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Zum besseren Verstindnis der pathogenetischen Mechanismen des Uveamelanoms, mit dem Ziel
der Entwicklung von wirksamen Therapieoptionen, wurde die Rolle der Proproteinkonvertase
PACE4 bei diesen Tumoren untersucht. PACE4 ist ein Protein, welches bei der Prozessierung von
Vorlduferproteinen beteiligt ist. Es spielt eine wichtige Rolle sowohl bei normalen Zellfunktionen

als auch bei der Onkogenese in diversen Tumoren, inklusiv kutanen Melanomen.

Es wurden 34 enukleierte Uveamelanome mittels Immunhistochemie auf die Expression von
PACE4 untersucht. Die PACE4 Expression wurde mit histopathologischen Charakteristika der
Tumoren, wie der Tumorzellmorphologie, der Tumorlokalisation, dem Vorhandensein von
Nekrosen und Mitosen, der Beteiligung des Ziliarkorpers und der extraokuldren Beteiligung und
mit dem klinischen Verlauf der Patienten, insbesondere der Metastasierung, korreliert. Es wurde
gezeigt, dass PACE4 bei den Uveamelanomen, zum Teil mit groen quantitativen Unterschieden
und verschiedenen Expressionsmustern, exprimiert wird. Eine Korrelation der PACE4-Expression
mit den histopathologischen Parametern oder dem klinischen Verlauf wurde nicht gesehen.

Entsprechend ist eine prognostische Aussage aufgrund der PACE4-Expression nicht zu treffen.
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Summary:
PACE4 expression in uveal melanoma

Plachouri, Kerasia-Maria

In order to better understand the pathogenetic mechanisms of uveal melanoma, with the purpose
to develop new and effective therapies, the role of proproteinconvertase PACE4 in these tumors
was examined. PACE4 is a protein which is involved in the processing of precursor proteins and
plays an important part in cellular homeostasis as well as in the oncogenesis of various tumors,

including cutaneous melanoma.

In a first step it was examined whether or not PACE4 was expressed in 34 enucleated uveal
melanomas by immunohistostochemical staining. Then the expression of PACE4 was correlated
with several histopathological characteristics of uveal melanoma, such as the morphology of
tumor cells, the localisation of the tumor, necrosis and mitoses, the involvement of the ciliary
body and extraocular involvement, as well as with the clinical course and especially with the
development of metastatic disease. PACE4 expression in uveal melanomas showed significant
variation in quantity and different expression-patterns between the tumors. However, PACE4
expression did not correlate with any of the histopathological criteria nor was it associated with
the development of metastases. Therefore, these findings do not implicate a role in uveal
melanoma pathogenesis. As PACE4 expression did not correlate with clinical course, a

prognostic relevance of PACE4 expression cannot be assumed.
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1 Einleitung

1.1 Grundlegende Anatomie des menschlichen Auges

Der Augapfel (Bulbus oculi) befindet sich in der Augenhdhle des Schédels (Orbita), wo er vor
Verletzungen geschiitzt und von den Augenmuskeln bewegt wird. Die Anhangsgebilde des
Auges bestehen aus den Augenmuskeln, Faszien der Orbita, Augenbrauen, Augenlidern, der

Bindehaut und dem Tranenapparat (Graumann, 2004).

Das Auge wird von drei Schichten gebildet (Abb.1). Die &uBlere Augenhaut besteht aus der

Hornhaut (Cornea) und der Lederhaut (Sklera). Im vorderen Augenabschnitt ist sie von

der Bindehaut (Conjunctiva) bedeckt. Die mittlere Augenhaut (Uvea) besteht aus der

gefdfreichen Aderhaut (Choroidea), aus dem Ziliarkoérper und aus der Iris. Die innere

Augenhaut wird von der Netzhaut (Retina) gebildet (Pol, 2014).

Der vordere Augenabschnitt:

Der Teil des Auges, der fiir den Betrachter sichtbar ist, wird als das vordere Segment des Auges
bezeichnet. Die meisten Strukturen, die zur Fokussierung von Bildern auf der Retina des Auges
verantwortlich sind, befinden sich hier. Die Hornhaut ist die Hauptfokussierungsstruktur und
stellt ca. 75% der Brechkraft des Auges dar. Die Linse bietet die verbleibende variable
Fokussierungsleistung an, und dient dazu, weiter den Fokus zu verfeinern, so dass das Auge
Objekte in unterschiedlichen Entfernungen erfassen kann. Die Iris kontrolliert den Lichteinfall
ins Auge durch Einstellung der PupillengroBe. Die Iris ist eine Erweiterung des Ziliarkorpers.
Dieser erfiillt mehrere Funktionen im vorderen Augenabschnitt, z. B. die Produktion der
Flissigkeit, die den vorderen Abschnitt (Kammerwasser, Humor aquosus) zur Authingung und

Steuerung der Form der kristallinen Linse des Auges fiillt (Pol, 2014).
Die Hornhaut:

Die Hornhaut ist ein einzigartiges Gewebe, welches flir Licht transparent ist und keine
Blutgefafle enthilt. Diese kleine transparente Kuppel im vorderen Teil des Auges ist etwa 11
mm grof3 im Durchmesser und 500 pm dick in der Mitte. In der Peripherie kann die Dicke bis
700 pum erreichen. Ganz am Rand der Hornhaut ist die Transparenz graduell iiber einen 1-mm
Bereich verringert, ein Gebiet, das als "Limbus" bezeichnet wird, und wo sich die Hornhaut in
die opake Lederhaut integriert. Ca. 90% der Hornhaut besteht aus gleichmiflig angeordneten
Kollagenfibrillen. Diese Schicht wird "Stroma" genannt und bietet nicht nur Transparenz,

sondern auch Festigkeit. Vier Schichten bilden die restlichen 10% der Hornhaut: Das Epithel


https://de.wikipedia.org/wiki/Sclera
https://de.wikipedia.org/wiki/Bindehaut
https://de.wikipedia.org/wiki/Chorioidea
https://de.wikipedia.org/wiki/Corpus_ciliare
https://de.wikipedia.org/wiki/Netzhaut

und die Bowman-Schicht auf der Vorderseite der Hornhaut, die Descemet-Membran und das

Endothel an der Riickseite der Hornhaut (Pol, 2014).
Das Kammerwasser:

Die vordere Augenkammer ist der Raum zwischen der Hornhaut und der vorderen Oberfldche
der Linse. Sie ist mit einer Fliissigkeit gefiillt, die vom Ziliarkorper produziert wird und als
Kammerwasser bezeichnet wird. Das Kammerwasser gelangt vom Ziliarkdrper {iber die Pupille
in die vordere Augenkammer und hat zwei Funktionen: Einerseits liefert es Néhrstoffe an die

Hornhaut und andererseits stellt es einen Teil des optischen Wegs des Auges dar (Pol, 2014).
Die Iris:

Die Iris ist durch die Hornhaut sichtbar. Sie ist die Struktur, die dem Auge seine Farbe gibt.
Jede Iris hat eine hintere Schicht, die dunkel pigmentiert ist. Es ist die Menge an Pigment in der
vorderen Schicht, die unterschiedliche Farben erzeugt. Der Hauptzweck der Iris ist es, die
Menge des in das Auge eintretenden Lichts zu regulieren. Es gibt zwei gegeniiberliegende
Muskeln in der Iris: die SchlieBmuskeln, die zur Pupillen-Konstriktion dienen, und die

Dilatatoren, die zur Dilatation der Pupille dienen (Pol, 2014).
Die Augenlinse und der Ziliarmuskel:

Die Augenlinse ist genau wie die Hornhaut auch eine transparente Struktur. Im Gegensatz zu
der Hornhaut hat sie die Fahigkeit ihre Form zu &ndern, um die Brechkraft des Auges zu
regulieren. Die Linse wird von einer elastischen extrazelluldren Matrix, der so genannten
"Kapsel", umgegeben. Die Kapsel bietet sowohl eine glatte optische Oberflidche als auch einen

Anker fiir die Authdangung der Linse innerhalb des Auges (Pol, 2014).

Der hintere Augenabschnitt:

Die Netzhaut kleidet den hinteren Abschnitt des Bulbus aus. Sie ist ein transparentes diinnes
Gewebe, das dazu dient, die Photonen des Lichts zu erfassen und die Verarbeitung des Bildes zu
initiileren. Die durchschnittliche Dicke der Netzhaut ist 250 pum und sie besteht aus 10
Schichten. Es gibt zwei Arten von Rezeptoren in der Netzhaut, die Stibchen und die Zapfen.
Die Zapfen bieten die Moglichkeit, Farben zu erkennen und die Fahigkeit, feine Details zu
unterscheiden. Sie sind in der zentralen Netzhaut lokalisiert. Die Stibchen sind vor allem fiir

das periphere Sehen, insbesondere auch das Sehen bei Dunkelheit verantwortlich. Sie sind



hiufiger in der Peripherie der Netzhaut anzutreffen. In der Macula lutea, dem dorsalsten Punkt

der Netzhaut wird das Licht fokussiert (Pol, 2014).

Der hintere Augenabschnitt wird vom Glaskorper ausgefiillt. Seine Funktion liegt in der
Lichtbrechung. Der Glaskorper besteht aus Kollagenfibrillen in einem Netzwerk von
Hyaluronsdure und ist ein klares Gel. Der Glaskorper liegt locker an der Netzhaut, dem
Sehnervenkopf und der Makula und ist fest mit der Netzhaut an der Ora serrata befestigt (Pol,
2014).

Bindehaut

N. opticus

Pupille
=t
——
Augenlinse -
Iris
Retina
Cornea —

Abb. 1: Aufbau des menschlichen Auges (nach Erlaubnis von National Eye Institut, NEI
https://nei.nih.gov/photo/anatomy-of-eye)


https://nei.nih.gov/photo/anatomy-of-eye

1.2 Histopathologie der Aderhaut

Die Aderhaut (Chorioidea) ist der grofite Abschnitt der mittleren Augenhaut und bildet die
Mittelschicht zwischen der Netzhaut (Retina) und der Sclera in der hinteren Hailfte des
Augapfels. Die Aderhaut liefert Sauerstoff und Nahrung zu den dufleren Schichten der Netzhaut.
Zusammen mit dem Ziliarkorper und der Iris, bildet die Aderhaut die Uvea (Graumann, 2004).

Die Aderhaut (Abb. 2, 3) dient der &duleren Blutversorgung des Auges und wird vorwiegend
von den hinteren kurzen Ziliararterien versorgt. Die zu- und abfiihrenden BlutgefiBe treten

durch die Sklera in das Auge ein (Graumann, 2004).

Abb. 2: Model der Aderhaut (Nach Erlaubnis vom  ‘“‘Initiativkreis  zur
Glaukomfritherkennung®,  http://www.glaukom.de/glaukom-wissen-und-vorbeugen/anatomie-
und-funktion-des-auges/)


https://de.wikipedia.org/wiki/Uvea
https://de.wikipedia.org/wiki/Netzhaut
https://de.wikipedia.org/wiki/Sclera
http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiUsKT6_cHJAhUFGw8KHfqBBHsQFggjMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.glaukom.de%2F&usg=AFQjCNFOjx4xj_nNfcOnjxlTNVdbg6XOeg&bvm=bv.108538919,d.ZWU
http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiUsKT6_cHJAhUFGw8KHfqBBHsQFggjMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.glaukom.de%2F&usg=AFQjCNFOjx4xj_nNfcOnjxlTNVdbg6XOeg&bvm=bv.108538919,d.ZWU
http://www.glaukom.de/glaukom-wissen-und-vorbeugen/anatomie-und-funktion-des-auges/
http://www.glaukom.de/glaukom-wissen-und-vorbeugen/anatomie-und-funktion-des-auges/

Abb. 3: AderhautgefaBle (Nach Erlaubnis vom ‘‘Initiativkreis zur Glaukomfritherkennung*®,
http://www.glaukom.de/glaukom-wissen-und-vorbeugen/anatomie-und-funktion-des-auges/)

Die Aderhaut haftet mit dem groBten Teil ihrer Oberfléche locker an der Sklera und besteht aus
folgende Schichten: Lamina suprachoroidea, Lamina vasculosa, Lamina choroidocapillaris,

(Graumann, 2004).

’ - 2 i - : ? . 4 Chorioidea
MEDICAL | =, .- o T - .
CENTER | . ol . s . - J_

Abb. 4: Histologische Darstellung der Retina und Chorioidea
(Nach Erlaubnis von ‘The University of Kansas  Medical Center’,
http://www.kumc.edu/instruction/medicine/anatomy/histoweb/)


http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiUsKT6_cHJAhUFGw8KHfqBBHsQFggjMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.glaukom.de%2F&usg=AFQjCNFOjx4xj_nNfcOnjxlTNVdbg6XOeg&bvm=bv.108538919,d.ZWU
http://www.kumc.edu/instruction/medicine/anatomy/histoweb/

Die duflerste Schicht heiit Lamina suprachoroidea. Hier liegen die groferen Arterienstimme
(Graumann, 2004). In der Lamina vasculosa verzweigen sich die Gefédlle in ein weitmaschiges
Netzwerk. Die Lamina choroidocapillaris ist die tiefe GefdBschicht, die an der Retina grenzt. Sie
enthilt ein feines Kapillarnetz, das fiir die Erndhrung der &uBleren Schichten der Retina
verantwortlich ist. Die Bruch-Membran liegt zwischen der Lamina choroidocapillaris und der
Pigmentschicht der Retina und besteht aus folgenden Schichten: AuBere und innere
Kollagenfaserschicht, Schicht aus elastischen Fasern, und Basalmembran der retinalen

Pigmentepithelzellen (Abb. 4, 5) (Graumann, 2004).

@ e ——
i —> Basalmembran der GefaRe der Lamina choriokapillaris

%\ — > AuBere Kollagenfaserschicht
‘ " v — > Schicht aus elastischen Fasern

W —> Innere Kollagenfaserschicht

EEEIEEEEEEEEEEE-—— Basalmembran derretinalen Pigmentepithelzellen

Abb. 5: Schematische Darstellung der Bruch-Membran (Modifiziert nach Parthopratim,
www.eoptha.com/eoptha/anatomy/anatomyofuvea4.html)


http://www.eoptha.com/

1.3 Uveamelanom

1.3.1 Epidemiologie

Das Aderhautmelanom ist eine seltene Entitdt. Eine Studie, die im National Cancer Data Base
(USA) durchgefiihrt wurde, hat 84.836 Fille von kutanen und extra-kutanen Melanomen
zwischen 1985 und 1994 dokumentiert (Chang et al., 1998). Die okularen Melanome umfassten
5,2% der Fille. Von den dokumentierten 4522 Augenmelanomen, waren 3846 (85,0%)
Aderhautmelanome. In einer Analyse des Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)-
Programms vom National Cancer Institute (USA), wurden ca. 4070 Uveamelanom-Félle
zwischen 1973 und 2008 dokumentiert (Singh et al., 2011). Die durchschnittliche Inzidenz in
den USA wurde auf 5,1 pro Millionen Einwohnern pro Jahr berechnet. Ahnlichkeiten sind bei

der Inzidenz des Uveamelanoms in Europa zu sehen (Singh et al., 2005).

Das Durchschnittsalter bei der Erstdiagnose des Uveamelanoms betridgt ca. 60 Jahre (Chang et
al., 1998) (Singh et al., 2011). Padiatrische Félle kommen noch seltener vor. Shields et al.
berichten, dass in einer Serie von 8033 Patienten mit Aderhautmelanom 106 (1%) <20 Jahre alt,
4287 (53%) zwischen 21-60 Jahre alt und 3640 (45%) > 60 Jahre alt waren (Shields et al.,
2012). Ahnliche Raten konnten auch in anderen Studien dokumentiert werden (Singh et al.,
2000) (Vavvas et al., 2010). Im Vergleich zu élteren Patienten besteht bei jlingeren Patienten ein
eher groferes Risiko fiir Iris-Melanome und ein geringeres Risiko fiir eine Metastasierung
(Shields et al., 2001). Es sind Einzelfdlle von angeborenen Uveamelanomen beschrieben

worden, kommen aber eher selten vor (Reese, 1973).

