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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

1.1.1 Das Maligne Melanom

Das Melanom wird als maligner Tumor der Melanozyten definiert. Es ist der bosartig-
ste Tumor der Haut und fiir 90% der Todesfdlle durch Hauttumoren verantwortlich.
Die ungiinstige klinische Prognose beruht auf seiner frithen lymphogenen und hdmato-
genen Metastasierung (20% der Fille). Die Inzidenz des Melanoms steigt weltweit an
(Verdoppelung etwa alle 10 Jahre) und betrdgt in geméBigten Breiten bei Weillen der-
zeit 10-20/100000/Jahr. Meist sind Patienten mit europdischen Wurzeln betroffen, der
starkste Anstieg wurde bei élteren Ménnern verzeichnet. (Armstrong B et al., 2004)
Trotz dieses Anstiegs hat sich die Uberlebensrate verbessert. 1960 verstarben 60% der
Patienten mit der Diagnose Melanom, wéhrend heute nur noch 11% an dieser Erkran-
kung sterben. Diese Verbesserung der Sterberate wurde v.a. durch eine frithere Dia-
gnosestellung erzielt. (Beddingfield FC et al., 2003) Das Lebenszeitrisiko betragt der-
zeit 1:75. (Garbe C et al., 2005)

1.1.1.1 Histologische Charakterisierung des Malignen Melanoms

Es existieren verschiedene klinisch-histologische Einteilungen des Melanoms; die am
hiufigsten verwendete ist die Einteilung nach Clark, welche auch prognostisch weg-
weisend ist. Hierbei deuten das Superfiziell spreitende Melanom ( SSM) und das Len-
tigo-maligna-Melanom (LMM) als sich primér radial ausbreitende Melanome auf eine
bessere Prognose hin, als die primér vertikal wachsenden Melanome, wie das knotige (

nodulédres) Melanom (NMM) und das akrolentigindses Melanom (ALM).




Fig.: 2.1 Klinisch-histologische Subtypen des malignen
Melanoms:
a) ALM, b) SSM

Neben den Haupttypen werden noch Schleimhautmelanome und Sonderformen (z.B.
amelanotische Melanome) unterschieden. Diese machen ca. 5 % der Melanome aus.
(Giuliano AE et al.,1982)

Das Wachstum der meisten Melanome beginnt an der dermoepidermalen Junktionszo-
ne. Solange die Proliferation atypischer Melanozyten auf die Epidermis beschrinkt
bleibt, spricht man vom ,,Melanoma in situ“. Das haufigste Melanoma in situ ist die
Lentigo maligna, Vorldufer des LMM. Sie ist durch eine besonders langzeitige hori-
zontale Wuchsphase gekennzeichnet (bis Jahrzehnte) und entspricht klinisch einer
braunschwarzen, scheckigen Makula mit unregelméBiger Begrenzung.

Die Entwicklung vom Melanoma in situ zum Melanom beginnt mit einer Vermehrung
von Melanozyten in den basalen Epidermislagen (melanozytire Hyperplasie). Im wei-
teren Verlauf breiten sich die Melanozyten teils einzeln, teils in Nestern, entlang der
dermoepidermalen Junktionszone und schlielich in allen Epidermislagen, einschlief3-
lich der Hornschicht aus. Die Melanozyten zeigen Atypien mit Aberrationen der Zell-
grofle, hyperchromatischen Kernen, deutlichen Nukleoli, Zunahme des Kern-
Zytoplasma-Verhéltnisses und Vermehrung atypischer Mitosen.

Sobald die atypischen Melanozyten von der Epidermis in die Dermis gelangen, liegt

ein invasives Melanom mit der Potenz zur Metastasierung vor.

Haufigkeit und Altersverteilung der Melanomtypen:

1. LMM
Das LMM st ein seltener Melanomtyp (8,8%), der hiufig aus einer Lentigo maligna
entsteht. Der Inzidenzgipfel liegt bei 68 Jahren.




2. SSM
Hierbei handelt es sich um den haufigsten Melanomtyp (57,4%); der Inzidenzgipfel
liegt in der Lebensmitte (51 J).

3. NMM
Das NMM hat eine Haufigkeit von 21,4% und seinen Inzidenzgipfel bei 56 Jahren.

4. ALM

Die Haufigkeit des ALM betragt 4 % aller Melanome, sein Inzidenzgipfel liegt bei 63

Jahren.

( Brown TJ et al.,1999)
1.1.1.2. Atiologie und Pathogenese

Verschiedene Faktoren nehmen Einfluss auf die Entwicklung des malignen Mela-
noms. Ein wichtiger exogener Faktor ist die ultraviolette Sonnenstrahlung.

Es gibt Evidenzen, dass insbesondere eine starke intermittierende Bestrahlung, sowie
mehrfache Sonnenbrinde im Kindesalter wesentlich zur Entstehung eines malignen
Melanoms beitragen, wihrend eine permanente UV-Einstrahlung eher Plattenepithel-
oder Basalzellkarzinome hervorruft.

Die ultraviolette Sonnenstrahlung stimuliert vermutlich die Melanomgenerierung
durch einen direkten mutagenen Effekt auf die DNA, durch Modulation von Wach-
stumsfaktoren und durch Inhibition endogener Redoxsysteme und der zellvermittelten
Immunitdt. Diese Effekte fordern die Zellproliferation und verhindern den normalen
Weg der Apoptose, der unter physiologischen Bedingungen auf eine DNA- Schédi-
gung folgt. So entstehen vermehrte DNA-Schiadigungen die sich in Threr Gesamtheit
zu einem Melanom entwickeln und zu allen Aspekten maligner Phénotypen fiihren-
konnen. (Meyskens FL et al., 2004, Satyamoorthy et al., 2002)

Aber auch die genetische Pradisposition inklusive des Hauttyps spielt eine grofle Rolle
in der Atiologie des Malignen Melanoms. So gelten hierbei v.a. ein heller Pigmentie-
rungstyp, rote Haarfarbe und eine hohe Anzahl von Sommersprossen als priadisponie-
rende Bedingungen. Ein weiterer Risikofaktor sind multiple Navi und aktinische Len-
tigines.

Sehr selten werden Melanome auch durch stark penetrante, identifizierbare, erblich-




mutierte Gene ausgeldst. Die Inzidenz dieser Melanome ist nicht genau bekannt, wird
aber unter 2% geschitzt. Folgende Gene mit dieser Funktion sind bisher bekannt:
CDKN2A und, sehr selten, CDK4. Desweiteren wird ein Lokus auf Chromosom 1p22
wird mit dem Melanom in Verbindung gebracht. (Bishop JA et al., 2000;2002) (Gold-
stein AM et al., 1995)

Einige erbliche Varianten des Melanocortin-1-Rezeptors fithren zu einer verstiarkten
UV-Sensibilitit und zu einem zwei- bis vierfach erhohten Melanomrisiko. Die BRAF-
und die NRAS- Gene scheinen nicht mit einem erblichen Melanomrisiko behaftet zu
sein. (Lang et al., 2003) (Casula M et al., 2004)

Melanome sind immunogene Tumoren und verursachen daher eine vergleichsweise
starke Reaktion des Immunsystems. Dies wird durch die starke entziindliche Reaktion
im histologischen Bild, die hdufigen Zeichen partieller Regression, die immer wieder
beobachtete vollige Riickbildung des Primirtumors bei bestehender Metastasierung
und schlieBlich den aggressiveren Verlauf bei Immundefizienz deutlich. Trotz dieser
Abwehrreaktion hat das maligne Melanom durch die Ausbildung einer Reihe von Es-
cape-Mechanismen, die Fidhigkeit zur lokalen Invasion und Metastasierung. (Satya-

moorthy K et al., 2002)

1.1.1.3 Stadieneinteilung und Prognose

Die Prognose des malignen Melanoms ist von zahlreichen Faktoren abhingig.

Prognosefaktoren des Malignen Melanoms

Vertikale Tumordicke nach Breslow am histologischen Priparat

Histologisch erkennbare Ulzeration

Invasionslevel nach Clark, v.a. die Unterscheidung zwischen Level II/I11

Nachweis einer Mikrometastasierung in die regionalen Lymphknoten

Geschlecht
(signifikant schlechtere Prognose fiir Ménner)

Tumorlokalisation
(ungiinstige Prognose fiir oberen Stamm, Oberarme, Hals und behaarten Kopf)

Tabelle 2.1 Prognosefaktoren des Malignen Melanoms




Die Tumordicke kann nach Clark oder nach Breslow eingeteilt werden, wobei die in-

ternational anerkannte Einteilung die nach Breslow ist.

Die aktuelle Einteilung nach der AJCC, die 2001 vorgeschlagen und seit April 2003 in

Europa angewandt wird, teilt die GroBenstufen des malignen Melanoms wie folgt ein.

a) ohne Ulzeration, Level II-111
<l mm (T 1) b) mit Ulzeration oder Level IV oder
\Y

a) ohne Ulzeration

1-2 mm (T2) b) mit Ulzeration
a) ohne Ulzeration

2-4 mm (T3) b) mit Ulzeration

it m (T4) a) ohne Ulzeration

b) mit Ulzeration

Tabelle 2.2 TNM Kilassifikation des Malignen Melanoms nach der AJCC

Das oben erwihnte Clark-Level, das in fiinf Stufen unterteilt wird, gibt die Invasions-
tiefe des Melanoms wieder und wird heutzutage nur noch fiir die Unterscheidung zwi-
schen Level IT und Level III innerhalb von T1 verwendet. (AJCC, 2002)

Das Melanom metastasiert in der Regel primér lymphogen, doch zu einem nicht uner-
heblichen Teil (ca. 10 %) auch primédr hdmatogen. Metastasen treten meist innerhalb
von zwei Jahren nach der Entfernung des Primdrtumors auf, doch wurden auch La-
tenzzeiten von weit iiber 20 Jahren beobachtet. Bevorzugte Organe der Metastasierung

sind Haut, Lunge, ZNS und Skelett.

1.1.1.4 Therapie

Wegen der raschen Verschlechterung der Prognose im Laufe der Tumorprogression
kommt der Prévention und Fritherkennung beim malignen Melanom eine besondere
Bedeutung zu. (Friedman RL et al., 1985) Die Daten machen auBlerdem deutlich, dass
es ein zentrales therapeutisches Ziel die Verhinderung der lokalen Ausbreitung und
Metastasierung eines Melanoms sein muss.

Bei einer durch Biospsie gesicherten Diagnose eines malignen Melanoms stellt die
vollstdndige chirurgische Exzision mit histopathologischer Kontrolle der Schnittrander
die Methode der Wahl dar. Der Sicherheitsabstand richtet sich dabei nach der Tumor-

dicke bzw. der Eindringtiefe des Primértumors:
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In situ 0,5 cm

Bis 2mm 1 cm

>2 mm 2 cm

Tabelle 2.3 Empfehlungen fiir den Sicherheitsabstand bei chirurgischer
Exzision des Malignes Melanom

Bei Melanomen in fazialer, akraler oder anogenitaler Lokalisation kann statt der Ein-
haltung des lateralen Sicherheitsabstandes die histologisch kontrollierte Chirurgie mit
Sicherstellung der vollstandigen Exzision aller Tumoranteile empfohlen werden.

Bei Tumoren mit einem erhohten Metastasierungsrisko sollte eine SLND (' Sentinel
lymph node dissektion) durchgefiihrt werden (McMasters KM et al., 2001, Thompson
JF et al., 1995), je nach Ergebnis kann eine prophylaktische Lymphadenektomie sinn-
voll sein. Allerdings zeigten neuere prospektive Studien bei Anwendung dieser Me-
thode lediglich eine Verlingerung der rezidivfreien Zeit und keinen Uberlebensvorteil.
Die durchschnittliche Uberlebenszeit von Patienten mit einer metastasierten Krankheit,
die auf die Haut, die Subkutis und die Lymphknoten beschrénkt ist, liegt bei 12 Mona-
ten, wihrend die Patienten mit einer viszeralen Beteiligung oder mit einer erhohten
Konzentration von LDH im Serum eine mittlere Uberlebensrate von 4-6 Monaten ha-
ben. Die Therapie hat hier im Allgemeinen palliativen Charakter.

Es gab in der Vergangenheit viele Versuche der adjuvanten Chemotherapie. (Hersey P
et al., 2003) dennoch sprechen auch heute nur ca. 20 % der Patienten auf diese syste-
mische Gabe von Chemotherapeutika an. Verwendete Priparate sind Single Agent
Dacarbazine (DTIC) als Standard-Medikament, sowie Nitrosoureas (Fotemustine) bei
Vorliegen von ZNS-Metastasen (Atkins BM et al. 1997, Houghton AN et al.,). Die
stirker toxische Polychemotherapie verbessert dagegen die Uberlebensrate nicht. (Ei-
gentler TK et al., 2003)

Die alleinige Radiotherapie ist als Primdrbehandlung beim malignen Melanom nur
dann indiziert, wenn ein operativer Eingriff nicht moglich ist. Auch in der Behandlung
der Lentigo-Maligna-Melanome kommt ihr eine Bedeutung zu.

Zusammenfassend ist die Therapie im metastasierten Stadium unbefriedigend, so dass
der Entwicklung neuer Préparate oder Therapiekonzepte grole Bedeutung zukommt.
Vielversprechende Ansétze hierzu gibt es aus dem Bereich der Immuntherapie.

Fiir Interferon Alpha konnte vor allem bei Patienten mit resektablen Melanomen des
Stadiums II, aber auch bei Patienten in N1-Stadium, in verschiedenen Studien eine

Verldngerung der rezidivfreien Zeit und z.T. auch der Gesamtiiberlebenszeit
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beschrieben werden (Kirkwood JM et al., 1996, Grob 1] et al., 1998, Kirkwood JM et
al., 1998 Pehamberger H et al., 1998). Auch kann beim metastasierten Melanom eine
Hoch-Dosis IL-2-therapy angewendet werden, die allerdings eine hohe Toxizitdt auf-
weist und daher ausgewihlten Patientengruppen vorbehalten bleibt (Dutcher JP et al.,
1989, Parkinson DR et al., 1990)

Eine entscheidende Vorraussetzung fiir die weitere Entwicklung von Konzepten ist es,
die molekularen Mechanismen der Invasion und Metastasierung des malignen Mela-

noms verstehen zu lernen, um gezielt in diese Vorgédnge eingreifen zu konnen.

1.1.2 Tumorinvasion und -metastasierung

Eine fundamentale Voraussetzung fiir die Metastasierung von Tumorzellen ist ihre
Féhigkeit, sich aus dem Primédrtumor zu 16sen und verschiedene strukturelle und zellu-
lare Barrieren zu tiberwinden. Hierzu gehoren die Basalmembran der dermoepiderma-
len Junktionszone, welche Epidermis und Dermis voneinander trennt und das intersti-
tielle Bindegewebe der Dermis. Um Anschluss an das BlutgefdBBsystem zu erhalten
und so Tumorgewebe metastatisch absiedeln zu kdnnen muss die subendotheliale Ba-
salmembran des BlutgefaB3systems durchbrochen werden. (Tryggvaso K et al., 1987)
Wiéhrend der Invasion und Metastasierung miissen die malignen Zellen diese natiirli-
chen Barrieren degradieren. (Mignatti P et al., 1993) Dies wird durch die Abgabe von
verschiedenen Proteasen durch den Tumor oder die Aktivierung anderer Zellen zur
Proteasenausschiittung bewirkt. Hierbei spielen verschiedene Proteasen eine Rolle:
Serinproteasen (Plasmin, uPA, tPA), ADAMs, Aspartatproteasen (Cathepsin D), lyso-
somale Cysteinproteasen (Cathepsin B,H,L) und verschiedene  Matrix-
Metalloproteasen. (Andreasen PA et al., 2000, Duffy MJ et al., 1996, Duffy MJ et al.,
2003, Johansson M et al., 2000, Kos J und Lah TT, 1998, Rochefort Het al., 1999).
Das quantitativ am hédufigsten vertretene Protein an Basalmembranen ist das Kollagen
Typ IV. Andere Komponenten sind Laminin, Proteoglykane, Entactin und Osteonec-
tin.

Wihrend dieser Prozesse ist ein kontrolliertes Zusammenspiel von Proteolyse der Bin-
degewebskomponenten und der Nutzung der Strukturproteine als Anheftungspunkte
(Adhésionsmolekiile wie z.B. Cadherine, Integrine) fiir die Migration der Tumorzellen
notwendig. AuBlerdem spielt die Kontrolle der Proteasen durch Inhibitoren eine wich-

tige Rolle.
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Um den nédchsten Schritt von der Invasion zur Metastasierung zu vollziehen miissen
die Tumorzellen die Basalmembran der Gefille durchbrechen, um die Blut- und
Lymphzirkulation zu erreichen. Eine selektive Anheftung von Tumorzellen an das
Endothelium von bestimmten Organen und die Emigration von Tumorzellen vom Blut
durch die Basalmembran in das umgebende Gewebe, durch Mediatoren bewirkt, sind
essentiell fiir die Metastasierung in Lymphknoten oder periphere Organe. Diese Pro-
zesse werden u.a. durch aufeinander abgestimmte Aktionen verschiedener Protea-
seklassen ermoglicht (Goel A und Chauhan SS, 1997). So findet man erhdhte Konzen-
trationen verschiedener Proteasen v.a. an der Invasionsfront der Tumoren. In Lewis
Lungentumoren konnte man die hochsten Konzentrationen von Plasminogen-Aktivator
in den Gebieten invasiven Wachstums finden , wihrend an Stellen, in denen kein Ge-
webeabbau stattfand auch keine Proteasenaktivitit nachgewiesen werden konnte.
(Skriver L et al.,1984)

Es gibt aber auch iiber die Katalysierung von Abbauprozessen hinaus andere Metho-
den mit denen Proteasen auf die Metastasierungsfahigkeit von Tumoren einwirken
konnen, wie z.B. die Aktivierung von positiven Wachstumsfaktoren, die Anregung der
Zellmigration, die Stimulation der Angiogenese, etc.

(Lyons RM et al., 1988, Gilbert CC et al., 1983, Honn KV et al., 1982, Sylven B et al.,
1968, Gross JL et al., 1983)

Nur wenige selektive Tumorzellen {iben alle Schritte erfolgreich aus und formen Meta-
stasen. Durch den Selektionsvorteil gegeniiber den anderen Zellen vermehren sie sich
dann aber sehr schnell und fiithren schlielich hdufig zum Tod des Patienten.

Der Abbau von Extrazelluldrer Matrix (ECM) durch Proteasen ist kein obligat patho-
logischer Prozess; eine grole Anzahl von Proteasen ist am physiologischen Umbau-
prozess des Bindegewebes, wie z.B. Embryonalentwicklung und Wundheilung betei-
ligt. Im Unterschied zum tumordsen Wachstum wird der Bindegewebsabbau aber kon-
trolliert, wiahrend bei der Tumorausbreitung diese physiologischen Kontrollmechanis-
men weitgehend ausgeschaltet sind.

