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1. Grundlagen: Malignes Melanom 

1.1 Entwicklung von Melanozyten 

Melanozyten sind die pigmentbildenden Zellen der Haut. Sie sind in der epidermalen 

Basalschicht lokalisiert, wo sie 5-10% der Zellen ausmachen. Ihre Aufgabe ist es, 

durch Pigmentbildung eine Barriere gegen UV-Strahlen aufzubauen. Diese Funktion 

wird erfüllt, indem in spezifischen Zellorganellen, den Melanosomen, Melanin 

synthetisiert wird, das an benachbarte Keratinozyten abgegeben wird. Bei den 

Melanozyten handelt es sich um Abkömmlinge der Neuralleiste. Während der 

Embryonalentwicklung entstehen drei Keimblätter: das Ektoderm, das Endoderm und 

das Mesoderm. Jedes Blatt ist für die Bildung bestimmter Strukturen und Organe 

zuständig. Während eines als Neurulation bezeichneten Vorganges kommt es zu einer 

Einstülpung des dorsalen Ektoderms, wobei das Neuralrohr als Vorläufer des 

zentralen Nervensystems entsteht. Die Übergangszone zwischen dem zukünftigen 

Neuralrohr und dem Ektoderm löst sich als Neuralleiste ab. Der Verlust der Zellpolarität 

ist dabei eine wichtige Voraussetzung, damit Zellen migrieren können. Die 

Neuralleistenzellen migrieren durch den Körper, um letztendlich in verschiedene 

Zelltypen zu differenzieren (Knecht et al. 2002; Silver et al. 2006). Bevor sie 

differenzieren, unterliegen Neuralleistenzellen einer Spezifizierung durch 

verschiedene Regulatoren (z.B. Wingless/INT-related (Wnt) 1 und 3) und die 

Transkriptionsfaktoren PAX3 (Paired box transcription factor) und FOXD3 (Forkhead 

Box D3). Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen multipotent und exprimieren unter 

anderem folgende Neuralleistenmarker: SOX10, SOX9 und in Mäusen SNAIL2. Unter 

dem Einfluss von Transkriptionsfaktoren wie SOX10, PAX3, FOXD3 und MITF, 

differenzieren sich Neuralleistenzellen zu Melanoblasten. MITF ist einer der 

wichtigsten Regulatoren für die Entstehung von Melanozyten (Baxter et al. 2010). Die 

Expression dieses Transkriptionsfaktors wird durch PAX3 und SOX10 initiiert. Damit 

sich die gemeinsame Vorläuferzelle von Schwannzellen und Melanozyten in Richtung 

Melanozyten differenziert, bedarf es zweier weiterer Regulatoren: FOXD3 und SOX2 

(Mort et al. 2015). Melanoblasten, Vorläuferzellen der Melanozyten, wandern in die 

Dermis und schließlich in die Epidermis, wo sie zu Melanozyten ausdifferenzieren, die 

kontinuierlich proliferieren und aktiv migrieren. In den Haarfollikeln verbleiben 

melanozytäre Stammzellen, die für die Regeneration der Melanozyten während des 
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Haarzykluses verantwortlich sind. Zudem sind sie an der Regeneration nach 

Hautverletzungen beteiligt (Chang et al. 2014). Diese unterschiedlichen 

Differenzierungsstadien sind gekennzeichnet durch spezifische 

Genexpressionsmuster, die den Zellen definierte Charakteristika verleihen (Cichorek 

et al. 2013).  

1.2 Epidemiologie des malignen Melanoms 

Beim malignen Melanom handelt es sich um einen bösartigen Tumor des 

melanozytären Zellsystems, der vorwiegend im mittleren Lebensalter (50-60 

Lebensjahr) auftritt. Durch die frühzeitige Tendenz zur lymphogenen und 

hämatogenen Metastasierung hat es eine ungünstige Prognose (Moll et al. 2016). 

Das maligne Melanom gehört in Deutschland mit 10.470 Neuerkrankungen bei Frauen 

und 10.940 Neuerkrankungen bei Männern zu den zehn häufigsten 

Krebserkrankungen, sowohl bei Männern, als auch bei Frauen (Robert Koch-Institut 

2016). Die Erkrankungsraten sind seit 1980 bei Frauen altersstandardisiert um 270%, 

bei Männern um 210% angestiegen (Bertz et al. 2010). Nach der Einführung des 

Hautkrebs-Screenings 2008 als Leistung der gesetzlichen Krankenversicherung kam 

es zu einem Anstieg der Diagnoserate. Bei Frauen stieg die Inzidenz von 2007 auf 

2008 um 14%, bei Männern um 21% (Robert Koch-Institut 2016). Eine vergleichbare 

Steigung der Inzidenzrate zeigt kein anderer solider Tumor. Bisher ist kein Rückgang 

der Inzidenzraten erkennbar (Robert-Koch-Institut 2012).  

Unter den Inzidenzraten lässt sich ein geographischer Nord-Süd-Gradient erkennen. 

Während in Deutschland die Inzidenzrate 2008 bei 21,2-22,1 Fällen/100.000 

Einwohnern lag, traten die höchsten Inzidenzraten weltweit in Australien und 

Neuseeland mit 50-60 Fällen/100.000 Einwohnern auf. Dies hängt zum einen mit dem 

erhöhten Melanomrisiko durch Sonnenexposition besonders in der Kindheit und 

Jugend zusammen und zum anderen mit dem Hauttypus. Die Inzidenz des malignen 

Melanoms ist bei hellhäutigen, UV-empfindlichen Personen (Hauttyp I und II) deutlich 

erhöht gegenüber dunkelhäutigen Personen (Hauttyp III und IV). Bei Menschen mit 

stärkerer Pigmentierung (Afrikaner, Asiaten) hingegen ist das Melanom selten und 

kommt nahezu ausschließlich palmoplantar vor. Der generelle Anstieg der 

Inzidenzraten ist darüber hinaus durch Änderungen der Freizeitgewohnheiten, die mit 
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vermehrter Sonnenexposition einhergehen, erklärbar (Deutsche Krebsgesellschaft 

(DKG), Deutsche Krebshilfe 2016; Robert Koch-Institut 2016). 

Unter allen Hauttumoren hat das maligne Melanom die höchste Metastasierungsrate 

und ist für 90% aller Hautkrebs-bedingten Sterbefälle verantwortlich (Robert Koch-

Institut 2016; Deutsche Krebsgesellschaft et al. 2016, Robert-Koch-Institut 2016). 2013 

starben 1.255 Frauen und 1.787 Männer an einem malignen Melanom (Robert Koch-

Institut 2016). Die Mortalitätsrate stieg für beide Geschlechter von 1999 bis 2008 um 

23%. Vergleicht man den Anstieg der Inzidenzraten mit denen der Mortalitätsraten, ist 

zu erkennen, dass dieser deutlich geringer ausfällt, was auf eine relative Stabilisierung 

der Mortalitätsraten schließen lässt (Breitbart et al. 2012). Eine Rolle hierbei könnte 

spielen, dass die meisten Melanome in frühen, prognostisch günstigeren Stadien (I-

IIB) diagnostiziert werden (Balch et al. 2009). Daraus lässt sich außerdem ableiten, 

dass die Prävalenzrate weit über der Inzidenzrate liegen muss. Diese betrug 2013 in 

Deutschland rund 95.000 Neuerkrankungen (Robert Koch-Institut 2016).  

1.3 Risikofaktoren 

Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen führen zur Entstehung eines 

malignen Melanoms. Diese Mutationen sind überwiegend durch UV-Strahlen induziert. 

Zu den häufigsten Mutationen zählen BRAF- und NRAS-Genmutationen, welche eine 

Wachstumsinduktion von zur Folge haben. PTEN- und p53-Mutationen betreffen 

dagegen Tumorsuppressorgene (Pal et al. 2016). Für die Entstehung von Mutationen 

ist die Interaktion von genetischen und durch die Umwelt bedingten Faktoren von 

Bedeutung. Hellhäutige, UV-empfindliche Personen, die nahe am Äquator wohnen, 

haben somit ein erhöhtes Risiko an einem Melanom zu erkranken. Ein weiterer 

Risikofaktor für die Entstehung eines malignen Melanoms ist das Auftreten von 

multiplen Vorläuferläsionen (≥ 100 gewöhnliche melanozytäre Nävi oder ≥ 5 atypische 

melanozytäre Nävi und ≥ 50 gewöhnliche melanozytäre Nävi) (Deutsche 

Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche Krebshilfe 2016; Moll et al., 2016). Bei 5-10% der 

Patienten ist eine familiäre Häufung zu beobachten. Als besonders gefährdet gelten 

Patienten, die ≥ 5 atypische melanozytäre Nävi aufweisen und aus einer Familie mit 

gehäuft auftretendem malignem Melanom stammen. Des Weiteren zählt zu den 

Risikofaktoren das Auftreten eines Melanoms in der eigenen Vorgeschichte sowie 

Immunsuppression (Garbe et al. 1994; Grob et al. 1990; Holly et al. 1987).  
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1.4 Subtypen des malignen Melanoms 

Histopathologisch lässt sich das maligne Melanom in vier Subtypen unterteilen. Das 

superfiziell-spreitende Melanom (SSM) ist mit ca. 55% der häufigste Melanomtyp. 

Klinisch imponiert das SSM als asymmetrische, makulöse Pigmentläsion, die scharf, 

aber unregelmäßig begrenzt ist. Teilweise zeigen sich exzentrisch papulöse Anteile. 

Charakteristisch ist das Auftreten verschiedener Farbtöne. Primär besteht eine 

horizontale Wachstumstendenz. Das SSM kann in ein noduläres Melanom übergehen.  

Das noduläre Melanom (NMM) tritt in etwa 20% der Fälle auf. Es handelt sich um einen 

knotigen, exophytisch-wachsenden Tumor, der überwiegend schwarz-braun imponiert 

und häufig erosiv blutet. Das Tumorwachstum erfolgt primär vertikal, was mit einer 

ungünstigen Prognose einhergeht. Bei ca. 10% der Subtypen handelt es sich um ein 

Lentigo-maligna-Melanom (LMM), das fast ausschließlich an sonnenexponierten 

Hautarealen (insbesondere Gesicht) bei älteren Patienten vorkommt. Die makulöse 

Pigmentläsion ist meist unscharf begrenzt, weist verschiedene Brauntöne mit teilweise 

schwarzen Anteilen auf und geht in der Regel aus einem Melanoma in situ (Lentigo 

maligna) hervor.  

Das akrolentiginöse Melanom (ALM) zählt zu den seltenen Melanomformen und tritt 

vorwiegend palmoplantar und subungual auf. Zunächst imponiert es meist als unscharf 

begrenzte, inhomogene Pigmentierung, die in ulzerierende Knoten übergehen kann. 

Unter dem Nagel befindliche Tumore zeigen sich häufig als bräunliche Flecken oder 

streifige Pigmentierung des Nagelbetts, die auch auf die Nagelumgebung übergreifen 

können.  

Zu weiteren Sonderformen des Melanoms zählen das amelanotische maligne 

Melanom, das Aderhautmelanom und das Schleimhautmelanom sowie 

unklassifizierbare maligne Melanome (Moll et al. 2016). 
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1.5 Stadieneinteilung und Prognose 

Die Tumorklassifikation ist eine entscheidende Grundlage für die Einordnung der 

Tumoren hinsichtlich Prognose und diagnostischem sowie therapeutischem 

Vorgehen. Das maligne Melanom wird nach der TNM-Klassifikation der AJCC 

(American Joint Committee on Cancer) aus dem Jahr 2017 klassifiziert. Diese setzt 

sich aus der Klassifikation des Primärtumors (T-Klassifikation), der Klassifikation 

regionärer Lymphknoten (N-Klassifikation) und der Klassifikation der Fernmetastasen 

(M-Klassifikation) zusammen. Das Hauptaugenmerk bei der T-Klassifikation liegt auf 

der Tumordicke nach Breslow und der Tumorulzeration. Die Mitoserate (definiert als 

Mitosen/mm²) sowie die Invasionstiefe (CLARK-Level) finden aktuell keine 

Anwendung mehr (Gershenwald et al. 2017a).  

Die N-Klassifikation berücksichtigt die Ausbreitung des Tumors auf regionale 

Lymphknoten und die Anzahl befallener Lymphknoten. Des Weiteren wird 

unterschieden, ob sich der Tumorbefall rein mikroskopisch oder auch klinisch darstellt 

(„clinically occult“ vs. „clinically detected“). Die Klassifikation berücksichtigt drüber 

hinaus das Vorhandensein von Satelliten- oder Intransitmetastasen. 

Fernmetastasen treten auf, wenn sich Tumorzellen jenseits der regionären 

Lymphknoten oder Lymphbahnen ansiedeln. Die M-Klassifikation differenziert 

zwischen nicht-viszeralen Metastasen (M1a), Lungenmetastasen (M1b), 

Fernmetastasen anderer, viszeraler Lokalisation (M1c) sowie Fernmetastasen des 

zentralen Nervensystems (M1d), wobei zusätzlich weitere Parameter (erhöhte 

Serumwerte der Laktatdehydrogenase) eingeschlossen werden (Balch et al. 2009), 

(Anhang-Tabelle A). 

Die Einteilung des malignen Melanoms erfolgt unter Berücksichtigung der drei oben 

beschriebenen Klassifikationen in 4 Stadien. 

Stadium I umfasst Patienten mit ulzerierten Tumoren bis Tumordicken < 0.8 mm sowie 

nicht-ulzerierte Primarien bis ≤ 2 mm. Nicht-ulzerierte sowie ulzerierte Tumoren mit 

Tumordicken von > 2 mm ohne Metastasierung werden im Stadium II 

zusammengefasst. Stadium III liegt vor, sobald regionale Metastasen oder Metastasen 

im regionalen Lymphabflussgebiert auftreten. Stadium IV schließt alle Patienten mit 

Fernmetastasen ein (Gress 2017; Gershenwald et al. 2017), (Anhang-Tabelle B). 
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Mit höherer Einstufung in die jeweiligen Stadien verschlechtert sich die Prognose. Die 

5-Jahres-Überlebensrate und die 10-Jahres-Überlebensrate basierend auf der TNM-

Klassifikation variieren von 97% und 93% bei Patienten mit T1aN0M0 (Stadium IA), 

bis hin zu 53% und 39% bei Patienten, die als T4bN0M0 (Stadium IIC) eingestuft 

wurden. Ulzerierte Primärmelanome zeigen eine proportional niedrigere 

Überlebensrate im Vergleich zu nicht-ulzerierten Melanomen in der entsprechenden 

T-Klassifikation, haben allerdings eine vergleichbare Überlebensrate, wie nicht-

ulzerierte Primärtumoren der nächst höheren T-Klassifikation.  

Die 5-Jahres-Überlebensraten im Stadium III betragen 78%, 59% und 40% für Stadium 

IIIA, IIIB und IIIC. Bei Patienten mit Fernmetastasen beträgt die 1-Jahr-Überlebensrate 

für M1a, M1b und M1c 62%, 53% und 33%. Im Stadium IV hat sich ein erhöhter Lactat-

Dehydrogenase-Spiegel im Serum als signifikanter, unabhängiger Marker für die 

Überlebensrate etabliert. Die 1-Jahr-Überlebensrate betrug bei Patienten mit normalen 

LDH-Spiegeln 65%, wohingegen bei Patienten mit erhöhten LDH-Spiegeln die 1-Jahr-

Überlebensrate lediglich bei 32% lag (Balch et al. 2009). 

Für die vorliegende Arbeit wurde die Tumorklassifikation anhand der Kriterien der 

TMN-Klassifikation der AJCC aus dem Jahre 2009 verwendet. 

1.6 Prognostische Marker 

Biologische und serologische Marker sollen dazu beitragen, Erkrankungen früher zu 

erkennen, Diagnosen zu sichern, Prognosen abzuschätzen und eine Vorhersage über 

ein mögliches Ansprechen auf eine Therapie zu ermöglichen. Tumormarker, die in 

Tumorgeweben im Vergleich zu gesundem Gewebe stärker exprimiert sind, dienen als 

diagnostische Marker. Marker, die in fortgeschrittenen Stadien vermehrt exprimiert 

werden, dienen hingegen als prognostische Marker. Andere Marker wiederum sollen 

der Kontrolle von Therapieverläufen dienen (Vereecken et al. 2012).  

Neben interventionell bestimmten Markern spielt die anatomische Lokalisation der 

Primarien hinsichtlich der Prognose eine Rolle. Melanome, die sich am Rumpf, Kopf 

und Nacken befinden, gehen mit einer schlechteren Prognose einher, als Primarien, 

die an den Extremitäten auftreten, da sie häufiger in die Ferne metastasieren. 

Melanome der Extremitäten hingegen metastasieren häufiger lokal (Leiter et al. 2004). 

Eine Hochrisikogruppe stellen Patienten über 60 Jahren da. Neben der Tatsache, dass 
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ältere Patienten häufiger dicke, ulzerierte Melanome aufweisen, geht man davon aus, 

dass die Abwehrmechanismen älterer Menschen geschwächt sind und somit die 

Tumor-Morbidität und Mortalität steigt. Bezüglich des Geschlechtes gibt es große 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Kontinenten. Während die Inzidenzraten 

in den USA und Australien bei Männern höher liegen, ist in Europa die der Frauen 

höher. Davon abgesehen ist die Überlebensrate der Frauen weltweit höher, als die der 

Männer (Mervic 2012). 