Beziiglich der Geschlechtsinzidenz sind die Daten unterschiedlich. Daten aus der SEER-Studie
zeigen, dass die Inzidenz (altersadaptiert) etwas hoher bei Madnnern war (5,8 pro Million fiir die
Mainner und 4,4 pro Million fiir Frauen) (Singh et al., 2011). Jedoch wurde bei einer Review-
Analyse von 8033 Augenmelanomen durch das Wills Eye Institute kein Unterschied festgestellt
(Shields et al., 2012).

Das Uveamelanom betrifft vor allem die weille Bevolkerung. In der aktuellsten SEER Studie
waren 97,8% der betroffenen Patienten weil3 (Singh et al., 2011). In einer kleineren Analyse der
SEER-Datenbank vom 1992 bis 2000 berichten Hu und Kollegen, dass von 1352
Uveamelanomen die jahrliche altersadaptierte Inzidenz pro Million 0,31 in der schwarzen
Bevdlkerung, 0,38 in der asiatischen/pazifischen Bevolkerung, 1,67 in hispanischen weilen

Patienten und 6,02 in nicht-hispanischen weiflen Patienten betrug (Hu et al., 2005). Das



Uveamelanom ist selten in der asiatischen Bevolkerung, es kann aber in einem jiingeren Alter

auftreten (Dhupper et al., 2012) (Kuo et al., 1982 ) (Sakamoto et al., 1996).

Bei der weillen Bevolkerung erscheint die Herkunft aus nérdlichen Breitengeraden ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung von Uveamelanom zu sein (Seddon et al., 1990). Ahnliche
Ergebnisse wurden in der European-Cancer-Registry-based-Studie zum Uberleben von
Krebspatienten (EUROCARE), die 67 Krebsregister aus 22 europdischen Landern untersucht
hat, berichtet (Virgili et al., 2007). Hier konnte festgestellt werden, dass die standardisierten
Inzidenzraten von Siiden anch Norden zunehmen, mit einem Minimum von weniger als 2 Félle
pro Million in Spanien und Siiditalien und bis zu mehr als 8 pro Million in Norwegen und

Déanemark.

Neben der ethnischen Zugehorigkeit gehdoren zu den intrinsischen Wirtsfaktoren, die eine
Pradisposition bei weillen Patienten zeigen, helle Augenfarbe sowie helle Hautfarbe. Eine Meta-
Analyse von 10 Fallkontrollstudien von weilen Populationen hat festgestellt, dass blaue oder
graue Augenfarbe, helle Hautfarbe und eine Neigung zum Sonnenbrand statistisch signifikante

Risikofaktoren waren (Weis et al., 2000).

1.3.2 Histopathologie des Uveamelanoms

Uber 90% der Uveamelanome entstehen in der Aderhaut. Die Mehrheit der Tumore ist entweder
vollstindig oder teilweise posterior zum Aquator lokalisiert. Von den iibrigen Tumoren, sind die
meisten entweder direkt am Aquator oder zwischen der Ora serrata und dem Aquator lokalisiert
(COMS report no. 6, 1998). Eine Beteiligung der Iris und des Ziliarkorpers wird in weniger als
10 % der Tumoren gesehen (Griewank and Murali, 2013) (Char et al., 1996).

Die iiberwiegende Mehrheit von Tumoren zeigten eine Verschiebung (durch vertikales
Wachstum) oder ein Zerbrechen der Bruch-Membran. Ein seitliches Wachstum innerhalb der
Aderhaut mit oder ohne minimale Verschiebung der Bruch-Membran wird in weniger als 5%
der Tumoren gesehen. Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Inzidenz dieser
Charakteristika zwischen den verschiedenen Zelltypen. Die Vaskularitdt ist prominenter bei
Tumoren, die die Bruch-Membran durchbrechen (65,4%) als bei den anderen Tumoren (43,0%)
(COMS report no. 6, 1998). Bei der Enukleation ist eine Invasion der Sklera durch den Tumor
in bis zu der Hilfte aller mittleren und groflen Tumoren vorhanden. Eine Sehnervinfiltration
wird weniger hiufig beobachtet. Diese kommt bei groBen Tumoren (10,2%) hiufiger als bei

mittelgroBen Tumoren (0,7%) vor (COMS report no. 6, 1998).



Die Uveamelanome sind iiberwiegend aus epitheloidzellen (Abb. 7), Spindelzellen (Abb. 6)
oder aus einer Kombination aus Epitheloidzellen und Spindelzellen zusammengesetzt (Abb. 8)
(Shammas and Blodi, 1977) (Davidorf and Lang, 1975) (COMS report no. 6, 1998) (McLean et
al., 1982). Die Einstufung als spindelzelliges Melanom oder epitheloidzelliges Melanom basiert
auf der ZellgroBe und Zellform, zytoplasmatischen Charakteristika, nuklearen und nukleoldren
Eigenschaften sowie dem Nachweis der Verlust von Kohésion. Die Uveamelanome wurden
urspriinglich von Callender als Spindel A-, Spindel B-, Mischzell-, Epitheloidzell-, faszikuldre
und nekrotischen Typen charakterisiert (McLean et al., 1983). Spindel A-Zellen sind lénglich,
mit wenig Zytoplasma und undeutlichen Zellgrenzen. Sie enthalten ldngliche Kerne mit feinem
Chromatin und Mitosen sind sehr selten. Spindel B-Zellen sind praller in Form, mit relativ
geringen Mengen an Zytoplasma und unscharfen Zellgrenzen. Gelegentlich sind Mitosen
vorhanden. Epitheloidzellen sind gréfer als Spindelzellen, mit polygonaler Zellform,
reichlichem Zytoplasma und deutlichen Zellgrenzen. Thre Kerne sind rund in Form und eher
pleomorph. Sie enthalten hiufig ein oder mehrere groB3e, eosinophile Nucleoli und Mitosen sind
relativ hdufig gesehen. Die Zellkohédsion ist am groften in Spindel A Zellen (Syncytiale
Anordnung), weniger in Spindel B-Zellen (Syncytiale und faszikuldre Anordnung), und am
wenigsten in Epitheloidzellen, die oft ein folienartiges Muster mit erheblichen zelluldren
Dissoziation zeigen (COMS report no. 6, 1998). Es wurde gezeigt, dass diese Klassifizierung
eine prognostische Bedeutung hatte, obwohl eine relevante Variabilitdt in den Observationen
vorhanden war (Mudhar et al., 2004) (Gamel and McLean, 1977). Spéter wurde die Callender
Klassifizierung von Uveamelanomen durch das Armed Forces Institute of Pathology (AFIP)
iiberarbeitet und vereinfacht. In der AFIP-Klassifizierung sind auch Spindelzellen und
gemischte Zelltypen vorhanden (McLean et al., 1983). In dieser Klassifikation sind Spindel-
Tumoren diejenigen, die ausschlieBlich aus Spindelzellen zusammengesetzt sind. Wenn mehr
als die Halfte des Tumors zum Teil aus grofleren, runden Zellen mit einem groflen Kern, einem
prominenten eosinophilen Nukleolus, reichlich Zytoplasma besteht und sich ein Verlust der
Kohésion zeigt, wird der Tumor als epitheloid eingestuft. Wenn weniger als die Hilfte des
Tumors aus Epitheloidzellen besteht, ist der Tumor dem gemischten Zelltyp einzustufen. Die
meisten Uveamelanome zeigen ein gemischtzelliges Profil (86,0%), gefolgt von spindelzelligen
Tumoren (9,0%) und epitheloidzelligen Tumoren (5,0%) (COMS report no. 6, 1998).

Spindelzellige Tumoren haben eine sehr gute Prognose, wihrend die Prognose der gemischten
Zelltumoren schlechter ist, wenn das Verhéltnis der Epitheloidzellen erhoht ist (McLean et al.,
1983). GroBe Tumoren sind hiufiger als kleine Tumoren aus Epitheloidzellen zusammengesetzt

(Flocks et al., 1955) (COMS report no. 6, 1998).
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Melanin fehlt oder befindet sich in minimalen Mengen in der Hilfte der Uveamelanome. Grof3e
Tumoren sowie Tumoren mit Epitheloidzellen zeigen hiufiger eine deutliche Pigmentierung
sowie das Vorhandensein von Makrophagen (Callender Colonel et al., 1942) (COMS report no.
6, 1998). Die Anzahl der Makrophagen nimmt zusétzlich mit dem Grad der Pigmentierung und
mit dem Grad der Nekrose zu. Tumornekrosen sind haufiger bei groBeren Tumoren zu sehen,
und insbesondere bei den epitheloidzelligen Bestandteilen dieser Tumoren. Es konnte eine
Korrelation zwischen Nekrosen und Pigmentierung gesehen werden: ca. 66,2% der Tumoren
mit hoher Pigmentierung zeigte eine gewisse Rate von Nekrose im Vergleich zu 57,6% der
Tumoren mit méBiger Pigmentierung und 38,7% der Tumore mit minimaler Pigmentierung.
Diese Korrelation wurde sowohl fiir mittelgroBe als auch fiir groBe Tumoren beobachtet
(COMS report no. 6, 1998). Iris-Neovaskularization wurde in ca. 6,1% der Fille insgesamt
beobachtet, mit einer Dominanz eher in groen Tumoren (8,3%) im Vergleich zu mittelgroBen
Tumoren (2,0%). Die assoziierte Entziindung ist noch ausgeprigter bei epitheloidzelligen
Tumoren (COMS report no. 6, 1998).

Uveamelanome metastasieren in 90% der Falle in die Leber (Al-Jamal et al., 2010) (Mariani et
al., 2009). Die Metastasen zeigen histologische Eigenschaften dhnlich wie die priméren Tumore
und konnen aus epitheloiden Zellen, aus Spindelzellen oder aus einer Kombination von beiden

bestehen (Griewank and Murali, 2013).
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Spindelzellen

Abb. 6: Spindelzelliges Uveamelanom (http://wjso.biomedcentral.com/articles/10.1186/1477-
7819-9-61, © Anne and Pallapothu, /ntra-ocular melanoma metastatic to an axillary lymph
node: A case report, World Journal of Surgical Oncology 2011, 9:61)

Abb. 7: Epitheloidzelliges Uveamelanom (Modifiziert nach Filho et al., Choroidal melanoma in
a patient with congenital bilateral chorioretinal coloboma: a case report of an extremely rare
association of ocular comorbities, Arq. Bras.Oftalmol. vol.73 no.5 Sdo Paulo Sept./Oct. 2010)


http://wjso.biomedcentral.com/articles/10.1186/1477-7819-9-61
http://wjso.biomedcentral.com/articles/10.1186/1477-7819-9-61
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Epitheloidzellen

Abb. 8: Uveamelanom, Gemischter Zelltyp (http://www.eyerounds.org/cases/104-Iris-Ciliary-
Body-Melanoma.htm , modifiziert nach Rogers et al., The author(s)/editor(s) and publishers
acknowledge The University of lowa and EyeRounds.org for permission to reproduce this
copyrighted material)

1.3.3 Pathogenese des Uveamelanoms

Der aktuelle Fortschritt in der Tumorgenetik hat zu einem deutlich verbesserten Verstidndnis der
Ereignisse, die an der Entwicklung von Uveamelanomen beteiligt sind, gefiihrt. Es wurden
wichtige Unterschiede im Vergleich zu den genetischen Verdnderungen der kutanen Melanome
entdeckt (Bastian et al., 2003) (Curtin et al., 2005). Die Unterscheide in der Molekularbiologie

reflektieren die Unterschiede in der Pathogenese und Biologie dieser Tumoren.

Chromosomenanomalien:

Uveamelanome zeigen eine relativ geringe genomische Instabilitdit und Aneuploidie im
Vergleich zu vielen anderen Krebstypen (Kaur et al., 2014). Zu den haufigsten Anomalien, die
bei den Uveamelanomen gefunden wurden, gehdren der Verlust von 1p, 3, 6q, 8p und 9p und

Gewinn auf 1q, 6p und 8q (Kaur et al., 2014).


http://www.eyerounds.org/cases/104-Iris-Ciliary-Body-Melanoma.htm
http://www.eyerounds.org/cases/104-Iris-Ciliary-Body-Melanoma.htm
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-Chromosom 1:

Die p53-Homologen p73 und p63 sind auf den Chromosomen 1p und 3q lokalisiert. Beide
aktivieren p53-Zielgene, was zu Wachstumsarrest, Apoptose und Differenzierung fiihrt.Verlust
von 1p ist mit einer fortgeschrittenen Erkrankung und einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate
in Aderhautmelanom-Patienten assoziiert, unabhingig vom Chromosom 3-Status (Kaur et al.,

2014).
-Chromosom 3:

Monosomie 3 korreliert mit einer schlechten Prognose bei Patienten mit Uveamelanom. In einer
Studie von van den Bosch et al. (van den Bosch et al., 2012) wurden 220 Aderhaut- und
Ziliarkorper-Melanome analysiert. Monosomie 3 hat sich als ein signifikanter Prognosemarker

fiir das gesamte Uberleben nachgewiesen.
-Chromosom 6:

Gewinn von 6p und Verlust von 6q treten in etwa einem Viertel der Uveamelanome auf.
Interessanterweise konnen beide Anomalien in dem gleichen Tumor vorliegen, was auf die
Bildung eines Isochromosoms 6p hinweist (Aalto et al., 2001). Gewinn des 6p ist mit einer

besseren Prognose als Monosomie 3 assoziiert (Kaur et al., 2014).
-Chromosom 8.

8p Verlust tritt bei etwa 25% und 8q Gewinn in etwa 40% der Uveamelanome auf. Es wird
angemerkt, dass ein Verlust von 8p ein wichtigerer prognostischer Faktor als der Gewinn des 8q
ist. Ein Gen, Leucin-Zipper-Tumorsuppressor-1 (LZTS1), innerhalb einer minimalen deletierten

Region auf 8p wurde als potentielles Tumorsuppressorgen identifiziert (Onken et al., 2008).
-Chromosom 9:

Ein Verlust von 9p-Chromosom ist in fast einem Viertel der Uveamelanome anwesend (Kaur et
al.,, 2014). Methylierung und Inaktivierung des Cyclin-abhidngigen Kinase Inhibitors 2A
(CDKN2A) in 9p21 wurde in bis zu 30% von Aderhautmelanomen gefunden (Merbs and
Sidransky, 1999). CDKN2-Gen ist ein Melanom-Empfénglichkeitsmarker. Durch dieses Gen
wird der G1-S-Ubergang im Zellzyklus kontrolliert (Kaur et al., 2014).
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RNA-Expressionsprofile:

Uber RNA-Expressionsprofile konnen die Uveatmelanome in zwei Gruppen unterteilt werden,
die zu einem sehr hohen Grad auch mit dem Chromosom 3-Status sowie mit der Prognose
korrelieren (Tschentscher et al., 2003) (Onken et al., 2004). Zur Klasse 1 gehoren die
Uveamelanome mit guter Prognose. Sie sind in der Regel diploid beziiglich Chromosom 3.
Klasse 2 hat eine schlechte Prognose und zeigt einen Verlust von Chromosom 3 (Onken et al.,
2004). Im Verlauf wurde eine optimierte Version dieser RNA-Expressionsprofile vorgeschlagen
(Onken et al., 2010), bei der die unterschiedliche Expression von 15 Genen zur Unterteilung der
Tumoren Klasse 1 und Klasse 2 verwendet wurde. Diese Ergebnisse konnten durch eine
prospektive multizentrische klinische Studie validiert werden. Die Gen-Expressionsprofil-
Analyse war der genaueste prognostischer Marker bei allen untersuchten Faktoren. Sie hat eine
hochsignifikante Verbesserung der Prognosegenauigkeit im Vergleich zur TNM-Klassifikation

und zum Chromosom-3-Status gebracht (Onken et al., 2012).

