter anderem suppressor of cytokine signalling (SOCS), protein inhibitor
of activated STATs (PIAS) und protein tyrosine phosphatases (PTP). Diese wirken tber
unterschiedliche Mechanismen, wie Blockierung der Phosphorylierung von
Zytokinrezeptoren, Inhibition der Januskinasen oder Dephosphorylierung durch
Phosphatasen einer GbermafRligen STAT3-Aktivierung entgegen (Alexander et al., 1999;
Irie-Sasaki et al., 2001; Shuai und Liu, 2005). In Abbildung 3 ist der STAT3-Signalweg

schematisch dargestellt.

Error! Objects cannot be created from editing field codes.

Abb.3:

Der STAT3 Signalweg

STATS3 = signal transducer and activator of transcription; JAK = Januskinase;

SOCS = suppressor of cytokine signalling; PIAS = protein inhibitor of activated STATS;
PTPase = protein tyrosine phosphatase; Src = sarcoma tyrosine kinase; Abl = abelson
leukaemia protein; P = Phosphorylierung; TK = Tyrosinkinase

2.2.3 Struktur der STAT-Proteine

Heute sind sieben Formen von STAT bekannt: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b und STAT 6, die jeweils aus 780-800 Aminosauren bestehen. Die
verschiedenen STAT-Proteine unterscheiden sich in der Sequenz ihrer C-terminalen
Region, an deren Stelle sich ein Tyrosinrest und eine SH2-Domane befinden. STAT3
besteht aus 770 Aminosduren und ist in sieben Domanen unterteilt (siehe Abb. 4). Die
Phosphorylierung des Tyrosins 705 ermdglicht die Interaktion mit der SH2-Doméane
eines anderen STAT-Molekils und férdert dadurch die Dimerisierung (Hoey und
Schindler, 1998). Die Bindung an den phosphorylierten Zytokinrezeptor erfolgt ebenfalls
uber die SH2-Domane (Heim et al., 1995). Uber die NH2 —terminale Region kann eine
Protein-Protein-Interaktion stattfinden, die dazu dient, dass Dimere untereinander

interagieren konnen, um so auch tetramere Strukturen zu bilden. Durch diese
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Tetramerbildung wird eine Stabilisierung der DNA-Bindungsaktivitat an schwachen
Promotoren erreicht (Vinkemeier et al.,, 1996; John et al. 1999). Der coiled-coil (CC)

Doméane werden wichtige Funktionen unter anderem bei der nukledren Translokation
von STAT-3 zugeschrieben (Ma et al., 2003).

N— cc DBD SH2 Tyr —C

Abb.4:
Struktur der STAT3-Molekile

CC: Coiled-coil Doméne; DBD: DNA-bindende Doméne; SH2: SRC-homologe Domaéne; Tyr: Tyrosin;
P: Phosphorylierung
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2.2.4 STAT3-Funktionen

Die STAT-Proteine werden in unterschiedlichen Zelltypen exprimiert. Die
physiologischen Aufgaben der STAT-Proteine sind sehr vielseitig. Sie haben einen
Einfluss auf verschiedene Prozesse wie Entwicklung, Differenzierung, Regeneration,
Proliferation und Apoptose (Bowman et al.,, 2000). 1994 wurde STAT3 als wichtiger
Transkriptionsfaktor bei der Induktion der Akuten-Phase-Reaktion in Leberzellen
entdeckt (Akira et al.,, 1994; Zhong et al., 1994). Mittlerweile konnte gezeigt werden,
dass in verschiedenen menschlichen Tumoren eine konstitutive STAT3-
Phosphorylierung und Aktivierung vorhanden ist (Bowman et al., 2000; Buettner et al.,
2002; Yu und Jove, 2004). STAT3 spielt aul3erdem in der frihen Embryonalentwicklung
eine fundamentale Rolle (Akira, 1999). Takeda et al. (1997) fanden heraus, dass
STAT3-Knockout-Mause nicht lebensfahig sind und wenige Tage nach ihrer Zeugung
sterben. Anhand von Tumorzelllinien, die eine konstitutive STAT3-Aktivitat aufwiesen,
konnte hingegen gezeigt werden, dass das Einbringen einer dominant-negativen
STAT3-Variante zur Apoptose fuhrt (Bromberg, 2002). STAT3 wird nicht nur mit einer
antiapoptotischen Wirkung in Zusammenhang gebracht (Levy und Lee, 2002). In
mehreren Studien wurde ebenfalls ein Einfluss von STAT3 auf die Immunantwort
festgestellt (Burdelya et al., 2005; Kortylewski et al., 2005; Wang et al., 2004).

Bislang wurden mehr als 40 verschiedene Polypeptide identifiziert, die den STAT-
Signalweg aktivieren koénnen (Bromberg und Darnell, Jr. 2000). Dazu gehéren
beispielsweise Zytokine, wie die Interleukine (IL-2-7, IL-9, IL-11-13, IL-15) und
Interferone, sowie verschiedene Wachstumsfaktoren wie der epidermale
Wachstumsfaktor (EGF) oder der Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF). Auch Hormone
wie zum Beispiel Prolaktin kdnnen eine STAT3-Aktivierung bewirken (Calo et al., 2003).
Ebenfalls viele onkogen wirkende Tyrosinkinasen wie v-Src, v-Fps oder v-Eyk sind in
der Lage, STAT-Proteine zu aktivieren und fihren dadurch zu einer STATS3-
Hyperaktivitdt, wodurch Tumorentstehung und Tumorprogression induziert werden kann
(Garcia et al., 1997; Garcia und Jove, 1998; Bromberg und Darnell, Jr 2000).

Nur in der phosphorylierten Form sind die STAT3-Molekiile in der Lage, aktive Dimere
zu bilden. Diese Dimere akkumulieren im Nukleus, binden spezifische DNA-Elemente
und aktivieren die Transkription verschiedener Gene. Eine Ubersicht der Gene, die

durch STAT3 reguliert werden, ist in Tabelle 3 dargestellt.



21

Tabelle 3:
Funktionen von STAT3 (veréndert nach Yu et al., 2007)

Funktion STAT3- Referenz
Zielgen
Prolifration und YOG Bowman et al., 2001; Ming et al., 2001; Odajima et al., 2000
Uberleben
f CyclinD1/D2 | Sinibaldi et al., 2000
t BOL-XL Catlett-Falcone et al., 1999; Karni et al., 1999
T MGLT Epling-Burnette et al., 2001; Miu et al., 2002
[ SuUniin Aoki etal., 2003; Gritsko et al., 2008
| p53 Miu et al., 2005
Angiogenese I VEGF Miu et al., 2002; Wei et al., 2003
I bFGF Xig et al., 2008
T HIF1a Jung et al., 2005; Xu et al., 2005
T MMP2 Xie et al., 2004
I MMPS Dechow et al., 2004
Immunsuppression | 11L-10 Herbeuval et al., 2004, Kinjyo et al., 2006
I TGF-B Kasprzycka et al., 2006; Kinjyo et al., 2006
L IF M-y Kortylewski et al., 2005
| IL-12 Hoentjen et al., 2005; Wang et al., 2004
| THF Sumimoto et al., 2006, Wang et al., 2004

2.3 STAT3 im malignen Melanom
2.3.1 STAT3 in den Tumorzellen

Eine erhohte STAT3-Aktivitdit konnte bereits in einer Vielzahl maligner Tumoren
nachgewiesen werden. Auch beim Melanom wurde eine konstitutive Aktivitat beobachtet
(Bowman et al., 2000; Buettner et al., 2002; Niu et al., 2002). Die Feststellung, dass
phosphoryliertes STAT3 in verschiedenen menschlichen Tumoren akkumuliert, fihrte zu
der Hypothese, aktiviertes STAT3 fungiere als Onkogen (Bromberg et al., 1999).