1.7 Histomorphologische Marker 

Wie bereits oben beschrieben, werden zur Risikostratifizierung und 

Prognoseabschätzung verschiedene prognostische Marker eingesetzt. Neben der 

vertikalen Tumordicke, die als wichtigster prognostischer Faktor in den Primärstadien 

gilt und der Ulzeration des Primärtumors, hat sich die Mitoserate als aussagekräftiger 

Prognosemarker für das Gesamtüberleben herausgestellt (Balch et al. 2009; Deutsche 

Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche Krebshilfe 2016). 1970 hat Alexander Breslow die 

Tumorprognose von malignen Melanomen in Zusammenhang mit der vertikalen 

Tumordicke gebracht (Breslow 1970). Diese bezeichnet den Abstand zwischen der 

oberen Grenze des epidermalen Stratum granulosum und der tiefst gelegenen 

Melanomzelle in der Dermis oder Subkutis (Breslow 1970; Scolyer et al. 2013). Mit 

zunehmender Tumordicke sinkt die Gesamtüberlebensrate (Balch et al. 2009). Nach 

der Tumordicke nach Breslow gilt die Mitoserate als aussagekräftigster, unabhängiger 

Marker für Melanom-spezifisches Überleben (Thompson et al. 2011). Die Bestimmung 

der Mitoserate wird bei Tumoren mit einer Tumordicke von ≥ 1.0 mm durchgeführt. Mit 

zunehmender Mitoserate nimmt die Überlebenszeit ab (Balch et al. 2009). Primarien 

im ulzerierten Stadium gehen mit einer verringerten Progressions-freien Zeit und 

einem verringertem Gesamtüberleben einher. Ulzerationen sind definiert als das 

Fehlen einer intakten Epithelschicht (Callender and McMasters 2011). Ein weiteres 

histologisch ungünstiges Kriterium ist der Einbruch des Tumors in Venen- oder 

Lymphgefäße (Kashani-Sabet et al. 2001). Ausgedehnte Tumordicke, positiver 

Ulzerationsstatus und eine erhöhte Mitoserate sind zusätzlich Risikofaktoren für das 

Vorliegen eines positiven Wächterlymphknotens. Für mittlere Tumordicken dient der 

Sentinellymphknoten als prognostischer Marker (Munsch et al. 2014), bei dünnen 

ergänzt er die Aussagekraft der Tumordicke nach Breslow allerdings nicht (Freeman 

et al. 2013).  
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1.8 Immunhistochemische Marker 

Human Melanoma Black-45 (HMB-45), Melan-A, Tyrosinase, Mikrophthalmie-

assoziierter Transkriptionsfaktor (MITF) und S100 sind die bekanntesten 

immunhistochemischen Marker, die zur Diagnosestellung beim malignen Melanom in 

Betracht gezogen werden können (Weinstein et al. 2014).  

HMB-45 ist ein monoklonaler Antikörper der Maus, der sich gegen Melanomzellen, 

aber auch gegen benigne Läsionen richtet (zum Beispiel Junktionsnävi) (Dean et al. 

2002), wohingegen normale, adulte Melanozyten nicht angefärbt werden (Gown et al. 

1986; Ordonez 2014). Die Sensitivität beträgt 69-93%, die Spezifität 56-100% (Jing, 

Michael, and Theoharis 2013). 

Melan-A ist ein Antigen, das in Melanozyten, Melanomzellen und dem pigmentierten 

Retinaepithel exprimiert wird. Es zeigt eine Sensitivität von 93% und eine Spezifität 

von 98% bei der Differenzierung zwischen melanotischen und nicht-melanotischen 

Neoplasien sowie eine Sensitivität von 75-92% bzw. eine Spezifität von 95-100% in 

der Erkennung von Melanomzellen (Weinstein et al. 2014; Jing, Michael, and 

Theoharis 2013). Insgesamt wird es in etwa 85-97% der Primärmelanome und 57-92% 

der metastasierten Melanome exprimiert (Ordonez 2014).  

Tyrosinase ist ein Enzym, das in die Biosynthese von Melanin involviert ist und somit 

sowohl in Melanozyten, als auch in Melanomzellen exprimiert wird. Es kann als 

immunhistochemischer Marker mit einer Sensitivität von 90-100% für Primarien und 

mit abnehmender Sensitivität in fortgeschrittenen Stadien eingesetzt werden. Die 

Spezifität zur Differenzierung von melanotischen zu nicht-melanotischen Tumoren 

beträgt 97-100% (Weinstein et al. 2014). Der Marker wird von ca. 80-90% der 

Melanome exprimiert (Ordonez 2014).  

MITF ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Melanozytendifferenzierung während der 

Embryonalentwicklung beteiligt ist. Der Transkriptionsfaktor hat sich als nützlicher 

Marker bei metastasierten Melanomen erwiesen (Miettinen et al. 2001). Allerdings hat 

er sich als nur wenig spezifischer Marker herausgestellt, da er neben Melanomzellen 

auch Histiozyten, Lymphozyten, Fibroblasten, Schwannzellen und glatte Muskelzellen 

anfärbt. Die Sensitivität der Diagnostik von Primarien beträgt etwa 87-100% (Weinstein 

et al. 2014).  
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S100 ist eine Familie von über 24 Proteinen, die an einer Vielzahl von zellulären 

Prozessen beteiligt ist. S100 war der erste Marker, der sich als nützlich in der 

Melanom-Diagnostik erwiesen hat. Besonders bei in Formalin fixierten Präparaten hat 

der Marker eine hohe Sensitivität von über 89%, wohingegen die Spezifität lediglich 

bei 70-77% liegt. Dies liegt daran, dass S100 zusätzlich Schwannzellen, 

Chondrozyten, Langerhans-Zellen und Myoepihtelzellen anfärbt. Das Protein ist in 

allen Subtypen des malignen Melanoms exprimiert. Im Gegensatz zu anderen 

immunhistochemischen Markern hat S100 auch in desmoplastischen Melanomen eine 

hohe Sensitivität (Weinstein et al. 2014; Ordonez 2014). 

1.9 Serologische Marker 

Durch die Bestimmung serologischer Marker ist es möglich, Informationen über 

Krankheitsfortschritte oder Therapieerfolge zu gewinnen, ohne sich eines invasiven 

Verfahrens bedienen zu müssen.  

Neben der Funktion als immunhistochemischer Marker kann S100 ebenfalls als 

serologischer Marker eingesetzt werden. Es hat sich herausgestellt, dass der Marker 

besonders geeignet ist, fortgeschrittene Krankheitsstadien zu detektieren (Kaskel et 

al. 1999). Bei Patienten in fortgeschrittenem Krankheitsstadium konnte ein erhöhter 

S100β-Spiegel in Zusammenhang mit Metastasierung, Rezidiven und verkürztem 

Gesamtüberleben gebracht werden (Tarhini et al. 2009; Weinstein et al. 2014). In einer 

multivarianten Analyse hat sich S100β im Serum als ein unabhängiger prognostischer 

Faktor gezeigt, da es signifikant mit dem Überleben des Patienten korreliert (Mocellin, 

Zavagno, and Nitti 2008).  

Das Enzym Laktat-Dehydrogenase (LDH) wird als klinischer, serologischer Marker 

beim malignen Melanom eingesetzt. Es gilt als aussagekräftiger Marker, dessen 

Erhöhung mit einer erhöhten Tumorlast und einer schlechteren Prognose einhergeht 

(J. Zhang et al. 2015). Das Enzym wird vor allem freigesetzt, wenn es zu Zellschäden 

oder Zelltod kommt, wodurch es nicht spezifisch für Malignität ist, sondern auch im 

Rahmen von anderen pathologischen Vorgängen wie Infarkten, 

Entzündungsprozessen und Hämolyse im Serum erhöht ist (Vereecken et al. 2012). 

Es hat sich herausgestellt, dass Patienten mit fernmetastasierten Melanomen eine 

schlechtere Überlebensrate bei erhöhten Serum-Laktatdehydrogenase-Spiegeln 

haben, als Patienten in Stadium IV mit nicht erhöhten LDH-Spiegeln (Balch et al. 
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2009). Bei asymptomatischen Patienten mit lokalisierten Melanomen hingegen hat die 

Serum-LDH keine prognostische Aussagekraft (T. S. Wang et al. 2004). Daraus ergibt 

sich, dass der Serum-Marker LDH ein wichtiges klinisches Instrument ist, um eine 

Tendenz hinsichtlich der Tumorprogression vorauszusehen. LDH wurde zudem als 

Parameter in die AJCC-Tumorklassifikation aufgenommen.  

C-reaktives Protein (CRP) ist ein Protein, das zu den Akute-Phase-Proteinen zählt, 

welche als unspezifische Marker bei Entzündungen, Infekten und Gewebsschäden 

vermehrt produziert werden. Darüber hinaus wurde ein erhöhtes CRP-Level mit 

verschiedenen malignen Prozessen und zusätzlich mit einer schlechteren Prognose in 

Verbindung gebracht (Allin and Nordestgaard 2011). Ein CRP-Anstieg ist beim 

malignen Melanom assoziiert mit dem Krankheitsfortschritt von Stadium I, II oder III zu 

Stadium IV (Deichmann et al. 2004).  

Melanoma-inhbiting activity (MIA) ist ein Protein, das als Wachstumsfaktor fungiert. Im 

Vergleich zu benignen, melanozytären Nävi und normaler Haut, weisen Melanome 

höhere MIA-Werte auf. Allerdings ist MIA nicht spezifisch für Melanome, da es zudem 

in anderen Neoplasien, in fortgeschrittenen Schwangerschaften und bei Kindern 

erhöht vorkommt (Bosserhoff, Kuster, and Hein 2004; Bosserhoff and Buettner 2002). 

Bei Melanompatienten korreliert die Höhe der MIA-Spiegel mit der Stadienzuordnung 

sowie mit der Tumorprogression und dem Ansprechen auf Therapien (Cao et al. 2007; 

Meral et al. 2001).  
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2. Therapie und Nachsorge 

Da es sich beim malignen Melanom um einen sehr aggressiven Tumor handelt und 

die herkömmlichen Therapiemöglichkeiten nur wenig erfolgreich sind, hat sich die 

Forschung in den letzten Jahren intensiv mit der Entwicklung neuer 

Therapiemöglichkeiten beschäftigt. Mit der Einführung von Checkpoint-Inhibitoren und 

den sogenannten „targeted therapies“ ist seit 2011 ein großer Fortschritt erzielt 

worden. Da diese Therapien allerdings nicht bei allen Patienten anschlagen und sich 

fortwährend Tumorresistenzen bilden, ist die Erweiterung effektiver 

Therapiemöglichkeiten erforderlich.  

Unter kurativer Intention erfolgt zunächst eine radikale Exzision. Je nach Tumordicke 

wird der Tumor in entsprechendem Sicherheitsabstand zum Tumorrand exzidiert, um 

Rezidivbildungen vorzubeugen und die Mortalität zu senken (Sladden et al. 2009). Ziel 

ist es, den Tumor im Gesunden zu entfernen. Bei Tumoren, die für eine Operation 

nicht geeignet sind, wird eine Radiotherapie des entsprechenden Areals empfohlen 

(Deutsche Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche Krebshilfe 2016). Ab einer Tumordicke 

von 1 mm und ohne Hinweis auf lokoregionale Metastasen oder Fernmetastasen soll 

zur genaueren Stadienzuordnung und zur besseren Vorhersage des 

Krankheitsverlaufs eine Wächterlymphknoten-Biopsie erfolgen (Donald L Morton et al. 

2014). Eine therapeutische Lymphadenektomie soll beim Nachweis einer 

lymphogenen Metastasierung ohne Hinweis auf Fernmetastasen durchgeführt werden 

(D L Morton et al. 1991).  

Die Therapieempfehlung richtet sich nach den verschiedenen Stadien. Ab Stadium 

IIB/C und IIIA-C soll eine adjuvante Interferontherapie angeboten werden, ab Stadium 

IIIA-C kann eine Therapie mit Ipilimumab angeboten werden (Deutsche 

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe 2018). Die chirurgische Therapie von Intransit- 

und Satellitenmetastasen ist empfohlen, wenn eine vollständige Entfernung der 

Metastasen möglich ist und keine Fernmetastasierung vorliegt (Deutsche 

Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche Krebshilfe 2016). Alternativ kann eine lokale 

Radiotherapie angeboten werden. Des Weiteren stehen lokale Verfahren wie die 

intratumorale Injektion von Interleukin 2 (Weide et al. 2011), die intratumorale 

Elektrochemotherapie mit Bleomycin oder Cisplatin (Sersa et al. 2000; Byrne et al. 

2005) und Talimogen laherparepvec (T-VEC) zur Verfügung (Andtbacka et al. 2015). 

Die Patienten sollten nach Möglichkeit in eine klinische Studie eingeschlossen werden. 



12 
 

Bei auf die Extremitäten beschränkt auftretenden Metastasen kann eine isolierte 

Extremitätenperfusion in Betracht gezogen werden (Moreno-Ramirez et al. 2010). 

Im metastasierten Stadium stützt sich die Therapie neben Operation, Strahlentherapie 

und Immuntherapie auch auf eine zielgerichtete Behandlung, die sogenannte „targeted 

therapy“. Mit Einführung dieser neuen Therapieoption zeigte sich bei fortgeschrittenen 

Melanompatienten erstmals eine Steigerung der Lebenserwartung sowie der 

Lebensqualität. Während das mediane Überleben bei fortgeschrittenem 

Krankheitsprozess vor einiger Zeit noch bei 8-12 Monaten lag, ist dieses mittlerweile 

auf 24 Monate und länger gestiegen (Ugurel et al. 2016). Dies ist unter anderem 

dadurch möglich, dass gezielt mutierte Proteine angegriffen werden können.  

2.1 Checkpoint-Inhibitoren 

Das cytotoxic T lymphocyte Antigen (CTLA-4) war der erste Checkpoint-Rezeptor, der 

als therapeutisches Ziel in Betracht gezogen wurde. Dieses Protein wurde erstmals 

von Brunet et al. im Jahre 1987 beschrieben. Es handelt sich um ein Protein aus der 

Immunglobulin-Superfamilie und ist überwiegend in aktivierten Lymphozyten (CD4+ 

und CD8+ T-Zellen) exprimiert. Darüber hinaus ist es an der T-Zell-vermittelten 

Zytotoxizität beteiligt (Brunet et al. 1987). Damit es zur T-Zell-Aktivierung kommt, 

bedarf es verschiedener Signale. Wird der T-Zelle von einer antigen-präsentierenden 

Zelle ein Antigen präsentiert, bindet diese das Antigen über einen T-Zell-Rezeptor. Zur 

Aktivierung ist noch ein weiterer Stimulus nötig, der durch die Bindung von B7, einem 

Oberflächenmolekül der antigen-präsentierenden Zelle, an CD28 der T-Zelle gegeben 

wird. CTLA-4 fungiert als negativer Regulator dieser Stimulation. Es bindet B7 und 

verhindert somit die Aktivierung und Proliferation der T-Zelle (Mccoy et al. 1999). 2011 

erzielte Ipilimumab als erste Immuntherapie eine Verbesserung der Gesamtlebensrate 

bei etwa 10-20% der Patienten (Hodi et al. 2010; Pasquali et al. 2018). Dabei handelt 

es sich um einen Antikörper, der an CTLA-4 bindet, das Protein dadurch inhibiert und 

somit die Aktivität der T-Zelle verstärkt (Camacho 2015). Dies bedeutet, dass der 

Tumor zum Ziel des Immunsystems wird, da seine Immuntoleranz aufgehoben wird.  

Ein weiteres Standbein der Immuntherapie bildet die PD-1-Blockade. Programmed 

death-1 (PD-1) ist ein Molekül, welches ebenfalls an der Regulierung der T-Zell-

Aktivität beteiligt ist. Es soll verhindern, dass die Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems überschießt bzw. Autoimmunprozesse unterbinden. Die PD-1-
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Expression ist bei Krebspatienten zwar hochreguliert, die Aktivierung wird allerdings 

durch den Liganden PD-L1 inhibiert, der in variablem Ausmaß auf der Oberfläche von 

Tumorzellen und antigenpräsentierenden Zellen exprimiert ist. Die Tumorantigen-

erkennenden T-Zellen, welche PD-1 überexprimieren, sind dysfunktional. Es hat sich 

herausgestellt, dass sich mittels spezifischer Antikörper die Interaktion zwischen PD-

1 und PD-L1 blockieren lässt und dadurch die biologische Funktion der T-Zellen zum 

Teil wiederhergestellt werden kann (Redman, Gibney, and Atkins 2016). Dies hat zur 

Folge, dass das Immunsystem den Tumor wieder erkennt und diesen abwehren kann. 

Nivolumab wurde im Juni 2015 als erster PD-1-Inhibitor für die Monotherapie des 

fortgeschrittenen Melanoms bei therapienaiven und vorbehandelten Patienten 

zugelassen, nachdem der Antikörper zuvor im Dezember 2014 als Zweitlinientherapie 

zugelassen worden war. Als weiterer Antikörper zur PD-1-Blockade wurde zudem 

Pembrolizumab im September 2014 zugelassen. Die beiden Antikörper erzielen im 

Vergleich zu Ipilimumab eine höhere objektive Ansprechrate (OAR), eine höhere 

progressionsfreie Zeit und ein verlängertes Gesamtüberleben (Schachter et al. 2017; 

Weber et al. 2017; Robert, Schachter, et al. 2015; Larkin et al. 2015). Mittlerweile sind 

Nivolumab und Ipilimumab als Kombinationstherapie von der europäischen 

Kommission zugelassen. Die Kombination geht, verglichen mit der alleinigen Therapie 

mit Ipilimumab, mit einer erhöhten OAR und einer erhöhten progressionsfreien Zeit 

einher (Postow et al. 2015).  