Obwohl es eine fundamentale Charakteristik von Tumorzellen darstellt, dass die Regu-
lation und im Besonderen die Proliferation unabhéngig vom Einfluss der Umwelt ver-
laufen, gibt es doch vielfdltige Interaktionen zwischen Tumorzellen und umgebendem

Gewebe, die einen groflen Einfluss auf die Tumorentwicklung haben.
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Tumorzellen kénnen das umgebende Gewebe modifizierten und den Metabolismus
von Fibroblasten erhéhen, so dass diese ein Stroma produzieren, die an die Bediirfnis-
se der Tumorzellen angepasst ist und nicht mehr an die normale Zusammensetzung der
Dermis.

Die Interaktion mit dem umgebenden Gewebe geschieht durch die Abgabe von 16sli-
chen Faktoren oder durch Zell-Zell, bzw. Zell- Matrix-Kontakte.

Auf der Oberflache von Bindegewebszellen befinden sich Rezeptor-Molekiile, welche
Zell-Zell- und die Zell-Matrix-Interaktionen vermitteln. Zu diesem gehoren sowohl die
Cadherine, die die Interaktion von benachbarten Zellen steuern (Yap AS et al., 1997),
als auch die Integrine, die fiir die Bindung der Zellen an verschiedene Komponenten
der extrazelluldren Matrix verantwortlich sind (Hynes RU et al., 1992). Cadherine sind
Calcium-abhingige Rezeptor-Molekiile, die in verschiedenen Zelltypen exprimiert
werden. In Melanomzellen ist die Exprimierung von Cadherinen verdndert. Gleichzei-
tig mit einer Verringerung von E-Cadherin, welches die Adhdsion zwischen Keratino-
zyten und Melanozyten vermittelt (Tang et al., 1994), wird die Expression von N-
Cadherin hochreguliert, welches die Assoziation von stromalen Fibroblasten und En-
dothelzellen mit den Melanozyten fordert. So ergibt sich fiir die Melanozyten eine
erhohte Mobilitdt und damit Invasivitat.

Auch Integrine spielen eine wichtige Rolle im Hinblick auf die Invasivitdt und Meta-
stasierungsfahigkeit beim Malignen Melanom. Neben ihrer Féhigkeit die spezifische
Bindung zwischen Zellen zu Komponenten der EZM zu verbessern, vermitteln Inte-
grine auch Signale aus dem extrazelluliren Raum in den intrazelluldren und regulieren
auf diese Weise die Expression verschiedener Gene, z. B. von Matrix-Abbauenden
Enzymen. AuBlerdem sind sie in die Organisation des umgebenden Gewebes involviert
und ermdglichen die Zellmigration (Van der Flier A und Sonnenberg A, 2001). Beim
malignen Melanom ist die Expression bestimmter Integrine, z.B. aVBIII, in der verti-
kalen Wachstumsphase des Tumors deutlich erhoht (Felding-Habermann B et al.,
1992).

Auf den beschriebenen Zell-Matrix-Interaktion beruhen verdanderte Expressionsmuster
von Bestandteilen der Extrazelluldren Matrix, die an der Regulation von Matrix-
degradierenden Proteasen beteiligt zu sein scheinen. So konnten Zigrino P et al (2001)
in 3D Kollagen Typ 1 Matrices die Regulation der MT1-MMP-Expression durch akti-

vierte a2p1 Integrinrezeptoren demonstrieren. Koblinski JE et al (2002) konnten nach
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Kultivierung humaner Fibroblasten auf nativem Kollagen Typ I zeigen, dass die Inte-

grine a.1B1 und a2f1 die Sekretion von Procathepsin B induzieren.

1.1.3 Proteasen

Eine Protease kann definiert werden als Enzym,das Peptidbindungen hydrolysiert.
Proteasen spalten Proteine, die Thre Funktion erfiillt haben, bzw. Nahrungsproteine
durch eine Hydrolysereaktion (Addition eines Wassermolekiils an eine Peptidbin-
dung). Diese Reaktion wiirde ohne einen Katalysator sehr langsam verlaufen. Peptid-
bindungen haben den Charakter von partiellen Doppelbindungen durch eine Resonanz-
struktur, die eine planare Form der Peptidbindung verursacht. Dies wird durch den
Doppelbindungscharakter zwischen Kohlenstoff-/ Stickstoffatom verstdrkt. Ein En-
zym, das die Spaltung einer Peptidbindung bewirken soll, muss einen nukleophilen
Angriff auf eine nichtreaktive Carbonylgruppe ermoglichen. Bei allen Enzymklassen
gibt es im aktiven Zentrum Merkmale, welche die Aktivitdt von Wasser oder einer
anderen nukleophilen Gruppe sowie die Polarisierung der Peptidcarbonylgruppe und
die anschlieBende Stabilisierung eines tetraecdischen Zwischenproduktes ermoglichen.
Die Proteasen werden nach ihrem katalytischen Mechanismus in vier Klassen unter-
schieden.

Der Begriff der Katalytischen Triade lasst sich besonders gut am Beispiel des Chymo-
trypsins erkldren: es handelt sich um eine Anordnung von Aminosdureresten, die zur
Verstarkung der Aktivitét von Serin 195, welches im Zentrum gelagert ist, fiihrt. Zwei
weitere Beispiele fiir Enzyme dieser Gruppe sind das Trypsin und die Gerinnungsen-
zyme. Sie alle gehoren zu der Gruppe der Serinproteasen.

Eine weitere Gruppe sind die Cysteinproteasen. Sie wirken dhnlich wie Chymo-
trypsin, aber ein Cysteinrest, der von einem Histidinrest aktiviert wird ibernimmt die
Funktion des nukleophilen Zentrums, welches dann die Peptidbindung angreift. Diese
Gruppe wird auch Papain-Gruppe genannt, da ein dhnliches Protein zuerst aus der Pa-
paya-Frucht gewonnen wurde; zu dieser Gruppe gehoren auch die Cathepsine. (Chap-
man HA et al., 1997). Noch zu erwihnen ist die Gruppe der Caspasen, die bei der
Apoptose eine tragende Rolle spielen; sie haben zwar eine andere Gesamtstruktur, aber
ein dhnliches Zentrum wie die Cathepsine.

Eine weitere Gruppe stellen die Aspartatproteasen dar, deren aktives Zentrum aus

einem Paar von Asparaginsiureresten besteht, die es jeweils einem Wassermolekiil
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ermdglichen, die Peptidbindung anzugreifen. Zu dieser Gruppe gehdren z.B. Renin,
Pepsin, Cathepsin D.

Als letzte Gruppe sind die Matrix- Metalloproteasen (MMPs) zu nennen, deren akti-
ves Zentrum ein gebundenes Metallion enthilt, fast immer ein Zinkion, das seinerseits
ein Wassermolekiil aktiviert (nukleophile Gruppe). Zu dieser Gruppe zdéhlen das
Thermolysin (bakteriell), die Carboxypeptidase A (Verdauung) und als grote Gruppe
die Matrix-Metalloproteasen.

Proteasen werden in Exopeptidasen und Endopeptidasen eingeteilt. Wahrend Erstere
die Aminosdurereste vom Ende her abspalten und daher weiter in Carboxy- und Ami-
nopeptidasen unterteilt werden konnen, spalten Endopeptidasen innerhalb der Amino-
sdureketten und sind oft sehr spezifisch.

AuBlerdem konnen Proteasen in intrazellulidre (z.B. Cathepsine) und in extrazellulédre
(z.B. MMPs) eingeteilt werden. Cathepsine befinden sich meist in sekundéren Lyso-

somen, d.h. in Lysosomen, die mit dem Abbaumaterial verschmolzen sind.

1.1.4 Cathepsin B

Cathepsin B ist der Hauptreprdsentant der Cysteinproteinasen und ist in Lysosomen
aller Zellen von Sdugetieren enthalten. Cathepsin B hat eine weite Substratspezifitit
sowohl bei saurem, als auch bei neutralen pH. Es fungiert als Endo- und als Exopepti-
dase und kann in Kaskaden andere Proteasen aktivieren.

Cathepsin B unterliegt einer komplexen Regulation, die nicht zuletzt auch die Bildung
und den Transport dieses Enzyms mit einschlief3t.

Das humane Cath B wird von einem single-copy Gen kodiert und ist auf dem kurzen
Arm von Chromosom 8 in einer Region, die als 8p22 bekannt ist, lokalisiert. Von die-
sem Gen werden zwei Haupt- m RNA’s mit identischen Kodierungsregionen von 4.0
und 2.3 Kb Grof3e abgelesen. (Fong D; 1992)

Auf der Oberflidche des RER wird das Priaproenzym produziert und in das RER trans-
portiert. Hier wird die Prisequenz abgeschnitten wodurch Procathepsin B (46 KDa),
als inaktives Proenzym, entsteht. Dieses wird an einer oder mehreren Glykosilierungs-
stellen glykosiliert und zum Golgi-Apparat transportiert. Hier werden die Carbohydra-
te modifiziert, so dass Procathepsin B nun Phosphomannosyl-Reste enthilt. Diese Re-
ste wiederum konnen an den Mannose-6-Phosphat- Rezeptor binden, der den Trans-

port zu den Endosomen, die dann zu Lysosomen werden, iibernimmt
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Der Mannose-6-phosphat-Rezeptor gibt seine Ladung angeregt durch eine Ansduerung
der Endosomen (pH 5.0) ab und kehrt zum Golgi-Komplex zuriick. Im endosoma-
len/lysosomalen Bereich wird Cathepsin B zu einem aktiven Einzelstrangenzym mit
31 kDa oder zu einem aktiven Doppelstrangenzym mit 25/26 +5 kDa prozessiert. Zu-
sétzlich zu den oben beschriebenen Mechanismen wird vermutet, dass ein lysosomaler
Proenzym-Rezeptor existiert, der am Transport von Cath B teilnimmt. Bisher konnte
nur nachgewiesen werden, dass dieser Rezeptor auch Cath D und Cathepsin L bindet.
Fiir Cathepsin B liegen diesbeziiglich noch keine Daten vor. (Yan S et al., 2003)

Die Hauptaufgabe von Cath B in den Lysosomen in vivo ist der Abbau von Proteinen,
die entweder von der Zelle aufgenommen wurden, oder aus anderen Bereichen der
Zelle stammen. In gesunden Zellen werden nur ca. 5 % aller lysosomalen Enzyme
sekretiert.

Fiir viele Proteasen ist die Aktivitdt durch die Balance zwischen der Menge von akti-
vem Enzym und der Menge der aktiven Inhibitoren geregelt. Eine Dysregulation be-
deutet daher meist entweder eine Uberproduktion oder ein Defizit von Proteasen ge-
geniiber den Inhibitoren.

Bei Cysteinproteasen ist die Regulation etwas komplizierter organisiert. Verschiedene

Faktoren wirken zusétzlich auf die Regulation ein. (Almeidea PC et al., 2001)

1.pH-Wert: Die meisten Cysteinproteasen sind unstabil und schwach bei neutralem pH
und entfalten aus diesem Grund Ihre optimale Funktion im sauren Milieu von Lyso-
somen. Dies gilt jedoch vor allem fiir die Cathepsine L,H,D,V,F, wiahrend Cathepsin B
bei einem pH-Wert von 4,5-5,5 die hauptsidchliche Carboxypeptidaseaktivitét, bei pH
7-7,4 jedoch eine zusitzliche Endopeptidaseaktivitit zeigt (Khouri HE et al., 1991).

2. Redox-Potential: Die aktive Seite des Cysteins wird leicht oxidiert, weshalb diese
Enzyme vor allem in reduzierender Umgebung aktiv sind. Um eine solche Umgebung

zu schaffen, akkumulieren Endosomen Cystein. (Pisoni RL et al., 1990)

3. Synthese als inaktive Vorlduferformen: Die Enzyme werden als Praproenzyme syn-
thetisiert und benotigen proteolytische Aktivierung. Diese Aktivierung bendtigt gene-
rell einen sauren pH-Wert, oder die Aktivierung durch andere Enzyme. Dies verhindert

normalerweise eine ungesteuerte Aktivierung nach versehentlicher Sekretion.
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4. Transport von Enzymen zu Endosomen und Lysosomen: Alle bekannten Enzyme
besitzen N-Glykolisierungsbereiche, die spédter mannosyliert und zur Basis der
Phosphomannosyl-Reste dirigiert werden, welche die Bindung an Mannose-6-

phosphat-Rezeptoren triggern.

5. Die Anwesenheit von Cystein-Protease-Inhibitoren: Proteaseinhibitoren scheinen v.
a. aktive Enzyme zu inhibieren, die die oben genannten Regulationsmechanismen um-
gangen haben. Aus diesem Grund sind das Zytoplasma und der extrazelluldre Raum
mit einer hohen Menge an Inhibitoren ausgestattet. Am weitesten verbreitet ist die
Familie der Cystatine. Es existiert ein intrazelluldrer Typ (Typl; Cystatin A und B),
der auch Stefins genannt wird und der sekretierte extrazelluldre Inhibitor (Typ2, Cy-
statin C). AuBerdem existieren die im Blut zirkulierenden Kininogene (Typ 3).
Inzwischen wurden zwei neue Cystein-Protease-Inhibitoren entdeckt, die die Ahnlich-
keit zwischen Serin- und Cystein-Proteasen betonen. Zwei neue Mitglieder der Serpin-
Familie (die sonst als Serin-Protease- Inhibitoren gelten) scheinen inhibitorische Akti-
vitdt auf Cystein-Proteasen zu haben.

Verschiedene Gruppen vermuten, dass Anderungen in der Expression von Cystatinen
auf mRNA und Protein-Level mit der Malignitdt von verschiedenen Tumoren korrelie-

ren. (Bjornland K et al., 1996, Boike G et al., 1991)

Cathepsin B baut demnach physiologischerweise Proteine im sauren Milieu des lyso-
somalen Systems ab. Von den Zellen sekretiert werden v.a. Proenzyme und ,trunkated
forms®, die im Gegensatz zum fertigen Enzym bei neutralem pH stabil sind. Mehrere
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Rolle des Cathepsin B nicht auf den
lysosomalen Abbau von Proteinen beschrinkt ist. Aulerdem scheint dieses Enzym
eine Rolle in verschieden Krankheiten (Rheumatoide Arthritis und Paradontitis,
Osteoarthritis) sowie in der Tumorprogression und -Metastasierung zu spielen. (Tein-
heckel T et al.,2001)

Mehr und mehr wird deutlich, dass es sich bei Cathepsinen um multifunktionale En-
zyme handelt, die auch eine Rolle in Antigen -Prozessing and -Prédsentation spielen,
die membrangebundene Proteine spalten, und die v. a. auch extrazelluldre Matrix ab-
bauen und dabei an der Formung und Anpassung von Geweben mitwirken. (Cahng SJ

et al.,1986), (Mary E et al., 1999)
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1.1.4.1 Cathepsin B und seine Verdnderungen in malignen Tumoren

Unter normalen Bedingungen ist Cathepsin B wie oben schon beschrieben in den Ly-
sosomen der Zellen lokalisiert, in denen es als ,,Housekeeping Enzym* arbeitet. Unter
physiologischen Bedingungen wird nur eine kleine Fraktion des Enzyms (5-10%) se-
zerniert. In Tumorzellen hingegen konnte eine weit dariiber hinaus gehende Sekretion
beobachtet werden. Entgegen der frilheren Annahme, Lysosomen seien nur ,,dead-
end“-Organellen, werden sie inzwischen vielmehr als Bestandteil dynamischer Prozes-
se gesehen, die es unter bestimmten Bedingungen erlauben, mit der Plasmamembran

zu fusionieren (Andrews 2000).

An folgenden Tumoren konnte bisher eine generelle Erhohung und/oder verdnderte
Lokalisation von Cathepsin B nachgewiesen werden: Blasen-Ca., Mamma-Ca., Prosta-
ta-Ca., Magen-Ca., Lunge-Ca., Chondrosarkom, Gliom, Melanom, Kolon-Ca. Diese
Erhohung korreliert mit der Malignitidt von Tumoren. (Krueger S et al., 2005, Kawa-
mura K et al., 2004, Macievicz EA et al., 1989, Redwood SM et al., 1991, Remple SA
et al., 1994, Silverparvarthi M et al., 1995, Shuja S et al., 1991, Sheahan K et al., 1981,
Cao L et al., 1994). Dies konnte auf eine (teilweise) Ausschaltung der oben besproche-
nen Regulationsmechanismen riickschlieBen lassen und deutet auf die Bedeutung des
Cathepsin B bei der Tumorausbreitung hin.

Inzwischen konnte man in malignen Tumoren Verdnderungen auf allen Stufen der
Produktion und des Transports von Cathepsin B beobachten (Rozhin et al., 1994,
Sloane B.F. et al 1986)

So wurde in verschiedenen Studien bereits eine Erhohung der mRNA von Cathepsin B
in malignen Tumoren beobachtet. Auch Verdnderungen wie eine Erweiterung des
Gens (Gene Amplifikation) und Abweichungen beim Vorgang des Splicings konnten
aufgezeigt werden. Man fand eine vermehrte Ausschiittung von Procathepsin B sowie
eine Verlagerung von den Cathepsin enthaltenden Vesikeln in die Peripherie der Zel-
len und eine Ausschiittung von reifem Cathepsin B in die Umgebung der Zellen.

Auf die einzelnen Punkte dieser Verdnderungen soll in der Diskussion dieser Arbeit
ndher eingegangen werden.

Eine erhohte Sekretion und Membranassoziation von Cath.B konnte die extrazelluldre
Proteolyse durch folgende Mechanismen vereinfachen:

1. direkten Abbau von extrazelluldren Matrixproteinen und
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2. durch die Aktivierung anderer Proteasen und hierdurch die Initiierung von proteoly-

tischen Kaskaden. (Cavallo-Medved D et al., 2003, Hewitt R et al., 1996)

1.1.5 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) stellen eine calcium-abhéngige Protein-Familie
dar, die verantwortlich fiir den Abbau der extrazelluliren Matrix ist. Die Familie der
humanen MMPs erstreckt sich auf 16 Mitglieder, die durch strukturelle Charakteristi-
ka und durch ihre Substratspezifititen in vier Subgruppen unterteilt werden konnen.
Die Kollagenasen, die Gelatinasen und die Stromelysine sind Enzyme, die sezerniert
werden; wohingegen die Membrantypen durch eine transmembrandse Doméne an der
Plasmamembran verankert sind.

Seit ihrer Erstbeschreibung 1962 durch Fross und Lapiére werden Matrix Metallopro-
teinasen als Enzyme mit einer Schliisselrolle bei der Homdostase der ECM gesehen. In
den letzten Jahren wurde aber auch vermehrt ihre Rolle bei der Regulation von Tumo-
ren, Entziindungen und Wachstumsprozessen deutlich.