GNAQ/GNAII:

Bei den Uveamelanomen sind BRAF- und NRAS-Mutationen (Spendlove et al., 2004), die bei
etwa 50% bzw. 20% der kutanen Melanome gesehen werden, nicht zu finden (Sekulic et al.,
2008). Mutationen in GNAQ und GNAI11 sind die héufigsten onkogenen Mutationen der
Uveamelanome, und treten in 80-90% der Tumoren auf, in einem sich gegenseitig

ausschlieBenden Muster (Van Raamsdonk et al., 2009) (Van Raamsdonk et al., 2010).

Diese Mutationen sind frithe Ereignisse in der neoplastischen Transformation der
Uveamelanozyten, jedoch sind diese allein unzureichend fiir die Progression zum Melanom.
Weitere Mutationen wie z.B. eine BAP1 (BRCAI-associated protein-1) Mutation sind
notwendig (Griewank and Murali, 2013). Die hochste Privalenz von GNAQ-Mutationen ist in
Aderhautmelanomen (33%), blaue Navi (32%), und kutanen Melanomen (1,4%) zu sehen.
GNA11-Mutationen sind bei 39% der Aderhautmelanome, 3-5% der blauen Névi, und 1,3% der
kutanen Melanome zu sehen (Shoushtari and Carvajal, 2014). GNAQ- und GNA11-Mutationen
betreffen entweder den Glutaminrest an der Position 209 (Q209) oder den Argininrest an
Position 183 (R183). Beide Mutationen hemmen die GTPase-Aktivitit des entsprechenden
Proteins. Das Endergebnis der Mutationen ist eine konstitutive GTP-Bindung und Aktivierung

von Proliferationswegen (Karnoub and Weinberg, 2008).
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BAPI:

Die hohe Inzidenz des Chromosom 3-Verlustes bei Uveamelanomen hat auf die mogliche
Anwesenheit von einem oder mehreren Tumorsuppressorgenen in diesem Chromosom
hingewiesen. Sequenzierungsversuche des gesamten Protein-kodierenden DNA-Bereiches von
Chromosom 3 hatte zur Identifizierung von Mutationen im BAP1-Gen gefiihrt (Griewank and
Murali, 2013). Diese Mutationen waren vorzugsweise in metastasierenden Uveamelanomen (>
80%) anzutreffen (Harbour et al., 2010). Das Gen BAPI1 kodiert eine nukledre ubiquitin-
carboxyterminale Hydrolase (UCH) (Jensen et al., 1998). Zusétzlich zu der UCH-katalytischen
Doméne enthélt BAP1 Bindungsdoménen fiir BRCA1 (Breast Cancer 1) und BARD1 (BRCA1-
associated Ring domain protein 1), die somit einen Tumor-Suppressor-Komplex (Nishikawa et
al., 2009) bilden. Zusétzlich enthilt sie eine Bindungsdoméne fiir den HCFC1 (Host Cell Factor
C1), die mit histon-modifizierenden Komplexen wéhrend der Zellteilung interagiert (Machida et
al., 2009). BAP1 zeigt Tumorsuppressor-Aktivitit in Tumorzellen (Jensen et al., 1998). BAP1
wurde zunichst mit der Inhibierung des Zellwachstums in Verbindung mit BRCAI assoziiert

und war in Lungenkrebs-Zelllinien depletiert (Jensen et al., 1998).
Phosphatidylinositol 3'-Kinase-Signalweg —Akt:

Dieses ist ein wichtiger Vermittler von Zellwachstum, Zellzyklus-Progression, und von Zell-
Uberleben (Couturier and Saule, 2012). Das Tumorsuppressorgen Phosphatase und Tensin
Homolog (PTEN) ist ein negativer Regulator der Phosphatidylinositol 3'-Kinase (PI3K)-Akt
(Proteinkinase B) und ist in vielen Uveamelanomen herunterreguliert oder komplett inaktiviert
(Abdel-Rahman et al., 2006). PTEN Inaktivierung oder Herunterregulation ist vor allem bei
Tumoren mit einer Zunahme der Aneuploidie aufgrund einer Monosomie 10 beschrieben, da

dieses bei 10923 zu finden ist (Griewank and Murali, 2013).
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1.3.4 Prognostische Faktoren

Das Uveamelanom wird oft zu spdt im Laufe der Krankheit diagnostiziert, und somit ist
seine Prognose generell eher schlecht, mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von
rund 40% (Kujala et al, 2009). Trotz der Verfiigbarkeit von verschiedenen
Behandlungsmethoden ist die Mortalitdt bei diesen Tumoren relativ unverédndert geblieben
(Singh et al., 2001). Sobald eine Metastasierung festgestellt ist, wird die Prognose noch
schlechter, mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 3,6 bis 7,0 Monaten (Diener-West et
al., 2005) (Gragoudas et al., 1991) (Bedikian et al., 1995). In ca. 90% der Fille ist eine
Metastasierung in die Leber vorhanden (Kujala et al., 2003) (Singh and Borden, 2005).

Als  prognostische  Faktoren dienen  klinische, pathologische und  genetische
Tumorcharakteristika (Gill and Char, 2012). Die Grofie des Tumors bei der Diagnose ist ein
wichtiges prognostisches Kriterium. Verschiedene Parameter wurden verwendet, um die
TumorgroBe zu definieren. Dazu gehoren das grofite Tumorausmall (Seddon et al., 1983), das
Tumorvolumen (McLean et al., 1977), der groBte Tumordurchmesser mit Sklerakontakt
(Shammas and Blodi, 1977) und der Bereich der Tumorbasis. Die prognostische Relevanz der

TumorgroBe konnte in mehreren Studien bewiesen werden (Diener-West et al., 1992).

Die Tumorlokalisation innerhalb des Auges spielt ebenfalls eine wichtige prognostische Rolle.
Laut mehreren Studien haben Irismelanome eine bessere Prognose als Melanome der Aderhaut
und des Ziliarkorpers (Ashton, 1964) (Shields et al., 2001) (McLean et al., 1982). Irismelanome
sind bei Erstdiagnose kleiner (Shields et al., 2001) und haufiger spindelzellig (Davidorf, 1981).

Statistisch signifikante klinische Faktoren, die fiir eine spétere Metastasierung der Irismelanome
pradiktiv sind, sind fortgeschrittenes Alter bei Diagnosestellung, erhdhter Augeninnendruck,
extraokuldre Invasion und chirurgische Eingriffe in der Vorgeschichte (Shields et al., 2001). Die
Melanome des Ziliarkorpers haben die schlechteste Prognose, mit eine 5-Jahres-Mortalitét von
ca. 53% (Seddon et al., 1983). Patienten mit Ziliarkérpermelanomen dicker als 7 mm haben ein
2,5fach hoheres Risiko fiir Metastasierung als Patienten mit kleinerer Tumordicke (Singh et al.,
2001). Obwohl Ziliarkérpermelanome in der Regel groBer als Aderhautmelanome zum
Zeitpunkt der Diagnose sind, ist durch detaillierte statistische Analysen festgestellt worden, dass
die schlechte Prognose der Ziliarkorpermelanome unabhéngig von der Tumorgrofe und Zelltyp

ist (Seddon et al., 1983) (Shammas and Blodi, 1977).

Uveamelanome, bei denen eine Lederhautinvasion zu sehen ist, haben eine signifikant

schlechtere Prognose als Uveamelanome ohne transklerale Invasion. Die transsklerale Invasion
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ist nicht so hiufig und betrifft ca. 8% der Fille (COMS report no. 6, 1998). In diesen Fillen
kann die 10-Jahre-Mortalitétsrate bis zu 75% hoch sein (Seddon et al., 1983).

Als pathologische prognostische Faktoren dienen zusitzlich die Zellmorphologie, die

Mitoserate, das GefaBmuster und die MikrogefaB3dichte (COMS report no. 6, 1998).

Wie bereits diskutiert, hat die Zellmorphologie eine wichtige prognostische Bedeutung.
Spindelzellige ~Tumoren haben eine bessere Prognose als gemischtzellige und
epitheloidzellige Uveamelanome (McLean et al., 1982). Insgesamt verschlechtert sich die
Prognose, wenn der Anteil von Epitheloidzellen hoher wird (McLean et al., 1983). In einer
Reihe von 267 Patienten war die 10-Jahre-Mortalitdtsrate fiir Tumoren mit 0,1 bis 0,49
Epitheloidzellen pro HPF (High Power Field) bei 14%, verglichen mit 70% fiir Tumoren mit
mehr als 0,5 Epitheloidzellen pro HPF (Seddon et al., 1983).

Die Mitoserate ist ebenfalls ein relevanter prognostischer Faktor und korreliert mit der

Krankheitsmortalitdt (McLean et al., 1977).

Bestimmte Varianten von GefdBmustern korrelieren ebenfalls mit dem Krankheitsverlauf
(Folberg et al., 1992) (Folberg et al., 1993). Bei der Mehrheit der Uveamelanome ist eine
Mischung aus diversen GefdBmustern zu finden. Das Vorhandensein einer geschlossenen
Gefilschleife (single-closed vasculator loop) ist hdufiger mit einer schlechteren Prognose und
Metastasierung assoziiert (Folberg et al.,, 1992). Die GefdaBdichte scheint ebenfalls eine
prognostische Bedeutung zu haben. In einer Analyse von 123 Uveamelanomen konnte eine
Korrelation zwischen Gefafldichte und Krankheitsverlauf gesehen werden (Foss et al., 1996). Es
konnte zusétzlich gesehen werden, dass Patienten mit metastasiertem Uveamelanom und

hoherer Mikrogefaf3dichte tendenziell eine schlechtere Prognose zeigten (Toivonen et al., 2004).

Genetische Charakteristika haben, wie bereits diskutiert, eine prognostische Relevanz. Der
Verlust von Chromosom 3 korreliert mit hoherem Metastasierungsrisiko und schlechter
Prognose mit einer sehr niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate (Prescher et al., 1996). Andere
chromosomale Anomalien, die ebenfalls eine schlechte Auswirkung auf die gesamte
Uberlebenszeit haben, sind auf den Chromosomen 8q und 6p zu finden. Die Prognose hier ist
jedoch nicht so schlecht wie bei Uveamelanomen mit Chromosom 3-Verlust (Ehlers et al.,
2008). Ein partieller Verlust von Chromosom 3 ist mit einer besseren Prognose assoziiert als bei

komplettem Chromosom 3 Verlust (Shields et al., 2011) (Abdel-Rahman et al., 2011).

Im Verlauf folgt die TNM-Klassifikation des Uveamelanoms, wie sie im AJCC Cancer Staging
Manual (7th ed. New York, NY: Springer, 2010, pp 547-59) dargestellt wird.



Tab. 1: TNM-Klassifikation des Uveamelanoms
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Alle Uveamelanome

Tx Primarius kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Hinweis auf Primarius

Iris

TI T1Tumor auf die Iris beschrinkt

Tla Tumor auf die Iris beschriinkt, kleiner als } der
Irisoberfliche

Tib Tumor auf die Iris beschrinkt, grofer als ¥ der
Irisoberfliche

Tlc Tumor auf die Iris beschrénkt, mit sekunddrem
Glaukom

172 Tumor konfluierend oder den Ziliarkorper/die
Aderhaut oder beides iiberschreitend

T2a Tumor konfluierend oder den Ziliarkorper/die
Aderhaut oder beides tiberschreitend, mit sekunddrem
Glaukom

T3 Tumor konfluierend oder den Ziliarkorper/die
Aderhaut oder beides iiberschreitend, mit skleraler
Ausbreitung

T3a Tumor konfluierend oder den Ziliarkorper/die
Aderhaut oder beides tiberschreitend, mit skleraler
Ausbreitung und sekunddrem Glaukom

14 Tumor mit extraskleraler Ausbreitung

T4a Tumor mit extraskleraler Ausbreitung <5 mm

T4b Tumor mit extraskleraler Ausbreitung >5 mm

Ziliarkorper und Aderhaut

TI

Tumorgrofe Kategorie 1

Tla Tumorgrifie Kategorie 1, ohne

Ziliarkorperbeteiligung und extraokuldre Ausbreitung
Tib Tumorgrifie Kategorie 1, mit Ziliarkorperbeteiligung
Tlc Tumorgrofie Kategorie 1, ohne

Ziliarkorperbeteiligung aber mit extraokuldrer

Ausbreitung <5 mm
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Tid Tumorgrofie Kategorie 1, mit Ziliarkérperbeteiligung
und extraokuldrer Ausbreitung <5 mm

12 Tumorgroffe Kategorie 2

T2a Tumorgrofe Kategorie 2, ohne
Ziliarkérperbeteiligung und extraokuldre Ausbreitung

72h Tumorgrofe Kategorie 2, mit Ziliarkérperbeteiligung

T2c Tumorgrofe Kategorie 2, ohne
Ziliarkérperbeteiligung aber mit extraokuldrer
Ausbreitung <5 mm

T2d Tumorgrofie Kategorie 2, mit Ziliarkérperbeteiligung
und extraokuldrer Ausbreitung <5 mm

T3 Tumorgrofe Kategorie 3

T3a Tumorgrofe Kategorie 3, ohne
Ziliarkorperbeteiligung und extraokuldre Ausbreitung

73b Tumorgrofe Kategorie 3, mit Ziliarkérperbeteiligung

T3c Tumorgrofe Kategorie 3, ohne
Ziliarkérperbeteiligung aber mit extraokuldrer
Ausbreitung <5 mm

T3d Tumorgrofie Kategorie 3, mit Ziliarkérperbeteiligung
und extraokuldrer Ausbreitung <5 mm

T4 Tumorgrofe Kategorie 4

T4a Tumorgrofie Kategorie 4, ohne
Ziliarkérperbeteiligung und extraokuldre Ausbreitung

T4b Tumorgrofe Kategorie 4, mit Ziliarkérperbeteiligung

T4c Tumorgrdfse Kategorie 4, ohne
Ziliarkérperbeteiligung aber mit extraokuldrer
Ausbreitung <5 mm

T4d Tumorgrdfse Kategorie 4, mit Ziliarkorperbeteiligung
und extraokuldirer Ausbreitung <5 mm

T4e Jede Grofenkategorie mit extraokuldrer Ausbreitung
>5 mm

Regiondire Lymphknoten

NX Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt

werden
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NO Keine regiondre Lymphknotenmetastasen
NI Regiondre Lymphknotenmetastasen
Fernmetastasierung

MO Keine Fernmetastasen

Ml Fernmetastasen

Mla Grofite Fernmetastase <3 cm.

MIib Grofite Fernmetastase 3.1-8.0 cm.

Mlc Grofite Fernmetastase >8 cm.

1.3.5 Therapiemoglichkeiten

Sobald die Diagnose des Uveamelanoms gestellt wird, hdngt die Wahl der Behandlung von der
Lokalisation, der Gréf3e des Tumors sowie vom Patientenalter, weiteren Komorbiditdten, dem
Visus und dem allgemeinen Status des betroffenen Auges ab. Hier werden Optionen fiir die

primére lokale Therapie des Uveamelanoms dargestellt.