2.2 Zielgerichtete Therapie („targeted therapy“) 

Etwa 40-50% der Patienten in fortgeschrittenen Melanomstadium weisen eine 

BRAFV600 Mutation auf. Diese Mutation wirkt sich fördernd auf den Ras/Raf/MEK/ERK-

MAP-Kinase-Signalweg aus, der Signale von der Zellmembran bis in den Nucleus 

transportiert. Im Nucleus kommt es daraufhin zur Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Wachstumsfaktoren initiieren, den 

Eintritt in den Zellzyklus bewirken und die Zelle zur Differenzierung anregen 

(Peyssonnaux and Eychene 2001). Die BRAFV600-Mutation macht die Kinaseaktivität, 

der durch das RAF-Gen codierten Tyrosinkinase unabhängig von ihrem Liganden, 

dem Ras-Protein. Somit kommt es zu einer unkontrollierten Signalübertragung (Davies 

et al. 2002). Gleichzeitig stellt die Mutation einen Angriffspunkt für Therapiestrategien 

dar. In diesen Fällen hat die Therapie mit BRAF- und MEK-Inhibitoren einen 

verlängernden Einfluss auf die progressionsfreie Zeit und das Gesamtüberleben, 
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indem sie den durch die Mutation autonomen Signalweg inhibieren. Vemurafenib war 

der erste BRAF-Inhibitor, der 2011 von der amerikanischen Food and Drug 

Administration und im Februar 2012 europaweit für die Monotherapie zur Behandlung 

von erwachsenen Patienten mit einem nicht resezierbaren oder metastasierten 

Melanom und einer BRAFV600-Mutation zugelassen wurde. Dabrafenib zählt ebenfalls 

zu den BRAF-Inhibitoren und wurde 2013 von der europäischen Arzneimittelbehörde 

(EMA, European Medicines Agency) zugelassen. Trametinib ist ein MEK 1/2-Inhibitor 

und wird bei Patienten mit RAS- und RAF-Mutationen eingesetzt, da er die 

Gesamtüberlebensdauer und die progressionsfreie Zeit bei Patienten mit den 

entsprechenden Mutationen verlängert (Flaherty et al. 2012). In verschiedenen 

Studien konnte gezeigt werden, dass Dabrafenib und Trametinib in der Kombination 

überlegen sind, was zur Zulassung der Kombinationstherapie führte (Long et al. 2017; 

Robert, Karaszewska, et al. 2015). Dies gilt auch für Vemurafenib und Cobimetinib, 

einen weiteren MEK-Inhibitor (Larkin et al. 2014). Eine Mutation des c-KIT-Gens 

kommt vor allen in akrolentiginösen und Schleimhautmelanomen sowie bei Patienten 

mit chronisch-sonnengeschädigter Haut vor (Curtin et al. 2006). Bei diesen Mutationen 

haben sich KIT-Inhibitoren als wirksam erwiesen. Zu diesen gehören Imatinib, 

Dasatanib, Sunitinib und Nilotinib (Hodi et al. 2013; Cho et al. 2012). Diese werden in 

der Klinik eingesetzt, sind allerdings nicht von der FDA für diesen Zweck zugelassen 

(D. B. Johnson, Pollack, and Sosman 2016). 

Die hohen Mutationsraten von Melanomen, ihre rapide Ausbildung von Resistenzen 

gegen eingesetzte Therapeutika sowie ein Nichtansprechen auf Immuntherapie und 

zielgerichtete Therapie erfordert die Weiter- und Neuentwicklung der Diagnostik und 

Therapiemöglichkeiten. Binimetinib ist ein weiterer MEK-Inhibitor, der momentan in 

Kombination mit dem BRAF-Inhibitor Encorafenib getestet wird. 14% der Patienten, 

die eine GNAQ und GNA11-Mutation aufwiesen, sprachen auf Selumetinib, einen 

weiteren MEK1/2-Inhibitor, an. Allerdings konnte keine Verlängerung des 

Gesamtüberlebens festgestellt werden (Isshiki et al. 2011; Carvajal et al. 2014). Eine 

weitere Strategie, die auf den Ras/Raf/MEK/ERK-MAP-Kinase-Signalweg abzielt, 

basiert auf dem Einsatz von ERK-Inhibitoren, die sich zurzeit noch in der Entwicklung 

befinden (D. B. Johnson, Pollack, and Sosman 2016). Glembatumumab vedotin ist ein 

Antikörper-Wirkstoff-Konjugat, das sich gegen glycoprotein non-metastatic melanoma 

protein B (gpNMB) richtet. Dieses Protein ist häufig in kutanen und 

Schleimhautmelanomen sowie in Brustkrebs überexprimiert. Zurzeit wird unter 
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anderem getestet, ob sich dieses Protein als Zielstruktur therapeutisch nutzen lässt 

(Ott et al. 2014). 

2.3 Talimogen laherparepvec (T-VEC) 

Bei dieser Therapieform werden modifizierte Herpes-simplex-Viren Typ 1 direkt in den 

Tumor injiziert. Die Viren führen zu einer direkten zytotoxischen Wirkung und locken 

Immunzellen an (H. Liu et al. 2006). Diese Form der Therapie bietet sich zum Beispiel 

für Patienten an, die nur kutane und/oder subkutane Metastasen haben (Johnson, 

Puzanov, and Kelley 2015). 

2.4 Zytotoxische Chemotherapie 

Als Chemotherapeutika bei nicht resezierbaren Metastasen werden Dacarbazin, 

Temozolomid und Fotemustin eingesetzt (Deutsche Krebsgesellschaft (DKG), 

Deutsche Krebshilfe 2016; Middleton et al. 2000). Da das maligne Melanom als wenig 

Chemotherapie-sensibel gilt und keine signifikante Verlängerung des 

Gesamtüberlebens gezeigt wurde, werden die Wirkstoffe für gewöhnlich nur bei 

therapierefraktären Fällen als palliative Therapie eingesetzt (D. B. Johnson, Pollack, 

and Sosman 2016).  

 

Die Melanomnachsorge verläuft über 10 Jahre, in denen die Patienten in 

risikoadaptierten, definierten Abständen eine Eigenkontrolle vornehmen sowie 

stadiengerecht diagnostiziert werden (Deutsche Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche 

Krebshilfe 2016). Nach diesem Zeitraum erfolgen regelmäßige Selbstuntersuchungen 

sowie die jährliche Ganzkörperuntersuchung auf Zweitmelanome. 

  



16 
 

3. Praktische Grundlagen und Ziele des Projekts 

Viele Eigenschaften der Neuralleistenzellen hinsichtlich Proliferation, Migration, 

Differenzierung und ihrer Interaktion mit der Umwelt können in Melanomzellen 

wiedergefunden werden (Bailey, Morrison, and Kulesa 2012). 2006 gelang es dem 

japanischem Stammzellforscher Shinya Yamanaka die ersten induzierten 

pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) zu generieren. Seit dem wurden die Techniken 

zur Reprogrammierung verfeinert und verbessert und eine Generierung von iPS-Zellen 

aus Melanozyten war erfolgreich (Utikal et al. 2009). In einer vorhergehenden Arbeit 

wurden exprimierte Gene in iPS-Zellen und Melanomzellen untersucht und verglichen. 

Zu diesem Zweck wurden induzierte pluripotente Stammzellen mittels eines 

spezifischen Differenzierungsmediums in Neuralleistenzellen überführt. Das 

Genexpressionsmuster der Neuralleistenzellen wurde anschließend mit dem 

Genexpressionsmuster von Melanomzellen verglichen. Das Ergebnis war eine Liste 

von Genen, die sowohl in Neuralleistenzellen, als auch in Melanomzellen hoch- bzw. 

herunterreguliert waren. Hierbei handelte es sich um eine Schnittmenge von 95 Genen 

(Wu et al. 2018). Als Grundlage für die vorliegende Arbeit wurden daraus 8 Gene 

ausgewählt, die in Neuralleisten- und Melanomzellen signifikant hochreguliert waren. 

Des Weiteren wurden CD271 als bekannter Neuralleistenmarker (Boiko et al. 2010) 

und Ki67 als bekannter Proliferationsmarker (Jurikova et al. 2016) untersucht. In dieser 

Arbeit soll überprüft werden, inwieweit anhand der Expression der 10 ausgewählten 

Gene in Melanomen von Patienten eine Aussage über die Prognose dieser Patienten 

getroffen werden kann.  

Bei den Proteinen, die näher betrachtet werden sollen, handelt es sich um: CD271, 

GLDC, ERRFI1, TWIST, MSX1, Ki67, PTPRF, TNFRSF21, TNFRSF12A und IGFBP2.  

CD271 ist ein bekannter Neuralleistenzellmarker, auch bekannt als Nerve-Growth-

Factor-Rezeptor. Er wird in Geweben exprimiert, die von Zellen der Neuralleiste 

abstammen (Truzzi et al. 2015). Des Weiteren wurde die Expression des Proteins in 

Krebsstammzellen, darunter auch im malignen Melanom, nachgewiesen. Eine 

Überexpression in Tumorzellen fördert die Migration und Invasion und verleiht diesen 

dadurch stammzellähnliche Eigenschaften. Es gilt als essentiell für die 

Tumorinitiierung und –differenzierung und ist maßgeblich an 

Metastasierungsprozessen beteiligt (Boiko et al. 2010). 
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Das Genprodukt des GLDC-Gens ist als Gylcin-Decarboxylase Teil eines 

Enzymkomplexes, welcher an der Synthese von Serin durch die Decarboxylierung von 

Glycin beteiligt ist (Go et al. 2014). Der Metabolismus steht im Zusammenhang mit der 

Proliferationsrate der Tumorzellen beim malignen Melanom (Jain et al. 2012). Es wird 

angenommen, dass GLDC als metabolisches Onkogen an der Tumorentstehung und 

am Fortschreiten der Melanompathogenese beteiligt ist (W. C. Zhang et al. 2012).  

ERRFI1, auch bekannt als mitogen-inducible gene-6 (Mig-6), steht im Verdacht, 

Migrations- und Invasionsprozesse beim malignen Melanom zu beeinflussen. So soll 

eine Herunterregulierung von ERRFI1 in einem Epidermal-Growth-Factor (EGF)-

reichen Umfeld migrationsfördernde Eigenschaften mit sich bringen (Vu et al. 2016). 

TWIST ist ein bekannter Neuralleistenzellmarker (Clewes et al. 2011). Die Expression 

des TWIST-Gens hat vor allem Einfluss auf die Regulierung von Zellwanderung, -

invasion und –überleben (Gheldof and Berx 2013). Es konnte gezeigt werden, dass 

die Induktion des Transkriptionsfaktors TWIST eine wichtige Rolle bei der 

Metastasierung von Tumoren spielt (Yang et al. 2004; Tang et al. 2016). 

MSX1 spielt eine Rolle bei der Determinierung von Neuralleistenzellen (Gouti, Briscoe, 

and Gavalas 2011). Es konnte gezeigt werden, dass MSX1 in Melanomzellen 

reaktiviert wird und diesen Vorläufer-ähnliche Eigenschaften verleiht, wie zum Beispiel 

Plastizität und Migrationspotential (Heppt et al. 2018).  

Ki67 dient als Proliferationsmarker für sich teilende Zellen, sowohl in gesundem, als 

auch in Tumorgewebe (Gerdes et al. 1991). Aufgrund seiner Funktion als 

Proliferationsmarker wird Ki67 als prädiktiver und prognostischer Marker in 

Tumorgeweben, zum Beispiel beim Mammakarzinom, eingesetzt (Jurikova et al. 

2016). 

Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor Typ F (PTPRF) ist an der Regulierung des EGRF-

Signalweges beteiligt. In Melanomzellen ist er sowohl in Primarien, als auch in 

Metastasen stark exprimiert, wohingegen er in gesunden Melanozyten nicht oder nur 

wenig exprimiert ist (W. Liu, Peng, and Tobin 2013).  

TNFRSF21 gehört zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie und ist an 

Gewebsreparaturmechanismen, Angiogenese und Zellmigration beteiligt (Cabal-

Hierro and Lazo 2012; Jakubowski et al. 2002; Girgenrath et al. 2006; Winkles, Tran, 
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and Berens 2006). Darüber hinaus spielt der Rezeptor eine Rolle bei der 

Tumorentstehung, indem er immunologische und Entzündungsprozesse initiiert sowie 

an Tumorresistenzentwicklung beteiligt ist (Winkles, Tran, and Berens 2006). 

TNFRSF12A ist ebenfalls Teil der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie. Neben 

normalen physiologischen Funktionen konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass 

das Protein eine Rolle bei der embryonalen Entwicklung spielt (Schmidt et al. 2003). 

Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es zur Aktivierung des NF-kappaB-

Signalweges, welcher eine wichtige Funktion in der Tumorentstehung spielt (Pan et al. 

1998; Winkles, Tran, and Berens 2006). 

IGFBP2 gehört zur Superfamilie der Insulin-like growth factor binding proteins. Es wird 

hauptsächlich während der Embryonalentwicklung exprimiert, findet sich darüber 

hinaus aber auch in adultem Gewebe (Shin et al. 2017). Das Protein spielt nicht nur 

eine Rolle bei der Proliferation, Apoptose und Migration von Zellen während der 

Embryogenese, sondern auch in Tumorzellen (Yao et al. 2016). 
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4. Material und Methoden 

4.1 Patientenkollektiv  

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden von 54 Patienten insgesamt 54 

Proben untersucht. Es wurden Patienten eingeschlossen, bei denen zwischen 1989 

und 2013 ein malignes Melanom diagnostiziert wurde. Die Patienten erhielten keine 

das Überleben signifikant verlängernde Therapie. Unter den 55 Patienten befanden 

sich 21 Frauen und 34 Männer. Die Auswahl des Patientenkollektivs erfolgte anhand 

klinischer Daten. Das Patientenkollektiv wurde in die jeweiligen Gruppen anhand 

folgender Kriterien eingeteilt: In Gruppe I wurden Patienten, die innerhalb von 12 

Monaten nach Fernmetastasierung starben, den Patienten gegenübergestellt, die 

nach Fernmetastasierung über 30 Monate überlebten (Kurzzeitüberleber- versus 

Langzeitüberleber-Gruppe). Darüber hinaus wurden von den involvierten Patienten 

klinische Daten gesammelt. Dazu gehörten die Tumordicke des Primärmelanoms nach 

Breslow und das Clark-Level. Es wurde erfasst, in welchem Krebsstadium sich die 

Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose befanden und in welchem Zeitraum die 

erste Metastase auftrat. Zusätzlich wurden LDH-Spiegel im Serum +/- einen Monat 

nach Diagnosestellung Stadium IV und S100ß-Spiegel im Serum +/- einen Monat nach 

Diagnosestellung Stadium IV vermerkt. Des Weiteren wurden klinische Angaben 

hinsichtlich weiterer Krebserkrankungen berücksichtigt.  

Die Gruppe I umfasst insgesamt 32 Patienten mit Fernmetastasen, die entweder 

innerhalb von 12 Monaten verstarben (Kurzzeitüberleber-Gruppe) oder länger als 30 

Monate überlebten (Langzeitüberleber-Gruppe). In der Kurzzeitüberleber-Gruppe 

befanden sich 12 Patienten, darunter vier Frauen und acht Männer. Das 

Durchschnittsalter der Kurzzeitüberleber-Gruppe betrug 52 Jahre bei Diagnose eines 

malignen Melanoms. Zwei Patienten wurde im Stadium I diagnostiziert, drei der 

Patienten im Stadium II, fünf im Stadium III und zwei Patienten zeigten bereits bei 

Diagnose Fernmetastasen, so dass sie als Stadium IV klassifiziert wurden. Die 

durchschnittliche Tumordicke nach Breslow betrug in der Gruppe der 

Kurzzeitüberleber 2.8 mm, wobei von drei Patienten keine Angaben vorlagen. Ein 

Primärmelanom wurde dem Clark-Level zwei, fünf Primarien dem Level vier und eins 

dem Level fünf zugeordnet. Von fünf der untersuchten Patienten in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe waren keine Angaben zum Clark-Level verfügbar. In der 
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Gruppe I wurde nur Gewebe von Metastasen untersucht. Fünf der untersuchten 

Metastasen wurden aus der Haut entnommen, zwei aus Weichteilgewebe und eine 

aus dem subkutanen Gewebe. Darüber hinaus wurden zwei Lungen-, eine Knochen- 

und eine Lymphknotenmetastase untersucht. Der mittlere S-100-Serumspiegel +/- 

einen Monat nach Eintritt in Stadium IV betrug 0.17 µg/L, wobei auch hier zwei 

klinische Angaben nicht zur Verfügung standen. Der mittlere Serum-LDH-Spiegel +/- 

einen Monat nach Eintritt in Stadium IV in der Kurzzeitüberleber-Gruppe betrug 398.2 

U/L, wobei von zwei Patienten die Angaben nicht verfügbar waren. In dieser Gruppe 

hatten zwei Patienten weitere Krebserkrankungen. 

Der Langzeitüberleber-Gruppe gehörten 20 Patienten an, darunter elf Frauen und 

neun Männer. Das durchschnittliche Alter bei Diagnose betrug 61 Jahre. Drei der 

Patienten wurden im Stadium I diagnostiziert, ein Patient im Stadium I-II, zehn der 

Patienten im Stadium II, vier im Stadium III und einer im Stadium IV. Von einer 

Patientin lagen keine Angaben hinsichtlich der Stadieneinteilung zum 

Diagnosezeitpunkt vor. Die durchschnittliche Tumordicke nach Breslow betrug in der 

Gruppe der Langzeitüberleber 3.3 mm. Von vier Patienten lagen keine Angaben 

hinsichtlich der Tumordicke des Primarius vor. Ein Primarius wurde dem Clark-Level 

zwei, zwei dem Level drei, dreizehn dem Level vier und einer dem Level fünf 

zugeordnet. Von drei Patienten lagen keine klinischen Angaben zum Clark-Level vor. 