Die MMP’s sind fiir den Abbau der einzelnen Kollagene spezifisch, und werden auf
Grund dieser Spezifititen eingeteilt: so spalten z. B die Kollagenasen, die die Faserkol-
lagene (Typ I, II, IIT) abbauen (MMP1 und 8) das Typ IV Kollagen nicht, welches nur
von MMP2 und 9 hydrolysiert wird. Stromelysine (MMP-3, 7 und 10) bauen Proteo-
glykane, Laminin oder Fibronektin ab. Metalloproteinasen spalten das Kollagen-
Molekiil an Gly/Leu- oder Gly/Ile-Bindungen in zwei Fragmente. Die Triple-Helix der
entstechenden Fragmente zeigt eine erniedrigte Schmelztemperatur (29-32°C), so dass
sie bei Korpertemperatur wahrscheinlich in die einzelnen Peptidketten zerfallt, die von
Kollagenasen und anderen proteolytischen Enzymen weiter abgebaut werden kdnnen.
Die MMPs werden von Fibroblasten, Endothelzellen und anderen Zellen gebildet, als
inaktive Proenzyme in den Extrazellularraum sezerniert und durch Abspaltung des
Propeptids aktiviert. Ein Zinkion im aktiven Zentrum der Protease ist notwendig fiir
die katalytische Aktivitit des Enzyms. Bei der Aktivierung der MMPs, wird dieses
aktive Zentrum freigelegt. (Murphy G et al., 1999)

Da die MMPs als inaktive Proenzyme sezerniert werden, ist die selektive Aktivierung
ein sehr wichtiger Regulationsmechanismus. Die Konversion zu den 62- und 9 kDa
aktiven Formen erfolgt durch die uPA/uPAR/Plasminogen-Kaskade und durch die
Aktivierung durch membrangebundene MMPs (MT-MMPs).
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Zusitzlich zur Regulation durch selektive Aktivierung und Steuerung der Expression
des Enzyms werden die Matrix-Metalloproteinasen durch spezifische Inhibitoren, die
als TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases ) bezeichnet werden, gehemmt. Dies
geschieht, indem sie an das aktive Zentrum der MMPs binden. Normalerweise existiert
ein feinreguliertes Gleichgewicht zwischen den MMPs und den TIMPs. Stoérungen
dieses Gleichgewichtes fiihren zu einem vermehrten Kollagenabbau. Bisher konnten
vier verschiedene TIMPs-Typen identifiziert werden.

Aufgrund ihrer Féhigkeit Typ IV Kollagen, eine Hauptkomponente von Basalmem-
branen zu spalten, wird den Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 eine wichtige Rolle bei
der Tumormetastasierung zugeschrieben. Am Beispiel des malignen Melanoms konnte
durch Immunhistochemie gezeigt werden, dass MMP-9 v.a. wihrend der horizontalen
Wachstumsphase exprimiert wird, wihrend dieses Enzym kaum in dicken Tumoren
oder Metastasen entdeckt wurde. Im Gegensatz dazu wurde MMP-2 v.a. in Tumorpro-
ben mit einer stirkeren Dicke entdeckt, was auf eine Beteiligung an der Metastasie-

rung schlielen lassen konnte.

1.1.6 In Situ Zymographie

Die In Situ Zymographie wurde vor einigen Jahrzehnten eingefiihrt um die Aktivitét
von MMP’s zu lokalisieren. (Pirild E et al., 2001) Im Gegensatz zur Immunhistoche-
mie, die simtliche in einem Gewebe vorhandenen Enzyme nachweist, kann mit dieser
Methode der funktionelle Status der Enzyme unabhédngig von der Hemmung durch
spezifische Inhibitoren und von Vorstufen der Enzyme aufgezeigt werden. Die Metho-
de basiert auf einer Zymographie; es werden SDS-Polyacrylamidgele verwendet, die
entweder Gelatine, Casein oder Fibrin als Substrat beinhalten. (Frederiks W et al.,
2004)

Galis et al. (1995) verwendeten Gelatine, die Fluoreszin oder eine autoradiographische
Emulsion enthielt als ,,substrate layer auf kryostatischen Schnitten.

Das Prinzip, das Galis et al. etabliert hatten wurde modifiziert um den Abbau der Gela-
tine auf anderen Wegen darzustellen. Statt floureszierende Gelatine zu verwenden,
benutzen einige Autoren reine Gelatine, die dann z. B. mit amido black ( Ikeda M et
al., 2000) gefarbt wurde. Ein weiterer Ansatz der auf der Zymographie basiert und der
auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, wurde von Kurschat et al. 2002
eingefiihrt. Diese Arbeitsgruppe inkorporierte Gelatine in Polyacrylamidgele von 50

Mykrometer Dicke, die mit unfixierten kryostatischen Schnitten in Kontakt gebracht
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wurden. Nach einer Inkubation wurden die Schnitte von den Gelen abgewaschen und
die Gele mit Coomassie-Blau angeférbt. Alle diese Ansétze haben die Tatsache ge-
meinsam, dass eine Abnahme in der Farbungsintensitdt eine Reflektion der Gelatinase-
Aktivitét darstellt.

Dieser Ansatz beinhaltet zwei Nachteile. Zum einen ist die Sensitivitit der verminder-
ten Anfarbbarkeit geringer als die der immunohistologischen Farbung und zweitens ist
noch nicht eindeutig nachgewiesen, ob und wie diese Methode quantitative Ergebnisse
liefern kann. (Mungall and Pollit 2001). Aus diesen Griinden wird versucht weitere
Verfahren zu entwickeln, in denen ein geférbtes oder fluoreszierendes Produkt auf der

Seite der Gelatinase-Aktivitdt gebildet wird.
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1.2 Fragestellung

In der Tumorinvasion und Metastasierung spielen Zell-Matrix-Interaktion eine wichti-
ge Rolle. Proteasen und ihre Inhibitoren werden iiber diese Prozesse gesteuert und
nehmen so ihre Rolle im Prozess der Tumorprogression ein. Cathepsin B als lysosoma-
le Cysteinprotease wird in malignen Zellen neben einer vermehrten Expression und
intrazelluldren Aktivitdt vermehrt auch auBlerhalb der Lysosomen und an der Zellober-
fliche gefunden. Hieraus entwickelt sich die Fragestellung an welchen Stellen des
Tumors sich die vermehrte extrazellulire Aktivitit findet und ob diese mit der Mali-
gnitét der jeweiligen Tumorzelllinie korreliert. Wir untersuchten diese Fragestellungen
am Beispiel des malignen Melanoms.

Fiir Metalloproteinasen wurden bereits vielfach Erhéhungen in malignen Tumoren
nachgewiesen, weshalb sie im Folgenden als Vergleichsgruppe verwendet wurden.
Eine weitere sich daraus ableitende Frage ist der Zusammenhang der Aktivierungspro-
file von Cathepsin B und den Metalloproteinasen. Auch das Gleichgewicht von Inhibi-
toren und aktivem Enzym scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen.

Um diese Fragestellungen zu beantworten, etablierten wir zwei Versuchsanordnungen.
Zunichst fithrten wir die Versuche an humanen Préparaten der Tumorbank der derma-
tologischen Klinik der Universitdt zu Koln durch und anschlieBend an gut charakteri-
sierten Zellinien im Mausmodell.

Innerhalb dieser beiden Versuchsanordnungen fiihrten wir zundchst immunhistochemi-
sche Untersuchungen durch, um die Konzentrationen von Cathepsin B innerhalb der
Priaparate in Beziehung zur Invasivitit der jeweiligen Tumoren semiquantitativ zu
bestimmen.

Um das Verhiltnis zwischen Cathepsin B und seinen spezifischen Inhibitoren zu beur-
teilen, wurde anschlieBend die Methode der in situ Zymographie angewendet um akti-
ves nicht inhibiertes Enzym nachzuweisen und im Gewebe zu lokalisieren.

Um die Aktivitdtsprofile der Cathepsine und der Metalloproteinasen in einen Zusam-
menhang zu bringen, wurden die In situ Zymographien auch an dieser Enzymgruppe
durchgefiihrt .

Desweiteren wurden RT-PCR-Analysen durchgefiihrt und Tumor RNA direkt im Tu-

mor und den Metastasen zu detektieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1. Gewebe

Es wurden Proben aus Paraffinmaterial von 25 humanen Melanomen und Pigmentnivi
aus der Tumorbank der Abteilung fiir Dermatologie der Universititsklinik zu Koln
verwendet. Diese wurden freundlicherweise von Prof. Dr. C. Mauch zur Verfiigung
gestellt. Es handelte sich hierbei um 3 Névuszellndvi sowie um 22 weitere Tumoren,
bei denen es sich um NMM's und SSM's handelte. Ndhere Informationen zu den Tu-

moren konnen der Tabelle entnommen werden.

Num- Tumo Tumor m Exzi- Alter klin.
rtyp dicke / . bei Sta-
mer s1ion .
w Ent. dium

56 SSM 0,96 M Nov 587 Tod
mm 94

163 NNM 6,566 W Jun 98 561 Tod
mm
3.05

679 SSM M Jun 02 781 Tod
mm

652 SSM M ggb 69 J Tod

695 Mela- Aug

) . 36,1 cm M 0 621 Tod

666 SSM 7,92 W I b
mm

43 Mela- 0,68 cm M Aug 30 ] la

nom 94

635 SSM 0,703 M Dez 68 ] la
mm 01

627 SSM 0,67 M Oct 451 Ia
mm 01

639 SSM 0,24 M Jan 02 68 ] la
mm

693 SSM 1,75 W Aug 737 Ib
mm 02

694 NNM 1.8 mm W ‘g‘zug 577 Ib

700 SSM 1,37 W Sep 24 Ib
mm 02
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692 SSM 1,05 W Aug 727 Ib
mm 02
702 Mela- 1,9 mm M Sep 467 Ila
nom 02
1.06
687 SSM W Jul 02 74 ] e
mm
320 NNM 2,25 W Nov 78] Ila
mm 99
689 SSM 2,84 M Jul 02 6117 e
mm
207 SSM 4,80 W Aug 621 IIb
mm 98
351
681 SSM M Jun 02 461 IIb
mm
674 Mela- 4,6 mm W Mai 49 ] IIb
nom 02
214 Mela- 6,08 M Jan 99 69 J IIb
nom mm
647 NZN M ggb 261 NZN
671 NZN M ‘8‘21” 631 NZN
657 NZN W ggb 227 NZN

Tabelle 3.1 Kollektiv der verwendeten Melnaom- und Névi-Proben mit Anga-
be von Tumorart und -stadium

Desweiteren wurden Tumorproben sowie Proben von Tumormetastasen von 17 Skid-
Maiusen verwendet, denen zuvor Tumorzellen der Zelllinien Skmel 28, BLM, MV3,

B16-F1 injeziert worden waren.

3.1.2. Zellkulturmaterialien

Fiir die Zellkultur wurde RPMI-Medium 1640 und fotales Kélberserum der Firma
PAA Laboratories GmbH (Paschig, Osterreich) verwendet. Das RPMI-Medium ent-
hielt Zusétze von nichtessentiellen Aminosduren (Firma Biochrom AG (Berlin)) und
10% FCS.

Weitere allgemeine Zellkulturmaterialien wurden iiber die Firma Greiner (Solingen)

bezogen.
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3.1.3.Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialen stammten von folgenden Firmen: SIG-

MA-ALDRICH Chemie GmbH (Taufkirchen), Merck Biosciences Ltd. (Schwalbach),

Amersham Biosciences (Braunschweig), Serva (Heidelberg), Roth (Karlsruhe), peA-
Lab Biotechnologie GmbH (Erlangen).

3.1.4. Kits und weitere Materialien

DAKO® Faramount
Aqueous Monting Medium DAKO, Hamburg
Tissue-Tek ® O.C.T.™ Sakura, Zoeterwoude, The Netherlands

3.1.5. Losungen und Puffer

Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Losungen und Puffer in bide-

stilliertem Wasser angesetzt und, wenn moglich, autoklaviert.

10x SDS-Laufpuffer 250mM Tris, 2,5M Glycin, 1% (w/v)SDS;
pH 8,3

10x APS-Puffer 0,1 g APS in 1 ml aqua dest

Coomassie R-250 Farbelosung 0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250

(fiir in situ Zymogramme)

Entfarbelosung 20% (v/v) MeOH, 10% (v/v) Essigsdure

(fiir in situ Zymogramme)

PBS 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 8,4mM
Na2HPO41,4mM KH2HPO4; pH7,4

TAE 40mM Tris, 2mM EDTA; pH 8,0

TBS 20mM Tris, 137mM NacCl,, pH 7,6

Trypsin/EDTA 0,1% (w/v)
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Entwicklungslosung 0,033g Levamisol, 59 ml APAAP-

(fiir Immunhistologie) Entwicklungspuffer, 21 ml Propandiol+0,042 g Naphtol-AS-
Bis-Phosphat in 500ul Dimethylformamid, 1%Triton+ 0,017 g Natriumnitrit in 420 ul
aqua bidest , pH &,8

3.1.6. Antikorper

anti-human cathepsin B (CB 59) Maus, Klon: 4B11

Dr.E.Weber, Institut fiir Physiologische Chemie, Martin Luther Universidt, Halle-
Wittenberg

HRP-konjugiert anti Ziege Kaninchen

DAKO, Hamburg

3.1.7. Proteine und Enzyme

SuperScrpt II RNAse H-

Reverse Transkriptase Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Trypsin Biochrom AG, Berlin
Taq-DNA-Polymerase peQLab Biotechonlogie GmbH, Erlangen
Oligonucleotide Bachem, Weil am Rhein

Primer:

Cathepsin B
5'"CTGGTCAACTATGTCAACAAACGG-3’ forward

5'"GAAGTCCGAATACACAGAGAAAGC-3 reverse
Zugangsnummer NCBI: NM_001908
Produkt: 690 bp

Firma: Thermo Electron Corporation (Ulm)

26



Mart-1
5'-ATGCCAAGAGAAGATGCTCAG-3'
5'-AGCATGTCTCAGGTGGTGTCTCG-3'

Firma: Thermoscientific

Tyrosinase

5'-GGGCTCTGAAATATGGAGGG-3'
5'-ATGGGATCGTTGGCCGATCC-3".

Firma: Thermoscientific

Mouse S26
Zigrino P et al., 2009

Firma: Thermoscientific

Human S26
Loffek S et al., 2006

Firma: Thermoscientific

3.2. Methoden

3.2.1. zellbiologische Methoden

Verwendet wurden wie oben bereits beschrieben Zellen der Zellreihen MV3 (hochin-
vasive humane Zelllinie), Skmel28 (intermedidr bzw. niedrig invasive humane Zellli-
nie), BLM (hochinvasive humane Zelllinie), B16F1 (niedriginvasive murine Zelllinie)
Die Zellen wurden bei 37°C und 5%CO? in einer H,O gesittigten Atmosphére als Mo-
nolayer Kulturen in Plastikpetrischalen kultiviert. Die Zellviabilitdt wurde mit einer
0,2 % (w/v) Trypan Blau Losung (SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen)
nach der Trypan Blau Ausschluss Methode bestimmt.
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Die BLM-Zellen wurden alle sieben Tage, ab Passage 64, in der sie von mir iiber-
nommen worden waren, passagiert. Hierzu wurde die Zellen mitttels Trypsinisierung
bei 37°C abgeldst und zweimalig mit PBS gewaschen. Die Reaktionszeit wurde je-
weils durch Zugabe von 15 ml RPMI Medium gestoppt. Durch Pipettieren wurden die
Zellen vorsichtig separiert. AnschlieBend wurden je 2 ml dieser Mischung auf eine
15er Platte mit 20 ml Medium gegeben.

Die MV3 und B16F1-Zellen wurden alle 3 Tage passagiert. Dies geschah nach dem-
selben Mechanismus wie bei den BLM-Zellen, mit dem Unterschied, dass am Ende 3
ml der Zellsuspension in 20 ml Medium gegeben wurden. Auch die Skmel 28 —Zellen
wurden alle drei Tage passagiert, allerdings wurden hier 4 2 ml der Zellsuspension in

20 ml Medium gegeben.
3.2.1.1 Injektion der Zellen in die Mause

Die so kultivierten Tumor-Zellen wurden schlieBlich in 18 weibliche Skid-Nacktméuse
injiziert. Diese Mduse wiesen einen Gendefekt fiir B-und T-Lymphoyten auf und
mussten deshalb unter sterilen Bedingungen gehalten werden. Auch die Injektion fand
unter sterilen Bedingungen statt. Fiir die Injektion wurden je 200 pl Zellsuspension mit

10° Zellen zur subkutanen Injektion vorbereitet.

Gesamtzahl der vorhandenen Zellen zum Zeitpunkt der Injektion:

BLM: 62.000000
Skmel 28:  10.500000
MV3: 47.200000

B16/F1: 42.300000

Dies bedeutete, dass von den BLM-Zellen 12,40 ml; von den Skmel 28-Zellen 2,1 ml,
von den MV3-zellen 9,44 ml und von den B16/F1 Zellen 8,46 ml verwendet wurden.

Die Miuse wurden den Zelllinien folgendermalien zugeteilt:

B16/F1 3 Tiere
SkMel28 5 Tiere
BLM 7 Tiere
MV3 2 Tiere
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Kontrollmaus 1 Tier ( keine Injektion)

Ein Versuchstier, dem die Zelllinie Skmel 28 injeziert worden war verstarb einen Tag
nach Beginn des Versuches und wurde im weiteren nicht in den Versuch eingeschlos-
sen.

14 Tage und 20 Tage nach der Injektion wurden jeweils Photos von den Tieren und
dem Fortschreiten der Tumore gemacht.

20 Tage post injectionem (p.i.) wurden aufgrund der TumorgroBe die B16/F1 Tiere
und zwei BLM-Tiere getotet .

27 Tage p.i. wurden die librigen BLM- und die MV3-Versuchstiere getdtet.

30 Tage p.i. wurden das Skmel 28- und das Kontrolltier getotet.

Die entnommen Primér-Tumoren und Organe der Méuse wurden im weiteren Verlauf
mit den Methoden der In situ Zymographie der Immunohistochemie und der Polyme-
rase-Kettenreaktion aufbereitet.

Nach der Totung der Méuse wurden jeweils der Primirtumor mit umgebendem Gewe-
be sowie verschiedene Organe entnommen. Die Lymphknoten und der Thymus konn-
ten aus technischen Griinden nur entnommen werden, wenn sie vergrofert waren.

Die Besonderheiten der Organe der einzelnen Méuse sind hier aufgelistet:

BLM3: vergroferte Milz

BLM4: ipsilaterale Niere und Milz vergrofB3ert

BLMS5: inguinale Lymphknoten direkt am Tumor und axillire Lymphknoten ipsilateral
vergrofert

BLM6: Milz vergroBert; ipsilateral vergroferte und schwarz verfarbte Lunge

BLM?7: Tumor zentral nekrotisch eingeschmolzen; Milz vergroBert; ipsilaterale Lunge

knotig verédndert

MV3 1:Zwei Tumoren vorhanden (Riicken/Flanke), Probe am Riicken enthommen,;
vergroferte Milz; ipsilaterale Lungenmetastasen; vergroferte Lymphknoten
(ipsil.,ing, med., ipsil.axillér)

MV3 2. GroBknotiger Primartumor, Milz vergroBert; ips. Niere vergrof3ert

29



3.2.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 In situ Zymographie

Mit dieser Methode kann die Gelatinaseaktivitét eines Enzyms sichtbar gemacht wer-
den. Sie wurde in dieser Arbeit mit einigen Modifikationen nach der von Kurschat et
al. (2002) beschreibenen Methode durchgefiihrt. Priaparatschnitte werden auf Polyacry-
lamidgele mit Gelatinezusatz aufgetragen und nach einer definierten Inkubationszeit
kann die Gelatinase-Aktivitdt des Enzyms durch Anfirbung der Gele nachgewiesen
werden. Die angedauten Stellen nehmen im Gegensatz zum restlichen Schnitt die Far-
be nicht auf und erschienen daher wei}. Im Vergleich mit vorher angefertigten He-
Féarbungen der Préparatschnitte kann dann eine Aussage iiber die Lokalisation sowie
die Intensitét der Gelatinolyse getroffen werden.