Niu et al. (2002) zeigten, dass eine dauerhafte STAT3-Aktivitat sowohl in der Mehrheit
der getesteten menschlichen Melanomzelllinien als auch in den Zellen der primaren
Melanome vorzufinden war. Bei der Aktivierung von STAT3 im Melanom spielt mitunter

Interleukin-6 (IL-6) eine wichtige Rolle. Man fand heraus, dass im Gegensatz zu Zellen
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des multiplen Myeloms und Prostatakarzinomzellen, bei denen die IL-6 vermittelte
STAT3-Aktivierung die Malignitat fordert, in normalen Melanozyten und bei
Melanomzellen im frihen Stadium durch IL-6 die Proliferation in vitro gehemmt werden
kann (Catlett-Falcone et al., 1999; Kortylewski et al., 1999; Lu et al., 1992; Swope et al.,
1991). Allerdings zeigte sich bei bereits weiter fortgeschrittenen Melanomstadien ein
Zusammenhang zwischen IL-6 und einem vermehrten Melanomwachstum in vivo (Lu et
al., 1996). Demnach spielt STAT3 sowohl eine Rolle bei der IL-6 induzierten
Wachstumshemmung von normalen Melanozyten und Melanomzellen im frihen
Stadium der Tumorprogression, als auch bei der Wachstumssteigerung von Melanomen
in einem spateren Stadium. Bei Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von STAT3
auf Proliferation und Zelliberleben beim malignen Melanom stellten Niu et al. (2002)
fest, dass u.a. die anti-apoptotischen Gene BCL-XL als auch MCL-1 durch STATS3
reguliert werden. Bereits in friiheren Studien wurde ein Anstieg von BCL-XL und MCL-1
Proteinen in humanen Melanomen im Vergleich zu gutartigen Naevi festgestellt (Tang et
al., 1998; Leiter et al., 2000).

2.3.2 STAT3 und Immunsuppression

Verschiedene Studien befassten sich in letzter Zeit mit der Rolle von STAT3 bei der
Immunreaktion und lieferten Hinweise dafiir, dass STAT3 an einem immunsuppressiven
Netzwerk im Tumor beteiligt ist. Untersuchungen zeigten, dass STAT3 in verschiedenen
Immunzellen in der Umgebung des Tumors aktiviert ist. Am Mausmodell wurde
beobachtet, dass die STAT3-Aktivitdt mit Tumorwachstum und einer Verminderung des
T-Zellinfiltrats assoziiert ist (Burdelya et al., 2005). Kortylweski et al. (2005) fanden
heraus, dass es durch eine STAT3-Aktivierung in den Tumorzellen zu einer vermehrten
Produktion immunsuppressiver Faktoren (IL-10, IL-6 und VEGF) kommt. Auch in
humanen Melanomzellen wurde dies beobachtet (Sumimoto et al., 2006). Weiterhin
konnte im Experiment mit Mausen gezeigt werden, dass eine konstitutive STAT3-
Aktivierung in Tumorzellen die Expression proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine hemmt. Eine Blockierung der STAT3-Aktivitat in Tumorzellen, u.a. in Maus
B16 Melanomen, fihrte zu einer verstarkten Expession proinflammatorischer
Mediatoren, welche eine Aktivierung des Immunsystems und dendritischer Zellen

bewirkten (Wang et al., 2004). Die von Tumorzellen produzierten Faktoren (VEGF, IL-10
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und TGF-B) sind in der Lage, die Differenzierung und Reifung von dendritischen Zellen
(DCs) zu hemmen und kdénnen zu einer T-Zell-Toleranz flihren (Gabrilovich et al., 1996;
Yang und Lattirne, 2003).

2.4 Hypothesen und Ziele der Arbeit

Der JAK / STAT3-Weg wurde bereits von der Plasmamembran bis zum Nukleus
ausfuhrlich analysiert und ist daher gut verstanden. In verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass phosphorylierte, aktivierte STAT3-Dimere in den Nukleus
translozieren, an die DNA binden und die Transkription verschiedener Zielgene
induzieren. Durch die Beobachtung einer erhohten Aktivitdt von STAT1, STAT3 und
STATS5 in verschiedenen malignen Tumoren wurde die Untersuchung der JAK / STAT-
vermittelten Signaltransduktion zum Forschungsschwerpunkt weltweit. STAT3 konnte
bisher unter anderem mit einer verstarkten Immunsuppression in Zusammenhang
gebracht werden. Weitere Untersuchungen lieferten Hinweise, dass die STAT3-Aktivitat
mit der Metastasierung korreliert. Im Mausmelanom-Modell konnte durch Einsatz einer
dominant-negativen STAT3 Variante eine verminderte Inzidenz an Hirnmetastasen
festgestellt werden (Xie et al., 2004, 2006).
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu Uberprifen, ob die Beobachtungen, dass
STAT3 mit einer verringerten Immunantwort und einer gesteigerten metastatischen
Progression einhergeht, auch anhand unseres Patientenkollektivs fir das humane
Melanom nachzuvollziehen sind. Dazu wurden die Gewebeproben von insgesamt 70
Melanompatienten untersucht. Dabei galt es, folgenden Fragen nachzugehen:
e Istim Gewebe der primaren Melanome phosphoryliertes STAT3 vorhanden?
e Besteht ein Zusammenhang zwischen der STAT3-Expression und der
Tumordicke als Zeichen der Invasivitat?
e Kann die STAT3-Aktivitdit mit einer vermehrten Metastasierung des humanen
Melanoms assoziiert werden?
e Lasst sich ein Zusammenhang zwischen der STAT3-Expression und der
Regression erkennen?
e Geht die STAT3-Aktivitat mit einer Verminderung des Immunzellinfiltrates im

Sinne einer immunsuppressiven Wirkung einher?
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

In den Jahren 2000 - 2005 stellten sich in der dermatologischen Ambulanz der Uniklinik
Bonn insgesamt 878 Patienten mit primarem Melanom vor. Bei 227 Patienten wurde die
Primartherapie an der Uniklinik Bonn durchgefuhrt. Als Patientenkollektiv dieser Arbeit
dienten 70 Patienten mit primarem Melanom, bei denen sowohl eine chirurgische
Entfernung des Melanoms, als auch eine Exzision des Sentinellymphknotens in unserer
Klinik erfolgten. Diese Gruppe unterteilte sich in 28 weibliche und 42 mannliche
Patienten. Das Alter der weiblichen Patienten variierte zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung zwischen 20 und 76 Jahren (MW 55,3 Jahre). Das Manifestationsalter
bei den mannlichen Patienten lag zwischen dem 27. und 71. Lebensjahr (MW 58,5
Jahre). Die Tumordicke der primaren Melanome wies eine Bandbreite zwischen 0,7 und
9,0 mm auf. Anhand der vertikalen Tumordicke (Breslow-Index) lieRen sich die
Melanome dieser 70 Patienten und Patientinnen folgenden Risikogruppen zuteilen: Den
Stadien T1 und T2 (< 2,0 mm) entsprachen 46 (66 %) der Tumore, 16 (23 %) befanden
sich im Stadium T3 (2,01- 4,0 mm) und 8 (11 %) der Melanome im Stadium T4 (= 4,0
mm). Es handelte sich insgesamt um 32 superfiziell spreitende Melanome (SSM), 19
nodulére Melanome (NMM), 1 Lentigo-maligna Melanom, 5 akrolentiginése Melanome
(ALM) und 13 unklassifizierbare Melanome (uM). Bei 43 der 70 Melanome konnten
Zeichen von Regression festgestellt werden, wovon sich 25 in der Gruppe der
mannlichen Patienten und 18 in der weiblichen Patientengruppe befanden. Unter den 43
regressiven Melanomen fanden sich 25 superfiziell spreitende, 8 nodulare, 3
akrolentiginése und 7 unklassifizierbare Melanome. Bei 14 (20 %) der insgesamt 70
Patienten stellte sich bei der Analyse des Sentinellymphknotens ein positiver Befund
heraus. Dabei handelte es sich um 10 ménnliche und 4 weibliche Probanden. Das
mittlere Alter innerhalb dieser Untergruppe betrug 58,2 Jahre und die Tumordicke lag im
Durchschnitt bei 3,5 mm. Eine Ubersicht des Patientenkollektivs ist in Tabelle 4

zusammengefasst.