Es wurden zwölf Metastasen der Haut, eine der Unterhaut und sechs Lymphknoten- 

sowie eine Lungenmetastase untersucht. Der mittlere S-100-Serumspiegel +/- einen 

Monat nach Eintritt in Stadium IV betrug 0.07µg/L, wobei auch hier sechs klinische 

Angaben nicht zur Verfügung standen. In der Langzeitüberleber-Gruppe betrug der 

mittlere Serum-LDH-Spiegel +/- einen Monat nach Eintritt in Stadium IV 238.2 U/L. Von 

fünf Patienten waren keine klinischen Angaben verfügbar. In dieser Gruppe waren bei 

drei Patienten weitere Krebserkrankungen bekannt (Tabelle 1).  
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Tabelle 1: Klinische Daten der Patienten im Stadium IV, die innerhalb von 12 Monaten starben (Kurzzeitüberleber-Gruppe) und 
der Patienten, die über 30 Monate überlebten (Langzeitüberleber-Gruppe) 

Patienten
-nummer 

Geschlecht Alter bei 
Erst-

diagnose 

Stadium 
bei Erst-
diagnose 

Tumordicke 
nach Breslow 
des Primarius 

(in mm) 

Clark Level 
des 

Primarius 

M-
Klassifikation 

(2009) 

Monate in Stadium 
I, II bis 

Metastasierung 

Monate zwischen 
Eintritt Stadium IV und 

Tod  

Lokalisation der untersuchten Metastase  

Kurzzeitüberleber-Gruppe: Patienten im Stadium IV, die innerhalb von 12 Monaten verstarben  

1 männlich 72 III n.b. n.b. M1b 0 9 Weichteilgewebe 

2 männlich 51 II 6 5 M1b 14 11 Lungengewebe 

3 männlich 23 III n.b. n.b. M1a 0 11 Unterhaut 

4 weiblich 54 I 1.7 4 M1c 37 9 Knochen 

5 männlich 41 II 1.4 n.b. M1a 13 5 Haut 

6 männlich 51 III 2.8 4 M1b 0 10 Haut 

7 männlich 43 IV 1.8 4 M1c 0 7 Lymphknoten 

8 weiblich 69 IV n.b. n.b. M1c 0 7 Haut 

9 männlich 51 III 2.7 n.b. M1c 0 7 Weichteilgewebe 

10 weiblich 78 II 4.3 4 M1b 0 6 Haut 

11 weiblich 67 III 3.5 4 M1b 0 11 Lungengewebe 

12 männlich 28 I 0.7 2 M1b 116 6 Haut 

Langzeitüberleber-Gruppe: Patienten im Stadium IV, die länger als 30 Monate überlebten 

13 weiblich 47 II n.b. n.b. M1a n.b. 60 Haut 

14 weiblich 70 n.b. n.b. 4 M1a 19 61 Haut 

15 männlich 55 III 1.8 4 M1a 33 43 Haut 

16 männlich 62 I 1.9 3 M1b 9 34 Lungengewebe 

17 weiblich 51 II 7.0 4 n.b. 0 37 Lymphknoten 

18 weiblich 60 III 3.2 4 M1a 0 47 Haut 

19 männlich 52 IV n.b. n.b. M1a 74 49 Unterhaut 

20 männlich 60 II 5.0 4 M1a 0 58 Haut 

21 weiblich 75 II 11.7 5 M1b 105 70 Lymphknoten 

22 männlich 75 II 1.3 2 M1c 0 58 Haut 

23 weiblich 54 II 2.0 4 M1c 0 61 Lymphknoten 

24 weiblich 84 III 1.6 4 M1a 10 43 Haut 

25 männlich 34 II 2.5 4 M1a 0 40 Haut 

26 männlich 47 III 3.8 4 M1a 0 45 Lymphknoten 

27 männlich 70 I 1.4 3 n.b. 1 68 Haut 

28 weiblich 68 I-II n.b. n.b. M1c 3 80 Lymphknoten 

29 männlich 66 II 4.5 4 M1b 1 104 Lymphknoten 

30 weiblich 66 II 5.0 4 M1a 1 61 Haut 

31 weiblich 61 II 3.1 4 M1c n.b. 31 Haut 

32 weiblich 68 I 1.5 4 n.b. n.b. 80 Haut 

n.b. = nicht bestimmt 
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Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit Patienten mit Primärmelanomen, die 

eine Primariusdicke von über 2.0 mm aufwiesen, hinsichtlich der vergangenen Zeit bis 

zum Auftreten der ersten Metastase untersucht. Daraus ergab sich ein 

Patientenkollektiv (Gruppe II), welches eine Tumordicke von über 2.0 mm aufwies und 

innerhalb von 12 Monaten eine Metastase entwickelte (Hochrisikogruppe A) und eine 

weitere Gruppe, die über 30 Monate metastasefrei blieb (Hochrisikogruppe B). Die 

Gruppe II umfasste insgesamt 23 Patienten. In der Hochrisikogruppe A befanden sich 

16 Patienten, darunter vier Frauen und 12 Männer. Das durchschnittliche Alter der 

Hochrisikogruppe A betrug 76 Jahre bei Diagnosestellung. Es wurden nur Primarien 

untersucht, davon 15 Primärmelanome der Haut und eins der Schleimhäute. Die 

durchschnittliche Tumordicke nach Breslow lag in dieser Gruppe bei 5 mm. Zwei der 

Primarien wurden dem Clark-Level drei, neun dem Level vier und zwei dem Level fünft 

zugeordnet. Von drei Primarien liegen keine Angaben zum Clark-Level vor. Acht der 

Primärmelanome zeigten Ulzerationen. Zwei zeigten keine Ulzerationen und in sechs 

Fällen wurde der Ulzerationsstatus nicht beschrieben. Neun der Patienten wurden im 

Stadium II diagnostiziert und sieben im Stadium III. Die Hochrisikogruppe B bestand 

aus sieben Patienten, zwei davon männlich und fünf weiblich. Das durchschnittliche 

Alter bei Diagnosestellung betrug 68 Jahre. Alle der untersuchten Primärmelanome 

der Hochrisikogruppe B wurden der Haut entnommen. Die durchschnittliche 

Tumordicke nach Breslow betrug 2.5 mm. Fünf der untersuchten Primarien in der 

Hochrisikogruppe B wiesen ein Clark-Level von 4 auf, von zwei Primarien lagen keine 

Angaben zum Clark-Level vor. Drei der Primarien zeigten Ulzerationen, wohingegen 

drei keine Ulzerationen aufwiesen. Von einem Primärmelanom lag keine Angabe 

hinsichtlich des Ulzerationsstatus vor. Alle der in dieser Gruppe untersuchten 

Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnose im Stadium II (Tabelle 2). 

Die Klassifikation erfolgte anhand der Kriterien der American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) von 2009. 
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Tabelle 2: Klinische Daten der Patienten mit Hochrisiko-Primarien, die innerhalb kurzer Zeit Metastasen entwickelten 
(Hochrisikogruppe A) und Patienten, die keine bzw. spät Metastasen entwickelten (Hochrisikogruppe B) 

Patienten-
nummer 

Geschlecht Alter bei 
Erstdiagnose 

Monate in 
Stadium II bis 

zur 
Metastasierung 

Monate 
zwischen 

Erstdiagnose 
und 

untersuchter 
Metastase  

Tumor Lokalisation Tumor-dicke 
nach Breslow 

des 
Primarius (in 

mm) 

Clark Level 
des 

Primarius 

Mitoserate 
(Mitosen/mm²) 
des Primarius 

Ulzeration 
des 

Primarius 

Stadium bei 
Erstdiagnose 

Hochrisikogruppe A: Patienten mit Primärmelanom ≥ 2 mm, die innerhalb von 12 Monaten eine Metastase entwickelten 

33 männlich 71 6 0 Primarius Schleimhaut 5 n.b. n.b. ja II 

34 weiblich 76 1 0 Primarius Haut 9.2 n.b. n.b. ja II 

35 männlich 61 0 0 Primarius Haut 6.8 4 n.b. ja III 

36 weiblich 64 0 0 Primarius Haut 3.5 n.b. n.b. ja II 

37 männlich 40 0 0 Primarius Haut 3.6 3 6 ja III 

38 männlich 53 0 0 Primarius Haut 3.5 3 n.b. nein III 

39 männlich 75 5 0 Primarius Haut 2.8 4 8 nein II 

40 männlich 90 6 0 Primarius Haut 7.7 5 9 ja II 

41 weiblich 81 1 0 Primarius Haut 3.5 4 n.b. ja II 

42 männlich 65 5 0 Primarius Haut 6.5 4 10 ja II 

43 männlich 41 0 0 Primarius Haut 3.2 4 n.b. n.b. III 

44 männlich 88 0 0 Primarius Haut 5 4 n.b. n.b. III 

45 männlich 51 0 0 Primarius Haut 2.8 4 n.b. n.b. III 

46 männlich  77 5 0 Primarius Haut 9  5 n.b. n.b. II 

47 männlich 66 3 0 Primarius Haut 4.5 4 n.b. n.b. II 

48 weiblich  67 0 0 Primarius Haut 3.5 4 n.b. n.b. III 

Hochrisikogruppe B: Patienten mit Primärmelanom ≥ 2 mm, die innerhalb von 30 Monaten keine Metastase entwickelten 

49 männlich 65 40 0 Primarius Haut 2.1 n.b. 2 n.b. II 

50 männlich 78 31 0 Primarius Haut 2.5 n.b. n.b. ja II 

51 männlich 75 47 0 Primarius Haut 2.6 4 n.b. nein II 

52 weiblich 66 34 0 Primarius Haut 2.4 4 n.b. ja II 

53 männlich 48 39 0 Primarius Haut 2.2 4 7 nein II 

54 weiblich 76 32 0 Primarius Haut 3.3 4 n.b. nein II 

55 männlich 70 39 0 Primarius Haut 2.3 4 n.b. ja II 

n.b. = nicht bestimmt 
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4.2 Verarbeitung der Tumorproben 

Die Operationsresektate wurden in 4 %-igen Formalin gepuffert und anschließend bis 

zur weiteren Verwendung in Paraffin eingebettet. Daraufhin erfolgte die Herstellung 

von 0,9 µm dicken Paraffinschnitten, die mit Hämatoxylin und Eosin (HE) gefärbt 

wurden. Die Färbung der Schnitte erfolgte im LeicaAutoStainer XL. Zunächst wurden 

die Gewebsproben vier Mal für jeweils eine Minute in Xylol gebadet. Daraufhin erfolgt 

die Dehydratation mittels einer absteigenden Alkoholreihe (99%, 96%, 80% und 70%) 

für jeweils eine Minute. Danach wurden die Präparate für etwa eine Minute mit 

destilliertem Wasser behandelt, um anschließend für vier Minuten mit Hämatoxylin 

inkubiert zu werden. Es erfolgte ein weiteres Bad in destilliertem Wasser für etwa 10 

Minuten. Anschließend wurden die Proben mit 0,1% Eosin für 2 Minuten angefärbt und 

abermals mit destilliertem Wasser für etwa eine halbe Stunde gewaschen. Es folgte 

eine aufsteigende Alkoholreihe mit 80% für 30 Sekunden, zwei mal 96% für jeweils 

weitere 30 Sekunden, zwei mal 99% für jeweils eine Minute. Daraufhin erfolgte ein Bad 

für eine Minute in Xylol bevor die Proben mit Eukitt eingedeckt wurden. Anhand der 

Färbung wurden repräsentative Bereiche des Tumorgewebes für weiterführende 

immunhistochemische Untersuchungen ausgewählt und markiert. Die Identifikation 

der repräsentativen Bereiche erfolgte unter dem Mikroskop anhand histologischer 

Kriterien wie zum Beispiel atypische oder nekrotisierende Melanozyten und 

Mitosefiguren.  

4.3 TMA-Anfertigung 

Tissue microarray (TMA) ist ein Verfahren, das die Gewinnung von zahlreichen Daten 

erlaubt, bei gleichzeitig minimalem Gewebsverbrauch, indem Gewebeproben 

verschiedener Herkunft auf einem Objektträger gesammelt werden. Hierfür werden 

Paraffinstanzen variablen Durchmessers aus Paraffinblöcken entnommen und dann in 

einen „Akzeptor-Paraffinblock“ in dafür vorgesehene, zylinderförmige Hohlräume 

eingefügt. Somit sind die ausgestanzten Gewebszylinder verschiedener Herkunft in 

einem Paraffinblock gesammelt. Von diesem können Schnitte gefertigt werden. Die 

Schnitte werden auf Objektträgern fixiert und stehen zur weiteren Prozessierung 

bereit. Somit kann eine große Ansammlung verschiedener Proben auf einmal 

überblickt und für weitere Untersuchungen (z.B. Immunhistochemie) verwendet 

werden (Kononen et al. 1998).  
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Für die vorliegende Arbeit wurde eine Stanzgröße von 2 mm Durchmesser gewählt. 

Es wurden fünf Akzeptor-Paraffinblöcke bestückt, wobei in jedem Block Platz für 96 

Gewebszylinder war. Von den 54 Proben wurden bis zu vier Stanzen entnommen und 

ausgewertet.  

Anschließend erfolgte die Färbung der TMA-Objektträger mit verschiedenen 

Antikörpern.  

4.4 Verarbeitung der TMAs 

Tabelle 3: Verwendete Primärantikörper 

Antikörper gewonnen aus pH und Verdünnung Herkunft 

Anti-TNFRSF12A Kaninchen, polyklonal pH 9.0, 1:10 Atlas Antibodies 

Anti-TNFRSF21 Kaninchen, polyklonal pH 6.0, 1:50 Atlas Antibodies 

Anti-TWIST Kaninchen, polyklonal pH 6.0, 1:200 abcam 

Anti-Human CD271 Maus pH 6.0, 1:300 BD Pharmingen™ 

Anti-MSX1  Kaninchen, polyklonal pH 9.0, 1:50 abcam 

Anti-Ki67 Kaninchen, polyklonal pH 6.0, 1:150 abcam 

Anti-GLDC Kaninchen, polyklonal pH 9.0, 1:10 Atlas Antibodies 

Anti-ERRFI1 Kaninchen, polyklonal pH 9.0, 1:50 Atlas Antibodies 

IGFBP2 Antibody Kaninchen, polyklonal pH 9.0, 1:25 Cell Signaling Technology ® 

 

Verwendete Materialien: 

Chemikalien Bezugsquelle 

Dako Antibody Diluents  Dako; Art.-Nr. S0809 

Dako Kit, K4009 mit: 

- Peroxidase Block 

- Labelled Polymere-HRP-Anti-Rabbit 

- AEC + Substrate Chromogen 

- AEC + Substrate Chromogen 

Dako; Art.-Nr. K4009 

 

Dako Kit, K4005 mit: 

- Peroxidase Block 

- Labelled Polymere-HRP-Anti-Mouse 

Dako; Art.-Nr. K4005 

Destilliertes Wasser Fresenius KABI; Art.-Nr., 13KBP211 

EtOH Carl Roth GmbH + Co. KG; Art.-Nr. 

K928.4 

Haematoxylin Merck KGaA; Art.-Nr., 1.09249.2500 
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HIER Citrate Buffer pH 6,0 Zytomed; Art.-Nr. ZUCO028-500 

Tris Buffered Saline with Tween 20 Sigma-Aldrich; Art.-Nr. P7949-

500ML 

TRIS Wash Buffer (20 X) (TBS) Zytomed; Art.-Nr. ZUC028-500 

Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG; Art.-Nr., 

26625 

Verbrauchsmaterialien: 

Dako Mountain Medium Dako; Art.-Nr. S3025 

Dako-Pen Dako; Art.-Nr. S2002 

Deckgläser (24x60mm) Langenbrinck GmBH; Art.-Nr. 01-

2460 

Objektträger Langenbrinck GmBH; Art.-Nr. 03-

0060 

Verwendete Geräte: 

Brutschrank Heraeus Instruments 

Humidity-Box Simport 

Kühlschrank 4°C Liebherr 

LeicaAutoStainer XL Leica ST5010 

NANO ZOOM DIGITAL PATHOLOGY Hamamatsu 

Schneidegerät Leica RM 2065 

Software: 

NDP NanoZoomer Digital Pathology 

 

Von den TMA-Paraffinblöcken wurden analog zum oben beschriebenen Verfahren 

Schnitte angefertigt, die wie folgt weiter verarbeitet wurden: Zunächst wurden die 

Proben drei Mal für fünf Minuten in Xylol gebadet. Anschließend wurden die Schnitte 

durch eine absteigende Alkoholreihe (90%, 80% und 70% für jeweils drei Minuten) in 

ein wässriges Milieu überführt. Es folgte das Abwaschen der Objektträger mit 

destilliertem Wasser für etwa 15 Sekunden bevor die Proben für 5-10 Minuten in ein 

Bad aus TBS-Puffer gegeben wurden. Daraufhin wurden die Proben bei 100°C im 

Wasserbad in HIER Citrat Buffer pH 6.0 gekocht. Es folgte eine Abkühlungszeit von 

20-30 Minuten. Mit einem Dako-Pen wurden die Proben umfahren, um das Ablaufen 

der im Folgenden verwendeten Reagenzien zu verhindern. Nach dem Abwaschen mit 
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destilliertem Wasser für etwa 15 Sekunden erfolgten zwei weitere Bäder im TBS-Puffer 

für jeweils fünf Minuten. Daraufhin wurden die Proben in ein weiteres Bad aus 1% 

TBS-Tween20-Puffer für weitere 5 Minuten gegeben. Nachdem die Präparate für 10 

Minuten bei Raumtemperatur in einer Humidity box zusammen mit einer 

Blockierungslösung (Peroxidase Block) inkubiert wurden, erfolgten zwei TBS-Puffer-

Anwendungen für jeweils 5 Minuten um anschließend für weitere 5 Minuten im 1% 

TBS-Tween20-Puffer zu verbleiben. Über Nacht ruhten die Proben bei 4°C in einer 

Humidity box, nachdem sie mit der Dako Antikörperverdünnung (entsprechendes 

Verdünnungsverhältnis siehe Tabelle 3) beschichtet wurden. In einem Kontrollansatz 

wurde für die Negativ-Kontrolle kein Antikörper hinzugefügt. Anschließend erfolgten 

zwei weitere Inkubationen im TBS-Puffer für jeweils fünf Minuten und weitere fünf 

Minuten im 1% TBS-Tween20-Puffer. Anschließend erfolgte die Zugabe des zweiten 

Antikörpers für 60 Minuten. Für Anti-GLDC, Anti-ERRFI1, Anti-MSX1, Anti-

TNFRSFR12a, Anti-Ki67, Anti-PTPRF, Anti-TNFRSFR21, Anti-TWIST und Anti-

IGFBP2 wurde das Dako EnVision™ System-HRP Dako Kit Rabbit verwendet. Für 

Anti-CD271 kam das Kit Mouse zum Einsatz. Es folgen zwei weitere Inkubationen in 

TBS-Puffer für jeweils fünf Minuten. Für 10-30 Minuten wurden die Präparate mit 

einem ACE-Tropfen behandelt, bevor sich eine HE (1:10) Färbung für 10 Minuten 

anschloss. Darauf folgte eine letzte Spülung mit destilliertem Wasser. Abschließend 

wurden die Gewebeschnitte mit dem Dako Mounting Medium und Deckglas blasenfrei 

abgedeckt.  