Die In situ Zymographie wurde sowohl an humanen Tumorproben, als auch im Maus-
modell durchgefiihrt.

Die 50um Gele aus 12,5%igem (w/v) Polyacrylamid wurden auf mit Poly-L-Lysin
beschichtete Glasobjekttriger (Menzel, Braunschweig) polymerisiert.

500 ul Gelatine wurden bei 60°C geldst. Hinzugegeben wurden 400 pl Tris-Puffer und
600 pul 30% Acrylamid. Diese Mischung wurde bei -20°C fiir 1 min. abgekiihlt. Dann
wurden 2,5 ul TEMED (Tetra-Methyl-Ethylen-Diamin) und 7,5 pl 10% APS hinzu
gegeben. Die Polimerisationszeit betrug 10 min.

Die Objektriger wurden dann mit den Gelen in bidestilliertem Wasser gewaschen um
iiberschiissige Acryamidmonomere und Katalysatoren zu entfernen. Dannach erfolgte
eine Aquilibrierung der Gele in spezifischen Substratpuffern, je nachdem welche Fa-
milie von Proteasen untersucht wurde.

Zum Nachweis der lysosomalen Cysteinproteasen wurden die Gele im sauren pH-
Bereich (50mMNaOAc, 100mMNaCl, pH 5,5+5mM Cystein und SmM EDTA), zum
Sichtbarmachender Aktivitit der MMPs im neutralen pH-Bereich (50mM Tris,
150mM NaCl, SmMCaCl; pH7,4) gepuffert.

Die konsekutiven Kryoschnite sowohl der humanen als auch der murinen Préparate
mit einer Dicke von 6-8 um wurden auf die Polyacrylamidgele aufgebracht und fiir 12-

20 Stunden in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurden die Kryoschnitte mit einer Hématotoxilin-Eosin-
Féarbung zur Sichtbarmachung der Zellkerne angefarbt und photographiert (Nikon Di-
gital Kamera OXM1200F am Lichtmikroskop Nikon Eclipse E800; Lucia Image Pro-
cessing Software). Nach genauer Photodokumentation und Erfassung der Koordina-
ten des photographierten Abschnittes, sowie der Vergroferung wurden die Schnitte
nach Ldsen in 5%SDS vorsichtig mechanisch von den Poyacrylamidgelen geldst.
AnschlieBend wurden die Gele in Coomassie-G-250 gefarbt und dann mit Entfarber-
16sung behandelt um die gelatinolytische Aktivitdt sichtbar zu machen. Sie wurden
dann unter exakt denselben Koordinaten wie die HE-Farbungen photographiert .

Die Photographien der Gele mit Schnitten und nach Sichtbarmachen der gelatinolyti-
schen Aktivitdt wurden im Anschluss von zwei verschiedenen Personen nach der Star-
ke der Aktivitdt und der Lokalisation derselben bewertet und die Ergebnisse in Tabel-

lenform zusammengefasst.

3.2.2.2 Immunhistologie der humanen Proben

Die Immunhistologien wurden von denselben humanen und murinen Priparaten wie
die In situ Zymographien angefertigt.

Die 6-8 um dicken KryoSchnitte wurden zunéchst in Aceton (-20°C) fixiert, dann in
PBS rehydriert und anschlieBend mit 10% BSA in PBS blockiert. Die Antikoérper ge-
gen menschliches Cath B (clone CB 59-4B11; Endkonzentration 2pug/ml) wurden mit
1% BSA in PBS verdiinnt und in einer Konzentration von 1:100 mit 40 ml pro Schnitt
aufgetragen. Bei der Negativkontrolle wurde nur BSA in TBS aufgetragen. Anschlie-
end wurden die Proben bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Schnitte in TBS gewaschen und fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit DAKO-Envision in einer feuchten Kammer inkubiert . Dann
erfolgte eine Reinigung in Tris-NaCl und eine anschlieBende Fiarbung mit der oben
angegebenen Entwicklungslosung fiir Inmunhistologie. Nach einer Reaktionszeit von
ca. 20 min. wurde die Entwicklungsldsung mit Tris-NaCl abgespiilt und fiir 30 sek. mit
Hamalaun nach Mayer gegengefarbt. Anschliefend wurden die Schnitte in Leitungs-
wasser nachgebldut und mit wéssrigem Eindeckmittel eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte spéter nach demselben Prinzip der zwei aufeinander abge-

stimmten Personen wie bei der in situ Zymographie.
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3.2.2.3 Immunhistologie der Mausproben

Hierfiir wurden ebenfalls dieselben Préaparate wie fiir die in situ Zymographie verwen-
det. Die Schnitte wurden nach derselben Vorbehandlung wie die hmanen Proben mit
einem Briickenantikorper (rabbit anti goat mit Peroxidase konjugiert, 1:200 verdiinnt)
fiir eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert . Die Schnitte wurden dann wie
oben schon beschrieben in PBS gewaschen und dann mit AEC entwickelt: 7 ml der
AEC-Stammlosung wurden in 70 ml vorgewédrmten Acetatpuffer gegeben und kurz
geschwenkt. Anschliefend wurde die Mischung im dunklen Wasserbad mit einem
Faltenfilter bei 37°C in eine Kiivette filtriert. Diese Mischung wurde mit 32,7 ml H,O,
versetzt.

Die Schnitte wurden in dieser Mischung fiir ca. 3 min. inkubiert, dann wurde die Reak-
tion mit Leitungswasser gestoppt. Anschlielend wurde mit Hdmalaun gegengefirbt
und mit HCL/Alkohol differenziert. Die Schnitte wurden in Leitungswasser nachge-
blaut und mit einem wissrigen Eindeckmittel eingedeckt.

Die Auswertung des Versuchs erfolgte auf dieselbe Weise wie bei den humanen Pro-

ben.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNA-Isolierung und PCR

Voruntersuchungen:

Verschiedene hdufig verwendete Primer wurden in diesem Vorversuch fiir die Zellinie
BLM getestet, da nicht bekannt war, welche zur Detektierung der RNA dieser Zellen
verwendet werden konnen.

Hierfiir wurde RNA nach der unten beschriebenen Methode aus BLM Zellen und ei-
nem Maustumor isoliert und dann eine PCR mit verschiedenen Primern angesetzt. Die
versuchsweise eingesetzten Primer waren: MART 1, Gp100, Tyrosinase, MAGE3.

Es konnte nur bei MAGES3 ein Signal fiir die BLM-Zellen und den Tumor nachgewie-

sen werden.

RNA-Isolation
Das aus den Maustumoren und entnommenen Tumoren gewonnene Gewebe wurde aus

-80°C heraus auf Trockeneis gelagert.
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Die Arbeitsgerite (Petrischalen, Skalpell, Pinzett, Kaniile, etc.) wurden auf Trockeneis
vorgekiihlt, bevor sie mit dem Gewebe in Berithrung kamen.

Das Zellmaterial wurde mit 1 ml RNAzol versetzt (Iml RNAzol / 50mg Gewebe) und
mechanisch homogenisiert. Nach Zusatz von 200 pl Chloroform und 1ml RNAzol
wurde die Menge vermischt und die Suspension fiir 5 min. bei 4°C gekiihlt. Nach Zen-
trifugation fiir 15 min bei 4°C und 13000 rpm wurde die Oberphase mit RNA-
Uberstand abgenommen und mit 500 pl Isopropanol (-20°C) zur Inkubation {iber
Nacht bei -20°C .versetzt Nach erneuter Zentrifugation, Trocknung und erneutem Lo-
sen der RNA in 20-30ul DEPC-H,0 wurde die RNA Konzentration durch photometri-
sche Messungen der optischen Dicht bei 260nm (OD 260x40=plg/ml RNA) bestimmt.
Die Reinheit und Integritdt der RNA wurde mittels Formaldehyd Agarosegelelek-

trophorese kontrolliert.

Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

RT-PCR wurde mit der reversen Transkriptase (SuperScript TM™ II RNAse —Reverse
Transcriotase, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Unter Verwendung von oligo d/t Primern (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurden 2ug
der isolierten RNA in einem Gesamtvolumen von 20ul revers transkribiert.

Rezept fiir die Reverse Transkription:

10 mal PCR-Puffer 2ul, MgC12 (25mM) 4ul, dNTPs (10uM) 8ul, Oligo d(t)16
(50uM) 1ul, RNAse-Inhibitor (20U/ul) 1ul, Reverse Transkriptase (S0U/ul) 1ul, RNA
lpug, DEPC-H20 ad 20pl

Programm:10 min 21°C, 15 min 42°C, 5 min 99°C,Pause 4°C

Die bekannten Primer MART 1, human Tyrosinase, Gp100 werden, wie im Vorver-
such gezeigt werden konnte nicht in BLM Zellen exprimiert. Da es sich aber um
menschliche Tumorzelllinien in Mausen handelte, konnte humanes S26 verwendet
werden. Diese Methode wurde bei den BLM- und den MV3-Méusen angewandt. Bei
den B16 F1-Miusen wurde als spezifischer Primer mouse Tyrosinase verwendet. Fiir
den Nachweis von Tumorgewebe in Skmel28-Mausen wurde als Primer MART 1
verwendet, der in dieser Tumorzelllinie exprimiert wird. Diese Primer wurden jeweils
mit 2ul der gewonnen cDNA fiir die PCR-Amplifikation eingesetzt. Als Positivkon-
trolle wurde bei jeder PCR ein Ansatz mit mouse S26 Primern verwendet. Als Negati-
kontrollen fungierten die spezifischen Primer ohne Zusatz von cDNA. Die spezifische

Amlifikation der cDNA-Fragmente wurde folgendermallen durchgefiihrt: 30 Zyklen
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der Denaturierung (Positivkontrolle und B16F1 35x) bei 94°C, 60 sek., Annealing
(60°C 60 sek. bei BLM, Skmel 28 ,MV3, 56°C 60 sek. bei Positivkontrolle und
B16F1), und Extension 72°C fii 60 sek.. Um die GroBe der PCR Produkte nachzuwei-
sen verwendeten wir 1,2% (w/v) Agarosegele in TAE mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid.
Rezepte fiir PCR:

Positivkontrolle: Ready Mix Red Taq PCR, Reaction Mix mit MGCI2 25ul, Mou S26
for. (10uM) 5ul, Mou S26 rev. (10uM) 5ul, cDNA 1ul, PCR-H20 14pul

PCR bei BLM- und MV3-Méusen

10 mal PCR-Puffer 2ul, MgCIl (25mM) 1ul, Hu S26 for. (1,5uM) 2ul, Hu S26 rev.
(1,5uM) 2ul, Ampli Taq Gold (5u/pl) 1,125ul, cDNA 1ul, PCR-H20 11,875ul

PCR bei Skmel28-Maiusen.

Der oben beschriebene Ansatz sowie das Programm blieben mit Ausnahme der Primer

gleich.

PCR bei B16F1-Méiusen
2mal Ready Mix Red Taq PCR, Reaktion Mix mit MgCl 2 25ul, Mou Tyr for. (10uM)
Sul, Mou Tyr rev. (10uM) 5ul, cDNA 2ul, PCR-H20 13pul

3.2.3 Bei den Versuchen verwendete Losungen:

Gelatine

Fir 50 Eppendorfhiitchen a 500 Mykroliter:
1250mg bovine Gelatine
25 ml aqua dest

Diese Mischung wird bei 60°C geldst und in 50 Eppendorfhiitchen a 2ml verteilt. Die

geloste Gelatine wurde bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

10% APS ( Ammonium-Peroxid.Sulfat)

0.1g APS wurden in je ein Eppendorfhiitchen abgewogen und zum Gebrauch dann
frisch mit 1 ml aqua dest aufgefiillt. Diese Mischung kann dann fiir kurze Zeit bei 4°C

im Kiihlschrank aufbewahrt werden.
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Tris-HCL-Puffer

7.88 g Tris-HCL werden in 99ml aqua dest gelost und der pH-Wert wird mit NaOH
auf 7.4 eingestellt. Dann werden 0.554 g CaCl2 hinzugegeben und die Mischung auf
1000 ml mit aqua dest aufgefiillt.

10 mal PBS

80 g NaCl

2g KCI

14,4 g Naz HPO4

2,4g KH2 PO4

Diese Zutaten werden in 800 ml aqua dest unter stindigem Riihren geldst. Dann wird
der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und anschlieBend die Mischung auf 1000ml mit aqua
dest aufgefiillt.

10 mal SDS

100 g SDS werden in 1000 ml 1mal PBS unter stindigem Riihren geldst.

Coomassie-Losung

400 ml aqua dest plus 100 ml Eisessig werden mit einem Gramm Coomassie gemischt,

das zuvor in 400ml Methanol und 100ml aqua dest gelost wurde.

Entfirberlosung

100m1 Methanol, 100ml Essigsdure und 800ml aqua dest
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Cathepsin-Puffer

50 mM Na Ac pH 5,5
100 mM NaCl

5SmM EDTA pH 8
0,5 mM Cystein.

MMP-Puffer

500 mM Tris

1,5 m NaCl
50 mM CaCl, pH 7,4

HE- Férbung

1 min Farbung in Hidmatotoxilin , Abspiilen in Leitungswasser ; Differenzierung in 1%
HCL-Alkohol; erneutes Abspiilen in Leitungswasser , 5 sek. Farbung in Eosin , Ab-

spiilen mit Leitungswasser

Losung 1 fiir Immunhistologie Human

0,033g Levamisol
59 ml APAAP-Entwicklungspuffer
21 ml Propandiol

Losung 2 fiir Immunhistologie Human

0,042 g Naphtol-AS-Bis-Phosphat in 500 pl Dimethylformamid plus 1% Triton

Losung 3 Fiir Immunhistologie Human

0,017 g Natriumnitrit in 420 pl aqua bidest geldst
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4. Ergebnisse

4.1.Immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin B in humanen be-

nignen Pigmentnavi und malignen Melanomen

Beim malignen Melanom wurden vermehrte Expressionsraten lysosomaler Cysteinpro-
teasen und ihre sowohl intra- als auch extrazelluldr erh6hten proteolytischen Aktivité-
ten mit Degradation von extrazelluldrer Matrix beschrieben. (Frosch BA et al., 1999,
Frohlich E et al., 2001, Moin K et al., 1998)

Da die Degradation von Basalmembrankomponenten und interstitiellem Stroma essen-
tiell fiir die Invasion und Metastasierung von neoplastischen Zellen ist, wird eine As-
soziation von Tumormalignitdt und Erhdhung der Enzymmenge angenommen (Quian
F et al., 1989, Frohlich E et al., 2001). In diesem Prozess scheint gerade Cathepsin B
eine signifikante Rolle zu spielen, da es in erhohter Menge vor allem an der Tumor-
Stroma-Grenze nachgewiesen werden konnte (Buck MR et al., 1994 ; Frosch BA et
al., 1999). Zur ndheren Charakterisierung der Rolle des Cathepsin B in diesen Abldu-
fen fithrten wir immunhistochemische Untersuchungen mittels eines spezifischen An-
tikorpers gegen Cathepsin B an humanen superfiziell spreitenden und noduldren Mela-
nomen sowie benignen Navuszellndvi durch. Ziel dieses Versuches war es, die En-
zymmengen von Cathepsin B in vivo am humanen malignen Melanom und im Ver-
gleich an benignen Pigmentndvi als Kontrollgruppe semiquantitativ darzustellen und
zusitzlich die Lokalisation der Enzymverteilung von Cathepsin B innerhalb der Prépa-
rate aufzuzeigen.

Die verwendeten Hautproben wurden in drei Gruppen eingeteilt; 1. benigne Navus-
zellndvi (n=3); 2. Tumoren der klinischen Stadien Ia-IIb (n=16), und 3. Tumoren, die
sich im Stadium IIIb oder Stadium IV (n=6) befanden. Zur Vereinfachung werden

diese Gruppen im Folgenden mit den Nummern 1-3 bezeichnet.
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Alter
Stadien Minnlich Weiblich
(Jahre)
22-63
Gruppe Navuszell=
(Median 2 1
1 (n=3) navi
37)
Gruppe 24-78
2 Ia-1Ib (Median 8 8
(n=16) 58)
56-78
Gruppe
IIb -1V (Median 2 4
3 (n=6)
65)

Tabelle 4.1: Histologische Einteilung der untersuchten Tumoren, Alter und
Geschlecht der Patienten

Die semiquantitative Auswertung der Cathepsin B Expression erfolgte tiber die Aus-
zahlung der immunhistochemisch markierten Zellen nach einem vor Versuchsbeginn
festgelegten Intensitdtsscore mit den Stiarken I-II1.

Die hochsten Intensitdtsscores und somit die hochsten Enzymmengen an Cathepsin B,
fanden sich in Gruppe 3, den Melanomen mit der hochsten Invasivitit. Sie zeigten
durchgehend einen Score von III. In Gruppe 1 war diese Protease mit einem durchgén-
gigen Intensititsscore von I nur schwach nachweisbar; in der Gruppe 2 waren alle drei
Signalstiarken vorhanden, wobei die Préparate mit dem Intensititsscore III mit 56 %

iiberwogen.
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Abbildung 4.1: Quantifizierung der Cathepsin B - Konzentration in humanen
Melanomproben mittels Imnmunhistochemie: Wihrend sich in der Gruppe der
NZN durchgingig ein Intensititsscore von I und damit eine geringe Enzymkonzen-
tration zeigt, finden wir in der Gruppe der hochinvasiven Tumoren der Gruppe 3
durchgehend eine hohe Konzentration von Cathepsin B mit einem Intensititscore
von 111, in der Gruppe 2 findet sich in 56% ein Intensitédtsscore von III, in 25% von
II'und in 19% von L.

Diese Resultate deuten darauf hin, dass Cathepsin B entscheidend am Ubergang von
benignen zu malignen Wachstumsprozessen und an der Tumorinvasion beteiligt ist.
Um diese Hypothese zu priifen, bestimmten wir die Lokalisation der Cathepsin B-
Expression innerhalb der Préparate bezogen auf den Tumor, die Tumor-Stroma-Grenze
und das tumornahe Stroma.

Dartiber hinaus beurteilten wir die Enzymmenge von Cathepsin B innerhalb der Epi-
dermis. Da die Melanome hier ihren Ursprung nehmen, kdnnen so die initiierenden
Schritte der Invasion, wie die Penetration der Basalmembran als erster Barriere auf
dem Weg der Melanomausbreitung und die Metastasierung analysiert werden.