Tabelle 4 Ubersicht des Patientenkollektivs

Primires Melanom  Anzahl Mittelwert Geschlecht Tumorstadium (Breslow-Index) Regession SLND- Biopsie
Typ i Jahre) m W T1+12 T3 T4 ja nein pos neg
S5M 32 (4a6%) 38,8 20048%) 12(43%) 27(39%) 4(25%) 1(12%) 25(58%) 7 (26%) 4(29%) 28 (50%)
NMM 19 (27%:) 7.9 12 28%) 7 (25%) 6(13%) 10(63%) 3 (38%) B(19%) 11(41%) 5(3a%) 14 (25%)
LMM 1 (1% (55,00 1 (2%  00%) 1 (256 O (0% 0 (0%) Oy 19y 1 (7%) 0 (D)
ALM 5(7%) 658 2(5%) 3 (11%) 2 (4%) Lig%) 2(25%) 3{%) 20%) 321%) 2(4%)
uM 13 (19%:) 490 T7%)  6021%) 10022%) 1 (6%) 2(25%)  T(16%) 6(22%) 1i{7%) 12{21%)
Gesamt 70 572 42 28 46 16 a8 43 27 14 56

514
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3.2 Verwendete Substanzen und Materialien

Herstellernachweis

AEC-Reagenz (3- Amino-9-ethylcarbazol) Dako, USA
ChemMate Antibody Diluent Dako, Danemark
Citratpuffer (pH 6) Dako, USA
EnVision Detection Kit Dako, Danemark
Essigséaure 1% Merck, Deutschland

Ethanol 100%, 96%, 70%
Formalin zur Fixierung, 4 - 10 %
Bovine Serum Albumin (BSA) 10 % in PBS Sigma, Deutschland
H202 3% Merck, Deutschland
KOH 0,5% Sigma, Deutschland
Mayers Hamalaunlésung

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Phosphotyrosin-705-STAT3- Antikorper

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma, Deutschland
Cell Signaling, USA

TRIS Buffered Saline Dako, USA
Tween 20 Dako, USA
Xylol Merck, Deutschland

beschichtete Objekttrager
Eindeckglaschen

Kaisers Glyceringelatine, Eindeckmedium
Kamera

Kivetten, Kochtopf

Lichtmikroskop

3.3 Immunhistochemie

Marienfeld, Deutschland
Engelbrecht, Deutschland
Merck, Deutschland

JVC, Japan

Leica, Deutschland

Die entnommenen Gewebeproben wurden Uber Nacht in Formalin fixiert und im
Automaten mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. Am nachsten Tag erfolgte die
Orientierung des Gewebes in Paraffin. Es wurden 4 pm dicke Schnitte aus den
Gewebebldcken angefertigt und diese auf beschichtete Objekttrager transferiert. Die

Trocknung der Schnitte erfolgte Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C. Vor der Farbung
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wurden die Gewebeschnitte zur Entparaffinisierung zunachst in Xylol inkubiert und
nachfolgend in einer Ethanolreihe abnehmender Konzentration rehydriert und in H20

Uberfihrt.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen :
2 x 2 min Xylol

2 x 45 s 100% Alkohol

30 s 96% Alkohol

30 s 70% Alkohol

30 s Aqua dest.

3.4 Immunhistochemische Farbung

Die Methode der immunhistochemischen Farbeverfahren beruht auf einer
Komplexbildung zwischen dem jeweiligen Antigen und dem daran spezifisch bindenden
Antikorper. Durch verschiedene Markersysteme erfolgt eine Kopplung der Antikérper, so
dass die Antigen-Antikorper-Komlexe sichtbar gemacht werden koénnen. Man
unterscheidet direkte und indirekte Nachweisverfahren. Bei der ,direkten Methode®
findet eine Reaktion zwischen dem enzymmarkierten Primarantikdrper mit dem Antigen
statt. Bei der ,indirekten Methode" wird ein enzymmarkierter Sekundarantikdrper
eingesetzt, der gegen einen unkonjugierten Primarantikorper gerichtet ist. Das
angewendete Verfahren gehort in die Gruppe der indirekten Nachweisverfahren. Es
handelt sich hierbei um eine Polymerkonjugat-Methode (EnVision Detektion Kid), bei der
ein  sowohl enzym-, als auch antikdrpermarkiertes Dextranpolymer an den
Priméarantikdrper bindet. Durch dieses Polymer, das durchschnittich 10 Molekile
Sekundarantikérper und 70 Enzymmolekile enthalt, ist diese Methode besonders

sensitiv. Abbildung 5 veranschaulicht das angewendete Verfahren.
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Abb.5:

Polymerkonjugat-Methode

Schritt 1: Bindung des Primérantikdrpers

Schritt 2: Bindung eines Dextranpolymers, welches
Sekundarantikdrpermolekile und Enzymmolekiie enthalt

3.5 Farbeprotokoll STAT3

Zunéachst wurden die Gewebeschnitte demelanisiert. Dazu wurden diese fir 10-15 Min.
bei 37°C in 3% H202 + KOH (0,5%) inkubiert, anschlie3end fir 20 Sekunden mit 1%iger
Essigsaure behandelt und danach in TRIS-Waschpuffer tGberfuhrt. Zur Demaskierung
des Antigens wurden die Schnitte 10 Min. in Citratpuffer (pH 6,0) gekocht. Nach dem
Auskuhlen wurden die Objekttrager 2 x 3 Min. in Aqua dest. gewaschen und fir 5 Min. in
PBS (phosphate buffered saline) Uberfuhrt. Vor dem Einsatz des Primarantikorpers
wurde eine Blockung mit 200ul 10% Rinderserumalbumin (BSA) in PBS fur 30 Min.
vorgenommen, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Danach wurden die Schnitte
mit 150-200ul des Primarantikorpers Phosphotyrosin-705-STAT3 in einer 1:50
Verdinnung tber 24 Stunden bei 4°C inkubiert.

Als nachstes wurde der Primarantikdrper durch 3 x 5 Min. Spulen in PBS entfernt. Zur
Detektion diente ein enzym- als auch antikdrpermarkiertes Dextranpolymer (EnVision
Detection Kit). Nach einer Inkubationszeit des Sekundarantikdrpers von 30 Min. wurden
die Schnitte wieder fir 3 x 5 Min. in PBS gewaschen und anschlieBend fir die
Farbreaktion mit 150-200ul AEC-Reagenz (3-Amino-9-ethylcarbazol) fur 30 Min.
bedeckt. Danach wurden die Objekttrager erneut 3 x 5 Min. in PBS gewaschen und in
Aqua dest. dberfuhrt. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte 10 Sek. in Mayers
Hamatoxylin getaucht und in Aqua dest. gewaschen. Die gefarbten Praparate wurden

anschlie3end mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.
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Zur Positivkontrolle wurde ein Psoriasispraparat zum immunhistologischen Nachweis
von Phospho-STAT3 mitgefuhrt. Préparate, bei denen eine Inkubation mit dem
Primarantikdrper unterlassen wurde, dienten als Negativkontrolle, um unspezifische

Bindungen des Sekundarantikérpers ausschliel3en zu kdnnen.

3.6 H.E.-Farbung

Die Schnitte wurden aus Aqua dest. fur 2 Min. 30 Sek. in Mayers Hamalaunlésung
gebracht.

Als nachstes wurden die Praparate fir 3 —5 Min. in Leitungswasser geblaut.

Nach 5 Min. in 1%iger Eosinlésung wurden sie mit Aqua dest. abgespult.