4.5 Digitalisierung der Daten und Auswertung 

Zur weiteren Verarbeitung wurden die gefärbten TMAs eingescannt (Gerät: Hamaratsu 

nano zoom digital pathology) und mithilfe des Software-Programms NDP NanoZoomer 

Digital Pathology gesichtet. Die Auswertung der Daten erfolgte (mit Ausnahme der 

Ki67-Auswertung) anhand der SOP - Tissue Microarry Analysis- Methodik (Wagner et 

al. 2015). Nach diesem Schema wurden Werte für die Färbungsintensität vergeben. 

Die Intensität wurde in aufsteigender Reihe in schwache = 1 Punkt, mäßige = 2 Punkte 

und starke = 3 Punkte Färbungsintensität eingeteilt. Neben der Intensität wurden 

zusätzlich Werte von 0-4 für die Quantität der angefärbten Zellen vergeben. Die 

Bewertung erfolgte anhand des prozentualen Anteils der positiv gefärbten Zellen 

bezogen auf die gesamte Stanze (Tabelle 4). Die Endwertung ergab sich aus dem 

Produkt der beiden zuvor definierten Werte, dem sogenannten 
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immunhistochemischen Wert (IHC-Wert). Die Auswertung der Ki67-Färbung erfolgte 

nach dem prozentualen Anteil der positiv gefärbten Tumorzellkerne gemessen an der 

Gesamtzahl der Tumorzellen auf der Stanze. 

Die Analyse wurde von zwei unabhängigen Untersuchern durchgeführt, wobei eine 

Auswertung blind erfolgt.  

Tabelle 4: TMA-Bewertungskriterien 

Färbungsintensität Prozentualer Anteil gefärbter Zellen 

1 Schwache Färbungsintensität 0 Keine positiven Zellen 

2 Mäßige Färbungsintensität 1 1-25% positive Zellen 

3 Starke Färbungsintensität 2 26-50% positive Zellen 

  3 51-75% positive Zellen 

  4 76-100% positive Zellen 

 

Die Abbildungen A und B im Anhang geben einen Überblick über die Färbeintensitäten 

der jeweiligen Antikörper.  

Wie oben beschrieben, wurden bis zu vier Stanzen pro Tumorprobe entnommen. Für 

jeden Antikörper wurden daraufhin in jeder Gruppe (Kurzzeitüberleber-Gruppe, 

Langzeitüberleber-Gruppe, Hochrisikogruppe A und Hochrisikogruppe B) der 

Mittelwert aus den einzelnen Stanzen für jede Tumorprobe, der Median und das 

dazugehörige 95%-Konfidenzintervall berechnet. Mit Hilfe des doppelten t-Tests 

wurde anschließend mit einem Signifikanzniveau von 95% ermittelt, ob ein 

signifikanter Unterschied zwischen Kurzzeitüberleber- und Langzeitüberleber-Gruppe 

sowie zwischen Hochrisikogruppe A und Hochrisikogruppe B besteht. Da Mediane und 

Mittelwerte annähernd gleich waren, konnte von einer Normalverteilung der Daten 

ausgegangen werden. Zur Auswertung der Färbungen mit Anti-Ki-67 und Anti-IGFBP2 

in der Hochrisikogruppe kam der Mann-Withney-U-Test zum Einsatz, da die Daten in 

diesen Fällen nicht gleich verteilt waren. Anschließend erfolgte mittels logistischer 

Regression die Ermittlung eines Grenzwertes für die signifikanten Antikörper. Anhand 

dieses Grenzwertes kann berechnet werden, um wie viel höher das Risiko des 

Patienten ist der prognostisch schlechteren Gruppe zugeordnet zu werden. Darüber 

hinaus wurde die Validität dieses Zuordnungsmodells geprüft, indem die rechnerisch 
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ermittelte Zuordnungswahrscheinlichkeit anhand des Grenzwertes mit der 

beobachteten Zuordnung verglichen wurde.  
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5. Ergebnisse 

5.1. Vergleich Kurzzeitüberleber- versus Langzeitüberleber-Gruppe 

Meine Analysen der im Methodenteil vorgestellten Gruppen erbrachten folgende 

Ergebnisse. Zunächst wurden die Daten der Patientengruppe mit Fernmetastasierung, 

die innerhalb von 12 Monaten starben (Kurzzeitüberleber-Gruppe), den Daten der 

Patientengruppe mit Fernmetastasierung, die über 30 Monate überlebten 

(Langzeitüberleber-Gruppe), gegenübergestellt. Als Grundlage wurde hierfür der 

immunhistochemische Wert (IHC) genommen. Dieser ist das Produkt aus 

Färbungsintensität und Quantität der angefärbten Zellen. Je stärker die 

Proteinexpression im Tumor, die durch den jeweiligen Antikörper sichtbar gemacht 

wird, desto höher fällt der IHC aus. Um eine Aussage über die Prognose eines 

Melanom-Patienten im Stadium IV treffen zu können, eignen sich in der Gruppe I 

folgende Antikörper: Anti-CD271, Anti-GLDC und Anti-ERRFI1. 
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Tabelle 5: Immunhistochemische Werte für jeden Antikörper (Gruppe I) 

Patienten-

nummer 

Anti-

CD271 

Anti-

GLDC 

Anti-

ERRFI1 

Anti-

TWIST  

Anti-

MSX1 

Anti-

Ki-67 

Anti-

PTPRF 

Anti-

TNFRSF21 

Anti-

TNFRSF12A 

Anti-

IGFBP2 

Kurzzeitüberleber-Gruppe: Patienten im Stadium IV, die innerhalb von 12 Monaten verstarben  

1 8.50 8.00 9.00 8.75 8.50 3.00 7.00 9.00 11.00 2.67 

2 9.50 9.00 10.00 9.00 10.00 8.75 3.75 8.00 10.00 1.50 

3 12.00 12.00 10.50 12.00 10.50 3.00 8.00 12.00 12.00 4.00 

4 12.00 8.00 12.00 12.00 12.00 2.75 10.00 11.00 9.75 3.00 

5 12.00 9.00 12.00 9.00 12.00 1.00 12.00 12.00 12.00 8.00 

6 10.67 10.00 12.00 9.00 10.00 12.50 6.50 9.00 12.00 6.50 

7 8.00 8.00 8.00 10.50 12.00 25.00 8.00 10.00 12.00 10.00 

8 0.00 4.00 12.00 0.00 0.00 10.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

9 8.50 8.00 9.00 8.75 8.50 3.00 7.00 9.00 11.00 2.67 

10 12.00 12.00 10.50 12.00 10.50 3.00 8.00 12.00 12.00 4.00 

11 12.00 8.00 12.00 12.00 12.00 2.75 10.00 11.00 9.75 3.00 

12 10.67 9.67 12.00 12.00 12.00 12.50 12.00 12.00 12.00 10.00 

Langzeitüberleber-Gruppe: Patienten im Stadium IV, die länger als 30 Monate überlebten  

13 7.00 8.00 6.00 8.00 6.00 9.33 8.00 8.00 8.00 2.00 

14 6.00 6.00 4.50 8.00 8.50 1.00 8.00 3.50 6.00 0.00 

15 8.00 12.00 8.00 12.00 10.00 10.00 12.00 12.00 6.00 10.00 

16 8.00 8.00 8.50 8.00 8.00 10.00 8.00 8.00 12.00 8.00 

17 7.00 6.50 6.67 12.00 8.00 6.00 7.50 11.00 8.00 5.50 

18 8.00 8.00 8.00 10.00 11.00 9.00 5.75 11.00 12.00 5.50 

19 4.00 7.00 7.00 8.00 10.00 4.50 7.00 11.00 9.00 6.00 

20 0.00 8.00 2.00 4.00 8.00 2.00 4.00 6.00 8.00 6.00 

21 5.75 7.00 8.00 11.00 7.50 2.00 7.00 10.00 7.00 6.00 

22 6.67 6.33 8.00 6.33 8.67 15.00 10.67 12.00 6.00 3.67 

23 1.50 5.00 7.00 6.00 10.00 5.50 7.00 10.00 7.00 8.00 

24 1.50 5.33 2.00 4.00 1.50 13.50 5.00 1.00 10.00 8.00 

25 5.33 9.33 6.67 9.33 8.00 3.33 8.00 9.33 8.00 3.67 

26 7.00 3.50 9.75 7.25 6.25 1.50 3.50 6.75 5.25 6.00 

27 5.50 9.33 5.33 8.25 10.00 8.75 8.00 10.67 6.50 2.67 

28 4.00 4.00 8.67 8.00 9.33 1.33 1.33 6.67 8.67 6.00 

29 10.67 8.00 5.33 10.67 8.00 26.00 4.00 8.00 12.00 5.33 

30 11.00 9.00 11.00 6.00 10.00 7.75 5.00 9.00 12.00 3.75 

31 4.50 6.67 4.67 7.33 7.00 30.00 4.00 6.00 10.00 7.67 

32 0.00 0.00 n.b. 12.00 0.00 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

n.b. = nicht bestimmt 
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Anti-CD271 

Der mittlere IHC-Wert für den Antikörper gerichtet gegen CD271 betrug in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe 8.81 (6.61-11.0; KI 95%) verglichen mit 5.57 (4.12-7.02; KI 

95%) in der Langzeitüberleber-Gruppe. Daraus ergab sich ein p-Wert von 0.01. Mit 

Hilfe dieses Antikörpers konnte somit ein hochsignifikanter Unterschied zwischen der 

Kurzzeitüberleber- und Langzeitüberleber-Gruppe detektiert werden. Der berechnete 

Grenzwert für diesen Antikörper betrug 8 (Abbildung 1). Für diesen Grenzwert 

errechnete sich ein p-Wert von 0.02, womit der IHC-Wert zu einem signifikanten 

Werkzeug in der Prognosebestimmung wird. Daraus ergibt sich für Patienten mit 

einem IHC-Wert >8 für den Antikörper gegen CD271 ein 12-fach erhöhtes Risiko der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe zugehörig zu sein und somit eine schlechte Prognose zu 

haben. Dieses Modell ist zu 80% valide.  

 

Abbildung 1: Graphische Darstellung der Verteilung der immunhistochemischen Werte 

der Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) und Langzeitüberleber-Gruppe (IB) für Anti-CD271. 

Der horizontale schwarze Balken markiert den Grenzwert für diesen Antikörper.  
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Anti-GLDC 

In der Kurzzeitüberleber-Gruppe betrug der mittlere IHC-Wert für Anti-GLDC 8.76 

(7.22- 10.29; KI95%) versus. 6.85 (5.66-8.04; KI 95%) in der Langzeitüberleber-

Gruppe. Der hieraus ermittelte p-Wert betrug < 0.05. Somit stellte sich der Unterschied 

zwischen beiden Gruppen ebenfalls als signifikant heraus. Der für diesen Antikörper 

berechnete Grenzwert betrug ebenfalls 8 (Abbildung 2). Für den ermittelten Grenzwert 

ergab sich ein p-Wert von 0.06. Für Patienten mit einem IHC-Wert >8 nach Färbung 

mit einem Antikörper gegen GLDC ergab sich daraus eine 4,2-fach höhere 

Wahrscheinlich der Kurzzeitüberleber-Gruppe zuzugehören. Dieses Modell ist zu 

73,6% valide.  

 

Abbildung 2: Graphische Darstellung der Verteilung der immunhistochemischen Werte 

der Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) und Langzeitüberleber-Gruppe (IB) für Anti-GLDC. 

Der horizontale schwarze Balken markiert den Grenzwert für diesen Antikörper.  
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Anti-ERRFI1 

Für den Antikörper gegen ERRFI1 betrug der mittlere IHC-Wert in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe 10.57 (9.52-11.61; KI 95%), wohingegen in der 

Langzeitüberleber-Gruppe der Wert 6.69 (5.56-7.82; KI 95%) betrug. Daraus ergab 

sich ein p-Wert von <0.001. Der IHC-Wert für Anti-ERRFI1 kann somit als 

hochsignifikantes Maß zur Detektion eines Unterschiedes zwischen den beiden 

Untergruppen herangezogen werden. Der für diesen Antikörper berechnete Grenzwert 

betrug 9. Für den Grenzwert ergab sich ein p-Wert von 0.01. Daraus ergibt sich für 

Patienten mit einem IHC-Wert >9 ein 17-fach erhöhtes Risiko der Kurzzeitüberleber-

Gruppe zugehörig zu sein. Dieses Modell ist zu 92.1% valide (Abbildung 3, Abbildung 

4). 

 

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Verteilung der immunhistochemischen Werte 

der Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) und Langzeitüberleber-Gruppe (IB) für Anti-

ERRFI1. Der horizontale schwarze Balken markiert den Grenzwert für diesen 

Antikörper.  
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Abbildung 4: Die Neuralleistenzell-Marker CD271, GLDC und ERRFI1 werden 

vermehrt in fortgeschrittenen Melanomen bei Patienten mit schlechter Prognose 

exprimiert: A. Immunhistochemische Färbungen von CD271, GLDC und ERRFI1 in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) und Langzeitüberleber-Gruppe (IB). Maßstab: 50µm. B. 

Graphische Darstellung der immunhistochemischen Werte für CD271, GLDC und 

ERRFI1 für Patienten der Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) und Langzeitüberleber-

Gruppe (IB). Die Y-Achse stellt den gesamtimmunhistochemischen Wert (0-12) dar, 

der sich aus dem Produkt der Quantität und Qualität der Färbung ergibt. Die 

eingesetzten Antikörper zeigten einen p-Wert <0.05. 
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Folgende Antikörper zeigten einen höheren mittleren IHC-Wert in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe im Vergleich zur Langzeitüberleber-Gruppe, was sich 

allerdings als nicht signifikanter Unterschied herausstellte: Für Anti-TWIST ergab sich 

ein mittlerer IHC-Wert in der Gruppe der Kurzzeitüberleber von 9.41 (7.30-11.52; KI 

95%) und in der Gruppe der Langzeitüberleber von 8.31 (7.17-9.44; KI 95%). Der 

daraus ermittelte p-Wert betrug 0.29. Für Anti-MSX1 ergab sich in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe ein mittlerer IHC-Wert von 8.81 (6.61-11.0; KI 95%) versus. 

7.79 (6.49-9.08; KI95%) in der Gruppe der Langzeitüberleber. Der daraus berechnete 

p-Wert lag bei 0.07. Der mittlere IHC-Wert für Anti-Ki67 betrug in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe 10.14 (5.64-14.64; KI 95%), wohingegen der Wert in der 

Langzeitüberleber-Gruppe 8.58 (4.92-12.22; KI 95%) betrug. Der ermittelte p-Wert für 

diesen Antikörper ergab 0.57. In der Gruppe der Kurzzeitüberleber betrug der mittlere 

IHC-Wert für Anti-PTPRF 7.49 (5.13-9.86; KI 95%), in der Langzeitüberleber-Gruppe 

6.19 (4.83-7.55; KI 95%). Der daraus errechnete p-Wert betrug 0.28. Für Anti-

TNFRSF21 betrug der mittlere IHC-Wert in der Kurzzeitüberleber-Gruppe 9.03 (6.96-

11.09; KI 95%) und in der Gruppe der Langzeitüberleber 8 (6.4-9.6; KI 95%). Der p-

Wert für diesen Antikörper in Gruppe I betrug somit 0.41. Der mittlere IHC-Wert in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe für den Antikörper gegen TNFRSF12 betrug 9.31 (6.92-

11.71; KI 95%), wohingegen der Wert in der Langzeitüberleber-Gruppe 8.07 (6.71-

9.43; KI 95%) betrug. Daraus ergab sich ein p-Wert von 0.91 (Abbildung 5, Tabelle 6). 
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Abbildung 5: Verteilung der immunhistochemischen Werte der nichtsignifikanten 

Antikörper der Gruppe I (Kurzzeitüberleber-Gruppe (IA) versus Langzeitüberleber-

Gruppe(IB)). 
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Im Weiteren wurde geprüft, ob eine kombinierte Anwendung von Antikörpern die 

Aussagekraft hinsichtlich der Prognose erhöhen kann. Mit Hilfe logistischer 

Regression wurden verschiedene Kombinationsmöglichkeiten geprüft. Es konnten 

keine signifikanten Kombinationen errechnet werden. Kombinierte man die Antikörper 

Anti-CD271, Anti-GLDC und Anti-ERRFI1 ergab sich ein p-Wert von 0.34. Auch eine 

Kombination der Grenzwerte für die oben genannten Antikörper stellte sich mit einem 

p-Wert von 0.4 als nicht signifikant dar.  