Die untersuchten Melanome der Gruppen 2 und 3 wiesen vor allem an der Tumor-
Stroma-Grenze hohe Konzentrationen von Cathepsin B auf, auch im tumornahen
Stroma wurde in diesen Gruppen Cathepsin B in hoher Konzentration gefunden.

Im Gegensatz hierzu fand sich innerhalb der Tumoren selbst keine oder nur eine sehr
geringe Enzymmenge.

Die benignen Pigmentzellndvi zeigten die stirkste Férbungsintensitit ebenfalls an der
Tumor-Stroma-Grenze. Im tumornahen Stroma konnte bei diesen Préparaten allerdings

kein Enzym nachgewiesen werden.

39



Die Epidermis der Tumoren wies im vom Tumor befallenen Gebiet ebenfalls in den

meisten Tumoren eine starke Aktivitdt auf, wihrend die tumorfreie Epidermis keine

erhohten Cathepsin B-Konzentrationen zeigte.

An der
Im tumor-
Im Tumor- In der
peripheren
Tumor /Stroma- Epidermis
Stroma
Grenze
Gruppe
PP 0 3 0 2
1(n=3)
Gruppe
2 13 16 14 14
(n=16)
Gruppe
PP 3 5 5 4
3 (n=6)

Tabelle 4.2: Analyse der Verteilung der Cathepsin B-Menge innerhalb der
Priparate der humanen Melanomproben mittels Immunhistochemie: In den
Gruppen 2 und 3 findet sich die stirkste Konzentration an der Tumor-Stroma -
Grenze, sowie im tumorperipheren Stroma. Im Vergleich ist bei den NZN die
Hauptaktivitit an der Tumor-Stroma-Grenze lokalisiert nicht aber im tumorperi-
pheren Stroma.

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, fand sich bei einer hohen Anzahl der Tumoren auch
im Tumor selbst eine Aktivitdit. Um eine Gewichtung zwischen den verschiedenen
Lokalisationen der erhohten Cathepsin B Mengen vorzunehmen, wurde der Intensitéts-
score in die Auswertung miteinbezogen. Hierbei ergaben sich wie bereits erwihnt die
héchsten Mengen von Cathepsin B im Bindegewebe an der Tumor-Stroma-Grenze
sowie im tumornahen Stroma, wahrend sich in den Tumoren selbst nur eine geringe
Menge an Cathepsin B detektieren liel3. Beispielhaft werden in Tabelle 3 die Intensi-

tatsscores innerhalb der Tumoren der Gruppe 2 aufgefiihrt.
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Intensitétsscore im Tumor Anzahl der Préparate in Gruppe 2

Starke 111 1
Starke 11 1
Stirke 1 6
punktuelle Signale im Tu- 5
mor

Keine Signale im Tumor 3

Tabelle 4.3: Quantifizierung der Cathepsin B - Konzentration innerhalb der
Tumorfliche der humanen Melanomproben mittels Immunhistochemie: Nur
in 6 % fand sich ein Signal mit dem Intensitétsscore III, in 6 % mit dem Score II.
die restlichen Tumore wiesen nur sehr schwache oder keine Signale des Antikor-
pers auf.

Fig. 4.1. Beispiel fiir Inmunhistologie: Die Pfeile deuten auf die Cathepsin B-
spezifische Farbung des die Tumorzellen umgebenden Bindegewebes

4.2. Analyse der gelatinolytischen Aktivitiat von Cathepsin B mittels in
situ Zymographien unter sauren Bedingungen an humanen benignen

Pigmentnévi und malignen Melanomen

Der Prozess der Tumorinvasion, der GefdBarrodierung und der hierdurch ermdglichten
Metastasierung von Tumoren ist durch eine Interaktion von Tumorzellen mit den um-
gebenden Bindegewebszellen und letztendlich der Degradation der verschiedenen

Komponenten des Bindegewebes gekennzeichnet.
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Der Abbau von Bindegewebskomponenten durch Cathepsin B setzt jedoch eine Sto-
rung des Verhiltnisses zwischen spezifischen Inhibitoren und Cathepsin B voraus und
kann nur stattfinden, wenn dieses urspriinglich intrazelluldre Enzym in seiner aktiven
Form vermehrt in den extrazelluldren Bereich sezerniert wird. Eine erhohte extrazellu-
lare Konzentration von Cathepsin B wurde bereits unter anderem am Magenkarzinom
(Moin K et al., 1998) sowie am malignen Melanom (Dennhofer R et al., 2003) be-
schrieben. Aufgrund dieser Studien stellte sich die Frage, ob die charakteristischen
Invasionseigenschaften der untersuchten Melanome mit einem spezifischen Aktivitéts-
profil der Cathepsine korrelieren.

Da der semiquantitative Nachweis von Cathepsin B in den immunhistologischen Un-
tersuchungen noch keine Aussage tiber die Aktivitiat des Enzyms und damit auch {iber
eine mogliche Degradation von extrazellulirer Matrix zuldsst, wurde im nédchsten
Schritt die Methode der In situ Zymographie angewendet. Mit dieser von Kurschat P et
al (2000) und Dennhofer R et al. (2003) bereits zur Detektierung von Metalloproteina-
sen und Cathepsin B am malignen Melanom angewandten Methode ist es moglich, am
Gewebeschnitt ausschlieBlich aktives, nichtinhibiertes Enzym zu detektieren.
Aufgrund des pH-Optimums der Cathepsine bei pH 5-6 fiihrten wir die In Situ Zymo-
graphien an den humanen Melanomen und Pigmentzellndvi unter sauren Pufferbedin-
gungen (pH 5,5) aus. Ahnlich wie bei den Priiparaten der Immunhistologien erfolgte
eine semiquantitative Auswertung der Menge der abgebauten Gelatine, also der Gela-
tinaseaktivitdit und damit eine indirekte Bestimmung des Enzyms innerhalb der drei
oben beschriebenen Gruppen.

Die stirkste Enzymaktivitdt mit 83% Gelatinaseaktivitdt der Stdrke III zeigte sich in
der Gruppe 3, den Tumoren mit der hochsten Invasivitét. In der Gruppe 2 fanden wir
in 38% eine Gelatinaseaktivitit der Stiarke III , in 50% der Stéirke II und in 13% der
Starke I vor. Bei der Beurteilung der Gelatinaseaktivitdten der Gruppe 1 ergab sich
folgendes Ergebnis: Jede der drei Proben konnte einer der drei Gelatinaseaktivitéts-
starken zugeordnet werden, so dass man zu diesem Zeitpunkt keine signifikante Aus-
sage iiber die Starke der Gelatinaseaktivitit dieser Gruppe treffen kann.

Die Ergebnisse in den Gruppen 2 und 3 deuten jedoch auf eine direkte Korrelation
zwischen der Expression aktiver extrazelluldrer Cysteinproteasen mit malignen Wach-

stumsprozessen hin.
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Abbildung 4.2: Quantifizierung der Cathepsin B - Konzentration in humanen
Melanomproben mittels In situ Zymographie unter sauren Bedingungen:
Wihrend sich in der Gruppe 3 mit 83% eine Aktivitit von III und damit eine hohe
Enzymkonzentration zeigt finden wir in der Gruppe 2 in 38 % eine Aktivitit von
I, in 50% von IT und in 13% von L. In der Gruppe der 1 fand sich bei 3 Tumoren
jede der drei Gelatinaseaktivtitsstiarken einmal.

Fig. 4.2.: Reprisentative Beispiele fiir die Stirke der Gelatinaseaktivitit bei
humanen Melanomen unter sauren Bedingungen: Bild a zeigt eine Gelatina-
seaktivitdt der Starke I, Bild b der Stéarke II und Bild ¢ der Starke I11
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Durch Vergleich der Zymogramme mit den entsprechenden Héidmatotoxilin-Eosin-
Féarbungen wurde die Lokalisation der Gelatinaseaktivitdt innerhalb der Préparatschnit-
te beurteilt. Die stirkste gelatinolytische Aktivitit fand sich bei den Gruppen 2 und 3
an der Tumor-Stroma-Grenze sowie im tumornahen Stroma, wo bei 63% der Gruppe 2
und bei 83% der Gruppe 3 eine starke gelatinolytische Aktivitdt festgestellt werden
konnte. In 40% der Gruppe 2 und in 50% der Gruppe 3 fand sich zudem eine proteoly-
tische Aktivitdt im Tumor. Die im Tumor detektierten Aktivititen entsprachen jedoch
nie der maximalen gelatinolytischen Aktivitit in einem Préparat.

Des weiteren wurde die Aktivitit von Cathepsin B in der tumorfernen Epidermis be-
stimmt; hier konnte im Gegensatz zur befallenen Epidermis in keinem Tumorgewebe
Aktivitit detektiert werden. Gelegentlich konnte gelatinolytische Aktivitdt in nekro-
tisch zerfallenen Tumorbereichen beobachtet werden, dies traf vor allem fiir die Tumo-
ren der Gruppe 3 zu. In der Gruppe der Néavuszellndvi fand sich die Haupt-

Gelatinaseaktivitit ebenfalls an der Tumor-Stroma-Grenze, jedoch nicht im tumorna-

hen Stroma.
Gela-
tinase-
Gelatinase- Gelatinase- aktivi-
Gelatinase- aktivitit an Aktivitat tat
aktivitdt im der Tumor- im tumor- in der
Tumor Stroma- nahen tumor-
Grenze Stroma fernen
Epi-
dermis
Gruppe 0
I (n=3) 0 3 (100%) 0 0
Gruppe 0
2 (=16) 5 15 (92%) 10 0
Gruppe 0
3 (n=6) 1 6 (100%) 5 0

Tabelle 4.4: Analyse der Verteilung der Cathepsin B-Konzentration innerhalb
der Priparate der humanen Melanomproben mittels In situ Zymographie
unter sauren Bedingungen. In allen Gruppen findet sich die stirkste Konzentrati-
on gelatinolytischer Aktivitdt an der Tumor-Stroma Grenze, im Gegensatz zu den

Gruppen 2 und 3 konnte an den NZN jedoch keine Aktivitdt im tumornahen Stro-
ma beobachtet werden.
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Fig 4.3.: Reprisentatives Beispiel fiir die Lokalisation der Gelatinaseaktivitit
in humanen Melanomen unter sauren Bedingungen: Die Hauptaktivitdt zeigt
sich an der Tumor-Stroma-Grenze (TSG) zwischen Tumor (T) und Stroma sowie
im tumornahen Stroma

4.3. Analyse der gelatinolytischen Aktivitit von Matrix Metallopreteina-
sen mittels in situ Zymographien unter neutralen Bedingungen an hu-

manen benignen Pigmentnivi und malignen Melanomen

Beim malignen Melanom konnte eine vermehrte Expressionsrate von Metalloproteina-
sen in fritheren Untersuchungen bereits demonstriert werden. (Vaisanen A et al., 1996,
Kurschat P.et al. 2000)

Es besteht die Vermutung, dass die spezifischen Aktivititsprofile der Cathepsine und
Metalloproteinasen innerhalb von Tumoren in ihrer Aktivierung im zeitlichen Zusam-
menhang mit dem Prozess der Tumormetastasierung zu sehen sind.

Um dies ndher zu untersuchen, wurde der oben beschriebene Versuchsaufbau fiir die in
situ Zymographien unter neutralen Pufferbedingungen( ph7.4) in Gegenwart von
Ca2+-Jonen fiir den Nachweis von Metalloproteasen durchgefiihrt.

In der Gruppe 1 der Néavuszellndvi fand sich in diesem Fall eine mittlere bis hohe Ak-
tivitdt, mit 67% Gelatinaseaktivitidt der Stufe III und 33% der Stufe II, wohingegen in
der Gruppe der hochinvasiven Tumoren (Gruppe 3) eine niedrige bis mittlere Degrada-
tionsaktivitdt mit jeweils 50% Aktivitit der Stiarke I und I vorherrschte. In der Gruppe
2, den intermediér invasiven Tumoren ergaben sich folgende Zahlen: 27% der unter-
suchten Proben zeigten eine Gelatinaseaktivitit der Starke III, 47% der Starke IT und

27% wiesen eine Stiarke von I auf.
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Abbildung 4.3: Quantifizierung der Cathepsin B - Konzentration in humanen
Melanomproben mittels In situ Zymographie unter neutralen Bedingungen:
In der Gruppe 3 fand sich in 50% eine Aktivitdt der Starke IT und in 50% der Stér-
ke I, wihrend sich in der Gruppe 1 in 67% eine Gelatinaseaktivitét der Stérke III
zeigte.
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a) saure Bedingungen b) neutrale Bedingungen

1 2

Fig. 4.4: Vergleich der Gelatinaseaktivitit der humanen Tumoren unter sau-
ren und neutralen Bedingungen: Bild 1. und 3. zeigen In situ Zymographien un-
ter sauren Bedingungen der Stérke III von Praparaten hochmaligner Tumoren
(Gruppe 3). Bild 2. und 4. zeigen in situ Zymographien unter neutralen Bedingun-
gen derselben Praparate mit deutlich schwicheren Gelatinaseaktivitidten der Stér-
ken ITund I

Da dieses Ergebnis von den Resultaten unserer vorangegangenen Versuche mit Ca-
thepsinen und auch den Beschreibungen der Literatur abweicht, suchten wir nach wei-
teren Hinweisen fiir das spezifische Aktivititsprofil von Metalloproteinasen in malig-
nen Melanomen und bestimmten aus diesem Grund im Folgenden die Lokalisation der
maximalen gelatinolytischen Aktivitit innerhalb der Priparate.

Bei den intermedidr- und den hochinvasiven Tumoren fand sich die Hauptaktivitit an
der Tumor-Stroma-Grenze. Auch zeigte sich in diesen beiden Gruppen wieder eine
starke Aktivitdt im tumorperipheren Stroma sowie gelegentlich in nekrotisch zerfalle-
ner Tumormasse. In der tumorfreien Epidermis zeigte sich auch bei der Untersuchung
der Metalloproteinasen keine gelatinolytische Aktivitdt, wihrend die an den Tumor

angrenzende Epidermis eine hohe Aktivitéit aufwies.
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In den Nivuszellndvi zeigte sich die Hauptaktivitit ebenfalls an der Tumor-Stroma-

Grenze, jedoch nicht im tumorperipheren Stroma.

o Aktivitat
Aktivitit Aktivitit an ﬁtw“‘“ in der
im Tu- der Tumor- tumorfer-
tumornahen
mor Stromagrenze nen
Stroma i .
Epidermis
Gruppe 0
I (n=3) 0 3 0
Gruppe
2 6 11 10 0
(n=15)
Gruppe
3 (n=5) 3 3 4 0

Tabelle 4.5: Analyse der Verteilung der Metalloproteinasen - Konzentration
innerhalb der Priparate der humanen Melanomproben mittels In situ Zymo-
graphie unter neutralen Bedingungen: In allen drei Gruppen findet sich die
stirkste Konzentration an der Tumor-Stroma Grenze, bei den Gruppen 2 und 3
zusitzlich im tumornahen Stroma.

4.4 Das Invasionsverhalten von verschiedenen Melanomzelllinien am

Skid-Maus-Modell

Im Prozess der Tumorinvasion und Metastasierung finden vielfdltige Interaktionen
zwischen Tumorzellen und den Komponenten des umgebenden Bindegewebes statt.
Diese lassen sich in vivo an humanen Melanomen nur in bestimmten Grenzen beurtei-
len. Um diese Interaktionen ndher untersuchen zu kénnen, wurden in Scid — Méiusen,
durch intradermale Injektion verschiedener gut charakterisierter Melanomzelllinien,
Tumore induziert. In den genetisch verdnderten Tieren tritt aufgrund der Verdnderung
vor allem von B- und T-Lymphozyten eine schwere Immunstérung (,,Severe Combi-
ned Immunodeficiency®) ein. Aufgrund des induzierten Gendefektes kommt es zu ei-
ner Differenzierungsstorung der B- und T-Lymphozyten, was durch eine schwere Ab-
wehrstorung zu einer besseren Annahme von Fremdgewebe fiihrt. Die untersuchten
Tumoren wurden in den Méusen durch die Injektion von Zellsuspensaten der gut cha-

rakterisierten Zellinien BLM (hochinvasiv, human), MV3 (hochinvasiv, human),
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Skmel28 (intermediér invasiv, human) und B16F1(niedriginvasiv, murin) hervorgeru-

fen.

4.4.1.Wachstumsverhalten der Melanomzelllinien im Skid Maus Modell

Nach erfolgter Injektion der Zellen wurde das Wachstum der Tumoren tdglich mit
Hilfe eines Skalipers gemessen.

Das invasivste und am schnellsten fortschreitende Wachstum zeigte die B16F1-
Zelllinie.

Auch die BLM-Zellinie zeigte ein rasches Wachstum. Zwei der Tiere wurden ebenfalls
nach 20 Tagen getotet, die restlichen nach 27 Tagen gemeinsam mit den Mausen mit
Tumoren aus der MV3-Zelllinie. Die Tumoren aus Skmel28-Zellen zeigten gemif
ihrer intermedidren Invasivitit ein langsameres Wachstum. Die Tumoren erreichten
auch nach 30 Tagen noch nicht die GroB3e der Tumoren der anderen Zellinien, die Tie-
re wurden gemeinsam mit der Kontrollmaus getotet, um eine Beeinflussung der Er-

gebnisse durch Zeitunterschiede des Verbleibs im Mausorganismus zu vermeiden.

Skmel28 MV3 BLM B16F1
(n=4) (n=3) (n=7) (n=3)
Tage nach 2 Maiuse
Injektion nach 20d,
30d 27d 20d
bis zur 5 Mause
Totung nach 27d

Tabelle 4.6: Tage bis zur Totung der Skid Miuse nach Injektion der Tumor-
zellen: Die B16F1-M:iuse wurden bereits nach 20 Tagen getotet, gemeinsam
mit 2 der BLM-Miuse, nach 27 Tagen wurden die MV3-Méuse und nach 30

Tagen die Skmel-Miuse gemeinsam mit der Kontrollmaus getotet.




Fig. 4.5.: Photographie eines in vivo gesetzten Melanoms an einer Scid-
Versuchsmaus vor der Entnahme

4.4.2. Charakterisierung der Metastasierung in den enthommenen Organen

Um die Metastasierungswege der in vivo gesetzten Tumoren identifizieren zu konnen,
wurde von allen entnommenen Primértumoren, sowie den Organen der Versuchsméiu-
se, mRNA isoliert und mittels PCR amplifiziert. Spezifische Primer fiir die Detektie-
rung von Melanomzellen wurden in Voruntersuchungen ermittelt (s. Material und Me-
thoden).