Es folgte die aufsteigende Alkoholreihe .(70%, 96%, 2 x 100%, Xylol).

Anschliel3end wurden die Préaparate wassrig mit Corbitt-Balsam eingedeckelt.

Die mikroskopische Beurteilung der H.E. und STAT3-gefarbten Praparate erfolgte mit
einem Leica-Mikroskop (Leica DMLB). Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden
ebenfalls an diesem Mikroskop mit einer digitalen Kamera (JVC Digital Kamera KY-
F75U) angefertigt.
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchung der STAT3-Aktivitat in Melanomzellen

Zur Bestimmung der STAT3-Aktivitat im primaren Melanom wurden Gewebeproben von
insgesamt 70 Patienten untersucht. Die 4 ym dicken Gewebeschnitte wurden anhand
einer H.E. und einer STAT3-Farbung beurteilt. Fir die Analyse der STAT3-Expression
wurden die Schnitte mit dem Phosphotyrosin-705-STAT3-Antikérper inkubiert, der
spezifisch phosphoryliertes STAT3 erkennt. Es handelt sich bei STAT3 um ein
intrazellulares Signalwegprotein, das sowohl nuklear, als auch zytoplasmatisch
exprimiert ist. Bei der mikroskopischen Beurteilung wurde eine rote Farbentwicklung
innerhalb des Zytoplasmas und des Zellkerns als ein positives Ergebnis gewertet.

In der Mehrzahl der Préaparate konnte phosphoryliertes STAT3 in den Melanomzellen
nachgewiesen werden. Die Melanome wurden nach Intensitat der Farbung klassifiziert.
Dabei wurde zwischen vier Auspragungsgraden unterschieden: ,0“ steht fur keine
nachweisbare, ,+* flir eine schwache, ,++* flr eine mittelgradige und ,+++" flr eine
starke STAT3-Expression. Die Einteilung der Anfarbbarkeit ist anhand von Beispielen in
Abbildung 6 zusammengestellt.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, die genaue Lokalisation der STAT3-
Aktivitat innerhalb des Tumors zu bestimmen. Das Gewebe der Tumoren und deren
Umgebung zeigt zum Teil ein heterogenes Bild, das neben den Tumorzellen zusatzlich
auch Bindegewebe und Infiltrate mit Entziindungszellen enthalt. Aus diesem Grund war
es erforderlich eine genauere Differenzierung zwischen der STAT3- Aktivitéat in den
Tumorzellen und in den Zellen des Infiltrates vorzunehmen. Um eine selektive
Beurteilung der Melanomzellen zu ermdglichen, wurde die zu beobachtende Region des
Melanoms vorher mittels einer Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung untersucht. Durch
diese Nebeneinanderstellung von H.E.-Farbung und Immunhistochemie konnte eine
differenziertere Betrachtung der verschiedenen Zellen erfolgen. Insgesamt wurde bei 62
von 70 Melanomen eine zytoplasmatische STAT3-Anfarbung in den Tumorzellen
festgestellt. Hiervon zeigten 25 Melanome eine schwache, 21 eine mittelgradige und 16
eine starke STAT3-Expression. In den restlichen 8 Melanomen liel3 sich keine Aktivitat
in den Tumorzellen nachweisen. Die Verteilung ist in Abbildung 7 dargestellt. Durch

weitere Analysen wurden diese Gruppen unterschiedlicher STAT3-Expression nun
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hinsichtlich  weiterer Eigenschaften (Tumordicke, Zeichen von Regression,
Metastasierung) charakterisiert.

Abb.6:
H.E. und pSTAT3-Féarbung der Melanomzellen
0 = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige;+++ = starke STAT3-Expression
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Abb.7:
Ergebnisverteilung der Intensitat der pSTAT3-Farbung: 0 = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige;
+++ = starke pSTAT3-Expression in den Melanomzellen

4.2 Korrelation der STAT3-Expression mit der vertikalen Tumordicke

In dem hier untersuchten Patientenkollektiv variierte die Tumordicke in einem Bereich
zwischen 0,7 und 9,0 mm. Die Messung der Dicke des primaren Tumors (pT) erfolgte
am histologischen Praparat und ist definiert durch den Abstand zwischen dem Stratum
granulosum der Epidermis und der am tiefsten in das Gewebe infiltrierenden
Melanomzelle (Breslow-Index). Es wurde bei insgesamt 46 (66 %) der Melanome eine
vertikale Tumordicke von < 2,0 mm gemessen. Dies entspricht den Stadien pT1 und pT2
in der Risikogruppenzuordnung. Dem Stadium pT3 (2,01-4,0 mm) konnten 16 (23 %)
der Melanome und dem Stadium pT4 (> 4,0 mm) 8 (11 %) der Melanome zugeordnet
werden. In der genaueren Betrachtung der STAT3-Expression in Bezug auf die
Melanomdicke zeigte sich, dass in den Gruppen mit mittelgradiger und starker STAT3-

Aktivitat der Tumorzellen zu einem hdheren Prozentsatz (76 %) Melanome der Stadien
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pT1 und pT2< (2,0 mm) zu finden waren. Im Gegensatz dazu waren bei den Melanome
mit schwacher STAT3-Expressivitat nur zu 56 % und bei denen mit fehlender STAT3-
Expressivitat nur noch zu 50 % Melanome der Stadien pT1 und pT2 vorhanden (vgl.
Abbildung 8). Umgekehrt verhielt es sich mit den Melanomen, die eine Dicke von mehr
als 2 mm (Stadien pT3 und pT4) aufwiesen. Diese fanden sich gehauft in den Gruppen
mit schwacher oder fehlender STAT3-Expression. Die Graphik in Abbildung 8 gibt die
STAT3-Expression im Vergleich mit der Tumordicke wider.

9

% 100

Breslow-Index

OT1+T2
OT3
ET4

Vertikale Tumordicke
T14T2 :=2,0mm
T3 201-4,0 mm

T4 : =4,0mm
Q + ++ +++

Abb.8:
Korrelation von pSTAT3 mit der vertikalen Tumordicke (Breslow-Index)
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige +++ = starke STAT3-Expression in den Melanomzellen

4.3 STAT3-Expression und metastatische Progression

Bei allen Personen des Gesamtkollektivs wurde eine Sentinellymphknoten-Dissektion
durchgefuhrt. Von den insgesamt 70 Patienten stellte sich bei 14 Personen ein positives
Ergebnis bei der histologischen Analyse des Sentinellymphknotens heraus. Um der
Frage nachzugehen, ob die STAT3-Aktivitat mit der Metastasierungshaufigkeit korreliert,

wurden die Melanome der Patienten mit positiver Lymphknotenbiopsie denen mit einem
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negativen Biopsieergebnis gegenibergestellt und die STAT3-Expression in den
Tumorzellen miteinander verglichen (siehe Abb.9).

Es zeigte sich, dass zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied in der STAT3-
Aktivitdt vorzufinden war. Es lag eine &hnliche Verteilung von Sentinel-positiven
Biopsien sowohl in der Gruppe der Melanome, die eine schwache STAT3-Expression
aufwiesen, als auch in der Gruppe mit einer starken Expression vor. Die Ergebnisse
lieRen daher keinen Zusammenhang zwischen der STAT3-Expression und einer
vermehrten Metastasierung erkennen. Interessant jedoch war die Beobachtung, dass
die Melanome mit histologisch nachweisbarer Regression zu 88% einen negativen
Sentinellymphknotenstatus aufwiesen. Im Vergleich dazu machte der Anteil negativer
Lymphknotenbiopsien unter den Melanomen ohne Regressionszeichen nur 66 % aus.
Diese Beobachtungen legten nahe, dass Regression in unserem Patientenkollektiv als

prognostisch ginstiges Zeichen gewertet werden.