  

Tabelle 6: Ergebnisse des Vergleiches der Kurzzeitüberleber- versus 

Langzeitüberleber-Gruppe 

Antikörper 
Kurzzeitüberleber-

Gruppe 

Langzeitüberleber-

Gruppe 
P-Wert 

Cut off 

Point 
Validität 

Anti-CD271 8.81 (6.61-11.0; KI 95%) 
5.57 (4.12-7.02; KI 

95%) 
0.01 8 80% 

Anti-GLDC 
8.76 (7.22- 10.29; 

KI95%) 

6.85 (5.66-8.04; KI 

95%) 
0.05 8 73.6% 

Anti-ERRFI1 
10.57 (9.52-11.61; KI 

95%) 

6.69 (5.56-7.82; KI 

95%) 
<0.001 9 92.1% 

Anti-TWIST 
9.41 (7.30-11.52; KI 

95%) 

8.31 (7.17-9.44; KI 

95%) 
0.29 n.b. n.b. 

Anti-MSX1 8.81 (6.61-11.0; KI 95%) 
7.79 (6.49-9.08; 

KI95%) 
0.07 n.b. n.b. 

Ki67 10.14 (5.64-14.64) 
8.58 (4.92-12.22; KI 

95%) 
0.57 n.b. n.b. 

Anti-PTPRF 7.49 (5.13-9.86; KI 95%) 
6.19 (4.83-7.55; KI 

95%) 
0.28 n.b. n.b. 

Anti-

TNFRSF21 

9.03 (6.96-11.09; KI 

95%) 
8 (6.4-9.6; KI 95%) 0.41 n.b. n.b. 

Anti-

TNFRSF12A 

9.31 (6.92-11.71; KI 

95%) 

8.07 (6.71-9.43; KI 

95%) 
0.3 n.b. n.b. 

Anti-IGFBP2 5.07 (3.01-7.13; KI 95%) 
5.19 (3.95-6.43; KI 

95%) 
0.91 n.b. n.b. 

n.b. = nicht bestimmt 

KI= Konfidenzintervall 
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5.2. Vergleich Hochrisikogruppe A versus Hochrisikogruppe B 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Patientengruppe mit einem Primarius ≥2 

mm, die innerhalb von 12 Monaten eine Metastase entwickelte (Hochrisikogruppe A), 

den Ergebnissen der Patientengruppe mit einem Primarius ≥2 mm, die keine 

Metastase in 30 Monaten entwickelte (Hochrisikogruppe B), gegenübergestellt 

(Tabelle 7). In Gruppe II zeigten sich TWIST und GLDC als signifikante Marker, um ein 

erhöhtes Risiko für Metastasenentwicklung bei Hochrisiko-Patienten anzuzeigen.
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Tabelle 7: Immunhistochemische Werte für jeden Antikörper (Hochrisikogruppe) 

Patienten

-nummer 

Anti-

CD271 

Anti-

GLDC 

Anti-

ERRFI1 

Anti-

TWIST  

Anti-

MSX1 

Anti-

Ki67 

Anti-

PTPRF 

Anti-

TNFRSF21 

Anti-

TNFRSF12A 

Anti-

IGFBP2 

Hochrisikogruppe A: Patienten mit Primärmelanom ≥ 2 mm, die innerhalb von 12 Monaten eine Metastase entwickelten 

33 7.33 7.33 8.00 7.00 9.33 6.00 6.33 10.67 9.00 9.33 

34 10.00 12.00 12.00 12.00 8.00 5.00 9.00 10.00 8.00 12.00 

35 10.00 12.00 8.00 12.00 12.00 2.00 8.00 10.00 12.00 12.00 

36 8.00 12.00 12.00 n.b. 12.00 0.00 4.00 8.00 12.00 12.00 

37 5.50 7.00 6.67 6.00 8.00 n.b. 4.00 8.00 12.00 8.00 

38 10.00 10.00 8.00 10.00 8.00 1.00 10.00 10.00 12.00 8.00 

39 7.00 10.00 12.00 10.00 7.00 2.00 6.00 10.00 12.00 8.00 

40 12.00 9.33 9.33 9.33 6.00 13.33 9.33 9.33 8.00 10.00 

41 10.00 12.00 8.00 12.00 12.00 n.b. 12.00 12.00 12.00 8.00 

42 9.33 6.67 6.67 9.33 7.33 7.00 9.33 9.33 10.67 12.00 

43 5.00 8.00 7.33 6.67 7.33 11.67 4.33 5.00 8.00 4.67 

44 8.67 12.00 10.00 12.00 12.00 7.00 12.00 12.00 12.00 11.00 

45 6.00 8.00 12.00 8.00 12.00 6.50 5.00 10.00 10.00 3.00 

46 11.00 12.00 10.67 8.00 12.00 25.00 12.00 12.00 9.33 9.33 

47 12.00 8.00 8.00 12.00 8.00 15.00 8.00 12.00 8.00 1.00 

48 n.b. n.b. 9.00 12.00 12.00 0.50 4.00 n.b. n.b. 4.00 

Hochrisikogruppe B: Patienten mit Primärmelanom ≥ 2 mm, die innerhalb von 30 Monaten keine Metastase entwickelten 

49 9.33 8.00 4.67 9.33 10.00 1.00 9.33 10.00 10.00 8.00 

50 6.33 3.00 8.00 5.00 6.25 1.33 4.00 5.25 10.00 6.50 

51 n.b. 8.00 n.b. 9.00 6.00 30.00 3.00 n.b. 8.00 6.00 

52 n.b. 6.00 12.00 8.00 12.00 15.33 8.00 12.00 12.00 0.00 

53 6.00 8.00 12.00 10.00 12.00 6.67 6.00 8.00 10.67 9.33 

54 n.b. 0.00 0.00 4.00 n.b. 1.00 12.00 8.00 8.00 8.00 

55 9.00 10.00 7.00 7.50 6.25 6.25 7.50 8.50 7.00 4.00 

n.b. = nicht bestimmt 
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Die Tumorproben in der Hochrisikogruppe A für Anti-TWIST ergaben einen mittleren 

IHC-Wert von 9.76 (8.53-10.97; KI 95%) und in der Hochrisikogruppe B 7.55 (5.46-

9.64; KI 95%). Der hieraus ermittelte p-Wert betrug 0.04. Somit stellt sich TWIST als 

signifikanter Marker heraus. Der errechnete Grenzwert lag bei 12. Da dies der 

höchstmögliche Wert ist, lässt sich keine Aussage über die Signifikanz in der klinischen 

Anwendung treffen. 

Für Anti-GLDC ergab sich in der Hochrisikogruppe A ein mittlerer IHC-Wert von 9.76 

(8.58-10.93; KI 95%) und in der Hochrisikogruppe B von 6.14 (2.92-9.37; KI 95%). Der 

hieraus ermittelte p-Wert betrug <0.01. Eine immunhistochemische Färbung von 

GDLC ermöglichte somit eine hochsignifikante Differenzierung beider Gruppen. Der 

errechnete Grenzwert betrug 9.33. Der für den Grenzwert ermittelte p-Wert betrug 

0.05. Patienten mit einem IHC-Wert >9.33 für den Antikörper gegen GLDC haben 

somit ein 5.7-faches Risiko der Hochrisikogruppe A zugehörig zu sein und somit früher 

eine Metastase zu entwickeln. Dieses Modell ist zu 79,5% valide (Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Die Neuralleistenzell-Marker TWIST und GLDC werden vermehrt in 

Primarien exprimiert, die mit einer höheren Wahrscheinlichkeit einhergehen, früh zu 

metastasieren: A. Immunhistochemische Färbungen von TWIST und GLDC in der 

Hochrisikogruppe A (IIA) und Hochrisikogruppe B (IIB). Maßstab: 50µm. B. Graphische 

Darstellung der immunhistochemischen Werte für TWIST und GLDC für Patienten der 

Hochrisikogruppe A und Hochrisikogruppe B. Die Y-Achse stellt den 

gesamtimmunhistochemischen Wert (0-12) dar, der sich aus dem Produkt der 

Quantität und Qualität der Färbung ergibt. Die eingesetzten Antikörper zeigten einen 

p-Wert <0.05. 
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Folgende Antikörper zeigten einen höheren mittleren IHC-Wert in der 

Hochrisikogruppe A im Vergleich zur Hochrisikogruppe B, was sich allerdings als nicht 

signifikanter Unterschied herausstellte: Der mittlere IHC-Wert in der Hochrisikogruppe 

A für Anti-MSX1 betrug 9.56 (8.33-10.8; KI 95%), wohingegen dieser in der 

Hochrisikogruppe B 8.75 (5.68-11.82; KI 95%) betrug. Daraus ergab sich ein p-Wert 

von 0.5. Der für den Antikörper gegen CD271 ermittelte mittlere IHC-Wert betrug in 

der Hochrisikogruppe A 8.79 (7.55-10.03; KI 95%), in der Hochrisikogruppe B 7.67 

(4.9-10.44; KI 95%). Der errechnete p-Wert betrug 0.37. In der Hochrisikogruppe A 

ergab sich für Anti-ERRFI1 ein mittlerer IHC-Wert von 9.23 (8.18-10.27; KI 95%), in 

der Hochrisikogruppe B betrug dieser 7.28 (2.47- 12.09; KI 95%). Daraus ergab sich 

ein p-Wert von 0.35. Für den Antikörper Anti-Ki67 ergab sich in der Hochrisikogruppe 

A ein mittlerer IHC-Wert von 7.47 und in der Hochrisikogruppe B betrug dieser 8.80, 

u-Wert = 1. In der Hochrisikogruppe A ergab sich für Anti-PTPRF ein mittlerer IHC-

Wert von 7.71 (6.13-9.3; KI 95%), wohingegen dieser in der Hochrisikogruppe B 7.12 

(4.25-9.98; KI 95%) betrug. Daraus errechnete sich ein p-Wert von 0.67. Der mittlere 

IHC-Wert in der Hochrisikogruppe A für Anti-TNFRSF21 betrug 9.89 (8.84-10.94; KI 

95%), der in der Hochrisikogruppe B 8.63 (6.26-10.99; KI 95%). Daraus ergab sich ein 

p-Wert von 0.21. In der Hochrisikogruppe A betrug der mittlere IHC-Wert für Anti-

TNFRSF12a 10.33 (9.35-11.32; KI 95%) und in der Hochrisikogruppe B 9.38 (7.75-

11.02; KI 95%), p-Wert = 0.25. Der mittlere IHC-Wert für Anti-IGFBP2 betrug in der 

Hochrisikogruppe A 13.53 und in der Hochrisikogruppe B 8.5. Der daraus errechnete 

u-Wert betrug 0.1 (Abbildung 7, Tabelle 8). 



 

44 
 

 

Abbildung 7: Verteilung der immunhistochemischen Werte der nicht signifikanten 

Antikörper der Gruppe II (Hochrisikogruppe A (IIA) und Hochrisikogruppe B (IIB)). 
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Tabelle 8: Ergebnisse des Vergleiches der Hochrisikogruppe A versus 

Hochrisikogruppe B 

Antikörper 
Hochrisikogruppe 

A 

Hochrisikogruppe 

B 
P-Wert 

Cut off 

Point 

Validität 

 

Anti-TWIST 
9.76 (8.53-10.97; KI 

95%) 

7.55 (5.46-9.64; KI 

95%) 
0.04 12 75.2% 

Anti-GLDC 
9.76 (8.58-10.93; KI 

95%) 

6.14 (2.92-9.37; KI 

95%) 
0.007 9.33 62% 

Anti-MSX1 
9.56 (8.33-10.8; KI 

95%) 

8.75 (5.68-11.82; KI 

95%) 
0.5 n.b. n.b. 

Anti-CD271 
8.79 (7.55-10.03; KI 

95%) 

7.67 (4.9-10.44; KI 

95%) 
0.37 n.b. n.b. 

Anti-ERRFI1 
9.23 (8.18-10.27; KI 

95%) 

7.28 (2.47- 12.09; 

KI 95%) 
0.35 n.b. n.b. 

Ki67 7.47 8.80 u-Wert=1 n.b. n.b. 

Anti-PTPRF 
7.71 (6.13-9.3; KI 

95%) 

7.12 (4.25-9.98; KI 

95%) 
0.67 n.b. n.b. 

Anti-

TNFRSF21 

9.89 (8.84-10.94; KI 

95%) 

8.63 (6.26-10.99; KI 

95%) 
0.21 n.b. n.b. 

Anti-

TNFRSF12A 

10.33 (9.35-11.32; 

KI 95%) 

9.38 (7.75-11.02; KI 

95%) 
0.25 n.b. n.b. 

Anti-IGFBP2 13.53 8.5 
u-

Wert=0.1 
n.b. n.b. 

n.b. = nicht bestimmt 

KI= Konfidenzintervall 
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6. Diskussion 

6.1 NGFR-Gen (CD271) 

Das NGFR-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert und codiert für das CD271-Antigen, 

auch bekannt als Nerve-Growth-Factor-Receptor. Es gehört zur TNF 

(Tumornekrosefaktor) Rezeptor Superfamilie. Es handelt sich um ein 

transmembranöses Protein, welches zu den Neuralleistenmarkern zählt. Die 

Expression des Proteins wurde in Geweben nachgewiesen, die von 

Neuralleistenzellen abstammen. Dazu zählen auch das maligne Melanom sowie 

verschiedene weitere Tumoren (Chesa et al. 1988). Die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit zeigen, dass eine erhöhte Proteinexpression bei Patienten im Stadium IV mit 

einer schlechteren Prognose einhergeht. Patienten mit einem immunhistochemischem 

(IHC) Wert >8 für Anti-CD271 haben ein erhöhtes Risiko früher zu sterben, als 

Patienten im Stadium IV mit einem niedrigeren Wert.  

Der Rezeptor beteiligt sich an drei verschiedenen Rezeptor-Plattformen, die je nach 

Ligandenbindung und Umständen entweder das Überleben der Zelle ermöglichen, 

deren Wachstum inhibieren oder zu ihrem Tod führen (Barker 2004). Neben der 

Beeinflussung von Differenzierungsprozessen zum Beispiel von Keratinozyten (Truzzi 

et al. 2015), gilt CD271 als essentiell für die Tumorinitiierung und –differenzierung. 

Zhou et al. fanden heraus, dass CD271 in manchen Tumoren die Aktivität des 

Tumorsuppressors p53 hemmen und durch diesen Mechanismus zur 

Tumorentstehung beitragen kann (Zhou et al. 2016). Des Weiteren wurde die 

Expression von CD271 in Krebsstammzellen nachgewiesen, die die Tumorentstehung 

initiieren (Boiko et al. 2010). Eine Überexpression von CD271 in Tumorzellen fördert 

die Migration und Invasion und verleiht diesen dadurch stammzellähnliche 

Eigenschaften. Man geht man davon aus, dass der Rezeptor dadurch neben der 

Tumorentstehung auch maßgeblich an Metastasierungsprozessen beteiligt ist (Boiko 

et al. 2010). Allerdings ist die Funktion des Proteins nicht abschließend geklärt. Es 

konnte hingegen auch gezeigt werden, dass CD271 Apoptose induziert und 

Metastasierungsprozesse verhindert (Molloy, Read, and Gorman 2011). So wird 

vermutet, dass CD271 eine suppressive Wirkung in Prostata- und 

Harnblasenkarzinomen hat (Krygier and Djakiew 2002; Tabassum, Khwaja, and 

Djakiew 2003). 
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6.2 GLDC-Gene 

Die GLDC-Gene sind auf Chromosom 9 lokalisiert. Das Genprodukt ist das Enzym 

Glycin-Decarboxylase, welches als Teil eines mitochondrialen Proteinkomplexes an 

der Synthese von Serin durch die Decarboxylierung von Glycin beteiligt ist (Go et al. 

2014). Es konnte gezeigt werden, dass der Metabolismus von Glycin im 

Zusammenhang mit der Proliferationsrate von Tumorzellen steht. Dies wurde 

besonders deutlich in Melanomzellen sowie Ovarial- und Kolonkarzinomen gezeigt 

(Jain et al. 2012). Der Einfluss einer Überexpression des GLDC-Gens auf das 

Fortschreiten des Krankheitsprozesses konnte in der vorliegenden Arbeit verdeutlicht 

werden, indem gezeigt wurde, dass ein erhöhter IHC-Wert von >9.33 bei 

Hochrisikomelanomen für den GLDC-Antikörper mit einem 5.7-fach erhöhten Risiko 

einhergeht, früher im Krankheitsprozess zu metastasieren. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass ein IHC-Wert >8 bei Patienten im Stadium IV mit einer schlechteren 

Prognose hinsichtlich des Gesamtüberlebens einhergeht. Ähnliche Ergebnisse 

konnten in Zellen von Lungentumoren gezeigt werden. Die gesteigerte Aktivierung von 

GLDC durch die Onkogene Ras, PI3K und Myc führte hier zu einer erhöhten 

Proliferation und Zellumwandlung. Hieraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass 

GLDC ein metabolisches Onkogen ist, welches notwendig für die Entstehung eines 

Tumors und wichtig für dessen Proliferation ist (W. C. Zhang et al. 2012).  