Die Untersuchung der Organe ergab als hauptsidchlichen Metastasierungsort die Lun-

ge.
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541;11\14 MV3- BI16F1- Skmel28
Maiu- Maiu- -Miuse

26127) se(n=3) se(n=3) (n=4)

Metasta-

sierung in 2/7 1/3 1/3 0/4

die Leber

Metasta-

sierung in 2/7 1/3 1/3 Ya

die Niere

Metasta-

sierung in 3/7 1/3 0/3 2/4

die Milz

Metasta-

sierung in 6/7 2/3 2/3 2/4

die Lunge

Tabelle 4.7: Organmetastasierung der verschiedenen Tumorzellinien nach
intrakutaner Injektion in Skid Miuse: den Hauptmetastasierungsort stellte bei
allen Tumoren die Lunge dar. Dorthin metastasierten 75% der BI6F1- und der
Skmel28-Tumoren, 67% der MV 3-Tumoren und 86% der BLM-Tumoren. Weitere
héufige Metastasierungsorte waren in Leber, Niere und Milz

4.4.3 Immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin B in den Tumoren
des Mausmodells

Um die Cathepsin B Konzentration in den verschiedenen Tumoren zu vergleichen und
zu der jeweiligen Invasivitdt der Zellinie in Beziehung zu setzen, fithrten wir ebenso
wie im Versuchsaufbau der humanen Priparate semiquantitative Untersuchungen mit-
tels eines spezifischen Antikorpers durch.

Die hochsten Enzymmengen mit einem durchgéngigen Intensitétsscore von III zeigten
die Tumore der B16F1-Zellinie, die als niedrig invasiv gilt und die die einzige murine
Zellinie innerhalb des Versuchautbaus darstellt. In den anderen Zellinien fanden sich
ausschlieBlich Intensititsscores von I-1I; bei den Skmel-28- und den MV3-Zellen mit
einer hélftigen Verteilung und in der BLM-Zellinie in 43% eine Stdrke von II und in
57% von 1. In den immunhistologischen Férbungen der Préparate der Kontrollmaus

war Cathepsin B nur in sehr geringer Konzentration nachweisbar (s.Abb.3.5).
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Zusammenfassend lag also bei den in Skid-Mdusen gesetzten Tumoren eine erhdhte
Cathepsin B-Expression und — Bildung gegeniiber der Normalhaut vor.
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Abbildung 4.5: Quantifizierung der Cathepsin B - Konzentration bei in vitro
gesetzten Melanomen im Scid Maus Modell mit den Zellinien Skmel 28, BLM,
MV3, B16F1 mittels Immunhistochemie: Die Tumorzellinie B16F1 zeigte in
100% einen Intensitétsscore von III; in der MV 3-Linie und der Skmel 28 Linie
fand sich in jeweils 50% eine Aktivitit der Stirke II und I, wéhrend die BLM-
Zellen nur in 43% eine Signalstirke II zeigten.

AnschlieBend untersuchten wir die Lokalisation der hochsten Enzymkonzentrationen
innerhalb der Priparate.

Wiéhrend die Tumoren in den humanen Préparaten als Primédrtumoren, also ausgehend
von der dermoepidermalen Junktionszone in die tieferen Hautschichten hinein ge-
wachsen waren, wurden im Mausmodell die kiinstlich angeziichteten bereits metastati-
schen Tumorzellen intrakutan, unter die Epidermis gespritzt. Die so entstandenen Tu-
moren lieBen sich zum umgebenden Bindegewebe deutlich besser abgrenzen als die
humanen Tumoren. Da bei der Tumorinvasion keine Penetration der Basalmembran
stattfand; konnten wir den Durchbruch dieser nicht mit in die Auswertung mit einbe-
ziehen. Vielmehr fungierte hier die Epidermis als Tumor-Stroma-Grenze.

Mit Ausnahme eines BLM-Tumors fand sich der stirkste Intensitdtsscore (II1) in allen
Tumoren an der Tumor-Stroma-Grenze und zwar sowohl zum tiefer gelegenen Binde-
gewebe, als auch zur Epidermis hin. Im Tumor selbst konnte jeweils nur ein punktuel-
les oder schwaches Signal detektiert werden.

In der Kontrollmaus war die Farbung des Cathepsin B so schwach, dass das Enzym

keiner Lokalisation zugeordnet werden konnte.
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An der An der
Im Tumor- Im tumorna- tumorfer-
Tumor Stroma- hen Stroma nen Epi-
Grenze dermis
BLM
(n=7) 3 6 6 7
Skmel28
(n=4) 1 4 2 4
B16
(n=3) 1 3 3 3
MV3
(n=2) 1 2 2 2
Kontrolle
(n=1) 0 0 0 0

Tabelle 4.8: Analyse der Verteilung der Cathepsin B-Konzentration innerhalb
der Priparate der Tumoren am Skid Maus Modell mittels Immunhistoche-
mie: Die hauptsdchliche Enzymkonzentration fand sich mit einer Ausnahme bei
allen untersuchten Tumoren an der Tumor-Stroma-Grenze, sowie im tumornahen
Stroma

4.5. Analyse der gelatinolytischen Aktivitit von Cathepsinen bei in vitro

gesetzten Tumoren im Mausmodell mittels in situ Zymographien

Ebenso wie an den humanen Tumoren fiihrten wir auch an den Proben aus den im
Mausmodell entstandenen Tumoren In situ Zymographien durch, um den Anteil des
aktiv sezernierten Enzyms detektieren und in einen Bezug zur Invasivitdt der jeweili-
gen Tumorzelllinien setzen zu kdnnen.

Die Zelllinie B16 F1 wies mit einer durchgéngigen gelatinolytischen Aktivitdt von III
die hochste proteolytische Aktivitdt innerhalb der Préparate auf. Die Skmel28-Zellen
zeigten eine gleiche Verteilung von starker und intermediédrer Aktivitdt, wihrend bei
den BLM-Zellen mit 71% die starke Aktivitét iiberwog.

In den Hautpriparaten der Kontrollmaus zeigte sich dhnlich wie beim immunhisto-
chemischen Nachweis eine deutlich schwichere Aktivitét, die sehr diffus ausgeprigt

war und keiner bestimmten Struktur zugeordnet werden konnte.
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Arted der Proben pro Celatmueshtvitst in Prosent
z

Abbildung 4.6: Quantifizierung der Cathepsin B - Mengen in in vitro gesetz-
ten Melanomen im Scid - Maus Modell mit den Zellinien Skmel 28, BLM,
MV3, B16F1 mittels In situ Zymographie unter sauren Bedingungen: Die
B16F1 Zellinie zeigte in 100% eine Gelatinaseaktivitdt von III, wihrend sich in der
BLM-Linie in 71% eine Aktivitdt von III und in 29 % eine Aktivitit von II. Bei
den Skmel28-Zellen fanden wir in jeweils 50% eine Gelatinolyse der Starken I11
und II

Fig 4.6.: Beispiele fiir die Stirken der Intensitiit der proteolytischen Aktivitit
bei In situ Zymographien der Maus-Priparate unter sauren Bedingungen:
Beispiel 1 zeigt eine Aktivitét der Stirke I, Beispiel 2 der Stirke II und Beispiel 3
der Stérke III.
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Innerhalb der Préparate befand sich die stirkste Gelatinaseaktivitét jeweils an der Tu-
mor/Stroma-Grenze sowie im tumornahen Stroma. An der Epidermis, die in diesem
Fall wie oben erldutert zur Tumor-Stroma-Grenze zihlt, fand sich ebenfalls eine starke

Gelatinaseaktivitit. Der Tumor selbst zeigte keine oder nur eine sehr geringe punktuel-

le Aktivitat.
Gelati- . Gelatina- .
naseak- C.}e'lagunaseak— s?aktwl— Gel‘a‘glr.%as.e—
tivitit tivitit Tumor- tat im akt1v1tgt n
. /Stroma- tumorna- der Epi-
m Tu- .
mor Grenze hen dermis
Stroma

BLM

(n=7) 5 7 6 7

Skme

128 0 4 4 4

(n=4)

B16

(n=3) 0 3 3 3

Kon-

trolle 0 0 0 1

(n=1)

Tabelle 4.9: Analyse der Verteilung der proteolytischen Aktivitiit innerhalb
der Priparate der Maus- Melanomproben mittels In situ Zymographie unter
sauren Bedingungen : Die Hauptaktivitét fand sich in allen Tumoren an der Tu-
mor-Stroma-Grenze, die in diesem Fall die Epidermis mit einschlie3t. In der Kon-
trolle konnte nur eine leichte Aktivitdt in der Epidermis festgestellt werden.
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c) d)

Fig. 4. 7: Beispiele von In Situ Zymographien unter sauren Bedingungen mit
der Hauptlokalisation der Gelatinaseaktivitit an der Invasionsfront der Tu-
moren bei Skmel 28-Tumoren

4.6. Analyse der gelatinolytischen Aktivitat von Metalloproteinasen bei
in vitro gesetzten Tumoren im Mausmodell mittels in situ Zymo-

graphien

Um die Aktivitatsprofile und zeitlichen Abléufe in der Aktivierung von Metalloprotei-
nasen und Cathepsinen bei der Tumorausbreitung und Metastasierung vergleichen zu
konnen, filhrten wir zusidtzlich in situ Zymographien unter neutralen Bedingungen
durch.

Unter diesen Bedingungen weisen Matrix Metalloproteinasen, nicht aber Cathepsine ,
ein pH Optimum und somit ihre maximale Enzymaktivitét auf.

Hierbei zeigte sich bei den Zellinien BLM und B16 F1 ein dhnliches Ergebnis wie fiir
die Cathepsine. 71 % der BLM-Tumoren und 67% der B16F1 Tumoren wiesen eine
Gelatinaseaktivitiat von III, die anderen Tumoren dieser Zellinie eine Gelatinaseaktivi-
tat von II auf. Die an sich intermedidr invasive Zellinie Skmel 28 zeigte in allen Tu-

morproben eine Gelatinaseaktivitét von III. Ebenso ergab die Auswertung der Proben
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der Kontrollmaus eine Gelatinaseaktivitdt der Stirke III, die vor allem in der Epider-

mis lokalisiert war.

120

100

80 BGelatinase
aktivitat |

60 BGelatinase

aktivitat Il

40 OGelatinase

aktivitat Ill

20 1

Anteil der Proben pro Gelatinaseaktivitat in Prozent

BLM (n=7) B16 F1 (n=3) Skmel28 (n=4)

Abbildung 4.7: Quantifizierung der MMP - Konzentration bei in vitro gesetz-
ten Melanomen im Scid Maus Modell mit den Zellinien Skmel 28, BLM, MV3,
B16F1 mittels In situ Zymographie unter neutralen Bedingungen : die
Skmel28 Zellen zeigten in 100% eine Stérke von 111, die BLM-Zellen in 71% eine
Aktivitit der Stirke III und in 29% der Stirke II, die B16F1 Zellinie zeigte in 67%
eine Aktivitit von III und in 33% von II
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Fig.3.8.: Beispiele fiir In situ Zymographien unter neutralen Bedingungen:
Bild 1 zeigt eine Gelatinaseaktivitdt von III bei einem Hautpréparat der Kontroll-
maus; Bild 2 zeigt ein Préparat der Skmel -Zellen ebenfalls mit der Starke III und
Bild 3 ein Préparat der Zellinie BLM mit der Stérke II.

Zur Lokalisierung der hochsten Gelatinaseaktivitidten innerhalb der Pridparate lassen
sich folgende Angaben machen: Drei der Tumore der BLM-Zellen wiesen eine Aktivi-
tat im Tumor selbst auf, aber jeweils in einer geringeren Konzentration als an der Tu-
mor-Stroma-

Grenze. Alle Tumoren zeigten starke Gelatinaseaktivititen an der Tumor-Stroma-
Grenze, die die Epidermis mit einschlieft. Auch in der Tumorperipheriec wurde bei
87% der Tumoren Degradationsaktivitdt gefunden. Eine Abhingigkeit der Lokalisation
von der Invasivitat der jeweiligen Tumorzelllinie konnte nicht beobachtet werden. Die
Kontrollmaus zeigte ebenso wie unter sauren Bedingungen nur eine Gelatinolyse in

der Epidermis.
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Gelati Gelatina-
clatl- Gelatinase Gelatinase se
nase aktivitit Tu- aktivitit im aktivitit
aktivitit .
. mor-/Stroma tumor in der
im Tu- )
grenze nahen Stroma Epider-
mor .
mis
BLM
(n=7) 3 7 5 7
Skmel28
(n=4) 0 4 4 4
Bl61
(n=3) 0 3 3 3
Kontrolle
(n=1) 0 0 0 1

Tabelle 4. 10: Analyse der Verteilung der Metalloproteinasen-Konzentration
innerhalb der Priparate der Maus- Melanomproben mittels In situ Zymo-
graphie unter neutralen Bedingungen: In allen Tumoren fand sich eine Aktivitét
an der Tumor-Stroma-Grenze sowie in der Epidermis. In der Tumorperipherie fand
sich ebenfalls in 87% der Tumoren eine gelatinolytische Aktivitat

120

100

80

60

Grenze in Prozent

40

20

Anteil der Proben mit Gelatinaseaktivitat an der Tumor-Stroma-

8 Anzahl der Tumoren
mit Aktivitat an der
Tumor-Stroma-
Grenze

8 Anzahl der Tumoren
ohne Aktivitat an der
Tumor-Stroma-
Grenze

BLM (n=7)

B16F1 (n=3)

Skmel28 (n=4)

Abbildung 3.8: Quantifizierung der MMP- Konzentration innerhalb der Tu-
morfliche der humanen Melanomproben mittels In situ Zymographie unter
neutralen Bedingungen: Mit Ausnahme eines BLM-Tumors fand sich in allen

Tumoren eine Aktivitit an der Tumor-Stroma Grenze.
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Fig. 3. 9.: Beispiele von In situ Zymographien unter neutralen Bedingungen
mit der Hauptlokalisation der Gelatinaseaktivitit an der Invasionsfront der
Tumoren
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5. Diskussion

Cathepsin B ist eine lysosomale Protease, die von Melanomzellen sezerniert werden
kann und somit sowohl an intra- als auch an extrazelluldren Proteinabbauprozessen
beteiligt ist. (Dennhdfer R et al., 2003).

Erhohte Synthese, Aktivitit, extrazelluldre Sekretion und ein verdndertes Verhéltnis
der Cathepsine zu ihren endogenen Inhibitoren kénnen zu unkontrollierter Aktivitét
dieser Proteasen fiihren und werden aufgrund experimenteller und klinischer Studien
mit pathologischen Vorgéngen, wie der Invasion und Metastasierung maligner Tumore
in Zusammenhang gebracht. Uber die molekularen Regulationsmechanismen der Ca-
thepsine, die zur erhohten Tumorinvasion fiihren, ist jedoch bislang nur wenig be-
kannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle von Cathepsin B fiir das invasive
Wachstum des malignen Melanoms genauer zu charakterisieren. Wir arbeiteten heraus,
in wieweit die Expression von Cathepsin B mit dem jeweiligen Metastasierungspoten-
tial verschiedener Melanomtypen, bzw. beim Mausmodell mit verschiedenen Mela-
nomzelllinien korreliert und an welchen Lokalisationen in den Priparaten erhohte
Mengen und Aktivititen von Cathepsin B nachgewiesen werden konnen. Hierdurch
konnten wir auch zu einigen offenen Fragen die Zell-Matrix-Interaktion betreffend

Stellung nehmen.

5.1 Analyse der Konzentration von Cathepsin B in Melanompriaparaten
mittels Immunhistochemie und der Korrelation mit der Invasivitat der

Melanome

5.1.1 Immunhistochemische Analyse von Cathepsin B und Korrelation mit
der Invasivitat des malignen Melanoms

Mit der Methode der Immunhistochemie wurde Cathepsin B in Préparaten von huma-
nen Melanomen mittels eines spezifischen Antikorpers detektiert und die Mengen die-
ser Protease mit der jeweiligen Invasivitit der Tumoren verglichen.

Unsere Ergebnisse zeigten in benignen Pigmentnévi sehr geringe Cathepsin B-Mengen
der Intensitétsstarke I. In malignen superfiziell spreitenden und noduldren Melanomen
waren dagegen erhdhte Mengen dieser Protease nachweisbar. Innerhalb der aktuellen

Stadieneinteilung nach AJCC der Melanome (seit April 2003 in Europa angewandt),
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korrelierte die Hohe der Enzymmenge mit dem Tumorstadium. So fanden wir in der
Gruppe der hochinvasiven Tumoren der Gruppe 3 (Klinische Stadien II b-IV) durch-
gehend eine hohe Konzentration von Cathepsin B mit einem Intensitétsscore von III, in
der Gruppe 2 (Stadien I a-II b) fand sich in 56% ein Intensitétsscore von III, in 25%
von IT und in 19% von I.

Dieses Ergebnis unterstreicht einerseits die Bedeutung von Cathepsin B beim Uber-
gang von benignen zu malignen Tumorformen, gleichzeitig aber auch die Abhdngig-
keit der Cathepsin B-Menge von der Ausdehnung der Tumoren in Millimeter und einer
moglichen Ulzeration.

Bereits Campo E et al. (1994) konnten zeigen, dass sich iiber die immunhistologische
Detektierung von Cathepsin B im kolorektalen Karzinom eine Voraussage fiir die Pati-
enteniiberlebensrate treffen ldsst. Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch fiir Gliome
und Magenkarzinome (Koblinski JE et al., 2000) sowie fiir die murine B16 Melanom-
zelllinie (Sloane BF et al., 1981).

Diese Befunde weisen auf eine Korrelation zwischen dem Anstieg der Cathepsin B
Konzentration und der Malignitét der untersuchten Tumoren oder Tumorzelllinien hin.
Durch Transfektion der Cathepsin B-Expression in der Tumorzelllinie B16 F1 konnten
Szpaderska A et al. (2001), die Cathepsin B-Aktivitdt und gleichzeitig die Fahigkeit
der Zellen in die extrazelluldre Matrix zu invadieren, um das 3-5 fache steigern.

Eine Korrelation der Cathepsin B-Expression mit der histologischen Klassifikation
konnten verschiedene Autoren hingegen ausschlieBen (Campo E et al., 1994, Frohlich
E etal., 2001).

In unserer Arbeit zeigte sich ebenfalls keine Korrelation mit der histologischen Unter-
teilung in SSM und NNM, allerdings lag bei den von uns untersuchten Tumoren auch
keine ausgeglichene Verteilung dieser beiden Gruppen vor.

Die beschriebene Erhohung der Cathepsin B Konzentration in malignen Tumoren,
abhingig von ihrer Malignitdt, ldsst auf eine Ausschaltung oder Storung der Regulati-
onsmechanismen fiir Cathepsin B schlieBen. Eine Verdnderung der ersten Stufe im
Produktionszyklus von Cathepsin B ist die Erhohung der mRNA-Synthese. Sowohl an
verschiedenen Tiermodellen, als auch an humanen Melanomen wurde bereits eine sol-
che Erh6hung nachgewiesen (Quian F et al., 1989; Frohlich E et al., 2001).

Die Regulationswege, die zu dieser Uberexpression von Cathepsin B fiihren, sind noch
nicht hinreichend untersucht. Wahrscheinlich spielt die Aktivierung der Cathepsin B —
Promotor-Regionen eine wichtige Rolle (Frosch BA et al., 1999).
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Weitere Moglichkeiten wiren eine selektive Stabilisierung von Cathepsin B mRNA in
Tumoren, Gene-Amplifikation und alternatives Splicing.