1.3.5.1 Enukleation

Die Enukleation war frither die Hauptbehandlung fiir das primére intraokuldre Uveamelanom.
Heutzutage wird sie weiterhin in Féllen verwendet, wo es schwierig ist das Sehen zu retten, wie
zum Beispiel bei groBen fortgeschrittenen Tumoren, Tumoren mit Papillenbeteiligung,
Netzhautablosung oder Glaskdrperblutung (Puusaari et al., 2003). In mehreren Studien konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Mortalitétsraten zwischen Patienten mit Uveamelanom,
die eine chirurgische Behandlung des primdren Tumors hatten, und Patienten die eine
konservative lokale Behandlung des intraokuldren Uveamelanoms hatten, gefunden werden
(Puusaari et al., 2003). Bei Vergleich der Enukleation und der Strahlentherapie bei Patienten mit
mittelgroBen Aderhautmelanomen konnte kein statistisch relevanter Unterschied in der
gesamten Uberlebenszeit und Lebensqualitit gesehen werden (Gomer, 1991) (Canal-
Fontcuberta et al., 2012). Grundsitzlich kann daher zunéchst ein konservativer therapeutischer

Versuch erfolgen, um das Sehen und das Auge insgesamt zu retten.
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1.3.5.2 Brachytherapie

Die Verwendung von wiederverwendbaren goldabgeschirmten episkleralen Plaques in der
Behandlung des priméren Tumors hat sich in mehreren Zentren etabliert (Diener-West et al.,
2001) (Earle et al., 1987). Diese Behandlungsoption hat insgesamt sehr gute Ergebnisse in der
lokalen Tumorkontrolle gezeigt, mit lokalen Kontrollraten von mehr als 90% (Seregard and
Damato, 2014). Je nach Tumoreigenschaften (z. B. Tumorgrof3e) und Isotopen-Charakteristika,
wie spezifische Halbwertszeit und Gewebepenetration, wurden verschiedene Radioisotope in
der lokalen Behandlung des Uveamelanoms verwendet. Das Auftreten von Nebenwirkungen
unter diese Behandlung ist meistens dosisabhingig. Die hiufigsten Nebenwirkungen der
Brachytherapie sind Optikusneuropathie, Makulopathie, Katarakt und
Neovaskularisationsglaukom (Finger et al., 2011) (Finger et al., 2010).

1.3.5.3 Partikeltherapie

Im Gegensatz zur konventionellen Strahlentherapie, stellt die Partikelbestrahlung eine mehr
gezielte Strahlungsbehandlung vor. Das Phinomen ist bekannt als Bragg Peak. Der
Partikelstrahl dringt nur bis zu der gewiinschten Gewebetiefe ein und hélt danach an. Somit
wire theoretisch das Risiko einer Schidigung der umgebenden gesunden Gewebestrukturen
niedriger. Die Partikeltherapie kann mit Protonen, Helium oder Kohlenstoffionen durchgefiihrt
werden (Wang et al., 2013). Die hdufigsten Nebenwirkungen dieser Behandlung sind Glaukom,
Strahlenretinopathie, Katarakt, Optikusneuropathie und Enukleation aufgrund von
Komplikationen. Leider kommt es bei der Partikeltherapie von hinteren Uveamelanomen héufig
zu einer Strahlung auf das vordere Segment des Auges. Der Prozentsatz der Beteiligung der
Linse und der vorderen Augekammer im Behandlungsfeld korreliert mit dem Risiko der

Entstehung eines Neovaskularisationsglaukoms (Daftari et al., 1997).

1.3.5.4 Photokoagulation, photodynamische Therapie

Die photodynamische Therapie (PDT) besteht aus der Stimulation eines intravends
verabreichten Photosensibilisators durch eine spezifische Wellenldnge, die an der Zielregion
appliziert wird (Pereira et al., 2013). Daraufhin erfolgt die Generierung von freien Radikalen,
die eine Zell- und Gewebezerstorung durch komplexe Mechanismen induziert (Gomer, 1991)

(Canal-Fontcuberta et al., 2012). Es wird spekuliert, dass die Wirksamkeit dieser Methode
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gegen Uveamelanome durch eine Kombination von GefdBverschluss, direkter Zytotoxizitit und

Immunsystemaktivierung entsteht (Nowis et al., 2005).

1.3.5.5 Transpupilliire Thermotherapie (TTT)

Bei dieser Behandlung wird ein Infrarot-Laserstrahl durch die erweiterte Pupille auf die
Tumoroberflache geliefert. Somit folgt eine direkte Zellzerstorung und anschlieBend eine
Tumornekrose (Pereira et al., 2013). Es konnte allerdings im mehreren Studien ein relativ hohes
Lokalrezidivrisiko (10% nach 3 Jahren, und 33% nach 10 Jahren) nach Anwendung von TTT
als Primédrbehandlung fiir kleine hintere Uveamelanome gesehen werden (Aaberg et al., 2008)
(Harbour et al., 2003) (Shields et al., 2002). Zu den haufigsten Komplikationen der priméren
TTT gehoren Zweigarterien- und Venenverschliissen, epiretinale Membranen, zystoides

Makuladdem und Papillenddem (Shields et al., 2002).

1.3.5.6 Lokale Resektion

Die lokale Resektion eines Uveamelanoms stellt eine Behandlungsoption dar, die einen
Rettungsversuch des Auges anbietet. Diese kann entweder transretinal (Endoresektion) fiir
Tumoren, die am hinteren Segment liegen, erfolgen, oder transskleral (Exoresektion) (Pereira et
al., 2013). Um das Risiko eines Lokaltumorrezidivs bei der Exoresektion zu reduzieren, wird
eine adjuvante Brachytherapie zusétzlich empfohlen (Bechrakis et al., 2010). Der Vorteil einer
neoadjuvante Strahlungsbehandlung vor einer Endoresektion bleibt bislang fraglich (Damato,
2012). Zu den schweren Komplikationen der Methode gehdren Netzhautablosung,
Glaskorperblutungen, Katarakt und erhdhter Augeninnendruck (Gilindiiz, 2010).

Da all diese Therapieméglichkeiten langfristig keinen signifikanten Nutzen zeigen, und da vor
allem bei metastasierten Uveamelanomen die bekannte Systemtherapien keine
zufriedenstellende Ansprechsraten zeigen (Pfohler et al., 2003), ist der Bedarf der Entwicklung
von neuen Therapien hoch. Daher wird die Anwendung von Prohomonkonvertasen als

moglicher Angirffspunkt untersucht.
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1.4 Prohormonkonvertasen

1.4.1 Entdeckung und Definition

Es ist seit mehreren Jahren bekannt, dass die Prozessierung von Vorlauferproteinen durch
limitierte Proteolyse ein sehr wichtiger und weit verbreiteter zelluldrer Mechanismus fiir die
Aktivierung von Proteinen und Peptiden ist. Derartige Proteine sind z. B. Hormone, Enzyme
und Rezeptore sowie Transkriptionsfaktoren. Die Prozessierung ihrer Vorlaufermolekiilen durch
endoproteolytische Spaltung flihrt zur Entstehung von biologisch aktiven Proteinen und stellt
somit einen signifikanten Mechanismus dar, der zur Konservierung der Zellfunktionen dient

(Artenstein and Opal, 2011).

Proteasen sind zahlreich vorkommende Enzyme und stellen zwei bis drei Prozent der
Genprodukte in fast allen Organismen dar. Etwa 500 Peptidasen und Homologe kdnnen bereits
im menschlichen Genom erkannt werden (Barrett et al., 2003). Bislang sind fiinf Klassen von
proteolytischen Enzymen auf der Grundlage ihrer katalytischen Mechanismen erfasst: Aspartat-,

Cystein-, Metallo-, Threonin- und Serin-Proteasen (Page and Di Cera, 2008).

Serinproteasen stellen etwa ein Drittel aller bekannten proteolytischen Enzyme dar. Der
Familienname stammt von dem nukleophilen Ser-Aminoséurerest ins Substrat dar. Hier findet
die Reaktion zwischen der Protease und der Carbonyl-gruppe des Substratpeptids statt
(Hedstrom, 2002). Proprotein Konvertasen (PCs) sind grundsétzlich kalziumabhéngige Serin-
Endoproteasen, die innerhalb definierter pH-Bereiche funktionieren (Thomas, 2002) (Anderson

et al., 2002).

Die Familie der Proproteinkonvertasen bei Saugetieren besteht aus neun sekretorischen Serin-
Proteasen, die mit Subtilisin (aus Bakterien) und Kexin (aus Hefe) verwandt sind (Turpeinen et
al., 2013). Davon aktivieren die Proprotein-Konvertasen 1 (PC1), PC2, Furin, PC4, PCS5, PC7
und PACE4 (Paired basic amino acid cleaving enzyme 4) =zellulire und pathogene
Vorlauferproteine durch Spaltung definierter Aminosauresequenzen. Subtilisin-Kexin-Isozym 1
(SKI-1) und Proproteinknvertase Subtilisin-kexin 9 (PCSK9) regulieren die Cholesterin
und/oder Lipid-Homeostase durch Spaltung von beteiligten Proteinen an nicht-basischen

Aminosaureresten oder durch induzierte Rezeptorenabbau (Artenstein and Opal, 2011).

Der Mechanismus der Protein-Aktivierung, durch die Spaltung von inaktiven sekretorischen
Vorldufern an bestimmten einzelnen oder gepaarten basischen Aminosduren, wurde initial nach
der Arbeit iiber die Vorldaufer von Insulin, a-MSH und B-MSH vorgeschlagen (Steiner et al.,

1967). Im Bereich der Virologie war auch bekannt, dass fiir die Aktivierung von vielen
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infektiosen Retroviren eine Prozessierung von Proteinen der Zelloberfldche durch Proteasen des
Wirts erforderlich war (Klenk and Garten, 1994). Ein wichtiger Schritt in der Erforschung der
Rolle von Proproteinkonvertasen war die Arbeit {iber die subtilisin-dhnliche Serinprotease
Kexin (Hefe-Proteine) (Mizuno et al., 1988), die bei der Prozessierung von " pro-a-mating
factor " beteiligt war (Julius et al., 1984). AnschlieBend erfolgte die Identifizierung und
Charakterisierung des Furin-Proteins und ihrer Kex2- dhnlichen Funktion als Proprotease bei
hoheren Eukaryonten (van de Ven et al., 1990). Kurz dannach erfolgte die Entdeckung der
neuroendokrinen PCs PC1 und PC2 (Seidah et al., 1990) (Smeekens et al., 1991). Anhand von
diesen neuen Daten erfolgte die Identifizierung von PC4 und ihre potentielle Rolle in der
Reproduktion durch die Beteiligung am Reifungsprozess der Rattenspermatogenese (Seidah et
al., 1992), sowie die Entdeckung von PC5 (Lusson et al., 1993) und PC7 (Seidah et al., 1996).
Kiefer konnte mittels PCR (Polymerase chain reaction) 1991 das Enzym PACE4 identifizieren
und hat die strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zwischen dieser und Furin demonstriert
(Kiefer et al., 1991). Die bislang genannten PCs sind durch ihre Sperzifitit fiir basische
Aminosduren charakterisiert. Die entsprechenden menschlichen Gene fiir PC1- PC7 sind als
PCSK1-PCSK7 bekannt, wobei das Gen, dass das Protein Furin (PCSK3) kodiert, offiziell Furin
lautet. AuBBerdem erfolgte die Identifizierung von SKI-1, eines pyrolysin-dhnlichen Homologs
von Subtilisin, das nicht durch eine Spezifitdt fiir basische Aminoséure charakterisiert ist
(Seidah et al., 1999). Letztlich erfolgte die Entdeckung von PCSK9, welche hauptséchlich in der
Cholesterin-Regulation beteiligt ist (Seidah et al., 2003).

PCs sind bei der Prozessierung von verschiedenen Proteinen beteiligt. Die Prozessierung kann
nicht nur zu einer Aktivierung der Proteine fiihren, sondern auch gelegentlich zu deren
Inhibierung (Seidah et al., 2008) (Seidah and Prat, 2007). PCs werden initial als inaktive
Vorstufen synthetisiert, die eine Prodoméne besitzen. Im Rahmen eines autoproteolytischen
intramolekularen Spaltungsprozesses kommt es zur Proteinfaltung und Aktivierung (Thomas,
2002) (Anderson et al., 2002). Die PCs PC1, PC2, Furin, PC4, PCS5, PACE4 und PC7 spalten
anschlieBend die sekretorischen Proteinvorstufen an bestimmten einzelnen oder gepaarten
basischen Aminosduren innerhalb des Motivs (R / K) X, (R / K) |. (Seidah and Chrétien, 1999)
(Turpeinen et al., 2011). In den letzten Jahren gab es zunehmende Erkenntnisse zur Rolle der
Proproteinkonvertasen nicht nur in der Homodostase sondern auch in mehreren
pathophysiologischen Prozessen, einschlieBlich Tumoren, Endokrinopathien, Infektionen usw.
(Seidah, 2011). Daher stellen diese Enzyme potenzielle therapeutische Ziele fiir die Behandlung

von mehreren Krankheiten dar.
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1.4.2 Struktur

Nach Sequenzierung des Hefen-Protein Kexin konnte das Vorhandensein von einer
katalytischen Doméne festgestellt werden, die homolog zu derjenigen des bakteriellen Proteins
Subtilisin war (Mizuno et al., 1988). Ebenfalls konnte eine strukturelle Ahnlichkeit mit den
katalytischen Doménen der sieben basisch-spezifischen Proproteinkonvertasen PC1, PC2, Furin,
PC4, PCS5, PACE4 und PC7 gesehen werden (Artenstein and Opal, 2011) (Abb. 11). Diese
Proteine und Kexin teilen gemeinsame Strukturen: ein N-terminales Signalpeptid, gefolgt von
einem Propeptid von 80-90 Aminosduren, mit dem kanonischen Spaltmotiv fiir die (auto)-
Aktivierung RX-Kyr-R an seiner terminalen Domine, eine katalytische Doméne von etwa 285
Aminoséureresten (mit ca 25 -30% Homologie zu den Subtilisinen) und eine gut konservierte P-
oder Homo-B-Doméne von ca. 150 Aminosédureresten (Steiner et al., 1992) (Rouillé et al.,
1995). Die P-Domine besteht aus " 8-stranded b-barrels " mit gut organisierten hydrophoben
Kernen (Lipkind et al., 1998) und ist wichtig fiir die Erhaltung der Struktur, der katalytischen
Funktion und der Regulation weiterer kalzium- und pH-abhéngigen Funktionen (Zhou et al.,
1998). PC4, PC7 und PCSK9 haben nur einen primiren autokatalytischen Standort, wahrend
PCS5 zwei validierte alternativ gespleiite Formen aufweist, nimlich PC5A und PC5B (Seidah
and Prat, 2012). Alle PCs zeigen die typische katalytische Trias, bestehend aus den
Aminosduren Asp, His und Ser (Owen and Campbell, 1999). Die karboxyterminale Doméne
von jeder Proproteinkonvertasen enthdlt Sequenzen, die zur Regulation ihrer zelluldren
Lokalisation und fiir ihren Transport dienen. PC5 und PACE4 enthalten zusitzlich eine
spezifische Cys-reiche Doméne, die an den Heparansulfat-Proteoglykanen der Zelloberfliche
und des extrazelluliren Matrix bindet. PCSK9 enthélt eine Cys-His-reiche Doméne (CHRD),
die fiir den Transport des PCSK9-LDLR (Low-Density Lipoprotein Receptor)-Komplexes an
den Endosomen und Lysosomen verantwortlich ist (Seidah and Prat, 2012). Die neun
menschlichen PCs konnen zwischen den S8A und S8B Unterfamilien unterteilt werden
(Rawlings et al., 2006). Furin, PC1, PC2, PACE4, PC4, PC5 und PC7 sind in Unterfamilie S§B
klassifiziert. SKI-1 und PCSK9 sind in Unterfamilie S8A eingestuft. Sequenzierungsversuche
von SKI-1 und PCSK9 weisen auch die Anwesenheit von Subtilisin-dhnlichen pro- und
katalytischen Doménen auf (Seidah et al., 2003). In diesen Proteinen scheint jedoch die C-
terminale Aminoséuresequenz der katalytischen Doméne mehr variabel zu sein. SKI-1 und

PCSK9 weisen zudem keine P-Doméne auf.
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Abb. 9: Primére Struktur der Proproteinkonvertasen (Modifiziert nach Seidah and Prat, 2012)

1.4.3 Gewebe- und Zellverteilung

Gewebeverteilung:

Die Gewebeexpression, die intrazellulédre Lokalisierung und der Sekretionsweg von jeder
Proproteinkonvertase ist unterschiedlich und bestimmt die Selektivitit dieser Enzyme an

spezifischen Substraten (Thomas, 2002).