% 1007

ESLND +
ESLND -
(%] + +4+ +4+
STAT-2 a +weak) ++ (fair) +++{atrong) | geszamt
SLND + 1 112%) 7 (28%) 2 (10%) 4 (25%%) 14 (20%)
SLND — T (82%5) 18 (72%) 19 (90%%) 12(75%) 56 (D0%)
Gesamt 8 25 21 16 70

Abb.9:

Vergleich der pSTAT3-Expression mit der metastatischen Progression

SLND + = positive Sentinellymphknotenbiopsie; SLND — = negative Sentinellymphknotenbiopsie
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige; +++ = starke STAT3-Expression der Melanomzellen
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4.4 STAT3-Expression und Regression

Das Patientenkollektiv wurde aufgeteilt in Melanome, die als regressiv eingestuft wurden
und solche, die keine regressiven Veranderungen erkennen lieRen. Dabei wurden
sowohl makroskopische Zeichen der Regression, als auch histologische
Regressionsphanomene beobachtet. Bei der makroskopischen Betrachtung der
Melanome deuteten Areale, die eine Hypopigmentierung oder Depigmentierung zeigten,
auf Regressionsprozesse hin. Solche Areale waren bei 17 der 70 Melanome innerhalb
des Tumors oder direkt an seinen Randern zu erkennen. Mikroskopisch wurden die
Tumore anhand einer H.E. Farbung hinsichtlich histologischer Regression Uberprift.
Hierbei war es hilfreich, nach einer Einteilung von Kang et al. (1990) vorzugehen,
wonach histologische Regression in die Stadien ,early®, ,intermediate“ und ,late
regression” unterteilt wird:

o early regression*. Dies sind Melanome, bei denen ein dichtes lymphozytéres
Infiltrat zu sehen ist, welches die Melanomzellnester durchbricht.

e intermediate regression“: Das Tumorgewebe wird durch lymphozytéres Infiltrat
ersetzt, so dass es zu einer Reduktion der Tumormasse kommt. Auch finden sich
hier Zonen mit fibrotischem Gewebe.

e late regression“. Dieses Stadium ist charakterisiert durch ausgedehnte
Fibrosebereiche und nur noch vereinzelt vorkommende oder fehlende
Lymphozyten.

Diese Einteilung erleichterte die Zuordnung der Melanome zu den Gruppen ,regressiv"
bzw. ,nicht regressiv". Letztendlich wurden jedoch alle Merkmale histologischer und
makroskopischer Regression zu einer Gruppe zusammengefasst. Es stellte sich
heraus, dass insgesamt 43 (61%) der 70 Melanome Zeichen von Regression
aufwiesen. Bei der Fragestellung nach einem moglichen Zusammenhang der STAT3-
Expression und Regressionsphdnomenen zeigte sich, dass sowohl bei den
Melanomen, die eine schwache STAT3-Aktivitat aufwiesen, als auch bei solchen, bei
denen eine starke Aktivitat zu beobachten war, Regression in einer &hnlichen Haufigkeit
zu finden war (vgl. Abb.10). Es fanden sich demnach keine Hinweise fir einen

Zusammenhang zwischen der STAT3-Expression und der Regression.
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% 100+
80
60
O Regression
40477 B @ Regression
2017
0
6] + ++ +++
STAT-2 (@ + [weak) ++ [fair) +++ [strong) | gasamt
Ragression 4 (50%) 16 (54%) 13 (B2%:) 10 (B2%) 43 [B1%%:)
@ Regression | 4 (50%) 9 (36%) | & (38%) B (38%) 27 (396%:)
gesamt 8 25 21 16 70
Abb.10:

Vergleich der pSTAT3-Expression mit der Regression
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige +++ = starke STAT3-Expression der
Melanomzellen

45 STAT3-Aktivitat im Infiltrat

Auch die STAT3-Aktivitat in den Zellen des Infiltrates wurde selektiv durch die H.E.-
Farbung und die immunhistochemische STAT3-Farbung betrachtet (siehe Abb.11). Bei
47 von 70 Melanomen zeigten die Zellen des Infiltrates eine STAT3-Aktivitat. Dabei
wurde die STAT3-Expression in 18 Fallen als schwach, in 25 als mittelgradig und in 4
Fallen als stark eingestuft. In den restlichen 13 Melanomen war keine STAT3-Aktivitat
im Infiltrat nachzuweisen und bei weiteren 10 konnte kein Infiltrat im Bereich des Tumors
festgestellt werden, bzw. es konnte keine Beurteilung stattfinden. Allgemein stellte sich
heraus, dass die STAT3-Aktivitdt in den Tumorzellen und im Infiltrat weitestgehend
korreliert: die Melanompatienten, bei denen sich eine schwache STAT3-Expression in
den Tumorzellen zeigte, wiesen auch in den Zellen des Infiltrates eine schwache

Anfarbung auf, wohingegen bei den Patienten mit einer starken Anfarbung im
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Tumorgewebe auch in den Zellen des Infiltrates eine starkere Expression zu erkennen
war (siehe Abb.12). Zusatzlich wurde eine detailiertere Analyse der Melanome
vorgenommen, die als ,early regressive“ eingestuft worden waren und somit deutliche
Immunzellinfiltrate aufwiesen. Die STAT3-Expression dieser Gruppe von Melanomen
wurde verglichen mit der Expression der ubrigen Praparate. Hierbei wurden die
Melanome auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen der STAT3-Expression in den
Tumorzellen und dem Infiltrataufkommen hin geprift. Es stellte sich heraus, dass
innerhalb der Gruppe von Melanomen mit deutlichen Immunzellinfiltraten (,early
regressive” Melanome) in 36 % der Félle eine starke STAT3-Expression zu verzeichnen
war. 29 % dieser als ,early regressive* klassifizierten Melanome, zeigten eine
mittelgradige, 21 % eine schwache und 14 % keine STAT3-Aktivitdt. Der Vergleich
dieser Melanome mit denen der Gruppen ,intermediate” und ,late/no” regression machte
deutlich, dass die ,early regressive® Melanome nicht mit einer verminderten STAT3-
Expressivitat vergesellschaftet sind. Abbilung 13 veranschaulicht die STAT3-
Expressivitat in den verschiedenen Regressionsstadien. Die Melanomgruppe mit einer
starken Expression von STAT3 beinhaltete zu 31,25 % Melanome mit hohem
Infiltrataufkommen (,early regressive* Melanome). Im Gegensatz dazu machte der Antell
dieser Melanome in den Gruppen mit keiner, schwacher und mittelgradiger STAT3-
Expression nur zwischen 12 und 25 % aus. Diese Ergebnisse lassen somit keinen
Zusammenhang zwischen der STAT3-Aktivitdt und einer Verminderung des

Immunzellinfiltrates erkennen (vgl. Abbildung 14).
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Abb.11:
H.E. und pSTAT3-Farbung der Zellen des Infiltrates
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige; +++ = starke STAT3-Expression
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Abb.12:

Vergleich der pSTAT3-Expression in den Tumorzellen (TZ) und im Infiltrat
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige; +++ = starke STAT3-Expression

%1001
80+
601 OTZ@
=L BTZ +
40 BTZ ++
ETZ +++
207
0
Early Intermed. late / no
Abb.13:

Darstellung der STAT3-Expression der Tumorzellen (TZ) in den verschiedenen

Stadien der Regression: early = early regression; intermed. = intermediate regression;
late / no = late regression / keine Regression (siehe Stadieneinteilung unter Abschnitt 3.4)
@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige; +++ = starke STAT3-Expression
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Abb.14:

Vergleich der Regressionsstadien ,early”, ,intermediate” und ,late/no" in Bezug auf die
STAT3-Expression in den Tumorzellen

@ = keine; + = schwache; ++ = mittelgradige; +++ = starke STAT3-Expression der
Tumorzellen

5 Diskussion
5.1 STAT3 in Melanomzellen und anderen Tumoren

Durch eine fehlerhaft regulierte Aktivitdt bestimmter Signalwege kann die Entstehung
maligner Tumoren beglnstigt werden. Von besonderem Interesse ist hier der STAT3-
Signalweg. Unter physiologischen Bedingungen wird die STAT3-Aktivierung durch
unterschiedliche Mechanismen strengstens kontrolliert, wohingegen in Tumorzellen eine
dauerhafte Aktivitat festgestellt werden konnte (Yu und Jove, 2004).