Buck MR et al. (1992) und Frosch BA et al. (1999) zeigten durch eine enzymatische
Analyse von mikrodissezierten Arealen aus Kolon-, Mamma- Karzinomen und Glio-
blastomen, dass die Cathepsin B- Aktivitdt selektiv an der invasiven oder infiltrativen
Seite dieser Tumoren lokalisiert war. Auch in den von uns untersuchten Préparaten der
Immunhistologien maligner Melanome fanden sich die hauptsdchlichen Enzymmengen
des Cathepsin B an der Tumor-Stroma-Grenze der infiltrativen Seite der Tumoren so-
wie im tumornahen Stroma.

Diese Ergebnisse lassen auf ein Zusammenspiel des den Tumor umgebenden Binde-
gewebes mit den Tumorzellen hinsichtlich Bildung und Sekretion von Cathepsin B
schlieBen.

Schon Koblinski JE et al. (2002) konnten zeigen, dass in Fibroblasten die Sekretion
von Procathepsin B durch die Interaktion mit nativem Kollagen I induziert werden
kann. Ebenso konnte in der Arbeitsgruppe von Prof. Mauch bei hochinvasiven MV3-
Zellen eine erhohte Cathepsin B Konzentration nach Kontakt mit Kollagen I nachge-
wiesen werden, Klose A et al. (20006).

Das Auftreten von hohen Enzymmengen im tumornahen Stroma legt weiterhin nahe,
dass Tumorzellen nicht nur das peritumorale Stroma, sondern auch das tumorferne
Bindegewebe modulieren konnen. Es muss davon ausgegangen werden, dass Ca-
thepsin B in diesem Fall nicht von Tumorzellen, sondern von Zellen des EZM sekre-
tiert wurde. In der Immunhistochemie konnte eine deutliche Farbung in Fibroblasten
und Makrophagen im tumornahen Stroma detektiert werden. Diese erhohten Protea-
senkonzentrationen konnten dadurch zustande kommen, dass Tumorzellen Signalstoffe
an das umgebende Bindegewebe abgeben, wie es fiir die Metalloproteinasen bereits
von verschiedenen Autoren gezeigt werden konnte (Zigrino P et al., 2005, Van den
Oord JJ et al., 1997).

Die Expression hoher Cathepsin B —Mengen im tumorperipheren Stroma stellt ein
zusitzliches Unterscheidungskriterium der malignen Melanome zu den Navuszellndvi
dar, die in diesem Bereich der Préparate keine erhohten Cathepsin B-Mengen aufwei-
sen. Aus diesem Grunde kann eine erhdhte Cathepsin B-Menge im tumornahen Stroma
als Malignitatskriterium gewertet werden.

Ein weiterer von uns untersuchter Bereich war die Epidermis. Hier konnten wir nur in

den direkt an den Tumor angrenzenden Bereichen Cathepsin B detektieren.
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Cathepsin B scheint daher in den ersten Tumorausbreitungsstadien, dem Durchbruch
der Basalmembran, eine Rolle zu spielen und durch Interaktion von Melanomzellen

und Kerationozyten induziert zu werden.

5.1.2 Charakterisierung der Cathepsin B Synthese im Mausmodell

Im Gegensatz zu Invasionsmodellen, die auf Basalmembran - dhnlichen Matrizes
(Hendrix MJ et al., 1987) oder artifiziellen Haut-Aquivalenten (Meier et al., 1998)
basieren, bietet das Mausmodell mit Scid Méusen die Moglichkeit, die komplexen
Vorgéinge der Tumor-Stroma-Interaktion bei der Invasion und Metastasierung von
malignen Melanomzelllinien zu untersuchen. In vorausgegangenen Studien wurde in
der AG Mauch die Féahigkeit dieser Zellen, das Bindegewebe normaler Haut in vitro zu
invadieren, nachgewiesen (Klose A et al., 2006). In diesem System wurden die zellula-
ren Komponenten durch mehrfaches Einfrieren und Auftauen der préparierten Haut
abgetotet, so dass die Invasivitdt der Melanomzellen beurteilt werden konnte. Auch die
Interaktionen des Tumorgewebes mit dem umgebenden Bindegewebe, vor allem an
der Invasionsfront konnte in diesem System untersucht werden.

Die Analyse der Wachstumsgeschwindigkeit der Tumore im Mausmodell ergab das
schnellste Wachstum und die hochste Eindringtiefe fiir die murine Zelllinie B16 F1,
die von anderen Autoren bei in vivo Versuchen als niedrig invasiv eingestuft wurde
(Quian F et al., 1989). Diese diskrepanten Befunde konnen dadurch erkldrt werden,
dass die Tumorzellen im Mausorganismus bessere Bedingungen zur Invasion und Me-
tastasierung vorfanden. Dies lésst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass zwar das
zelluldre Immunsystem der Mause durch genetische Manipulation selektiv ausgeschal-
tet wurde, jedoch die unspezifische Immunabwehr ausreichte, um menschliche Tumor-
zellen als Fremdgewebe zu erkennen und einen abgeschwichten Abstoungsmecha-
nismus zu induzieren. Alternativ konnten durch ldngere Kulturdauer iiber viele Passa-
gen die hochinvasiven Melanomzellklone selektioniert worden sein und die bei diesen
Untersuchungen verwendeten B16F1 Zellen nicht mehr der urspriinglich charakteri-
sierten Zelllinie entsprechen. Die BLM- sowie die MV3 - Zellen zeigten als hochinva-
sive Zelllinien (Dennhofer R et al., 2003, Kurschat P et al., 2002) ebenfalls ein rasches
Tumorwachstum, wihrend die Skmel 28 Zelllinie geméB ihrer intermediér invasiven
Einstufung (Klose A et al., 2004) sehr langsam in das Bindegewebe einwuchs. Bei der
Beurteilung der Wachstumsgeschwindigkeit und der Tumorausbreitung im Bindege-

webe muss beriicksichtigt werden, dass es fiir die Tumoren keine Basalmembran mehr
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zu iiberwinden galt, da diese aufgrund der intradermalen Injektion der Tumorzellen
bereits durchbrochen worden war.

In unseren Untersuchungen der Immunhistochemien der Tumorproben des Mausmo-
dells zeigten sich die stirksten Enzymmengen in den Tumoren der B16F1-Linie, die in
allen Fillen einen Intensititsscore von III aufwiesen. In der MV3- und der Skmel 28 -
Linie fand sich in jeweils 50% eine Konzentration der Stdrke II und I, wéihrend die
BLM-Zellen nur in 43% eine Signalstérke II zeigten.

Somit erwiesen sich die BLM- und die MV3-Linie als hochinvasive Zelllinien in ihrer
Cathepsin B Konzentration schwicher oder gleich stark im Vergleich mit den niedri-
ginvasiven Zelllinien Skmel 28 und B16 F1.

Die Hautpriaparate der Kontrollmaus zeigten im Vergleich mit den malignen Tumoren
eine sehr schwache Féarbung, so dass anhand der Cathepsin B-Mengen klar zwischen
Tumor — und gesundem Gewebe abgegrenzt werden konnte.

Diese Ergebnisse der Immunhistologien im Mausmodell scheinen zunichst im Wider-
spruch zu unseren Ergebnissen der Immunhistologien der humanen Tumoren und zu
den Darstellungen in der Literatur zu stehen.

Die Zelllinie BI6F1 wurde von Quian T et al. (1989) als niedrig invasiv charakteri-
siert, fand aber, wie oben bereits beschrieben, optimale Wachstumsbedingungen vor
und zeigte das stdrkste und invasivste Wachstum aller eingesetzten Tumorzellinien.
Somit entsprach das Ergebnis ihrer hohen Cathepsin B-Konzentrationen in der Im-
munhistochemie in diesem Fall ihrem Wachstum und damit ihrer Invasivitét.

Im Falle der Skmel 28 Linie befanden sich die niedrig invasiven Tumoren durch ihr
langsames Wachstum, zum Zeitpunkt der Tétung der Mause in einem fritheren Stadi-
um der Tumorinvasion als die hochinvasiven, die ein viel rascheres Wachstum aufwie-
sen. Wihrend der Tumorinvasion miissen die malignen Zellen verschiedene Barrieren,
einschliefflich des interstitiellen Bindegewebes iiberwinden. Klose A et al (2006)
konnten zeigen, dass Cathepsin B gerade in diesen ersten Stadien eine wichtige Rolle
spielt. Somit werden in diesem Stadium moglicherweise hohere Proteasenkonzentra-
tionen benotigt als in spdteren Stadien. Auch in der Literatur finden sich Hinweise
darauf, dass jlingere und damit zu diesem Zeitpunkt evt. schneller wachsende Tumoren
eine hohere Cathepsin B - Aktivitdt aufweisen, als spdtere Tumorstufen. So fanden
Sloane et al. (1981) bei der Untersuchung von B16 F1- und F10 Melanomzellen die

hochste Aktivitét in subkutanen Tumoren mit einem Gewicht von weniger als 1g.
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Eine weitere interessante Beobachtung wurde diesbeziiglich in einer Studie von Mur-
nane MF et al. (1991) gemacht. Sie fanden in kolorektalen Tumoren in den Dukes Sta-
dien A und B gegeniiber den spiteren Phasen C und D erhohte RNA-Mengen von Ca-
thepsin B. Diese Ergebnisse konnten darauf hinweisen, dass die Cathepsin B —
Expression in Tumoren nicht nur von der Invasivitit einer Zelllinie, sondern auch dem
aktuellen lokalen Invasionsstadium abhéngig ist.

Zum Vergleich mit den humanen Melanompréparaten bestimmten wir auch in den
Mausmelanomen die Hauptlokalisation der Cathepsin B Mengen.

Mit Ausnahme eines BLM-Tumors fand sich der stirkste Intensitdtsscore (III) in allen
Tumoren an der Tumor-Stroma-Grenze und zwar sowohl zum tiefer gelegenen Binde-
gewebe, als auch zur Epidermis hin. Im Tumor selbst konnte jeweils nur ein punktuel-
les oder schwaches Signal detektiert werden. Auch zeigte sich in den Priparaten der
malignen Tumoren eine erhohte Cathepsin B-Menge im tumornahen Stroma. In den
Priparaten der Kontrollmaus konnte kein Cathepsin B detektiert werden.

Diese Ergebnisse unterstreichen die vielfiltigen Interaktionen der Tumoren mit dem
umgebenden Bindegewebe und verschiedene Funktionen des Cathepsin B in diesen
Prozessen. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Invasion von Tumorzellen
in das umgebende Gewebe durch verschiedene intra- und extrazelluldr zelltyp-
spezifische Funktionen des Cathepsin B gefordert wird (Premzl A et al., 2003, Sameni
M et al., 2000, Szpaderska A and Frankfater A, 2001). Sameni M et al. (2000) konnten
zeigen, dass die Brustkrebszelllinie BT549 intrazelluldr Kollagen IV abbaut und diese
Degradation Cathepsin B abhdngig ist, wohingegen in BT20 Zellen das Kollagen IV
extrazelluldr abgebaut wird und neben extrazellulirem Cathepsin B auch die Anwe-
senheit aktiver Serin- und Metalloproteinasen erforderlich ist. Extrazelluldres Ca-
thepsin B wird als Aktivator proteolytischer Kaskaden diskutiert, da es sowohl pro-
uPA als auch proMMP-3 aktivieren kann (Kobayashi H et al., 1991; Murphy BC et al.,
1992). Mehrere Arbeitsgruppen konnten zudem zeigen, dass Tumorzellen Bestandteile
der ECM durch Endozytose aufnehmen und intrazelluldr abbauen kdnnen (Ahram M et
al., 2000, Montcourrier P et al., 1990/1994). Extrazelluldres Cathepsin B kann aber
auch direkt Basalmembranbestandteile, wie Kollagen IV und Laminin, degradieren
(Buck M et al., 1992, Guinec N et al., 1990).

Weiterhin stellte sich die Frage ob es sich bei den von uns in der Immunhistochemie

detektierten Cathepsin B um aktives, nicht inhibiertes Cathepsin B handelte.
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Zur Klérung diese Fragestellungen wendeten wir nachfolgend die Methode der in situ
Zymographie, mit der sich extrazelluldres, aktives Enzym darstellen ldsst, an den be-
reits untersuchten Praparaten von humanen und murinen Melanomen an.

Der direkte Vergleich der Immunhistologie mit den in situ Zymographien ist nur ein-
geschrankt moglich, da immunhistochemisch lediglich das Enzym lokalisiert werden
kann, wéhrend in der in situ Zymographie die Aktivitit von der Anwesenheit mogli-
cher Inhibitoren abhéngt und auch intrazellulér lysosomale Cathepsine detektiert. Da-
her kann die tatsdchliche Menge von aktivem Enzym in den Préparaten nur durch wei-

tere Untersuchungen festgestellt werden.

5.2. Analyse der gelatinolytischen Aktivitat von Cathepsin B in huma-
nen und murinen Melanomen mittels In situ Zymographie und Korrela-

tion mit der Invasivitiat der Tumore

Wenn Cathepsin B an der Tumorausbreitung und Metastasierung beteiligt ist, miissen
wir von einem verdnderten Verhéltnis der Cathepsine zu ihren endogenen Inhibitoren
ausgehen, und damit von einer erhohten Menge an aktivem extrazelluldirem Enzym.
Bereits Dennhofer R et al. (2003) konnten zeigen, dass sich bei niedrig invasiven 530
Zellen im Modellversuch mit DDD (dead deepidermized dermis) Cath B nur intrazel-
luldr nachweisen liel, wihrend bei den hoch invasiven BLM-Zellen Cath B sowohl
intra- als auch extrazelluldr nachgewiesen werden konnte. In diesen in vitro Analysen
korrelierte die Menge des extrazelluliren Enzyms mit der Malignitit der Melanomzel-
len.

In den von uns durchgefiihrten in situ Zymographien fanden sich die hochsten Gelati-
naseaktivititen und somit die hochsten Konzentrationen an aktivem, extrazelluldrem
Cathepsin in der Gruppe 3, den Melanomen mit der hochsten Invasivitdt (Stadium I1b-
IV). Wihrend sich in der Gruppe 3 mit 83% eine Aktivitdt von III zeigte fanden wir in
der Gruppe der intermedidrinvasiven Tumoren (Stadium Ia-IIb) in 38% eine Aktivitdt
von III, in 50% von Il und in 13% von I. In der Gruppe der 1 fand sich bei 3 Tumoren
jede der drei Stérken der gelatinolytischen Aktivitét einmal.

Somit konnten wir im Vergleich mit den immunhistologischen Analysen bestdtigen,
dass nicht nur die Gesamtmenge von Cathepsin in malignen Tumoren erhoht ist und

mit der Malignitdt korreliert, sondern, dass es sich hierbei auch um aktives,
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nicht inhibiertes Enzym handelt, welches sich hdchstwahrscheinlich auBlerhalb der
Lysosomen der Zelle im Extrazelluldrraum befindet. Wie das Ergebnis der NZN zu
beurteilen ist, bleibt aufgrund der geringen Probenzahl derzeit ungeklart.

Dies fiihrt zu der Frage, wie es zu diesem erhdhten Vorkommen von aktivem Ca-
thepsin auflerhalb von Lysosomen kommt, da dieses Enzym, wie in der Einleitung
beschrieben, normalerweise erst im sauren Milieu der Lysosomen aktiviert wird. Hier
kommen zwei Moglichkeiten in Betracht; entweder verschmelzen die Lysosomen mit
der Zelloberflache und sekretieren das Enzym, oder Cathepsin gelangt {iber verdnderte
Transportwege als Enzymvorstufe zur Zelloberfliche und wird erst auB3erhalb der Zelle
aktiviert. Fiir beide Theorien gibt es Hinweise in der Literatur.

Keppler D and Sloane BF (1996) konnten zeigen, dass Cath.B enthaltende Vesikel in
B16 Melanom-Zellen unter sauren Bedingungen zur Zelloberflaiche wandern und dort
das Enzym freisetzen.

An kolorektalen Karzinomen fand man eine Verlagerung von Cathepsin B enthalten-
den Vesikeln in die Zellperipherie, die parallel zu der Malignitit des Tumors verlief.
Die Mechanismen, die zu dieser Verlagerung der Lysosomen in die Peripherie fiihren,
sind noch nicht vollstandig geklért. Eine wichtige Rolle scheint jedoch der pH-Wert zu
spielen, der in Tumoren hiufig niedriger ist als in normalem Gewebe (Dennhdfer R et
al., 2003). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein leicht saurer pH-Wert die
Ausschiittung von reifem, aktivem Cath B aus invasiven Zellen triggern kann (Rozhin
Jetal., 1994).

Die von Heuser et al. beobachtete Bewegung der Lysosomen bei angesduerten Zellen
folgte der Ausrichtung der Mikrotubuli in diesen Zellen und fand nicht statt, wenn die
Mikrotubuli vor der Ansduerung durch Nocodazole depolymerisiert wurden. Nachfol-
gende Alkalisierung der Zellen durch eine Acetatreduzierung fiihrte zu einer schnellen
Riickkehr der Lysosomen zum Zellzentrum (Heuser J et al.; 1998).

Eine weitere Moglichkeit, wie es zu einem Austreten von reifen Cathepsin aus den
Lysosomen kommen konnte, ist der schnelle Zellumsatz in Tumoren, der auch zu ver-
mehrten Apoptosen fiihrt. Diese Proteasen konnten dann im Cytoplasma z.B. Caspasen
aktivieren die ihrerseits wiederum Apoptose induzieren (Soengas MS et al., 2003).
Interessanterweise wird Cath. B im Gegensatz zu z.B. Cath. D auch von solchen Zellen
vermehrt sekretiert, die keinen Anstieg des m RNA Levels zeigen (Moin K et al.,
1998). Hieraus kann man den Schluss ziehen, dass nicht nur eine Erhohung der En-

zymkonzentration, sondern auch z. B. ein verdnderter Transportweg des Cathepsin B
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innerhalb der Zelle fiir die vermehrte Sekretion von Cath. B verantwortlich sein konn-
te.

Lorenzo K et al. (2000) konnten aufzeigen, dass der intrazellulire Transport von Ca-
thepsinen in die Lysosomen von der Pridsenz des M6P—Rezeptors (Mannose-6-
Phosphat) in der karbohydratischen Hélfte der Proteinasen abhdngt. Fehlt beispiels-
weise aufgrund eines hereditiren Enzymdefekts bei einer eigentlich lysosomalen Hy-
drolase der entsprechende Mannose-6-Phosphatrest, so wird dieses Protein nicht in die
Lysosomen aufgenommen, sondern in groBem Umfang von den entsprechenden Zellen
sezerniert

Durch eine vermehrte Produktion von Cathepsin , wie sie bei malignen Tumoren und
auch beim malignen Melanom vorliegt, setzt zudem durch die Uberproduktion der
lysosomalen Enzyme eine Uberlastung des Mannose-6-phosphat-Weges ein, die zu
einer erhohten Sekretion von Pro-Cathepsin fithren kann. Dies konnte fiir Cathepsin D
bereits gezeigt werden.