PC1 und PC2 sind meistens innerhalb unreifer sekretorischer Granulae von neuronalen und

endokrinen Zellen lokalisiert (Muller et al., 1998) (Day et al.,, 1992) und sind fiir die
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proteolytische Spaltung von groBeren Vorldufermolekiilen zur Entstehung von bioaktiven
Peptiden in diesen Zellen verantwortlich (Yaoi et al., 2003). Immunzytochemische und in situ
Hybridisierungs-Studien haben gezeigt, dass diese Konvertasen sowohl in den pankreatischen
Langerhans-Inseln (Malide et al.,, 1995) (Tanaka et al., 1996), als auch in der Hypohyse
(Marcinkiewicz et al., 1993) (Kurabuchi and Tanaka, 1997) und im Gehirn (Schifer et al., 1993)
(Birch et al., 1994) exprimiert sind. PC1- und PC2 sind ebenfalls in der Haut vorhanden.
Insbesondere konnte eine Expression von PC1 und PC2 sowohl in Mastzellen der humaner Haut
(Artuc et al., 2006), in humanen kutanen Melanozyten (Peters et al., 2000) und in dermalen
Fibroblasten (Schiller et al., 2001) detektiert werden.

PC4 ist bei minnlichen Miusen in spermatogenen Zellen exprimiert (Seidah et al., 1992)
(Gyamera-Acheampong et al., 2006). Bei weiblichen Mausen ist PC4 in der Plazenta und in den
Ovarien exprimiert (Gyamera-Acheampong and Mbikay, 2008). PC4 aktiviert Proteinvorstufen
in dem reproduktiven Sekretionsweg (Torii et al.,, 1993). Ihre beschrankte Expression in
spermatogenen Zellen, ovariellen Makrophagen und in der Plazenta ist ein Hiwneis auf ihre
Rolle bei der Reproduktion (Seidah et al., 1992) (Tadros et al., 2001). Thre Rolle in der
Spermienreifung und in der Fertilization ist gut dokumentiert. PC4-Knock-out-Miuse waren
subfertil ohne andere erkennbare spermatogene Defekte (Mbikay et al., 1997a) (Scamuffa et al.,
2006) (Basak et al., 2008).

PCS5 ist ein ubiquitdres Enzym, welches in vielen Geweben exprimiert wird (Lusson et al., 1993)
(Essalmani et al., 2006), genauso wie PACE4 (Dong et al., 1995) und Furin (Thomas, 2002).
PC7 ist ebenfalls eine ubiquitir exprimierte Proproteinkonvertase (Seidah et al., 1996)
(Rousselet et al., 2011), sowie SKI-1 (Seidah et al., 1999). Hier muss betont werden, dass die
Expressionsmustern unterschiedlich fiir jedes Gewebe sind und bislang nicht vollstindig

charakterisiert wurden (Seidah et al., 1994).

PCSK9 wird hauptsédchlich in der Leber exprimiert und reguliert den Cholesterinstoffwechsel
durch Unter-Regulation des LDL-Rezeptors (LDLR) in der Leber (Luo et al., 2009). PCSK9
wird auch im Diinndarm und in den Nieren exprimiert (Seidah et al., 2003). Es gibt zusétzlich
Daten, die eine voriibergehende Expression dieses Enzyms im Telenzephalon und Cerebellum

wihrend der Embryogenese zeigen (Seidah et al., 2003).

Aktivitdt der Proproteinkonvertasen im Augegewebe wurde auch berichtet. Fuller et al. haben
demonstriert, dass PC1 und PC2 eine mRNA-Expression in der Retina zeigten. Zudem waren
PACE4 und moéglicherweise PC5 hiufiger in der Glia des Sehnervs und der Retina. PC1, PC2

und PC5 wurden eher in Retina-Nervenzellen exprimiert, wihrend PACE4 eher in Astrozyten
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und Miiller-Zellen vorhanden war. Es wird vermutet, dass PACE4 ein Enzym ist, das
Verdnderungen der Bioaktivitit von Wachstumsfaktoren und eine erhohte Biosynthese von
extrazelluldrer Matrix durch eine Glia-Aktivierung im ONH (Optic nerve head) ermdglichen

kann (Fuller et al., 2009).

Zellverteilung und Aktivierung:

PC1 und PC2 werden als Zymogene synthetisiert und ihre Aktivierung benétigt die Entfernung
eines aminoterminalen Propeptids. In endokrinen Zelllinien wird PC1 als ein 94-kDa-Vorlaufer
synthetisiert, der N-terminal zu einer aktiven 87-kDa-Form verkiirzt wird (Winsky-Sommerer et
al., 2000). Durch weitere Spaltung am C-terminalen Ende entsteht das finales 66-kDa-Produkt
(Vindrola, 1994) (Benjannet et al., 1995) (Vindrola and Lindberg, 1992). PC2 wird als eine 75-
kDa unreife Form synthetisiert, die an der N-terminalen Teil aktiviert wird, und somit entsteht
das aktive 68-kDa-Enzym (Benjannet et al., 1993) (Shennan et al., 1994). Die PC1-Aktivierung
wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) durchgefiihrt, wiahrend PC2 eher im trans-Golgi
Netzwerk (TGN) und in unreifen sekretorischen Granulae aktiviert wird (Vindrola and
Lindberg, 1992) (Benjannet et al., 1993) (Lindberg, 1994). PCI verldsst das ER innerhalb von
10 Minuten nach der Spaltung seines Propeptids (Benjannet et al., 1993) (Zhou and Lindberg,
1993) (Zhou and Mains, 1994). Die PC2-Verarbeitung ist viel langsamer. Die posttranslationale
Prozessierung von ProPC2 ist auf eine Wechselwirkung mit dem neuroendokrinen Protein 7B2
zuriickzufiihren (Braks and Martens, 1994) (Benjannet et al., 1995). Im Verlauf sind beide
enzymatisch aktiven Komponenten in sekretorischen Granula zusammen lokalisiert (Ditti¢ and

Tooze, 1995) (Malide et al., 1995).

Die Biosynthese und intrazelluldre Zirkulation der Proproteinkovertase 4 in dem sekretorischen
Weg ist nicht vollstdndig klar. Der grofite Anteil von PC4 wird im ER als proPC4 behalten
(Gyamera-Acheampong and Mbikay, 2008). Es wird vermutet, dass dieses Zymogen die
Unterstiitzung eines bestimmten Chaperon-Proteins erfordert, um effizient durch den
sekretorischen Weg zu zirkulieren. Weiterhin ist es noch unklar, wie die reife PC4 vollstéindig
aktiviert wird, da in ihrer Prodoméne die erkennbare interne sekundire Spaltungsstelle fehlt. Bei
den meisten Proproteinkonvertasen befreit die Spaltung an dieser Stelle das Enzym vom
inhibitorischen Propeptid, welches durch die primdre Spaltung an der Abgrenzung zwischen der
Vor- und der katalytischen Doméne (Anderson et al., 1997) (Anderson et al., 2002) zur
Entstehung kommt. Bei der Nagetier-PC4 fehlt eine Transmembran-Doméne in ihrer C-

terminalen Doméne. Doch PC4 ist an der Oberfliche von intakten Mausspermien durch
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Immunoelektronenmikroskopie nachweisbar (Gyamera-Acheampong et al., 2006). Die Natur

dieser Assoziation ist weiterhin unklar.

Das PC5-Gen kodiert zwei Isoformen, PC5A (915 aa; 21 Exons) und PC5B (1877 aa; 38 Exons)
(Seidah and Prat, 2002). Die membrangebundene PC5B (sowie Furin und PC7) kommt aus der
Zelloberflache zuriick zu dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) iiber Endosomen. Diese
Proproteinkovertase prozessiert Vorlduferproteine entweder in dem trans-Golgi-Netzwerk, oder
an der Zelloberflache und in den Endosomen (Thomas, 2002) (Xiang et al., 2000) (Mayer et al.,
2004). Die sezernierte PC5A, die keine Transmembran-Domine enthilt, enthélt eine COOH-
terminale Cystein-reiche Domine (CRD), die mit Gewebeinhibitoren von Metalloproteasen
(TIMPs) zusammenwirkt. Diese ermdglicht die Bildung eines Komplexes mit
Heparansulfatproteoglycanen (HSPG) an der Zelloberfliche (Seidah and Prat, 2012) (Nour et
al., 2005). Somit, sind genau wie Furin, PC5A und PACE4 auch an der Zelloberfliche
anwesend (Jin, 2005).

PC7 wird zunidchst als proPC7-Zymogen synthetisiert. Im ER findet eine autokatalytische
Spaltung statt (van de Loo et al., 2000) (Meerabux et al., 1996). Im Verlauf folgt eine Reihe von
posttranslationalen Modifikationen, einschlielich N-Glykosylierung und Cys-Palmitoylierung
ihrer zytosolischen Teil (van de Loo et al., 2000). Das Prosegment von PC7 ist zunichst {iber
den konventionellen, Golgi-abhéngigen Sekretionsweg sezerniert. Die reife PC7 wird teilweise
sulfatiert und erreicht die Zelloberfliche iiber den iiblichen Weg. Jedoch erreicht nur ein
Bruchteil der PC7 die Zelloberfliche durch einen Brefeldin A- und COPII-unabhéngigen
unkonventionellen Sekretionsweg (Rousselet et al., 2011). Schliellich konnen, genauso wie
Furin (Thomas, 2002), die membrangebundene PC5 und PC7 auch von der Zelloberfliche zu

dem trans-Golgi Netzwerk durch Endosomen zuriickkommen (Declercq et al., 2012).

Furin wird anfénglich als ein 96-kDa-Zymogen synthetisiert, welches im ER, eine schnelle
autoproteolytische Spaltung seines 83-Aa-Propeptids erfahrt. Der Transport aus dem ER zum
Golgi-Apparat erfordert die Spaltung dieses N-terminalen Propeptids. Das gespaltene Propeptid
bleibt mit dem Enzym und kann als potentieller Autoinhibitor fingieren (Molloy et al., 1999).
Im trans-Golgi-Netzwerk (TGN)/endosomalen System wird das Furin-Propeptid erneut
autoproteolytisch gespalten (Thomas, 2002). Dies fiihrt zur Aktivierung. Im Verlauf wird das
Enzym aus dem trans-Golgi-Netzwerk an die Zelloberfliche und zuriick in den endosomalen

Signalweg transportiert (Thomas, 2002).

SKI-1 wird als inaktive Vorstufe von 1052 Aminoséuren synthetisiert, die durch 3 sequenzielle

autokatalytische Spaltungen in seinem Prosegment aktiviert wird (Elagoz et al., 2002). Studien
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iiber die intrazelluldre Lokalisation und Aktivierung von SKI-1 zeigten, dass sie im Golgi-
Apparat und in den Endosomen und Lysosomen, aber nicht auf der Zelloberfliche gefunden
werden kann (Pullikotil et al., 2007). Im Gegensatz zu Furin, PC7 (Thomas, 2002) (van de Loo
et al., 1997) und PC5/6B (Xiang et al., 2000), welche aus der Zelloberfldche zuriick zum trans-
Golgi-Netzwerk kommen, erreicht SKI-1 die Endosomen/Lysosomen nicht durch die

Zelloberflache, sondern direkt aus dem trans-Golgi-Netzwerk (Seidah et al., 2008).

PCSK9 wird als inaktiver Enzymkomplex sezerniert und dann nach Spaltung des Prosegments
aktiviert (Seidah, 2009). Nach Bindung an den LDLR (Maxwell and Breslow, 2004), wird der
PCSK9-LDLR-Komplex in den Endosomen und Lysosomen abgebaut (Nassoury et al., 2007).
Die Interaktion von PCSK9 mit dem LDLR erfordert die Bindung seiner katalytischen Doméne
an der epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-A-Doméne des LDLR (Kwon et al., 2008) und an
der C-terminalen Cys-His-reiche Domine des PCSK9 (Nassoury et al., 2007).

1.4.4 Rolle der Prohormonkonvertasen bei der malignen
Transformation, Tumorprogresion und Metastasierung

Die PC-Familie spielt bei der Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen, Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekiile und Rezeptoren, welche fir die zellulire Transformation,
Tumorprogression und die Metastasierung entscheidend sind, eine wichtige Rolle (Artenstein
and Opal, 2011). Das Spektrum der verschiedenen Rollen der Proproteinkovertasen bei der
Tumorentwicklung ist natiirlich sehr breit. Hier werden einige Aspekte dieser Assoziation

erldutert.

Die Entdeckung von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) als eine wichtige Gruppe von Krebs-
assoziierten PC- Substraten war ein wichtiger Schritt fiir das Verstidndnis der Rolle von PCs in
der malignen Transformation. Die Furin-abhidngige Spaltung und Aktivierung von der
Metalloprotease Stromelysin-3, welche hauptsdchlich in Stromazellen exprimiert wird und bei
der Tumorprogression und Abbau der extrazelluldren Matrix beteiligt ist, war ein erster
wichtiger Hinweis auf die Rolle der PCs (Pei and Weiss, 1995) (Basset et al., 1990). Ahnliche
Ergebnisse iiber die Tumorentwicklung durch Furin-abhéngige Aktivierung von MT1-MMP
(Membrane type 1-matrix metalloproteinase) in Astrozytomen-Zelllinien sind ebenfalls bekannt
(Mercapide et al., 2002). Auch konnte festgestellt werden, dass MT2-MMP durch PACE4 in

murinen SCC (Spinozellulires Karzinom)-Zelllinien gespalten wurde (Mahloogi et al., 2002).
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Die Zellbewegung zusammen mit der Zelladhdsion und der Sekretion von Proteasen sind
entscheidende Elemente in der Tumorinvasivitit. PCs sind in diesen Prozess involviert. PCs
sind in der Prozessierung von alpha6 (Bergeron et al., 2003) und alphaV Integrine (Mayer et al.,
2003) beteiligt, Molekiile, die wichtig fiir die Zelladhésion an Stromakomponenten sind.

Die Bindung vom Wachstumsfaktor IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) an den IGF-1-
Rezeptor, fiihrt zu erhdhten Proliferations- und Uberlebenssignale. IGF-1 ist ein
Wachstumsfaktor, der als ein Proprotein synthetisiert wird, und welcher durch Furin aktiviert
wird. PC5 und PC7 sind auch in der Lage, diesen Wachstumsfaktor zu aktivieren (Duguay et al.,
1997). IGF-1Rezeptor wird auch als Vorlaufer synthetisiert, der nach Furin-Spaltung aktiviert
wird (Khatib, 2001). Diese Spaltung vom IGF-1Rezeptor-Vorlaufer ist fiir die intrazellulare
Signaltransduktion (Tyrosinkinase-Aktivitit) und Liganden-Bindung (IGF-1) notwendig
(Lehmann et al., 1998). TGF-B (Transforming growth factor beta) ist ein anderer wichtiger
Wachstumsfaktor, der die Expression von Metalloproteinasen und Integrinen induziert, die fiir
die Entwicklung des malignen Phinotyps bedeutend sind (Gold, 1999). Es wurde gezeigt, dass
Furin eins von den Molekulen ist, das verantwortlich fiir die TGF-B-Reifung in vitro und in vivo
ist (Dubois et al., 1995). Der vaskulédre endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF) gehort zu den
wichtigsten  angiogenetischen  Faktoren bei der Karzinogenese von mehreren
Krebserkrankungen (Brown et al., 1997). Es ist gezeigt worden, dass sowohl VEGF-C als auch
andere Mitglieder dieser Wachstumsfaktor-Familie durch Furin, aber auch durch PC5 und PC 7
aktiviert werden (Siegfried et al., 2003a). Somit wurde die PC-Expression mit der Tumor-
Angiogenese in Verbindung gebracht. Eine hohere Expression von Furin und VEGF-C wurden
in SCCs dokumentiert (Lopez de Cicco et al., 2004). PDGF (Platelet-derived Growth Factor)
und seine Rezeptoren sind hidufig beim malignem Tumorwachstum beteiligt (Apte et al., 2004)
und in mehreren menschlichen Tumoren hochreguliert (George, 2001). Es gibt Hinweise, dass
Furin eine der potentesten PDGF-A-Konvertasen sein kann. Mutation eines kritischen PC-Teiles
hat die Prozessierung von Pro-PDGF-A-inhibiert, sowie die Tyrosinphosphorylierung des
PDGF-A-Rezeptors und anschlieBend die Zellproliferation (Siegfried et al., 2003b).