In verschiedenen Publikationen konnte STAT3 bisher als wichtiger Faktor bei der
Entstehung und der Progression von Tumoren identifiziert werden. Unter anderem
wurde bei malignen Erkrankungen wie dem Multiplen Myelom, Leukamien, Lymphomen
als auch bei Brustkrebs, Lungenkrebs, Prostata- und Ovarialkarzinomen und bei
malignen Melanomen eine erhéhte STAT3-Aktivitdt nachgewiesen (Bowman et al. 2000,
Buettner et al. 2002). Untersuchungen von humanen Melanomzelllinien und priméren
Melanomen zeigten eine konstitutive STAT3-Aktivitat (Niu et al., 2002). Die Ergebnisse
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dieser Arbeit stimmen mit den bislang publizierten Erkenntnissen Uberein, dass in
Melanomzellen eine deutliche STAT3-Aktivitat vorhanden ist. Insgesamt konnte bei 62
der 70 Melanome eine Aktivierung von STAT3 in den Tumorzellen nachgewiesen
werden. Es stellte sich die Frage, welche Bedeutung die STAT3-Aktivitat fir das
humane Melanom hat. Mehrere Studien haben gezeigt, dass STAT3 ein sehr
vielseitiges Protein ist und in Abh&ngigkeit des jeweiligen Zelltyps unterschiedliche
Funktionen hat. Einen direkten Nachweis, dass STAT3 die maligne Transformation von
Zellen fordert, lieferten Bromberg und Darnell (1999): Fibroblasten mit konstitutiv
aktivem STAT3 fuhrten zu einer direkten Tumorbildung in Nacktmausen.

Mora et al. (2002) haben Zelllinien menschlicher Prostatatumoren und priméare
Prostatakarzinome hinsichtlich ihrer STAT3-Aktivitat untersucht. Dabei wurde bei 37 von
45 Karzinomen eine erhdohte STAT3-Expression beobachtet und eine Korrelation der
STAT3-Expression mit der Malignitéat (bestimmt nach dem Gleason score) festgestellt.
Durch eine Hemmung von STAT3 zeigte sich eine Wachstumshemmung und Apoptose
der Prostatakarzinomzellen. Den ersten direkten Hinweis, dass die Hemmung des
STAT3-Signalweges in menschlichen Tumorzellen die Apoptose beginstigt, lieferten
Catlett-Falcone et al. (1999). Durch eine Blockierung der STAT3-Aktivitat konnte in
Zellen des multiplen Myeloms eine Hemmung der Expression des anti-apoptotischen
Gens BCL-X. festgestellt werden. MCL1 ist ein weiteres Gen der BCL-2-Familie,
welches der Apoptose entgegenwirkt. Durch eine Hemmung des STAT3-Signalweges
konnte eine verminderte Expression von MCL1 und dieses dadurch als Zielgen von
STAT3 identifiziert werden. Auch beim malignen Melanom fand man heraus, dass die
anti-apoptotischen Gene BCL-XL und MCL-1 durch STAT3 reguliert werden (Epling-
Burnette et al.,, 2001, Niu et al., 2002). Aktiviertes STAT3 induziert zusatzlich die
Expression von Survivin, das ein Mitglied der ,Inhibitor of Apoptosis (IAP)“ Familie ist
und ebenfalls anti-apoptotisch wirkt (Aoki et al.,, 2003). Zusatzlich gibt es
Beobachtungen, dass STAT3 aul3er der onkogenen und antiapoptotischen Wirkweise
gewebeabhdngig auch eine proapoptotische Wirkung haben kann. Im
Brustdrisengewebe ist STAT3 beispielsweise zu Beginn der physiologischen
Mammainvolution Uberexprimiert und an der Aktivierung der Apoptose beteiligt

(Chapman et al., 2000; Groner und Hennighausen, 2000).
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5.2 STAT3 und Invasivitat

Zu den prognostisch wichtigsten Kriterien beim malignen Melanom z&hlt die Tumordicke
des primaren Melanoms (pT). Diese wird am histologischen Préparat gemessen
(Breslow-Index). Die Beobachtungen, dass die STAT3-Aktivitat bei verschiedenen
Tumorarten mit der Malignitat korreliert und zur Tumorprogression beitragt, lasst einen
Zusammenhang auch zwischen der STAT3-Expression und der Invasivitat beim
malignen Melanom vermuten. Zhuang et al. (2007) untersuchten verschiedene
Transkriptionsfaktoren, darunter auch pSTAT3 hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Progression von Melanomen. Dazu wurden 100 Paraffinschnitte von benignen Naevi,
primaren Melanomen und metastasierten Melanomen immunhistochemisch analysiert.
Die Beobachtungen zeigten keine STAT3-Aktivitat bei den Naevi und Melanomen unter
1,0 mm Dicke. Die Melanome mit einer Tumordicke von tber 1,0 mm und subkutane
Metastasen wiesen eine wechselnde STAT3-Expression auf. Suiging et al. (2005)
analysierten die STAT3-Aktivitdt verschiedener menschlicher Hauttumore, wie dem
Basaliom, dem Plattenepithel-Karzinom und der seborrhoische Keratose. Dabei stellten
sie fest, dass die STAT3-Expression beim Plattenepithel-Karzinom mit der Tiefe des
invasiven Wachstums korreliert. Um zu prifen, ob diese Beobachtungen auch fir das
maligne Melanom in unserem Patientenkollektiv zutreffen, wurde die vertikale
Tumordicke nach Breslow als wichtiges Merkmal fiir invasives Wachstum herangezogen
und auf einen Zusammenhang mit der STAT3-Expression hin gepruft. Von den
insgesamt 70 primaren Melanomen wurde bei 46 eine Tumordicke von < 2,0 mm
gemessen. 16 der Melanome wiesen eine Tumordicke zwischen 2,01 und 4,0 mm auf
und 8 Melanome eine Dicke > 4,0 mm. Hinsichtlich der STAT3-Expression liel3 sich bei
diesen Gruppen kein Unterschied erkennen. Die Ergebnisse der Untersuchungen
zeigten allerdings, dass die Melanome < 2,0 mm eine Tendenz zu verstarkter STAT3-
Expression aufwiesen im Gegensatz zu den Melanomen mit groRerer Tumordicke.
Diese Beobachtungen widersprachen der Annahme, dass STAT3 mit der Invasionstiefe
korreliert. Eine Studie zum Mundhoéhlenkarzinom lieferte bereits ahnliche Ergebnisse. Es
wurde beschrieben, dass T1- und T2-klassifizierte Karzinome eine starkere STAT3-
Aktivitat erkennen lief3en, als T3- und T4-klassifizierte Karzinome. Sie vermuteten, dass
die STAT3-Aktivierung eine Rolle insbesondere bei der friilhen Entwicklung von

Mundhohlenkarzinomen spielen kdnnte (Nagpal et al., 2002). Auch unsere Ergebnisse
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konnten darauf hinweisen, dass besonders frihe Entwicklungsstadien des Melanoms
aktives STAT3 bendtigen, bzw. die STAT3-Aktivitat im Verlauf der Tumorprogression

verloren geht.