Berquin IM et al. konnten in malignen Tumoren Transkriptionsvarianten in Exon 3
aufzeigen. Ein auf diese Weise verdndertes Protein wiirde nicht zum RER (rough en-
doplasmic reticulum) transportiert werden und damit auch nicht zum vesikuldren
Kompartiment. Dementsprechend kdnnte eine so geartete Transkriptionsénderung von
Cathepsin ebenfalls zu einer erhdhten Konzentration im Cytoplasma fiihren.

Linebaugh BE et al. (1999) gehen hingegen von einem retrograden Transport und einer
calciumregulierten Exozytose aus den Lysosomen aus (Rodriguez A et al. 1997). Cal-
cium-abhingige Exozytose von sekretorischen Lysosomen wurde auch in dendriti-
schen Zellen gefunden und ist dort durch spezifische Bindungen dieser Zellen mit CD
8T —Zellen induziert. Dies fiihrt zu einer polarisierten Sekretion von IL-18 und akti-
vem Cathepsin D in Richtung der aktiven T-Lymphozyten (Gardella S et al., 2001).
Durch veranderte Transportmechanismen ausgeschleustes Procathepsin B muss auf3er-
halb der Zelle aktiviert werden. Dies konnte wieder auf die pH-Wert-Anderungen in
malignen Tumoren zuriickzufiihren sein, da vor allem die exopeptische Aktivitit von
Cathepsin B bei einem sauren pH-Wert unterstiitzt wird.

Dartiiberhinaus fand sich eine autokatalytische Aktivierung von Cathepsin (Rozman J
et al., 1999, Turk B et al., 2000), sowie eine Aktivierung von extrazellular sezerniertem
Procathepsin B durch Cathepsin D und G, tPA, uPa sowie verschiedene Elastasen (
Dalet-Fumeron V et al., 1996/1993; van der Stappen JW et al., 1996). Klose et al

konnten eine Aktivierung von extrazelluldirem Cathepsin B durch MMPs nachweisen
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(Klose A et al., 2004). Diese Daten legen auBBerdem nahe, dass MMPs nur bei Zell-
Kollagen-Kontakt zur extrazelluldren Aktivierung von Cathepsin B fiihren.

Diese Interaktion zwischen Tumorzellen, Tumor - assoziierten Zellen inklusive Fibro-
blasten, infiltrierenden Makrophagen, etc. scheinen eine Hauptrolle in der Regulation
der Proteasenexpression und-Aktivierung zu spielen.

Girtner HF et al. (1992) konnten ein erhdhtes Tumorwachstum von Melanomzellen
nach Ko-Injektion mit Fibroblasten in Nacktméuse nachweisen, welches nur bei
gleichzeitiger Injektion dieser Zelltypen, nicht aber bei getrennter Injektion an ver-
schieden Stellen beobachtet wurde. Diese Beobachtung weist auf die wesentliche Rolle
aktivierter Fibroblasten bei der Tumorinvasion hin. Podgorski I et al. (2005) zeigten
ebenso wie Klose A et al (2005), dass die Level der Cathepsin B-Konzentration der
Tumorzellen durch die Interaktion mit Kollagen 1 anstiegen.

Aufgrund dieser Hinweise auf vielfiltige Interaktionen von Tumorzellen und dem
Bindegewebe bei der Ausschiittung von aktivem Cathepsin B erwarteten wir, die Lo-
kalisation der gelatinolytischen Aktivitit von Cathepsin B innerhalb der Schnitte vor
allem an der Invasionsfront der Tumoren zu finden. Ein solches Ergebnis bestitigte
sich bei allen untersuchten humanen Tumoren.

Auch im tumorperipheren Stroma konnte bei 63% der Gruppe II und bei 83% der
Gruppe III eine starke gelatinolytische Aktivitdt festgestellt werden. Dariiberhinaus
wurde die Aktivitdt von Cathepsin in der tumornahen Epidermis bestimmt; im Gegen-
satz zu der an den Tumor angrenzenden Epidermis konnte hier keine Cathepsin Aktivi-
tat detektiert werden.

In der Gruppe der Névuszellndvi fand sich die gelatinolytische Aktivitdt ebenfalls
hauptsdchlich an der Tumor-Stroma-Grenze, im Gegensatz zu den malignen Tumoren
jedoch nicht im tumorperipheren Stroma. Unklar ist derzeit, welches Enzym fiir die
Gelatinolyse verantwortlich ist, da Cathepsin B in nur sehr geringen Mengen histolo-
gisch nachweisbar war.

Ebenso wie an den humanen Tumoren fiihrten wir auch an den Proben aus den im
Mausmodell entstandenen Tumoren in situ Zymographien durch, um den Anteil des
aktiv sezernierten Enzyms detektieren und in Bezug zur Invasivitét der jeweiligen Tu-
morzelllinien beurteilen zu kdnnen.

Die am invasivsten gewachsene Tumorzelllinie B16 F1 wies mit einer durchgéngigen
gelatinolytischen Aktivitdt von III die hochste Konzentration an aktivem Cathepsin

innerhalb der Praparate auf. Die Skmel28-Zellen zeigten eine gleiche Verteilung von
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starker und intermedidrer Aktivitit, wihrend bei den BLM-Zellen mit 71% die starke
Aktivitéit iiberwog. In den Hautpréparaten der Kontrollmaus zeigte sich eine deutlich
schwichere Aktivitit, die sehr diffus ausgeprdgt war und keiner bestimmten Struktur
zugeordnet werden konnte.

Diese Befunde bestitigen die Erwartungen aufgrund der Literatur und lassen eine bes-
sere Interpretation unserer Ergebnisse der Immunhistologien zu. In der in situ Zymo-
graphie korrelierte im Gegensatz zu den Immunhistochemien die Menge des detektier-
ten Enzyms bei den Skmel 28-Zellen mit der Malignitit dieser Tumorzellinie, da in
der Immunbhistologie relativ wenig Cathepsin B nachgewiesen werden konnte.

Eine Erklarungsmoglichkeit wire, dass in der Immunhistochemie die Gesamtkonzen-
tration des Enzyms nachgewiesen wird, wiahrend bei der in situ Zymographie nur das
aktive Enzym sichtbar wird. In den Skmel 28-Tumoren ldge demnach eine hohe En-
zymkonzentration vor, die Enzyme wiren aber groftenteils inhibiert, wahrend sie in
den hoher malignen Tumoren vor allem in ihrer aktiven Form vorlédgen.

Ein anderer Ansatz wére es, die hohe gelatinolytische Aktivitdt durch den Nachweis
anderer, von uns in der Immunhistologie nicht untersuchter Cathepsine zu erkléren.
Die Lokalisation der Hauptgelatinaseaktivitit zeigte sich wie bei den humanen Tumo-
ren vor allem an der Invasionslinie gegeniiber der Extrazelluliren Matrix sowie im

tumornahen Stroma.

5.3. Analyse der Gelatinaseaktivitit von Metalloproteinasen in humanen
und murinen Melanomen mittels In situ Zymographie in Bezugnahme

auf die Invasivitiat der Melanome

Da die Metalloproteinasen neben der eigenen direkten proteolytischen Funktion, die
sie fiir Tumorausbreitung und -metastasierung haben, auch eine Rolle in der Aktivie-
rung von Cathepsin B spielen (Klose A et al., 2006), untersuchten wir sowohl die Pro-
ben der humanen Tumoren, als auch die der Méuse mittels in situ Zymographie unter
neutralen Bedingungen, um aktive Metalloproteinasen zu detektieren und diese Ergeb-
nissse zu denen der Cathepsine in Relation zu setzen.

Bei der Lokalisation der Aktivitdt der Metalloproteinasen zeigte sich eine dhnliche
Verteilung wie fiir die Cathepsine. Die Aktivitit war v.a. peritumoral, an der Tumor-

/Stroma-Grenze lokalisiert, wiahrend im Tumor selbst nur geringe Aktivitdten

71



beobachtet wurden. Diese Befunde bestitigen frithere Ergebnisse der AG Mauch (Kur-
schat et al; 2002) und anderer Autoren (Walker RA and Woolley DE, 1999), die die
Hauptaktivitit der Gelatinolyse durch Matrix Metalloproteinasen in der situ Zymo-
graphie an der Invasionsfront des Tumors lokalisierten. In einer weiteren Studie konnte
in der AG Mauch gezeigt werden, dass die MMP-2-Sekretion von Melanomzellen
durch den Kontakt mit nativem Typ I Kollagen-Fibrilllen induziert wurde (Kurschat P
et al.,, 1999). Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung von Tumor-Matrix-
Interaktion bei der Regulation der Synthese nicht nur der Cathepsine, sondern auch der
Metalloproteinasen.

Bei der Beurteilung der Stirke der Gelatinolyse in Beziehung zur Malignitét der Tu-
more fiel allerdings ein Unterschied zwischen den Metalloproteinasen und den Ca-
thepsinen auf. Wahrend wie oben beschrieben im Falle der Cathepsine die Stirke der
Aktivitdt mit der Malignitét korrelierte, zeigten NZNs eine starke Metalloproteinase-
Aktivitidt im peritumoralen Bindegewebe, die in 2 von 3 Tumoren die Starke III auf-
wies, wihrend in der Gruppe 3, den stark invasiven Tumoren in keinem Fall ein Akti-
vitdt von III, sondern nur eine mittlere oder schwache Aktivitdt nachgewiesen wurde.
In dhnlicher Weise wurde im Mausmodell in den Tumoren der intermedidr invasiven
Zelllinie Skmel28 die stirkste Aktivitit unter den untersuchten Zelllinien mit 100%
der Stirke 3 nachgewiesen, wahrend die BLM-Zellen nur in 71% diese Stirke aufwie-
sen. Auch in der Haut der Kontrollmaus, die bei der Untersuchung der Cathepsine kei-
ne oder nur eine geringe Aktivitit gezeigt hatte, wurde eine Aktivitdtsstirke von 3
nachgewiesen. Diese Befunde legen nahe, dass Metalloproteinasen eine wichtige Be-
deutung im Umbau des Bindegewebes zukommt, wihrend sezernierte Cathepsine bei
pathologischen Vorgingen wesentlich sind. Allerdings wurden in dieser Arbeit ledig-
lich drei Névi, sowie eine Kontrollmaus untersucht, so dass keine definitiven Aussagen
getroffen werden konnen.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Vaisamen A et al. (1996) durch eine
immunhistologische Farbung an Melanomen zeigen, dass die MMP-2-Expression von
den benignen NZN fiiber die dysplastischen Névi zum invasiven Melanom anstieg und
die Entwicklung einer metastatischen Erkrankung mit der Intensitit der MMP-2-
Féarbung korreliert werden konnte. Allerdings wurde in dieser Arbeit lediglich ein im-
munhistologischer Nachweis gefiihrt, der im Gegensatz zur in situ Zymographie keine

Aussage iiber die Aktivitdt des Enzyms treffen kann.
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Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die in vitro Fdhigkeit von A 2058-
Melanomzellen, rekonstruierte Barrieren wie z.B. Matrigel zu invadieren durch Inhibi-
tion von MMP-2 mit spezifischen Antikdrpern reduziert wurde (Hoyhtya M. et al.,
1990). Dies konnte jedoch auch auf die Blockade der Aktivierung der Cathepsine
durch MMPs zuriickzufiihren sein, wie dies von Klose A et al. (2006) postuliert wird.
Eine Beobachtung, die unsere Resultate unterstiitzt, wurde von Kamiya N et al. (2003)
publiziert. Diese Gruppe konnte mit der Methode der In situ Zymographie eine signifi-
kante Korrelation zwischen der Intensitdit von MMP-Gelatinase-Aktivitit und der Tu-
morgrofle , dem Tumor-Grading und der GefdBinvasion feststellen, jedoch keine mit
dem histologischen Typ, dem Tumor-Staging oder dem metastatischen Status. Kuiva-
nen T et al. (2005) konnten in einer Versuchsreihe mit MMP-21 an Melanomen nach-
weisen, dass diese Proteasen hdufiger in frithen Stadien der Tumoren hochreguliert
wurden, die noch keine Metastasierung zeigten, als in metastasierten Melanomen. Die-
se Befunde stehen in Einklang mit den hier dargestellten Ergebnissen, dass die Intensi-
tat der Gelatinolyse nicht nur mit der Malignitét eines Tumors, sondern dem aktuellen
Wachstumszustand des jeweiligen Tumors korreliert und die Metalloproteasen mogli-
cherweise nur temporér, wie z.B. wahrend der Penetration der Basalmembran expri-
miert werden. So wurde auch in der AG Mauch in Melanommetastasen eine MMP2-
Aktivierung gefunden, die der von niedriginvasiven Melanomzellen dhnlich ist. Ein
Erklarungsansatz hierfiir wire, dass die Zellen ihre proteolytische Aktivitdt im Laufe
der Tumorprogression den jeweils aktuellen Bediirfnissen anpassen, indem die Aktivi-
tit bestimmter Enzyme induziert und die anderer Enzyme herabreguliert wird.

Auf der anderen Seite miissen auch mogliche Fehlerquellen der Methode der in situ
Zymographie erwéhnt werden, die abweichende Ergebnisse erkldren konnten. Mit die-
ser Methode kann die Lokalisation von aktivem proteolytischem Enzym in einem Pré-
paratschnitt anhand von Gelatinolyse bestimmt werden. Obwohl durch Verdanderungen
des pH-Wertes unterschiedliche Familien von Proteasen wie Metalloproteinasen und
Cathepsine differenziert werden, stellt die hier eingesetzte Gelatine ein Substrat mit
geringer Spezifitdt dar und kann von anderen Mitgliedern dieser Enzymfamilie wie
z.B. Cathepsin D oder M degradiert werden, deren Expression in Melanomen bisher
nicht untersucht wurde. Durch einen definierten pH-Wert und Verwendung zusétzli-
cher Substrate konnte die Gruppe der aktiven Enzyme weiter eingegrenzt werden, so
dass man schlielich davon ausgehen kann, je ein bestimmtes Enzym zu beobachten.

Eine definitive Aussage kann aber erst dann getroffen werden, wenn das jeweilige
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Enzym in einem weiteren Schritt mit einem spezifischen Inhibitor blockiert wird, und
dann keine weitere Gelatinolyse beobachtet werden kann. Dieser Schritt wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt, so dass man nicht mit letzter Sicherheit

bestimmen kann, welches Enzym wirklich dargestellt wurde.

74



6. Ausblick

Wie in dieser Arbeit anhand der In situ Zymographie und der Immunhistochemie ge-
zeigt werden konnte, weist das Maligne Melanom eine vermehrte Cathepsin B Expres-
sion und proteolytische Aktivitdt auf, die mit dem invasiven Phénotyp der Melanom-
zellen korreliert und in engem Zusammenhang mit den Reaktionen des umgebenden
Bindegewebes zu sehen ist.

Die Bestimmung von Cathepsinen mittels in situ Zymographie kdnnte zukiinftig eine
diagnostisch-prognostische und schliefSlich durch Einsatz spezifischer Inhibitoren auch
eine therapeutische Bedeutung erlangen. Allerdings miissen gerade fiir eine therapeuti-
sche Anwendung noch offene Fragen der genauen Interaktion der verschiedenen pro-
teolytischen Enzyme bei der Tumorausbreitung beantwortet werden.

Ein interessanter Ansatz flir eine diagnostisch-prognostische Anwendung wurde be-
reits von Ebert MP et al. (2005). beschrieben. Bei der Untersuchung von Patientense-
ren von Magenkarzinompatienten auf Cathepsin B zeigte sich eine signifikante Erho-
hung der Serum-Level bei Karzinompatienten gegeniiber Gesunden, sowie in Magen-
karzinomen vom diffusen Typ gegeniiber Magenkarzinomen vom intestinalen Typ.

So weit uns bekannt ist liegt derzeit noch keine vergleichbar Arbeit mit Seren von Patienten

mit malignem Melanom vor.
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7. Zusammenfassung und Abstract

Eine fundamentale Voraussetzung fiir die Metastasierung von Tumorzellen ist ihre
Féhigkeit, sich aus dem Priméirtumor zu 16sen und verschiedene strukturelle und zelluldre
Barrieren zu iiberwinden. Dies wird unter anderem durch die Abgabe von verschiedenen
Proteasen durch den Tumor oder die Aktivierung anderer Zellen zur Proteasenausschiittung
bewirkt. Obwohl es eine Charakteristik von Tumorzellen darstellt, dass die Regulation und
im Besonderen die Proliferation unabhéngig vom Einfluss der Umwelt verlaufen, gibt es
vielféltige Interaktionen zwischen Tumorzellen und umgebendem Gewebe. So findet man
erhohte Konzentrationen verschiedener Proteasen v.a. an der Invasionsfront der Tumoren.
Cathepsin B ist eine lysosomale Protease, die von Melanomzellen sezerniert werden kann
und sowohl an intra- als auch an extrazelluliren Proteinabbauprozessen beteiligt ist. Uber die
molekularen Regulationsmechanismen der Cathepsine, die zur erhdhten Tumorinvasion fiih-
ren, ist jedoch bislang nur wenig bekannt. In dieser Dissertation wurde daher der Frage
nachgegangen, in wieweit die Expression von Cathepsin B mit dem jeweiligen Metastasie-
rungspotential verschiedener Melanomtypen, bzw. beim Mausmodell mit verschiedenen Me-
lanomzelllinien korreliert und an welchen Lokalisationen in den Priaparaten erhohte Mengen
und Aktivititen von Cathepsin B nachgewiesen werden konnen. Wie in dieser Arbeit anhand
der In situ Zymographie und der Immunhistochemie gezeigt werden konnte, weist das Mali-
gne Melanom eine vermehrte Cathepsin B Expression und proteolytische Aktivitit auf, die
mit dem invasiven Phénotyp der Melanomzellen korreliert und in engem Zusammenhang mit
den Reaktionen des umgebenden Bindegewebes zu sehen ist. Im Besonderen mit der Metho-
de der In situ Zymographie konnte aufgezeigt werden, dass sich die Hauptaktivitdt von Ca-
thepsin B vor allem in hochinvasiven Tumoren am Ubergang von Tumor zu Bindegewebe
und damit an der Tumorinvasionsfront sowie im tumornahen Stroma findet. In einem weite-
ren Schritt beschéftigt sich diese Arbeit mit einer mdglichen Interaktion von Metalloproteina-
sen mit Cathepsinen bei der Ausbreitung und Metastasierung von Melanomen. Hier fanden
wir Hinweise auf eine zeitlich gestaffelte Hochregulierung der verschiedenen Enzymbklassen.
Metalloproteinasen scheinen vor allem in den ersten Stadien der Tumorausbreitung eine Rol-
le zu spielen, wihrend Cathepsine auch in spéteren Stadien der Metastasierung bedeutsam zu
sein scheinen. Die Bestimmung von Cathepsinen mittels in situ Zymographie konnte zukiinf-
tig eine diagnostisch-prognostische und schlielich durch Einsatz spezifischer Inhibitoren

auch eine therapeutische Bedeutung erlangen.
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