Die ersten PCs, die mit malignen Transformation assoziiert wurden, waren PC1 und PC2
(Smeekens and Steiner, 1990). PC1 und PC2 sind in Phdochromozytomen aber nicht in
normalen Nebennierenmark exprimiert (Konoshita et al., 1994). Diese Unterschiede in der
Expression von PC1 und PC2 zwischen normalen Zellen und Tumorzellen oder zwischen
Tumoren mit unterschiedlich aggressivem Potenzial wurden auch bei anderen
Proproteinkonvertasen beobachtet, wie Furin und PACE4. Furin und PACE4 wurden beim
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) detektiert. PCl1 und PC2 sind in dem
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kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) exprimiert (Mbikay et al., 1997b). Eine Uberexpression
von diesen Proproteinkovertasen konnte auch bei Mamma-Ca (Carcinoma), Kolon-Ca sowie

Kopf-Hals-Tumoren gesehen werden (Bassi et al., 2003) (Wang et al., 2015) (Khatib, 2001).

Mehrere Studien haben eine Korrelation der PC-Expression mit schnellem Wachstum,
Invasivitit oder metastatischem Potential von bosartigen Zelllinien gezeigt (Bassi et al., 2000)
(Hubbard et al., 1997). Kopf- und Hals-Plattenepithelkarzinomen wurden in der Vergangenheit
verwendet, um die Beziehung zwischen dem biologischen Verhalten des Tumors und der Furin-
Expression zu zeigen (Bassi et al., 2001a) (Bassi et al., 2001b). Eine Uberexpression von Furin
wurde auch bei anderen Tumoren, wie zum Beispiel Ovarial-Ca (Page et al., 2007) und

Mamma-Ca (Cheng et al., 1997) beobachtet.

Im Laufe der Zeit, gab es weitere Hinweise auf die Rolle der Proproteinkonvertasen bei der
Tumorprogression. Die Uberexpression von PACE4 war ausreichend um eine maligne
Transformation von normalen murinen Keratinozyten zu induzieren. Dies wurde auf die
verbesserte Prozessierung von MMPs und der membranartigen MMP (MT-MMP) in ihre aktive
Form durch die iiberexprimierte PACE4 zuriickgefiihrt (Bassi et al., 2005a). Andere Arbeiten
demonstrieren ~ Daten  zur  Uberexpression von PACE4 im  menschlichen
Prostatakarzinomgewebe und deuten somit an, dass PACE4 eine Rolle bei der Progression vom
Prostatakarzinom hat (D’Anjou et al., 2011). Zudem konnte eine deutlich erhhte PACE4-

Expression in Brusttumoren gesehen werden (Cheng et al., 1997).

PC5 und PC7 wurden beziiglich ihrer prognostischen Bedeutung ebenfalls bei einigen
menschlichen Tumoren untersucht. Diese Studien zeigten eine positive Assoziation zwischen
PC7-Expression und der Entwicklung von Brusttumoren, wobei hier PC5 eher nicht
nachweisbar war (Cheng et al., 1997). Andererseits zeigte die Analyse von verschiedenen

menschlichen Kolonkarzinom-Zellen eine erhohte Expression von PCS (Rovere et al., 1998).

Nach Zusammenschau der bislang publizierten Daten, durch die Kontrolle der
Reifung/Aktivierung von tumor-assoziierten Proteinen, stellen die PCs regulatorische Molekiile
der Tumorentwicklung und Tumorprogression auf verschiedenen Ebenen dar. Aufgrund der
vielfdltigen Wirkungen der PCs bei der Tumorzellproliferation, Motilitdt, Adhdsion und
Invasivitit bieten sie sich als Zielstruktur fiir die Entwicklung von gezielten Therapiestrategien

an, die in der Lage sind, viele relevante Eigenschaften von Tumorzellen zu neutralisieren.
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1.4.5 Prohormonkonvertasen beim malignen Melanom

Mehrere Proteine, die den metastatischen Charakter verschiedener Tumorzellen, einschlieBlich
Melanomzellen, beeinflussen, wie Adhésionsmolekiile, Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, werden zunéchst als inaktive Vorlduferproteine synthetisiert, die im Verlauf durch
Proproteinkonvertase in ihre aktive Form konvertiert werden (Bassi et al., 2005b) (Khatib et al.,
2002).

In den letzten Jahre wurden zunehmende Daten iiber die Rolle der Proproteinkonvertasen beim
kutanen Melanom bekannt. Von Lalou et al. konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von
PCs in primédren humanen Melanomzellen mit CDKN2-A, p53- und N-Ras-Gen-Mutationen den
invasiven Phénotyp dieser Tumoren unterdriicken konnte, indem die Expression und/oder
Aktivierung von mehreren ECM-abbauenden Enzymen und ihren Inhibitoren alteriert wurde
(Lalou et al., 2010). Bei diesen Tumorzellen konnte Furin, PACE4, PC5 und PC7 detektiert
werden. Die Hemmung ihrer Aktivitit durch den PC-Inhibitor al-PDX fiihrte zu einer
Inhibierung der Migration und Invasion, die mit verminderter MMP-2-Aktivitit und erhohter

Expression von TIMP-1 und TIMP-2 assoziiert war.

In einer anderen Studie von Sun et al. wurde die Korrelation von PCSK9-Expression mit der
Melanom-Metastasierung in der Leber untersucht. PCSK9 -/- Miuse, denen B16F1 Maus-
Melanom-Zellen injiziert worden waren, entwickelten weniger hepatische Metastasen.
Zusitzlich konnte festgestellt werden, dass PCSK9 -/- Méause erhohte Apoptoseraten der
hepatischen Stromazellen aber auch der Tumorzellen zeigten, am ehesten durch eine

Aktivierung des Tumornekrosefaktor-o (TNF)-Wegs (Sun et al., 2012).

Zusétzlich zu den oben erwidhnten Daten, haben Weil} et al. die Rolle von SKI-1 bei kutanen
Melanomen untersucht. Es wurde gezeigt, dass SKI-1 in menschlichen Pigmentzellen
exprimiert wird. Zudem zeigte sich eine hdhere SKI-1 Aktivitit in Melanomzelllinien im
Vergleich zu normalen Melanozyten. SKI-1-Immunreaktivitdt war auch in Melanommetastasen
nachweisbar. Letztlich konnte gezeigt werden, dass die dec-RRLL-CMK-vermittelte SKI-1-
Hemmung (Enzyminhibitor Decanoyl-RRLL-Chlormethylketon) zu einer Unterdriickung der
Proliferation und der Stoffwechselaktivitit von Melanomzellen in vitro und zu einer Reduktion
des Tumorwachstums von Melanomzellen in vivo (intrakutan in immundefiziente Mé&use

injiziert) fithrt (Weil3 et al., 2014).

Diese ersten Daten iiber die Rolle von Proproteinkonvertasen beim malignen Melanom weisen

darauf hin, dass diese Enzyme potentielle therapeutische Ziele fiir die Behandlung des malignen
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Melanoms darstellen konnen, zum Beispiel durch die Entwicklung entsprechender PC-

Inhibitoren.

1.5 Zielsetzung

Das Uveamelanom ist der aggressivste Tumor des Auges. Die Pathogenese des Uveamelanoms
ist bislang nicht vollstindig gekléart und die therapeutischen Optionen bei fortgeschrittenen und
vor allem bei metastasierten Tumoren sind, wie beim kutanen malignen Melanom,
eingeschrinkt. =~ Bei  aktuell  metastasiertem  Uveamelanom  werden  mit  der
Standardchemotherapie mit Treosulfan und Gemcitabine keine besseren Ansprechraten als
28,6%, mit einer mittleren Uberlebensrate von 61 Wochen (Pfohler et al., 2003) erwartet. Die
zunehmende Bedeutung der PCs bei der malignen Transformation, Tumorwachstum und der
Metastasierung bei vielen Tumoren stellt daher ein attraktives Forschungsfeld dar. Bislang gibt
es kaum Daten iiber die pathogenetische, prognostische und eventuell therapeutische Relevanz

dieser Proteine beim Uveamelanom.

Neben den oben dargestellten Daten zu SKI-1 zeigen vorldufige Befunde auch eine Expression
und mogliche Rolle von PACE4 beim malignen Melanom der Haut. Im Bezug auf diese Daten
stellte sich nun die Frage, ob eine Beteiligung von PACE4 in der Tumorprogression bei
Uveamelanomen auch moglich wére. In der Literatur existieren bislang keine Daten iiber die
Rolle dieser Proteine bei Uveamelanomen. Um zu {iberpriifen, ob die Expression von PACE4
im Uveamelanom eine Rolle spielt, wurden daher 34 enukleierte Uveamelanome auf die
Expression von PACE4 untersucht. Um die klinische Relevanz als prognostischen Marker zu
untzersuchen wurde die Expression sowohl mit anderen prognostischen Faktoren wie
Tumorzellmorphologie, Tumorlokalisation, Vorhandensein von Nekrosen, Mitosen pro HPF,
Beteiligung des Ziliarkorpers usw. als auch mit mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung

korreliert.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv und histologisches Material

Es wurden die Daten von 34 Patienten verwendet, die zwischen 1994 und 2009 aufgrund eines
Uveamelanoms am Universitdtsklinikum Miinster (Klinik fiir Augenheilkunde) mit einer
transskleralen Tumorresektion operiert wurden (n=34). Sofern mdglich wurden alle Patienten
iiber die Studie aufgeklart und haben ihr Einverstindnis dokumentiert. Die Studie wurde nach
Einholung eines positiven Votums der Ethik-Komission der Arztekammer Westfalen-Lippe und

der Westfilischen Wilhelms-Universitit Miinster (Aktenzeichen: 2016-213-f-S) durchgefiihrt.

Von den 34 Patienten, waren 14 méannlich, 19 weiblich. In einem Fall ist das Geschlecht nicht
bekannt. Das Durchschnittsalter der untersuchten Patienten lag insgesamt bei 65,6 Jahren. Das
Durchschnittalter bei den Ménnern lag bei 63,8 Jahren und bei den Frauen bei 64,0 Jahren. Die
Patienten wurden anhand der vorhandenen Dokumentation iiber insgesamt 10,8 Jahre
postoperativ nachverfolgt. Die enukleierte Tumoren der untersuchten Patienten wurden im
Verlauf in dem hiesigen Institut fiir Pathologie (Gerhard-Domagk-Institut fiir Pathologie, UKM
Miinster) sowie in dem Institut fiir experimentelle Opthalmologie, UKM Miinster bearbeitet und
histologisch auf diversen Parametern wie Tumorlokalisation, Nekrosen usw. untersucht. Der
prozentuale Anteil der jeweiligen Marker wurde bestimmt. In einem Teil der Praparate konnten
jedoch nicht alle der Parameter klar definitiert werden. Dieses wurde entsprechend
dokumentiert. Nach Auswertung der histologischen Kirterien erfolgte die Untersuchung der
PACE4-Expression mittels Immunhistochemie in der Hautklinik des Universitidtsklinikums

Miinster.

Es wurden ausschlieflich in Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE-) Gewebe

verwendet.

2.1.2 Verwendete Antikorper

Fiir die Darstellung der PACE4-Expression wurde ein polyklonaler, aus Kaninchen stammender
und gegen humanes Gewebe gerichteter Antikorper gegen PCSK6/PACE4 von Thermo-

Scientific DakoCytomation in einer Verdiinnung von 1:150 verwendet.
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Zusitzlich wurde als negative Kontrolle ein aus Kaninchen stammender Antikdrper von
Thermo-Scientific DakoCytomation in einer Verdiinnung von 1:150 verwendet (Initiale

Konzentration 20pg/L).

2.1.3 Kontrolle-Gewebe

Als positive Kontrolle wurde nach Anleitung des Herstellers humanes Leber-Gewebe

angewendet. Als negative Kontrolle wurde nach Anleitung des Herstellers humanes Prostata-

Gewebe angewendet.

Die Uveamelanomgewebe wurden vom hiesigen Institut fiir Pathologie (Gerhard-Domagk-

Institut Fiir Pathologie, UKM Miinster) zur Verfligung gestellt.

2.1.4 Liste der verwendeten Materialien

Tab. 2: Liste der verwendeten Materialien

Material

Hersteller

Antibody Diluent

DakoCytomation, Hamburg

Antikorper: PCSK6/ PACE4 polyklonaler

Antikorper, Spezies Kaninchen

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts.

Negative Control, Rabbit Immunoglobulin

Fraction (Normal)

Thermo-Scientific Dako Cytomation,

Waltham, Massachusetts

AEC (AC 1310100 AEC 2 Komponenten Kit)

DCS, Hamburg

Aqua dest

Apotheke UKM, Miinster

Automat fiir HE-Farbung, Model Autostainer
480, Lab Vision

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts

Citratpuffer pH 6,1

DCS, Hamburg

DAKO Pen

DakoCytomation, Hamburg

DCS Polylink (Sekundérantikdrper)-HRP
(Peroxidase) Kit PDOOORP

DCS, Hamburg

Deckgliser 24 x 50 mm, Dicke 1, Automat-
Star

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs- GmbH,
Braunschweig

Digitalkamera Olympus DP70

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Digitaluhr

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Eindeckmittel Aquatex

Merck KGaA, Darmstadt
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Eppendorfgefil 2 ml Brand GmbH + Co. KG, Wertheim
Ethanol Applichem Panreac, Darmstadt
Hémalaunlésung Merck KGaA, Darmstadt

Histoclear Tissue Tek®

Sakura Finetek Europe B.V., Niederlanden

Kilteplatte, Model COA 30

MEDITE GmbH, Burgdorf

Kochplatte

Braun Elektrik, Kronberg

Lichtmikroskop Olympus CX-31, RBSF

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Lichtmikroskop Zeiss Axioplan HBO 100 W/2

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Messzylinder, Silberbrand Eterna

Sigma-Aldrich, St. Louis

Mikrotom (Rotationsmikrotom) Typ HM360

Microm International GmbH, Walldorf

Natriumcitrat

Merck KGaA, Darmstadt

Na2HPO4

Merck KGaA, Darmstadt

Objekttrager SuperFrost Plus

Menzel GmbH, Braunschweig

Paraffin Wax (54°-57°)

Tissue Tek, Staufen

pH-Metter Typ PB11

Sartorius AG, Gottingen

Pipetten 0,5 — 10-20-50-100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Waschpuffer, Labline Puffersystem

DCS, Hamburg

2.1.5 Hiufig verwendete Software

Tab. 3: Hiufig verwendete Software

Name Hersteller

Excel® Microsoft Corporation, Redmond, USA

ImageJ® National Institutes of Health (NIH), Maryland,
USA

Olympus DP Soft 3.2 Soft Imaging System GmbH, Berlin

Paint® Microsoft Corporation, Redmond, USA

Word® Microsoft Corporation, Redmond, USA

Zotero® Reference Management Software

Center for History and New Media of George
Mason University (GMU), Virginia, USA

GraphPad-PRISM 6®

GraphPad Software, Inc, San Diego, USA



https://en.wikipedia.org/wiki/Reference_management_software
https://en.wikipedia.org/wiki/Center_for_History_and_New_Media
https://en.wikipedia.org/wiki/George_Mason_University
https://en.wikipedia.org/wiki/George_Mason_University
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemie-Prinzip

Immunbhistologische Nachweise beruhen auf Antigen (Epitop)-Antikorper-Reaktionen. Diese
werden iiber ein indirektes Detektionssystem dargestellt. Nach einer antikorperspezifischen
Vorbehandlung wird das Gewebe mit einem unkonjugierten Primérantikoérper inkubiert, in
unserem Fall mit dem PCSK6/PACE4-Antikorper sowie mit dem Kaninchen-IgG (als negative
Kontrolle). Danach erfolgt die Zugabe eines biotinylierten Sekundirantikdrpers, der an den
gebundenen Primérantikérper bindet. Biotin hat eine hohe Affinitét zu Streptavidin. Bei Zugabe
Streptavidin gekoppelter Phosphatase, lagert sich das Streptavidin an das Biotin des gebundenen
Sekundirantikérpers. Das anschlieBend zugegebene Chromogen wird von der Phosphatase

durch Hydrolyse zur Prézipitation gebracht (rot). Als Gegenfarbung dient Haimalaun.