6.3 ERRFI1-Gen 

Das ERRFI1-Gen ist auf Chromosom 1 lokalisiert. Es wird auch mitogen-inducible 

gene-6 (Mig-6) genannt. Die Genexpression kann sowohl unter physiologischen, als 

auch pathologischen Umständen durch Faktoren wie Hormone, Wachstums- und 

Stressfaktoren induziert werden. Auf diese Reize reagiert die Zelle sofort, schnell und 

stark, indem sie die ERRFI1-Expression hochreguliert, was darauf hindeutet, dass 

ERRFI1 eine wichtige Rolle bei frühen zellulären Stressantworten spielt. Die Induktion 

der Genexpression erfolgt über den Ras-MEK-ERK-Signalweg (Y.-W. Zhang and 

Vande Woude 2007). Bei dem Genprodukt handelt es sich um ein cytoplasmatisches 

Adapterprotein mit tumorsuppressor-ähnlicher Wirkung, dessen Expression bei 

Zellwachstum hochreguliert wird (Wick et al. 1995). Es gilt als molekulare Bremse, 

indem es den Epidermal-growth-factor-Signalweg durch direkte Interaktion mit dem 

EGF-Rezeptor (auch bekannt als ErbB1) herunterreguliert (Chen et al. 2013; Y.-W. 
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Zhang and Vande Woude 2007). Darüber hinaus interagiert und inhibiert ERRFI1 alle 

vier ErbB-Familienmitglieder (Hackel, Gishizky, and Ullrich 2001; Fiorentino et al. 

2000; Jiang et al. 2016). ErbB-Familienmitglieder fördern Zellüberleben, -proliferation, 

-migration und -invasion (Baselga and Swain 2009). Dies steht im Widerspruch zu den 

vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit, da eine vermehrte Expression des ERRFI1-

Gens laut den oben beschriebenen Erkenntnissen einen tumorhemmenden Effekt 

erwarten lassen würden. In der vorliegenden Arbeit hatten Patienten mit einem IHC-

Wert >9 ein 17-fach erhöhtes Risiko früher zu sterben und somit eine schlechtere 

Prognose, als Patienten mit einem niedrigeren IHC Wert. Somit konnte ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen einer vermehrten Expression des ERRFI1-Gens und einer 

schlechten Prognose gezeigt werden. Neue Erkenntnisse lassen allerdings vermuten, 

dass die Rolle von ERRFI1 vom EGFR-Level abhängt. So konnte in Melanomzellen 

gezeigt werden, dass ERRFI1 Migrations- und Invasionsprozesse negativ beeinflusst 

bzw. die Herunterregulierung von ERRFI1 in einem EGF-reichen Umfeld 

migrationsfördernde Eigenschaften mit sich bringt (Vu et al. 2016). In der vorliegenden 

Arbeit wurden die EGF-Levels nicht bestimmt, so dass weitere Untersuchungen 

notwendig sind, um die Validität von ERRFI1 als prognostischem Marker in 

verschiedenen Subtypen des malignen Melanoms zu bestimmen.  

6.4 TWIST-Gen 

Das TWIST-Gen ist auf Chromosom 7 lokalisiert und codiert für einen basischen Helix-

Loop-Helix-Transkriptionsfaktor. Eine Mutation dieses Gens ist mit dem autosomal-

dominanten Saethre-Chotzen-Syndrom assoziiert. Dabei handelt es sich um eine 

seltene kraniofaziale Fehlbildung (Howard et al. 1997). Wie auch CD271 ist TWIST als 

Neuralleistenmarker bekannt (Clewes et al. 2011). Der Transkriptionsfaktor TWIST ist 

an der Determination während der Morphogenese und Proliferation von Zellen 

beteiligt. Er gehört zu den EMT-Markern. Bei EMT handelt es sich um einen Prozess, 

bei dem epitheliale Zellen bestimmte Charakteristika wie Zellpolarität aufgeben und so 

einen mesenchymalen Phänotyp annehmen, was ihnen die Migration ermöglicht 

(Papadaki et al. 2014; Yang et al. 2004). Eine Funktion von TWIST bei diesem Prozess 

besteht darin, die Zelladhärenzen zu reduzieren, indem die Expression von E-

Cadherinen unterdrückt wird. Neben der Herunterregulierung von E-Cadherinen im 

Rahmen des EMT-Prozesses kommt es zu einer Hochregulierung der Expression von 

N-Cadherinen. Diese sind wichtig für die Regulierung von Zellwanderung, -invasion 
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und –überleben (Gheldof and Berx 2013). Dieser Mechanismus findet allerdings nicht 

nur in gesunden, sondern auch in Tumorzellen statt. Die Überexpression des TWIST-

Gens oder dessen Methylierung wird häufig in metastasierten Tumorleiden wie 

Karzinomen, Sarkomen und Lymphomen gefunden (Khan et al. 2013). Die 

Tumorzellen nutzen den oben beschriebenen Mechanismus, um interzelluläre 

Verbindungen zu lösen und geben somit Tumorzellen die Möglichkeit, vom Primarius 

abzuwandern (Onder et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion des 

Transkriptionsfaktors TWIST eine wichtige Rolle bei der Metastasierung von Tumoren 

spielt, jedoch keinen Effekt auf das Tumorwachstum des Primarius hat (Yang et al. 

2004; Tang et al. 2016). Des Weiteren induziert TWIST die Expression von forkhead 

box protein C2 (FOXC2), einem Transkriptionsfaktor, der mit der 

Metastasierungsfähigkeit von Tumorzellen in Verbindung gebracht wird (Mani et al. 

2007). Das Y-Box binding protein (YB-1) ist an der Tumorprogression, Invasion und 

Therapieresistenzen beteiligt und wird ebenfalls von TWIST induziert (Shiota et al. 

2011). Angiogenese stellt eine wichtige Voraussetzung für die Metastasierung dar. 

Diese wird ebenfalls durch eine Überexpression von TWIST begünstigt (Mironchik et 

al. 2005). Zudem hat TWIST Einfluss auf die Expression von Adhäsionsmolekülen, 

was die Migration in und aus Blutgefäßen fördert, eine weitere Bedingung für 

Metastasierungsprozesse (Stoletov et al. 2010). Passend zu den oben beschriebenen 

Erkenntnissen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Patienten mit 

einem Primarius der Tumordicke ≥ 2 mm und einer vermehrten TWIST-Expression ein 

signifikant erhöhtes Risiko haben, früher zu metastasieren, als Patienten mit einem 

niedrigeren Wert. Der errechnete Grenzwert für diesen Antikörper betrug in der 

vorliegenden Arbeit 12. Da dies der höchst mögliche Wert ist, sind weitere 

Untersuchungen notwendig, um den Grenzwert zu spezifizieren und ihn somit als 

klinisches Werkzeug einsetzbar zu machen. Vergleicht man die Gruppen der Kurz- 

und Langzeitüberleber hinsichtlich der TWIST-Expression, kann ein Unterschied 

erkannt werden, der allerdings nicht signifikant ist (p=0.29). Das könnte daran liegen, 

dass das untersuchte Tumorgewebe von Patienten stammt, die bereits metastasiert 

waren. Weitere Investigationen sind notwendig, um eine mögliche ansteigende 

TWIST-Expression während der Tumorprogression zu detektieren.  
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6.5 MSX1-Gen 

Das MSX1-Gen ist auf Chromosom 4 lokalisiert. Es handelt sich um ein sogenanntes 

homöotisches Gen, das für einen Transkriptionsfaktor kodiert, der verschiedene 

Entwicklungsprozesse reguliert. Diese Transkriptionsfaktoren haben Einfluss auf 

Zellwachstum, intrazelluläre Kommunikation sowie den Apoptosevorgang während der 

Embryonalentwicklung (Bendall and Abate-Shen 2000). MSX 1 ist ein inhibierender 

Transkriptionsfaktor. Er spielt eine Rolle bei der Determinierung von 

Neuralleistenzellen und ist an der EMT beteiligt und somit auch an der Entwicklung 

von Melanozyten (Gouti, Briscoe, and Gavalas 2011). Es konnte gezeigt werden, dass 

die Produkte homöotischer Gene als Tumormodulatoren fungieren (Cillo et al. 2001; 

Abate-Shen 2002). So konnte demonstriert werden, dass MSX1 in Melanomzellen 

reaktiviert wird und diesen Vorläufer-ähnliche Eigenschaften verleiht wie zum Beispiel 

Plastizität und Migrationsfähigkeit. Experimentell bewirkt die ektope Expression von 

MSX1 sowohl in Melanozyten, als auch in Melanomzellen eine Pigmentabnahme 

sowie eine verminderte Expression von melanozytären Markern, während sie auf der 

anderen Seite Charakteristika ihrer Vorläufer, der Neuralleistenzellen, annehmen. Es 

besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von MSX1 und der 

Tumorprogression. Es ist maßgeblich an der Metastasierung beteiligt. Hierbei reguliert 

MSX1 wichtige Proteine wie E-Cadherine und Transkriptionsfaktoren wie M-MITF und 

ZEB1 (Heppt et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang 

zwischen der MSX1-Expression und der Überlebenszeit gezeigt werden, der allerdings 

nicht signifikant war (p=0.07). Die IHC-Werte der Gruppen implementieren eine 

zunehmende Expression während der Tumorprogression. Weitere Untersuchungen 

sind jedoch notwendig, um diese Vermutung zu validieren.  

6.6 MKI67-Gen 

Das MKI67-Gen ist auf Chromosom 10 lokalisiert. Die Expression ist eng mit dem 

Zellzyklus verknüpft. Während der G0- und frühen G1-Phase wird es gar nicht 

exprimiert, während die Expression in der S-Phase am höchsten ist. Während der Ana- 

und Telophase nimmt diese wieder ab (Gerdes et al. 1984; Starborg et al. 1996). Die 

Funktion des Proteins Ki67 ist noch nicht endgültig geklärt. Das Protein ist an der 

Zusammenführung des perichromosomalen Kompartiments während der Mitose 

beteiligt. Zellen, in denen Ki67 experimentell herunterreguliert wurde, haben einen 
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verkleinerten Zellkern. Zwar können die Zellen in den nächsten Zellzyklus übergehen, 

aber es kommt zu Problemen in der zweiten Mitose-Teilung verbunden mit einer 

höheren Apoptoserate (Booth et al. 2014). Somit kann das Genprodukt Ki67 als 

Proliferationsmarker für sich teilende Zellen, sowohl in gesundem, als auch in 

Tumorgewebe eingesetzt werden (Gerdes et al. 1991). In ruhenden Zellen ist das 

Protein hingegen nicht zu finden (Gerdes et al. 1983). Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass Ki67 in die -Synthese ribosomaler RNA involviert ist (Bullwinkel et al. 

2006). Während der Mitose soll das Protein zudem an der Stabilisierung der 

Mitosespindel beteiligt sein (Vanneste et al. 2009). Aufgrund seiner Funktion als 

Proliferationsmarker wird Ki67 als prädiktiver und prognostischer Marker in 

Tumorgeweben, zum Beispiel beim Mammakarzinom, eingesetzt (Jurikova et al. 

2016). In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Ki67-

Expression hinsichtlich Prognose und Metastasierungszeitpunkt beim malignen 

Melanom gezeigt werden.  

6.7 PTPRF-Gen 

Das PTPRF-Gen ist auf Chromosom 1 lokalisiert und codiert für den Tyrosin-

Phosphatase-Rezeptor Typ F, der den EGFR-Signalweg reguliert. Während PTPRF in 

gesunden Melanozyten nicht oder nur wenig exprimiert wird, so ist es in Tumorzellen, 

sowohl in Primarien, als auch in Metastasen, stark exprimiert (W. Liu, Peng, and Tobin 

2013). Die Tatsache, dass das Protein sowohl in Primarien, als auch in Metastasen 

vermehr exprimiert wird, lässt darauf schließen, dass keine relevante Zunahme der 

Expression während der Tumorprogression stattfindet. In hepatozellulären 

Karzinomen ist die Expression von PTPRF herunterreguliert. Somit wird die 

Wachstumshemmung, die einer Hyperproliferation und Tumorentstehung entgegen 

wirken soll, geschwächt (Bera et al. 2014). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass die Expression des Gens weniger in Zusammenhang mit dem Zellzyklus steht, 

sondern durch Zell-Zell-Kontakte während der Zellproliferation induziert wird. Die 

Suppression der Zellproliferation erfolgt über eine negative Regulierung von 

ERK1/ERK2-MYC sowie der Hemmung der Signalwege von Insulin-Rezeptoren. 

Neben der Herunterregulierung im hepatozellulären Karzinom konnte diese darüber 

hinaus noch in Magen-, Kolon- und Mammakarzinomen festgestellt werden (Bera et 

al. 2014; Du et al. 2013). Diese Erkenntnisse implizieren, dass PTPRF als 

Tumorsuppressor fungiert, der in Leber-, Magen- und Kolonkarzinomen 
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herunterreguliert ist (Bera et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit konnte kein 

signifikanter Unterschied in Expression zwischen den untersuchten Gruppen 

festgestellt werden und somit keine Prognose hinsichtlich Überlebenszeit oder 

Metastasierungsrisiko getroffen werden. 

6.8 TNFRSF12A-Gen 

Das TNFRSF12A-Gen ist auf Chromosom 16 und 17 lokalisiert. Als Mitglied der TNF-

Rezeptor-Familie ist das Genprodukt am pigment epithelium-derived factor (PEDF)-

induzierten Signalweg und der Tumornekrosefaktor-(TNF)-Signalkaskade beteiligt. Bei 

der TNF-Rezeptor-Superfamilie handelt es sich um transmembrane Rezeptoren, an 

die der Tumornekrosefaktor bindet. Der TNFRSF12A-Rezeptor wird auch als TweakR 

bezeichnet. Die Aktivierung des Rezeptors durch das Zytokin TWEAK (tumor necrosis 

factor-like weak inducer of apoptosis) führt zum einen zur Induktion von 

Genexpression, was Auswirkung auf Gewebsreparaturmechanismen, Angiogenese 

und Zellmigration hat, zum anderen spielt es eine Rolle beim Zelltod und ist 

maßgeblich an Entzündungsreaktionen beteiligt (Cabal-Hierro and Lazo 2012; 

Jakubowski et al. 2002; Girgenrath et al. 2006; Tran et al. 2006). So reguliert der 

Rezeptor beispielsweise Signalwege, die maßgeblich an der Reparatur nach 

Gewebsverletzungen beteiligt sind (Winkles 2008). Neben der normalen 

physiologischen Funktion kommt dem Rezeptor eine Rolle in Tumoren zu, wo er den 

nuclear factor-kappaB-Signalweg aktiviert, welcher eine wichtige Rolle in 

immunologischen und entzündlichen Prozessen sowie bei der Tumorentstehung und 

der Tumortherapieresistenz spielt (Winkles, Tran, and Berens 2006). In bestimmten 

Tumorzelllinien induziert die Bindung des Liganden an den TNFRSF12-Rezeptor den 

Zelltod (Nakayama et al. 2002). Doch dieser Mechanismus ist nicht in allen 

Tumorzelllinien ausgeprägt. So ist der Rezeptor beispielsweise in allen invasiven 

Subtypen des Mammakarzinoms überexprimiert und führt in diesen aber nicht zum 

Zelltod, sondern dosisabhängig zur Hemmung des Tumorwachstums (Chao et al. 

2013). In dieser Arbeit zeigte sich der Nachweis der Genexpression von TNFRSF12A 

als nicht geeignet, um eine Aussage hinsichtlich Überlebenszeit oder 

Metastasierungsrisiko zu treffen.  
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6.9 TNFRSF21-Gen 

Das TNFRSF21-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert. Es codiert ebenfalls für ein 

Mitglied der TNF-bindenden Rezeptorfamilie. Der durch das Gen codierte Rezeptor 

gehört zu der ´death receptor`-Untergruppe und wird auch death receptor 6 (DR6) 

genannt. Es handelt sich dabei um einen transmembranen Rezeptor, der in den 

meisten Geweben exprimiert ist, besonders reichlich aber im Herzen, im Gehirn, in der 

Placenta, im Pankreas und in den lymphatischen Organen. Tierexperimente ergaben, 

dass DR6 keine Rolle bei der embryonalen Entwicklung spielt. Stattdessen ist der 

Rezeptor an der Regulierung der T-Zell-Aktivität beteiligt sowie an der Differenzierung 

von T-Helferzellen. Darüber hinaus beeinflusst DR6 die Expansion von B-Zellen und 

die humorale Immunantwort. Er gilt als negativer Regulator der Immunantwort 

(Schmidt et al. 2003). Durch die Rezeptoraktivierung oder dessen autonome 

Signaltransduktion kommt es zur Apoptose und zur Aktivierung von NF-kappaB, das 

wie oben bereits beschrieben eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung spielt (Pan 

et al. 1998; Winkles, Tran, and Berens 2006). In den meisten Tumorzelllinien aus 

Lungen- und kolorektalen Karzinomen wurden moderate Expressionsraten gefunden. 

Im Vergleich zu diesen zeigte sich eine erhöhte Expressionsrate in verschiedenen 

Prostatakarzinomzelllinien. Etwas niedrigere Raten wurden in Mammakarzinomen 

gefunden (Kasof et al. 2001). Der Ligand ist unbekannt (Benschop, Wei, and Na 2009). 

Sowohl für TNFRSF21, als auch für TNFRSF12A konnte ein Unterschied zwischen 

den unterschiedlichen Gruppen gezeigt werden, der allerdings nicht signifikant war.  

6.10 IGFBP2-Gen 

Das IGFBP2-Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert. IGFBP2 gehört zur Superfamilie der 

Insulin-like growth factor binding proteins, von denen sieben Subtypen bis jetzt 

identifiziert werden konnten (Shin et al. 2017). Das Protein hat sowohl intrazelluläre, 

als auch extrazelluläre Funktionen. Es bindet Transmembranproteine (Integrine) und 

aktiviert PI3K/AKT, NF-kappaB und ERK (Holmes et al. 2012; G. K. Wang et al. 2006). 