5.3 STAT3-Aktivitdt und Metastasierung beim malignen Melanom

Das maligne Melanom ist bekannt fir sein hohes Potential zum grenziiberschreitenden
Wachstum und zur Metastasierung, u.a. in das Gehirn (Denkins et al., 2004). Die
Induktion der Angiogenese, d.h. die Bildung neuer Blutkapillaren, ist ein entscheidender
Schritt bei der Tumorprogression und dem Metastasierunsprozess, welche dazu dient,
den Tumor mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen. Im Prima&rmelanom wird die
Angiogenese hauptséchlich Uber ,vascular endothelial growth factor* (VEGF) vermittelt.
Niu et al. (2002) zeigten im Mausmodell, dass STAT3 zu einer gesteigerten Expression
von VEGF und verstarkter Angiogenese filhrt. Ebenfalls konnte den Matrix
Metalloproteinasen (MMPSs), besonders MMP-2 und MMP-9, eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese und Metastasierung zugeschrieben werden (Curran und Murray, 1999).
Xie et al. (2004) demonstrierten anhand eines Mausmelanom-Modells die STAT3-
vermittelte Expression von MMP-2 und Metastasierung. Ihre Untersuchungen ergaben,
dass es durch eine Blockade des STAT3-Signalweges in Melanomzellen von M&usen zu
einer Hemmung des Tumorwachstums und einer Verhinderung der Metastasierung
kommt. Mittels eines Mausmodells und anhand menschlicher Melanomzelllinien
analysierten sie die STAT3-Aktivitat in  metastasierten Melanomen und in
Melanommetastasen des Gehirns. Dabei fanden sie heraus, dass die STAT3-
Expression in Hirnmetastasen signifikant erhéht war im Vergleich zu der Expression in
den primaren Melanomen. Aul3erdem stellten sie fest, dass es durch eine Hemmung
von STAT3 durch Einsatz einer dominant-negativen STAT3-Variante zu einer
verminderten Inzidenz an Hirnmetastasen im Tiermodell kommt. Bei einer gesteigerten
STAT3-Aktivitdt durch STAT3C (Mutation von STAT3, die spontan dimerisiert, an die
DNA bindet und als Transkriptionsfaktor wirkt) wurde eine verstarkte Metastasierung ins
Gehirn beobachtet (Xie et al., 2006). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
gingen der Frage nach, ob es bei den primaren Melanomen des genannten
Patientenkollektivs ebenfalls Hinweise fir einen Zusammenhang zwischen der STAT3-

Aktivitdat und einer vermehrten Metastasierung gibt. Zur Beurteilung diente die
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histologische Analyse der jeweiligen Sentinellymphknoten. Bei 14 der insgesamt 70
Patienten ergab die Lymphknotenuntersuchung ein positives Ergebnis. Die Uberpriifung
der STAT3-Expression der priméren Melanome dieser Patienten im Vergleich zu denen
mit einem negativen Lymphknotenstatus liel3 jedoch keinen Unterschied erkennen.
Unsere Ergebnisse konnten daher die Beobachtungen anderer Studien, STAT3 gehe
einher mit metastatischer Progression, fir das humane Melanom nicht bestatigen. Um
umfassendere Ergebnisse Uber die prognostische Aussagekraft von STAT3 zu erhalten,
sind zusatzliche Langzeitstudien nétig, da die vorliegende Studie als Anhaltspunkt fur
eine Metastasierung allein den Sentinellymphknotenstatus zum Zeitpunkt der Exzision

erfasst.

5.4 STAT3in primaren Melanomen mit und ohne Regressionszeichen

Regressionsphanomene sind beim malignen Melanom schon seit langerer Zeit bekannt.
Die Bedeutung in Hinblick auf die Prognose der Patienten ist jedoch nicht eindeutig
geklart. Es gibt sowohl Studien, in denen Regression als prognostisch unguinstiger
Faktor angesehen wird (Blessing et al., 1992; Clark et al., 1989; Gromet et al., 1978;
Slingluff et al., 1988), als auch Untersuchungen, die die Vermutung nahelegen, dass
sich Regression gunstig bezuglich des Lymphknotenstatus beim malignen Melanom
auswirkt (Liszkay et al., 2005). Ebenfalls gibt es Forschungsergebnisse, bei denen kein
Zusammenhang zwischen Regression und Prognose festzustellen ist (Briggs et al.,
1984; Cooper et al., 1985; Fontaine et al., 2003; Kelly et al., 1985; McGovern et al.,
1979; Shaw et al., 1987; Trau et al., 1983). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu
analysieren, ob eine Verbindung zwischen der STAT3-Expression und der Regression
besteht. Bei 43 (61%) der insgesamt 70 Patienten unseres Kollektivs liel3en sich
Zeichen von Regression feststellen. Hinsichtlich der STAT3-Expression jedoch konnte
bei dieser Gruppe kein Unterschied beobachtet werden im Vergleich zu der STAT3-
Expression der nicht-regressiven Melanome. Die Ergebnisse lieferten somit keine
Hinweise fir einen Zusammenhang zwischen der STAT3-Aktivitdt und Regression. Es
gibt jedoch Untersuchungen, bei denen durch Gentherapie mit einer dominant-negativen
STAT3 Variante (STAT-38) im Mausmodell an B16 Tumoren eine Hemmung des

Tumorwachstums und Tumorregression beobachtet werden konnte (Niu et al., 1999).
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5.5 Maogliche Zusammenhange zwischen STAT3 und Immunsuppression

Das Vorhandensein von T-Zellinfiltraten innerhalb eines Tumors konnte bereits in
verschiedenen Studien als ein prognostisch ginstiges Zeichen bewertet werden. Meist
handelt es sich bei den Zellen des Infiltrates um zytotoxische T-Zellen. Auch beim
Melanom wurden haufig tumorinfiltrierende Lymphozyten beobachtet. Die Intensitat des
Infiltrates (brisk, nonbrisk, absent) korrelierte dabei mit dem Langzeitiberleben der
Patienten (Clemente et al., 1996). Die Studie von Mraz-Gernhard et al. (1998) zu
prognostischen Faktoren beim humanen Melanom konnte hingegen keinen individuellen
Vorhersagewert treffen fur die Abwesenheit von Lymphozyteninfiltraten in Bezug auf
eine Lymphknotenbeteiligung.

Bei 60 der 70 primaren Melanome unseres Patientenkollektivs fanden sich
Immunzellinfiltrate im Bereich der Tumoren. 47 dieser Melanome zeigten eine deutliche
STAT3-Aktivitat im Infiltrat, wobei die STAT3-Expression in den Zellen des Infiltrates und
den Tumorzellen korrelierte. Kortylewski et al. (2005) beobachteten ebenfalls, dass
STAT3 in verschiedenen Immunzellen in der nahen Umgebung des Tumors aktiviert ist.
Sie stellten fest, dass STAT3 die Produktion der Tumorzellen an immunsuppressiven
Faktoren (IL-10, IL-6 und VEGF) fordert, welche wiederum zu einer vermehrten Aktivitat
von STAT3 in Immunzellen fihren. Dadurch kommt es zu einer verstarkten
Immunsuppression (u.a. Verhinderung der Reifung von dendritischen Zellen und
Akkumulation von regulatorischen T-Zellen in der Tumorumgebung). Auch Burdelya et
al. (2005) erforschten in ihrer Arbeit Zusammenhénge zwischen der STAT3-Aktivitat und
dem Immunzellinfiltrat. Im Mausexperiment fanden sie Hinweise, dass die STATS3-
Aktivitat assoziiert ist mit Tumorwachstum und einer Verminderung des T-Zell-Infiltrats.
Auch zeigte sich in ihren Experimenten, dass es durch eine Blockierung des STAT3-
Signalweges zu einer vermehrten Migration von Lymphozyten, natirlichen Killerzellen,
Neutrophilen und Makrophagen kommt.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass regulatorische T-Zellen durch ihre
hemmende Wirkung auf CD8+-T-Zellen wesentlich zur Immunsuppression in der
Tumorumgebung beitragen (Zou et al.,, 2005). Bei Tumorpatienten konnte eine
gesteigerte Anzahl regulatorischer T-Zellen im Tumor und in den Lymphknoten