2.2.2 Vorbereitung des histologischen Materials

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an FFPE-Material vorgenommen, das am
Mikrotom in 1 um diinne Schichten geschnitten, auf Objekttrager aufgebracht und anschlieBend
30 min bei 60°C getrocknet wurde. Vor Beginn der eigentlichen Féarbungen wurden die
Gewebeschnitte 2 x 15 min in HistoClear entparaffiniert und anschlieBend mit Ethanol in einer

absteigenden Konzentration bearbeitet.

2.2.3 Erarbeitung der Firbeprotokolle

Zur Austestung wurden Paraffinschnitte von humanem Lebergewebe benutzt, da sie laut
Anweisung des Herstellers des Antikorpers (Thermo Scientific) eine stark positive Reaktion
erwarten lieBen. Das Antikdrper wurde mit hitzeinduzierter Demaskierung durch Erhitzen der
Schnitte in Citratpuffer (pH=6,1) in verschiedenen Konzentrationen (Antikdrper-Verdiinnung
1:100, 1:150 und 1:200) getestet. Dabei wurden bei jeder Farbung Negativkontrollen durch
Auslassen des Primérantikdrpers mitgefithrt, um unspezifische Anfarbungen sowie
Hintergrundférbungen zu erkennen bzw. auszuschlieen. Als negative Kontrollegewebe wurden
Paraffinschnitte von humanem Prostatagewebe benutzt. Das beste Férbeergebnis wurde mit

einer Verdiinnung des Primérantikorpers von 1:150 (Konzentration 1 mg/ml) erreicht.
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2.2.4 Farbeprotokoll PCSK6/PACE4

Fir die Darstellung von PCSK6/PACE4 wurde der entsprechende Antikdrper in einer
Verdiinnung von 1:150 verwendet. Als negative Kontrolle wurde der Kanninchen-IgG
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:150 angewendet (Ausgangskonzentration 20ug/L).

Die Férbung erfolgte mit Hilfe des Polylink-HRP Kit PDOOORP (DCS Detection Line). Eine
Antigen-Demaskierung mit hitzeinduzierter Demaskierung durch Erhitzen der Schnitte in
Citratpuffer (pH=6,1) war notwendig. Bei jeder Fiarbung wurden Positiv- und Negativ-
kontrollen mitgefiihrt.

Farbeschritte:

Zunichst wurden die Paraffin-Schnitte in Glaskiivetten nach folgendem Schema entparaffiniert:
2x15 Minuten Histoclear (Tissue Tek, SAKURA) — 30 Sekunden 100% Ethanol vergillt —
2x30 Sekunden 96% Ethanol vergillt — 30 Sekunden 70% Ethanol vergillt — 30 Sekunden
50% Ethanol vergéllt — 2x30 Sekunden Aqua dest.

AnschlieBend erfolgte die Vorbehandlung zur Demaskierung der Antigene: Die folgenden
Vorbehandlungen erfolgten im Dampfgarer bei 90°C fiir 25 Minuten, danach kiihlten die
Schnitte fiir 20 Minuten in Citratpuffer pH 6,1 ab.

Im Verlauf erfolgte die Farbung wie unten beschrieben:

— Die Priparate wurden in Labline Waschpuffer DCS WL 583 C2500 (1:20 mit Aqua dest
verdiinnt) {iber ca. 20 Minuten gespiilt

— Die Schnitte wurden anschlieBend mit Dako Pen S2002 eingerahmt und in einer feuchten
Kammer gelegt — 70-100pl verdiinnten Antikdrper (PACE4) wurden zugegeben und 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert

— Spiilung der Schnitte in Labline Waschpuffer, 1x3 Minuten

— 1-2 Tropfen Link (DCS Polylink-HRP Kit PDOOORP) pro Schnitt und dann Inkubation tiber
15 Minuten bei Raumtemperatur

— Spiilung der Schnitte in Labline Waschpuffer, 1x3 Minuten

— 1-2 Tropfen Streptavidin HRP gekoppelt (DCS Polylink-HRP Kit PDOOORP) pro Schnitt und
dann Inkubation iiber 15 Minuten bei Raumtemperatur

— Spiilung der Schnitten in Labline Waschpuffer, 1x3 Minuten
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— AEC (AC 1310100 AEC 2 Komponenten Kit DCS) herstellen: 20ul AEC Konzentrat auf
Iml AEC Puffer, je 70-100pl fertige Losung pro Schnitt und dann Inkubation iiber 20 Minuten
bei Raumtemperatur

— Gegenfarbung mit saurer Hdmalaunlosung und Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Roticlear

— Eindecken der Gewebeschnitte.

Um ein Austrocknen der Gewebeschnitte zu verhindern, wurden die Priparate nach jedem

Inkubationsschritt in einer feuchten Kammer gelegt.

2.2.5 Quantifizierung

Nach der immunhistochemischen Farbung der Préparate mit dem PACE4-Antikorper, erfolgte
die Begutachtung des Farbeergebnisses. Zudem erfolgten beim jeden Priaparat eine Farbung mit
dem Kaninchen-IgG-Isotyp-Antikorper, als negative Kontrolle. Zunédchst wurde das qualitative
Férbeergebnis beurteilt, wobei auch unspezifische Férbungen und Hintergrundfarbungen
entsprechend mitberiicksichtigt wurden. Um eine Quantifizierung der Fiarbung zu erreichen,
wurde das Programm ImageJ” verwendet. Jeder Schnitt wurde mit einer Digitalkamera
Olympus DP70 unter dem Mikroskop Zeiss Axioplan HBO 100 W/2 photographiert. Dann
wurden von jedem Schnitt 15 reprasentative Gesichtsfeldaufnahmen in einer 20fachen
VergroBerung aufgenommen (7 Bilder vom Randbereich, 8 Bilder ohne Bezug zum Rand des
Priparates). Im Verlauf wurde jede Foto-Aufnahme mittels /mageJ" nach dem folgenden
Schema bearbeitet: File—Open—Selected Image—Image— Adjust— Color Threshold.
AnschlieBend nach Auswihlen der gewiinschten Grenzen in den Bereichen Hue, Saturation and
Brightness folgt die Option Analyze—Analyze Particles—Summarize results. Hier wird ein

Beispielschnitt VOR und NACH der Bearbeitung dargestellt.



Vor ImageJ” Bearbeitung :
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Ziel war die Quantifizierung der PACE4-Firbung durch die Messung der angefirbten
Oberflache. Dafiir wurden bei jeder Foto-Aufnahme Farbschwellenwerte bestimmt, so dass die
angefirbten Areale selektiert werden konnten. Durch das Programm Paint® (Microsoft
Windows"™) wurden bedarfsweise die Bilder bearbeitet, so dass unspezifische Farbungen (z.B.
durch Einblutungen usw.) ausgeschlossen werden konnten. Interessanterweise waren bei
einzelnen Abbildungen BlugefiBie darstellbar. Image J® verwendet Farbkontraste zur
Differenzierung von gefarbten und nicht gefdrbten Zellen. Da die Farbe der Erythrozyten in den
Blutegfalen dem Spektrum des immunhistochemischen Farbproduktes sehr &hnlich war,
wurden die GefiBe durch die Morphologie identifiziert und dann mit Hilfe eine
Bildbearbeitunsprogramms geldscht. Insbesondere wurden, um einen negativen Einfluss auf die
gesamte Berechnung der PACE4 Farbung zu vermeiden, diese bedarfsweise durch das
Programm Paint” (Microsoft Windows"™) aus den Bildern entfernt. Die GefiBe oder die Blut-
Artefakte wurden mit der Hilfe des Programms weilllich verfarbt. Da die Berechnung der
gefirbten Oberfliche ins Image J® durch die Erkennung von rétlichen Strukturen kalkuliert
wurde, konnten die Areale, die mit dem Paini® Programm weiBlich gefirbt wurden, nicht

anerkannt und daher nicht mitberiicksichtigt werden.

Die kumulative angeférbte Oberfliche von jeder Aufnahme wurde dann kalkuliert und mittels
Microsoft Word Excel 2007" wurde anschlieBend der Mittelwert von allen Firbeergebnissen der
15 Bilder errechnet, welcher als reprasentativ fiir das quantitatives Féarbeergebnis des gesamten

Schnittes beriicksichtigt wurde.

2.2.6 Erhebung der klinischen Daten

Die klinische Daten der Patienten wurden, soweit von der arztlichen Dokumentation erlaubt,
durch die Patientenakten der UKM Augenklinikund durch das Krankenhausinformationssystem
Orbis erhoben. Zur Eruierung des klinischen Verlaufs wurden bedarfsweise die Haus- oder
Augenirzte der Patienten telephonisch kontaktiert. Falls die Daten der niedergelassenen
behandelnden Arzte nicht mehr aktuell, unbekannt oder falsch angegeben wurden, wurden die
Patienten oder deren Verwandte angerufen. Somit konnte die Mehrheit der klinischen

Patientendaten gesammelt werden.
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2.2.7 Statistische Analyse

Die Graphik-Herstellung und die statistische Analyse erfolgte mittels des Programms
GraphPad-PRISM-6". Da die Expression der PACE4 Firbung keine Normalverteilung
(GauBkurve) aufweist, wurde fiir die statistische Auswertung der Kruskal-Wallis-Test (nach
William Kruskal und Wilson Allen Wallis, auch als H-Test bekannt) und der Mann-Whitney-U-
Test angewendet. Der Kruskal-Wallis-Test ist ein parameterfreier statistischer Test, womit
iiberpriift werden kann, ob sich die zentralen Tendenzen von mehr als zwei verschiedenen
Stichproben signifikant voneinander unterscheiden. Die abhidngige Variable muss dabei nicht
normalverteilt, aber mindestens ordinalskaliert sein (Kruskal and Wallis, 1952). Der Mann-
Whitney-Test fiir unabhingige Stichproben ist ein nichtparametrischer Test zur Uberpriifung, ob
die zentrale Tendenz von zwei verschiedenen Stichproben unterschiedlich ist (Mann and

Whitney, 1947).


https://de.wikipedia.org/wiki/William_Kruskal
https://de.wikipedia.org/wiki/Wilson_Allen_Wallis
https://de.wikipedia.org/wiki/Mann-Whitney-U-Test
https://de.wikipedia.org/wiki/Mann-Whitney-U-Test
https://de.wikipedia.org/wiki/Parameterfreie_Statistik
https://de.wikipedia.org/wiki/Statistischer_Test
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3 Ergebnisse

Untersuchungen zur Rolle der Prohormonkonvertase PACE4 in kutanen Melanomen hatten
deren Expression mit einer erhdhten Aggressivitit des Tumors assoziiert. Um die Relevanz im
Uveamelanom zu analysieren, erfolgte die immunhistochemische Fiarbung von PACE4 in
Aderhautmelanomen. Die PACE4-Expression wurde anschliessend mit standardisierten

histologischen Kriterien und dem klinischen Verlauf der Erkrankung korreliert.

3.1 Histopathologische Befundung

Die histologische Auswertung erfolgte am Institut fiir Pathologie (Gerhard-Domagk-Institut Fiir
Pathologie) sowie am Institut fiir experimentelle Opthalmologie, UKM Miinster, unter
Anleitung eines erfahrenen Pathologen und Augenarztes. Zunédchst wurden alle enukleierten
Augen in einer HE-Farbung auf histologische Kriterien des Aderhautmelanoms hin untersucht.

Insbesondere wurden folgende Kriterien ausgewertet:

Morphologie: Spindelzell-, Epitheloidzell- oder gemischtzellige Melanome
Zellteilung: Mitosen pro 10 HPF
Anteil der nekrotischen Zellen in Prozent

Extraokulédre Beteiligung

A e

Lokalisation in Relation zum Aquator (Vorderer Augenabschnitt/Hinterer
Augenabschnitt)
6. Lokalisation im Ziliarkorper, in der Iris, oder in der Aderhaut

7. Vorhandensein einer Ziliarkorperinfiltration
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3.1.1 Morphologie: Spindelzell-, Epitheloidzell- oder
gemischtzellige Melanome

Die 34 untersuchten Uveamelanome wurden zunéchst nach deren Morphologie in der HE
Férbung als Spindelzellmelanome (S), Epitheloidzellmelanome (E) und gemischtzellige
Melanome (SE) kategorisiert. Die Definition dieser Gruppierungen ergaben sich wie folgt:
AusschlieBlich aus Spindelzellen zusammengesetzte Tumoren wurden als Spindelzellmelanome
gewertet. Als epitheloide Melanome wurden Tumoren bezeichnet, bei denen mehr als die Halfte
des Tumors aus groflen runden Zellen mit einem grofen Kern, einem prominenten eosinophilen
Nukleolus, reichlich Zytoplasma bestehen und die Verlust der Kohésion zeigen. Wenn weniger
als die Hilfte des Tumors aus Epitheloidzellen besteht, wurde der Tumor als gemischter Zelltyp
eingestuft. Wie in Abb. 10 zu sehen, waren 15% (4/34) der Uveamelanome in der Kategorie
Spindelzellmelanome, 15% (5/34) in der Kategorie und 38% (13/34) gemischtzellige

Melanome. Bei 32% der Priaparate war keine Zuordnung zu einem Zelltyp mdglich.

WSE WE WS ' ns.

32%

15%

Abb. 10: Morphologische Kategorisierung der Uveanelanome mit Angabe der Haufigkeit:
Gemischtzellige Melanome (SE), Spindelzellmelanome (S), Epitheloidzellmelanome (E), und
nicht spezifizierbare (n.s.)
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3.1.2 Mitosen pro 10 HPF

Die Mitoserate ist ein signifikanter prognostischer Faktor und korreliert mit der
Krankheitsmortalitdt (McLean et al., 1977). Hier wurde der Proliferationsmarker Ki-67 zur
Darstellung der Mitosen verwendet. Um die Mitoserate zu quantifizieren und die Relevanz der
Anzahl der Mitosen zu bestimmen, wurde die Anzahl der Mitosen pro 10 HPF ermittelt und in
Kategorien (keine Mitose, 1, 2, 3 oder >4 Mitosen) eingeteilt. Eine Mitose zeigten 10/34 (35%)
der Priparate, zwei Mitosen waren bei 3/34 (9%) der Préparate, drei Mitosen waren bei 3/34
(9%) der Praparate und mehr als 4 Mitosen waren bei 6/34 (18%) der Préparate zu finden (Abb.
11).

Mitosen-Anzahl pro HPF

Bl m2 m3 m>4 mns.

Abb. 11: Anzahl der Mitosen im Uveamelanom pro 10 HPF (nicht spezifizierbare als “‘n.s.**
bezeichnet)
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3.1.3 Nekrosen

Ein weiteres Kriterium fiir die Aggressivitit des Uveamelanoms, ist die Anzahl der nekrotischen
Zellen. Tumornekrosen sind héufiger bei groeren Tumoren und in epitheloidzelligen Arealen
der Uveamelanome zu sehen (COMS report no. 6, 1998). Die Uveamelanome wurden in der
HE-Farbung auf Nekrosen untersucht. Nekrosen wurden in 9% (3/34) der Uveamelanome

gefunden, keine Nekrosen zeigten sich in 59% (20/34) der Uveamelanome (Abb. 12).