Es wird hauptsächlich während der Embryonalentwicklung exprimiert, findet sich 

darüber hinaus aber auch in adultem Gewebe. Expressionsanalysen ergaben, dass 

IGFBP2 hauptsächlich in Leber-, Nieren- und Prostatagewebe exprimiert wird. IGFBP2 

ist an metabolischen Signalwegen beteiligt. So wird angenommen, dass die IGFBP2 

sehr wichtig für die Modifikation von Insulin und die Sensitivität des Insulin-Like Growth 
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Factor (IGF) 1 ist. Das codierte Protein bindet IGF 1 und 2 und moduliert dadurch 

deren Aktivität. Neben der normalen physiologischen Wirkung ist IGFBP2 an der 

Entstehung von metabolischen Erkrankungen beteiligt (Shin et al. 2017). Darüber 

hinaus spielt das Protein unabhängig von IGFs eine Rolle bei der Proliferation, 

Apoptose und Migration von Zellen während der Embryogenese und in Tumorzellen 

(Yao et al. 2016; Fukushima and Kataoka 2007). Es konnte gezeigt werden, dass in 

verschiedenen Tumorarten (Gliomen, Prostata-, Brust und Lungenkarzinomen) eine 

Reaktivierung von IGFBP2 stattfindet (Mehrian-Shai et al. 2007; Fuller et al. 1999; 

Busund et al. 2005; Yazawa et al. 2009) In high-grade Gliomen ist IGFBP2 an der 

Tumorentstehung und -progression beteiligt (Dunlap et al. 2007). Obwohl die Rolle von 

IGFBP2 an der Entstehung von Tumoren bekannt ist, sind die genauen Mechanismen 

noch unklar. Es findet eine dosisabhängige Regulierung von IGFBP2 durch p53 statt, 

was indiziert, dass IGFBP2 ein Ziel des Tumorsuppressors ist (Grimberg et al. 2006). 

Weitere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass IGFBP2 darüber hinaus an 

Erkrankungen wie MEN1 und der Muskeldystrophie Typ Duchenne beteiligt ist (Shin 

et al. 2017). Die ermittelten immunhistochemischen Werte für Anti-IGFBP2 haben 

zwischen den hier untersuchten Gruppen keinen signifikanten Unterschied ergeben.  

6.11 Klinische und laborchemische Parameter 

Die Auswahl der Patienten für die vorliegende Arbeit erfolgte anhand klinischer Daten. 

Hauptauswahlkriterium war in der ersten Gruppe, wie lange die Patienten nach der 

Diagnostizierung von Stadium IV überlebten. Patienten im Stadium IV, die innerhalb 

von 12 Monaten verstarben wurden in der Kurzzeitüberleber-Gruppe 

zusammengefasst und in der Vergleichsgruppe (Langzeitüberleber-Gruppe) wurden 

Patienten im Stadium IV zusammengefasst, die über 30 Monate überleben. Die 

Geschlechterverteilung in den untersuchten Patientengruppen entsprach nicht der 

üblichen Verteilung (Deutsche Krebsgesellschaft (DKG), Deutsche Krebshilfe 2016). 

Dies kann daran liegen, dass die Gruppen nicht als Querschnitt, sondern anhand der 

Überlebenszeit und des Risikos zur Metastasierung (Tumordicke ≥ 2 mm), gebildet 

wurden. Epidemiologische Zahlen belegen, dass bei Männern vermehrt ungünstige 

Eigenschaften des Primarius, wie zum Beispiel Ulzeration und eine größere 

Tumordicke auftreten und somit ein erhöhtes Risiko für eine verkürzte 

Gesamtüberlebenszeit sowie ein erhöhtes Metastasierungsrisiko gegenüber Frauen 

besteht (Lasithiotakis et al. 2008; Scoggins et al. 2006). Diese Erkenntnis spiegelt sich 
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auch in den Zahlen der vorliegenden Arbeit wider. Von den 54 untersuchten Patienten 

waren 38.89% weiblich und 61.11% männlich. In der Kurzzeitüberleber-Gruppe waren 

33.33% weiblich und 66.67% männlich. In der Langzeitüberleber-Gruppe hingegen 

waren 55% weiblich und 45% männlich. In der Hochrisikogruppe A waren lediglich 

25% weiblich und 75% männlich. In der Hochrisikogruppe B waren 71.43% weiblich 

und 28.37% männlich.  

In der Kurzzeitüberleber-Gruppe betrug die durchschnittliche Tumordicke 2.8 mm 

verglichen mit 3.3 mm in der Langzeitüberleber-Gruppe. Geht man davon aus, dass 

die Kurzzeitüberleber-Gruppe aufgrund der kürzeren Überlebenszeit nach Eintritt in 

Stadium IV eine schlechtere Prognose gegenüber der Langzeitüberleber-Gruppe 

aufweist, wäre ein höherer Wert hinsichtlich der Tumordicke nach Breslow in der 

Kurzzeitüberleber-Gruppe zu erwarten. Dies war in der vorliegenden Arbeit nicht der 

Fall. Wie oben bereits beschrieben, steigt mit zunehmender Tumordicke das 

Metastasierungsrisiko (Balch et al. 2009). Die vorliegenden Zahlen unterstützen diese 

Erkenntnis, da sowohl in der Kurzzeitüberleber-Gruppe, als auch in der 

Langzeitüberleber-Gruppe die Tumordicke nach Breslow insgesamt hoch war. 

Darüber hinaus lassen diese Ergebnisse aber keine weitere Aussage über die 

Prognose bezüglich der beiden Untergruppen (Kurzzeitüberleber- und 

Langzeitüberleber-Gruppe) zu. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass ein Bias 

vorliegt, da in Gruppe I nur bereits metastasierte Patienten eingeschlossen wurden. 

Ein Kriterium für die Auswahl der Patienten für Gruppe II war die Tumordicke nach 

Breslow, so dass auch hier ein Selektionsbias herrscht. In Hochrisiko-Gruppe A betrug 

die durchschnittliche Tumordicke 5 mm und in Hochrisiko-Gruppe B 2.5 mm. Hier 

verdeutlichen die Zahlen die Korrelation zwischen einer erhöhten Tumordicke und 

einer frühen Metastasierung. 

In vorangegangenen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Primarien im 

ulzerierten Stadium mit einer verringerten Progressions-freien Zeit und einem 

verringerten Gesamtüberleben einhergehen (Callender and McMasters 2011). Die 

verringerte Progressions-freie Zeit konnte auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet 

werden. Hinsichtlich des Ulzerationsstadiums der Primarien wurde festgestellt, dass in 

Hochrisiko-Gruppe A 80% ulzeriert und 20% nicht ulzeriert waren. Im Gegensatz dazu 

betrug der Anteil der ulzerierten und nicht ulzerierten Primarien in Hochrisiko-Gruppe 

B jeweils 50%. 
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S100ß wird als serologischer Marker eingesetzt. Es hat sich vor allem bei Patienten in 

fortgeschrittenem Krankheitsstadium ein Zusammenhang von erhöhten S100ß-Leveln 

im Serum mit Metastasierung, Rezidiven und verkürztem Gesamtüberleben gezeigt 

(Tarhini et al. 2009; Weinstein et al. 2014). Diese Forschungsergebnisse werden durch 

die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit gestützt. In der Kurzzeitüberleber-Gruppe 

betrug der gemessene S100ß-Wert im Serum +/- ein Monat nach der Diagnose von 

Stadium IV durchschnittlich 0,17 µg/L, wohin gegen der Wert in der Langzeitüberleber-

Gruppe lediglich bei durchschnittlich 0,07 µg/L lag. 

Das Enzym Laktat-Dehydrogenase (LDH) wird als klinischer, serologischer Marker 

beim malignen Melanom eingesetzt. Er gilt als aussagekräftiger Marker, dessen 

Erhöhung mit einer erhöhten Tumorlast und schlechteren Prognose einhergeht (J. 

Zhang et al. 2015). Auch diese Erkenntnis spiegelt sich in den für diese Arbeit 

vorliegenden klinischen Daten wieder. Während der mittlere LDH-Wert im Serum +/- 

einen Monat nach Diagnose Stadium IV in der Kurzzeitüberleber-Gruppe 398.2 U/L 

betrug, zeigte sich in der Langzeitüberleber-Gruppe ein durchschnittlicher Wert von 

238.2 U/L. 
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7. Zusammenfassung 

Das maligne Melanom ist ein sehr aggressiver Hauttumor. Aufgrund der hohen und 

frühen Neigung zur lymphogenen und hämatogenen Metastasierung hat der schwarze 

Hautkrebs eine schlechte Prognose. Gängige Marker zur Prognoseabschätzung wie 

die Tumordicke nach Breslow, der Ulzerationsstatus des Primarius und der Befall des 

Wächterlymphknotens erlauben häufig nur eine ungenaue Abschätzung der Prognose, 

so dass weitere prognostische Marker benötigt werden. In dieser Arbeit wurde 

untersucht, ob die Expressionen spezifischer Gene, die sowohl in Neuralleistenzellen, 

den Vorläuferzellen der Melanozyten, als auch in Melanomzellen exprimiert werden, 

als prognostische Marker für den Verlauf einer Melanomerkrankung genutzt werden 

können. Unter der Annahme, dass Melanomzellen Eigenschaften ihrer Vorläuferzellen 

wiedergewinnen, wurden in einer vorangegangenen Arbeit Gene identifiziert, die 

sowohl in Neuralleistenzellen, als auch in Melanomzellen exprimiert werden. Hierbei 

handelt es sich um folgender Gene: GLDC, ERRFI1, TWIST, MSX1, PTPRF, 

TNFRSF21, TNFRSF12A und IGFBP2. Zusätzlich wurden in der vorliegenden Arbeit 

der bekannte Neuralleistenzellmarker CD271 und der bekannte Proliferationsmarker 

Ki67 betrachtet. In der vorliegenden Arbeit wurden Tumorproben von vier 

Patientengruppen immunhistochemisch untersucht. In der ersten Gruppe wurden 

Metastasen von Patienten untersucht, die nach Diagnosestellung eines malignen 

Melanoms im Stadium IV innerhalb von 12 Monaten verstarben. Diese Gruppe wurde 

einer Patientengruppe gegenübergestellt, die aus der gleichen Ausgangssituation 

länger als 30 Monate überleben. Darüber hinaus wurden Primarien mit der Tumordicke 

≥ 2 mm von Patienten, die eine Metastase in 12 Monaten entwickelten mit einer 

weiteren Patientengruppe verglichen, in der Patienten zusammengefasst wurden, die 

einen Primarius der Tumordicke ≥ 2 mm aufwiesen, allerdings keine Metastase in 30 

Monaten entwickelten.  

Um die Genexpression zu quantifizieren, kamen Antikörper gegen Proteinprodukte der 

oben genannten Gene zum Einsatz. Anhand dieser immunhistochemischen 

Färbungen von Melanomschnitten wurden sogenannte IHC-Werte berechnet, die ein 

Maß für die Stärke der Expression der untersuchten Gene darstellten. Durch den 

Vergleich der IHC-Werte mit den Überlebensdaten der Patienten konnte eine 

Korrelation zwischen der Expression eines Gens und der Überlebenszeit bzw. dem 

Risiko, früh eine Metastase zu entwickeln, hergestellt werden. Die IHC-Werte, die aus 
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den Färbungen mit den Antikörpern gegen CD271, GLDC und ERRFI1 ermittelt 

wurden, zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten, die nach 

Diagnosestellung Stadium IV früh verstarben und denjenigen, die über 30 Monate 

überlebten. Bei Anti-CD271 und Anti-GLDC handelte es sich hierbei um einen IHC-

Wert >8, für Anti-ERRFI1 >9. Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit dargestellt, dass 

Antikörper gegen CLDC und TWIST genutzt werden können, um eine Prognose 

hinsichtlich des Zeitpunkts der Metastasenentwicklung bei Hochrisikopatienten 

(Tumordicke ≥ 2 mm) abzugeben. Erhöhte IHC-Werte nach Färbungen mit diesen 

Antikörpern gehen mit einer früheren Metastasierung einher. Hier beträgt der IHC-Wert 

für Anti-GLDC > 9.33. Der errechnete Grenzwert für Anti-TWIST betrug in der 

vorliegenden Arbeit 12. Da dies der höchst mögliche Wert ist, sind weitere 

Untersuchungen notwendig, um den Grenzwert zu spezifizieren und ihn somit als 

klinisches Werkzeug einsetzbar zu machen. Sowohl die Expression von TWIST, als 

auch von MSX1, beide EMT-Marker, zeigte die Tendenz im Verlauf der 

Tumorprogression zu steigen. Hier lässt sich vermuten, dass sich die Genexpression 

beider Gene ebenfalls zur Prognoseabschätzung eignen könnte. Allerdings sind 

weitere Investigationen notwendig, um die Rolle dieser Gene während der 

Tumorentstehung und -progression zu untersuchen und eventuelle Nutzbarkeit zur 

Prognoseabstimmung zu ermitteln.  
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9. Anhang 
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Tabelle A: TMN-Klassifikation der AJCC (American Joint Committee on Cancer) aus dem Jahr 2017 

Definition of Primary Tumor (T) 

T Category Thickness Ulceration 

TX: Primary tumor thickness cannot be assessed  

(eg, diagnosis by curettage) 

Not applicable Not applicable 

T0: No evidence of primary tumor  

(eg, unknown primary or completely regressed melanoma) 

Not applicable Not applicable 

Tis (melanoma in situ) Not applicable Not applicable 

T1 <1.0 mm Unknown or unspecified 

   T1a <0.8 mm Without ulceration 

   T1b <0.8 mm With ulceration 

 0.8 mm-1.0 mm With or without ulceration 

T2 >1.0-2.0 mm Unknown or unspecified 

   T2a >1.0-2.0 mm Without ulceration 

   T2b >1.0-2.0 mm With ulceration 

T3 >2.0-4.0 mm Unknown or unspecified 

   T3a >2.0-4.0 mm Without ulceration 

   T3b >2.0-4.0 mm With ulceration 

T4 >4.0 mm Unknown or unspecified 

   T4a >4.0 mm Without ulceration 

   T4b >4.0 mm With ulceration 
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Definition of Regional Lymph Node (N) 

Extent of regional lymph node and/or lymphatic metastasis 

N Category No. of tumor-involved regional lymph nodes Presence of in-transit, satellite, 

and/or microsatellite 

metastases 

NX Regional nodes not assessed (eg, sentinel lymph node [SLN] biopsy not performed,regional nodes previously 
removed for another reason); Exception: pathological Ncategory is not required for T1 melanomas, use clinical 
N information 

No 

N0 No regional metastases detected No 

N1 One tumor-involved node or any number of in-transit, satellite, and/or microsatellitemetastases with no tumor-
involved nodes 

 

   N1a One clinically occult (ie, detected by SLN biopsy) 
 

No 

   N1b One clinically detected No 

   N1c No regional lymph node disease Yes 

N2 Two or 3 tumor-involved nodes or any number of in-transit, satellite, and/or microsatellite metastases with one 
tumor-involved node 

 

   N2a Two or 3 clinically occult (ie, detected by SLN biopsy) No 

   N2b Two or 3, at least one of which was clinically detected No 

   N2c One clinically occult or clinically detected Yes 

N3 Four or more tumor-involved nodes or any number of in-transit, satellite, and/or microsatellite metastases with 2 
or more tumor-involved nodes, or any number of matted nodes without or with in-transit, satellite, and/or 
microsatellite metastases 

 

   N3a Four or more clinically occult (ie, detected by SLN biopsy) No 

   N3b Four or more, at least one of which was clinically detected, or the presence of any number of matted nodes No 

   N3c Two or more clinically occult or clinically detected and/or presence of any number of matted nodes Yes 
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Definition of Distant Metastasis (M) 

M Criteria 

M Category Anatomic Site LHD Level 

M0 No evidence of distant metastasis Not applicable 

M1 Evidence of distant metastasis See below 

   M1a Distant metastasis to skin, soft tissue including muscle, and/or nonregional lymph node Not recorded or unspecified 

      M1a(0)  Not elevated 

      M1a(1)  Elevated 

   M1b Distant metastasis to lung with or without M1a sites of disease Not recorded or unspecified 

      M1b(0)  Not elevated 

      M1b(1)  Elevated 

   M1c Distant metastasis to non-CNS visceral sites with or without M1a or M1b sites of disease Not recorded or unspecified 

      M1c(0)  Not elevated 

      M1c(1)  Elevated 

   M1d Distant metastasis to CNS with or without M1a, M1b, or M1c sites of disease Not recorded or unspecified 

      M1d(0)  Not elevated 

      M1d(1)  Elevated 

CNS indicates central nervous system; LDH, lactate dehydrogenase. 

(Gershenwald et al. 2017a) 
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Tabelle B: Stadieneinteilung des Malignen Melanoms der AJCC (American Joint 

Committee on Cancer) aus dem Jahr 2017 

AJCC Clinical Prognostic Stage Groups (cTNM) 

When T is … And N is … And M is … Then the clinical 

stage group is … 

Tis N0 M0 0 

T1a N0 M0 IA 

T1b N0 M0 IB 

T2a N0 M0 IB 

T2b N0 M0 IIA 

T3a N0 M0 IIA 

T3b N0 M0 IIB 

T4a N0 M0 IIB 

T4b N0 M0 IIC 

Any T, Tis ≥N1 M0 III 

Any T Any N M1 IV 

(Amin et al. 2017) 
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Abbildung A: Übersicht: Färbeintensität der signifikanten Antikörper Anti-CD271, Anti-

GLDC und Anti-ERRFI1 
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Abbildung B: Übersicht: Färbeintensität der Antikörper Anti-MXS1, Anti-TWIST, Anti-

TNFRSF12A, Anti-IGFBP2, Anti-TNFRSFR21 und Anti-PTPRF 
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Abbildung C: Poster; ADO-Tagung, September 2018 
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