nachgewiesen werden (Liyanage et al., 2002).
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Wang et al. (2004) zeigten anhand eines Mausmodells, dass es bei einer dauerhaften
Aktivierung des STAT3-Signalweges in Tumorzellen zu einer Hemmung der Expression
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen kommt. Eine Blockierung der
STAT3-Aktivitat in Tumorzellen, u.a. in Maus B16 Melanomen, resultierte in einer
verstarkten Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, was zu
einer Aktivierung des Immunsystems und dendritischer Zellen fiihrte. Auch die Studien
von Nefedova et al. (2004) weisen darauf hin, dass STAT3 in die abnorme
Differenzierung von dendritischen Zellen in Tumoren involviert ist. Tumorzellen
produzieren verschiedene Faktoren, wie VEGF, IL-10 und TGF-(, die in der Lage sind,
die Differenzierung und Reifung von dendritischen Zellen (DCs) zu hemmen und so zu
einer T-Zell-Toleranz fuhren (Gabrilovich et al., 1996, Yang und Lattirne, 2003). Diese
Studien legten nahe, dass durch die mdgliche immunsuppressive Wirkung von
aktiviertem STAT3 eine Verminderung des Immunzellinfiltrates auch im hier
untersuchten Patientenkollektiv nachzuvollziehen sein misste. Die Uberpriifung eines
etwaigen Zusammenhanges ergab hingegen keine Hinweise fir eine inverse Korrelation
zwischen der STAT3-Expression und dem Infiltrat. Wider Erwarten fanden sich
Immunzellinfiltrate (,early regressive* Melanome) haufig (31,25 %) innerhalb der Gruppe
von Melanomen mit starker STAT3-Expression. In den Melanomgruppen mit schwacher
oder keiner STAT3-Expression fand sich hingegen ein geringerer Anteil (12 bzw. 25 %)
an ,early regressive Melanomen. Das Infiltrat wurde jedoch lediglich in seiner Quantitat
bestimmt. Fir eine detailliertere Beurteilung sind weitere Studien nétig, die eine genaue
Charakterisierung des Infiltrates beinhalten. Interessant wéare zum Beispiel
herauszufinden, welche Zelltypen im Infiltrat vorliegen und ob es sich um
funktionstiichtige Zellen handelt.

Im Experiment mit Mausen wurde beobachtet, dass Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, die sich durch ein Fehlen von STAT3 auszeichneten, eine verstéarkte
Expression von proinflammatorischen Mediatoren und eine vermehrte Thl Aktivitat
bewirkten. Auch entwickelten diese Mause mit der Zeit chronisch entzindliche
Darmerkrankungen, was STAT3 eine Rolle zukommen lasst bei der physiologischen
Unterdrickung uberschiel3ender Aktivitat von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten (Takeda et al., 1999).
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5.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass in den primédren Melanomen eine deutliche
STAT3-Aktivitdt vorhanden ist. Bei der Analyse von Regressionsphanomenen fanden
sich Hinweise, dass Zeichen partieller Regression beim malignen Melanom als
prognostisch glinstig anzusehen sind. Ein Zusammenhang zwischen STAT3 und einer
vermehrten Invasivitat, Metastasierung oder immunsuppressiven Wirkung liel3 sich
anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht bestéatigen. Zumindest ist flr die primaren
Melanome unseres Kollektivs davon auszugehen, dass STAT3 als prognostischer
Marker bei der histopathologischen Untersuchung eine untergeordnete Rolle spielt.
Dennoch scheint STAT3 bei einer Vielzahl von Tumoren mit einer ungilnstigen
Prognose assoziiert zu sein (Masuda et al., 2002; Xie et al., 2006; Yu and Jove, 2004).
Verschiedene Studien haben bisher die Hoffnung geweckt, dass sich STAT-3 als
Zielmolekal bei der Entwicklung neuer therapeutischer Madoglichkeiten in der
Tumortherapie eignen kénnte. Niu et al. (2001) fanden im Experiment mit Maus B16
Melanomen heraus, dass es durch die Expression einer dominant-negativen Form des
STAT3-Proteins (STAT-3B) zu einer massiven Apoptose der Tumorzellen kam.
AulRerdem stellten sie einen sogenannten ,Bystander Effect” fest, bei dem sich zeigte,
dass auch benachbarte Tumorzellen, die keiner Gentherapie ausgesetzt waren, durch
Apoptose zugrunde gingen. Auch frihere in vitro Experimente zeigten, dass die
Hemmung des STAT3-Signalweges die Apoptose in Tumorzellen des Myeloms induziert
(Catlett-Falcone et al., 1999). Eine Vielzahl von Signaltransduktionstherapeutika
befindet sich bereits in der Entwicklung: z.B. AntikGrper gegen Zytokine, Tyrosinkinase-
Inhibitoren, Rezeptorantagonisten, interagierende Molekile der STAT-DNA-Bindung und
gentherapeutische Anséatze (Bromberg et al., 2002). Ob diese auch fur die Therapie des
primaren Melanoms von Bedeutung sein werden, bleibt abzuwarten. Da die STATS3-
aktivierenden Mechanismen sehr komplex sind und von gewebeabhangigen
Unterschieden ausgegangen werden muss, ist anzunehmen, dass die STAT3-Aktivitat
zwischen verschiedenen Tumoren variiert. Langzeitstudien mit wesentlich gréfl3eren
Patientenzahlen werden erforderlich sein, um die prognostische Relevanz von STAT3

beim humanen Melanom genauer zu prifen.
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6 Zusammenfassung

Signal transducer and activator of transcription (STAT) Proteine sind an der Regulation
wichtiger zellularer Prozesse, wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt.
In verschiedenen Publikationen wurde der aktive Transkriptionsfaktor STAT3 u.a. mit
invasivem Wachstum, vermehrter Metastasierung und einer immunsuppressiven
Wirkung in Zusammenhang gebracht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die STAT3-Expression in Bezug auf invasives
Wachstum und Metastasierung beim humanen Melanom zu analysieren. Dazu wurde
die STAT3-Expression von 70 primaren Melanomen mit einem spezifischen
Phosphotyrosin-705-STAT3-Antikérpers immunhistochemisch dargestellt und beztiglich
der Tumordicke, Lymphknotenstatus und Uberleben der Patienten analysiert.

Entgegen den Erwartungen ergab sich keine Korrelation der STAT3-Aktivitdt mit der
Tumordicke, als Zeichen der Invasivitat. Es zeigte sich eher eine verminderte STAT3-
Expression mit zunehmender Invasionstiefe. Eine Korrelation zwischen positiven und
negativen Lymphknotenstatus und der STAT3-Expression in den primaren Melanomen
konnte ebenfalls nicht festgestellt werden, so dass wir die Hypothese, STAT3 fordere
die metastatische Progression, anhand unseres Patientenkollektivs nicht verifizieren
konnten. 61% der primaren Melanome unseres Kollektivs wiesen Regressionszeichen
auf. Hinsichtlich der STAT3-Expression konnte bei dieser Gruppe keine Differenz zu den
nicht-regressiven Melanomen festgestellt werden. Das Ausmalfi der STAT3-Expression
korrelierte nicht mit der Menge der Immunzellinfiltrate. Melanome mit histologisch
nachweisbarer Regression wiesen allerdings zu einem hoheren Anteil einen negativen
Lymphknotenstatus auf, so dass Regression in dem untersuchten Patientenkollektiv als
prognostisch gunstiges Zeichen gedeutet werden kann.

Zusammenfassend deutet die Analyse der primaren Melanome unseres Kollektivs
darauf hin, dass STAT3 als prognostischer Marker bei der histopathologischen
Untersuchung eine untergeordnete Rolle spielt. Weitere Untersuchungen an gréf3eren
Patientenkollektiven werden nétig sein, um den Zusammenhang zwischen STAT3 und

der Metastasierung beim humanen Melanom n&her zu charakterisieren.
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