Nekrosen

MJa ENein ®mn.s.

Abb. 12: Anzahl der Préparate mit Nekrosen (‘‘n.s.‘: nicht spezifizierbare)
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3.1.4 Extraokulire Beteiligung

Die Uveamelanome, die eine extraokuldre Beteiligung aufweisen, sind relativ selten und mit
einer schlechteren Prognose assoziiert. Das therapeutische Management ist hier schwierig
(Jeong and Sa, 2015). In Abb. 13 ist die Haufigkeit einer extraokuldren Beteiligung gezeigt.
Eine extraokuldre Beteiligung zeigten 4/34 (12%) der Prédparate und keine extraokuldre
Beteiligung zeigten 19/34 (56%) der Préparate.

Extraokulaere Beteiligung

HJa ENein ®n.s.

Abb. 13: Anteil der Uveamelanome mit oder ohne extraokuldre Beteiligung (“‘n.s.‘: nicht
spezifizierbare)
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3.1.5 Lokalisation im Verhiiltnis zum Aquator

Uveamelanome, die im forderen Augenabschnitt (Uveamelanome anterior zum Aquator oder
Ziliarkorpermelanome, oder Ziliochorhoidale Melanome) lokalisiert sind, haben eine insgesamt
ungiinstigere Prognose als Uveamelanome, die im hinteren Augenabschnitt lokalisiert sind
(Seregard and Kock, 1995) (Li et al., 2000). Eine Lokalisation im vorderen Augenabschnitt
zeigten 7/34 (21%) der Priparate und eine Lokalisation im hinteren Augenabschnitt zeigten
12/34 (35%) der Prdparate. Zudem zeigten 4/34 (12%) der Priparate eine Lokalisation des

Uveamelanoms in beiden Augenabschnitten (Abb. 14).

Aquator V/H

mYV ®mH ®mVH En.s.

Abb. 14: Lokalisation im Verhiltnis zum Aquator: V = Melanom im vorderen Augenabschnitt,
H = Melanom im hinteren Augenabschnitt, VH = Melanom in beiden Augenabschnitten, n.s =
nicht spezifizierbare
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3.1.6 Lokalisation des Primarius: Ziliarkorper-, Iris-, oder
Aderhaut

Neben der Lokalisation im Verhiltnis zum Aquator des Auges, werden unterschiedlich
aggressive Verldufe der Uveamelanoms in Abhéingigkeit von der Lokalisation an Ziliarkorper,
Iris und der Aderhaut beschrieben (Ashton, 1964) (Shields et al., 2001) (McLean et al., 1982).
Daher wurde zusitzlich analysiert, wie die Lokalisation der hier untersuchten Uveamelanome
war. In unserer Population sind 20/34 (59%) der Praparate in der Aderhaut lokalisiert, 2/34
(6%) der Priparate sind im Ziliarkorper und 1/34 (3%) der Priparate ist in der Iris lokalisiert
(Abb. 15).

Ziliarkoerper-, Iris-, oder Aderhaut
Lokalisation

mZK mAH m| mn.s.

Abb. 15: Lokalisation der Uveamelanome: Ziliarkdrper-, Iris-, oder Aderhaut (n.s.= nicht
spezifizierbare)
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3.1.7 Sekundiire Infiltration des Ziliarkorpers

Die Invasion des Ziliarkdrpers gehort zu den Parametern mit sehr schlechter prognostischer
Bedeutung. Die schlechte Prognose ist in diesem Fall auch unabhéngig von der Tumorgrof3e
(Gragoudas et al., 1988) (Schmittel et al., 2004). In unserer Population zeigten 7/34 (20%) der
Préparate eine sekundére Infiltration des Ziliarkorpers, 15/34 (44%) zeigten keine sekundére
Infiltration des Ziliarkorpers und bei 12/34 (35%) der Prdparate war das nicht spezifizierbar
(Abb. 16).

Ziliarkoerper-Infiltration

®mJa mNein mn.s.

Abb. 16: Anteil der Uveamelanome mit Ziliarkdrperinfiltration (n.s. = nicht spezifizierbare)

3.2 Qualitative Auswertung der

immunhistochemischen Farbungen von
PCSK6/PACE4

Der Hypothese folgend, dass die Auspragung der PACE4-Expression der Uvea Melanomzellen

mit der Aggressivitit des Tumors korreliert, wurden 34 Uveamelanome immunhistochemisch
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mit anti-PACE4 Antikérper gefarbt. Die Préparate wurden anschlieBend je nach

Féarbungsmuster und Farbintensitét kategorisiert.

Das Fiarbeprodukt der zytoplasmatischen PACE4-Farbungen stellt sich im Kontrollgewebe, der
Leber, rosa-braun dar (Abb. 17A+B). Als positives Kontrollgewebe wurde humanes
Lebergewebe verwendet (Abb. 17A). Als negatives Kontrollgewebe wurde Prostatagewebe
genutzt. (Abb. 17D). Auch die Isotyp-Kontrolle mit Kaninchen-IgG war negativ und wurde fiir
jedes Praparat mitgefiihrt (Abb. 17C).

Abb. 17: Exemplarische Beispiele der Kontrollfarbungen fir PACE4. A Lebergewebe als
Positivkontrolle zeigt eine homogene Firbung des Zytoplasmas angefarbt, 200fache
Vergroflerung. B 400fache Vergroferung. C Die Isotyp-IgG-Antikoperfairbung des
Lebergewebes ist negativ, 200fache VergroBBerung. D Prostatagewebe als Negativkontrolle mit
anti-PACE4 gefarbt, 200fache VergroBerung
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Farbemuster der PACE4 Firbung von Uveamelanomen: Repriasentative Uveamelanome

mit erhohter, niedriger und mitlerer PACE4-Expression:

Bei den angefdarbten Tumoren zeigten sich Unterschiede sowohl in der Expression als auch in
der Verteilung in den Tumoren. Es konnten drei Farbemuster der PACE4-Expression
identifiziert werden: Diffus (Abb. 18A), gruppiert stechende PACE4 positive Zellen (wolkig)
(Abb. 18B), sowie Féarbung von einzelnen Zellen (Abb. 18C).

T

Abb. 18: Beispiele des Farbemusters der PACE4-Expression: A. Diffuses Farbemuster B.
Wolkiges Farbemuster C. Farbung von einzelnen Zellen

3.3 Quantitative Auswertung der
immunhistochemischen Fiarbungen von PACE4
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Die Quantifizierung der PACE4-Expression erfolgte an den immunhistochemisch gefarbten
Uveamelanomen. Die Expression variierte stark. Einige Priparate zeigten ein vollstindig
negatives Gewebe, andere zeigten eine sehr starke Expression von nahezu allen Melanomzellen,
und andere Préparate zeigten eine mittlere PACE4-Expression, mit Fiarbung von einigen

Tumorbereichen (Abb. 19).

0 SRR G RAL L

Abb. 19: PACE4 Féarbung von Uveamelanomen. A-C: Priparate mit hoher PACE4-Expression,
D-F: Préparate mit negativer oder minimaler PACE4-Expression, G-I: Préparate mit mittlerer
PACE4-Expression
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Zur Quantifizierung der PACE4-Expression wurde die Software ImageJ® zur Hilfe genommen.
Zunichst wurde die Geamtfliche von 15 Gesichtsfeldern eines Melanomschnittes bestimmt.
AnschlieBend konnten nach Setzen eines Schwellenwertes die positiv gefiarbten Anteile
gemessen und in Relation zur Gesamtfliche gesetzt werden (Abb. 20). Wie in Tabelle 4 zu

sehen, variierte die PACE4-Expression deutlich.

Priparat Mittelwert Standardabweichung
1157-06(17.03.14) 0,41 0,34
1692-09(21.11.2014) 2,53 2,25
1838-03(01-14) 0,22 0,22
3835-07(19.11.14) 1,28 1,28
4074-06(01-14) 0,18 0,15
5681-02(19.03.14) 0,40 0,24
5990-05(17.03.14) 0,08 0,04
5993-04(17.03.14) 0,20 0,17
6891-03(17.03.14) 0,40 0,26
9202-07 (19.11.2014) 0,68 0,67
9493-09 (21.11.2014) 0,34 0,33
10509-02(19.03.14) 0,09 0,06
11429-94(19.03.2014) 0,02 0,02
13103-05(17.03.14) 0,13 0,12
13757-04(17.03.14) 0,18 0,16
14520-08 (21.11.2014) 0,07 0,15
15500-09 (19.03.14) 0,42 0,38
15669-02 (19.03.14) 0,08 0,06
19883-03(19.03.14) 0,12 0,08
19929-04(19.03.14) 0,06 0,07
21637-01(01-14) 0,24 0,21
22544-03(17.03.14) 0,13 0,08
24238-09 (21.11.14) 0,38 0,15
25467-08(01-14) 0,05 0,11
25540-09(19.11.2014) 1,36 0,76
26367-05(01-14) 20x 0,15 0,15
28182-06(01-14) 0,21 0,22
28312-06(01-14) 0,10 0,15
29344-07(19.11.14) 4,62 2,00
31211-09 (21.11.2014) 0,15 0,21
36167-03(19.03.14) 0,07 0,04
39344-03 (19.03.14) 0,13 0,10
41649-01(17.03.14) 0,68 0,28
41782-02(01-14) 0,06 0,12

Tabelle 4: Quantifizierung der PACE4-Expression
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PACE4-Expression
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3.4 Korrelation der PACE4-Expression mit
histopathologischen Charakteristika der
Uveamelanome

3.4.1 Korrelation mit Morphologie (Spindelzellmelanome,
Epitheloidzell- oder gemischtzellige Melanome)

Da die Morphologie der Uveamelanome mit dem klinischen Verlauf korreliert, wurde

untersucht, ob die PACE4-Expression mit dem morphologischen Muster korreliert.

Die 3 Gruppen (Epitheloidzellige Uveamelanome= E, Spindelzellige Uveamelanome= S,
Gemischtzellige Uveamelanome= ES) werden in der o.g. Grafik demonstriert und im Verlauf
statistisch analysiert. Die Analyse mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests ergab einen p-Wert von
0,6596, welches darauf hinweist, dass zwischen spindel-, epitheloid- oder gemischtzellige
Melanome kein statistisch signifikanter Unterschied in der PACE4-Expression besteht (Abb.
21). Priparate, die keiner der Zellmorphologien zugeordnet werden konnten, wurden nicht

analysiert.

Korrelation mit Morphologie
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Abb. 21: Korrelation der PACE4-Expression mit Zellenmorphologie: (Epitheloidzellige
Uveamelanome= E, Spindelzellige Uveamelanome= S, Gemischtzellige Uveamelanome= ES)
(p=0,6596)
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3.4.2 Korrelation mit Mitosen pro 10 HPF

Da die erhohte mitotische Aktivitit (Mitosennummer pro HPF) eine negative prognostische

Bedeutung hat, wurde untersucht, ob PACE4 mit den Mitosen per 10 HPF korreliert.

In Abb. 22 wurde die mitotische Aktivitit (Mitosennummer pro 10 HPF) mit der PACE4-
Expression korreliert. Die Priparate wurden in 4 Gruppen unterteilt (1 Mitose pro 10 HPF, 2
Mitosen pro 10 HPF, 3 Mitosen pro 10 HPF und mehr als 4 Mitosen pro 10 HPF). Der p-Wert
zeigte sich hier bei 0,7432, welches darauf hinweist, dass zwischen den 4 Gruppen mit
unterschiedlichen Mitoseraten kein statistisch signifikanter Unterschied in der PACE4-

Expression besteht.

Korrelation mit Mitosen

PACE-4 Expression (% Area)
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Abb. 22: Korrelation mit Mitosen pro 10 HPF (p=0,7432)
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3.4.3 Korrelation mit Nekrosen

Hier wird die PACE4-Expression mit dem Vorhandensein von Nekrosen korreliert. Die
Pridparate wurden in Uvealome mit Nekorse oder ohne Nekrose unterteilt. Die 2 Gruppen
wurden in der o.g. Grafik demonstriert und im Verlauf statistisch analysiert (Mann-Whitney-
Test). Der p-Wert zeigte sich hier bei 0,3546, welches darauf hinweist, dass zwischen den
Gruppen die Nekrosen und den Gruppen, die keine Nekrosen aufweisen, kein statistisch

signifikanter Unterschied in der PACE4-Expression besteht (Abb. 23).
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Abb. 23: Korrelation der PACE4-Expression mit Nekrosen (p= 0,3546)
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3.4.4 Korrelation mit Extraokuliarer Beteiligung

Da Uveamelanome, die eine extraokulédre Beteiligung aufweisen, eine schlechtere Prognose mit
niedriger Uberlebensrate im Vergleich zur Uveamelanomen ohne extraokulire Beteiligung
zeigen, wurde untersucht, ob PACE4 mit diesem Parameter korreliert.

Die 2 Gruppen werden in der u.g. Grafik demonstriert und im Verlauf statistisch analysiert
(Mann-Whittney-Test). Der p-Wert zeigte sich hier bei 0,9683, welches darauf hinweist, dass
zwischen den Gruppen die eine extraokuldre Beteiligung und den Gruppen die keine
extraokuldre Beteiligung aufweisen, kein statistisch signifikanter Unterschied in der PACE4-

Expression besteht (Abb. 24).
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Abb. 24: Korrelation der PACE4-Expression mit extraokuldrer Beteiligung (p= 0,968)
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3.4.5 Korrelation mit Lokalisation in Referenz zum Aquator
(Vorderer/Hinterer Augenabschnitt)

Da die Lokalisation der Uveamelanome im vorderen Augenabschnitt mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist, wurde untersucht, ob PACE4 mit diesem Parameter korreliert.

Die Préparate wurden in 3 Gruppen unterteilt: Lokalisation im vorderen Augenabschnitt,
Lokalisation im hinteren Augenabschnitt und Lokalisation im Aquator. Die 3 Gruppen werden
in der u.g. Grafik demonstriert und im Verlauf statistisch analysiert (Kruskal-Wallis-Test). Der
p-Wert zeigte sich hier bei 0,0693, welches darauf hinweist, dass zwischen den 3 Gruppen, kein

statistisch signifikanter Unterschied in der PACE4-Expression besteht (Abb. 25).

Korrelation mit Lokalisation im Vergleich zum Aquator

PACE-4 Expression (% Area)

Vordere/Hintere Augenteil

Abb. 25: Korrelation mit Lokalisation im Referenz zum Aquator (Vorderer/Hinterer
Augenabschnitt) (p= 0,0693)
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3.4.6 Korrelation mit Lokalisation: Ziliarkorper-, Iris-, oder
Aderhaut

Da die Tumorlokalisation eine prognostische Bedeutung hat (Irismelanome haben insgesamt die
giinstigste Prognose, Ziliarkdrpermelanome haben die schlechteste Prognose), wurde

untersucht, ob PACE4 mit diesem Parameter korreliert.

Wie in Abb. 26 zu sehen, sind die meisten untersuchten Tumoren in der Aderhaut lokalisiert.
Die PACE4-Expression bei diesen Tumoren zeigt eine grofle Variabilitit. Nur 3 Tumoren hatten
eine primire Lokalisation im Ziliarkérper und nur 1 Melanom war in der Iris lokalisiert.
Aufgrund der niedrigen Zahl war keine statistische Analyse moglich. Die uncharakterisierte
Population der Uveamelanome beziiglich der Lokalisation wurde in der Grafik zunichst nicht

beriicksichtigt.

Korrelation mit Lokalisation: Ziliarkoérper-, Iris-, oder Aderhaut
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Abb. 26: Korrelation mit Lokalisation: Ziliarkorper-, Iris-, oder Aderhaut: Die
Tumorlokalisation wurde mit der PACE4-Expression korreliert (AH= Aderhaut,
ZK=Ziliarkorper)
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3.4.7 Korrelation mit Ziliarkorperinfiltration

Die Involvierung des Ziliarkdrpers wurde in mehreren Arbeiten als negativer prognostischer
Faktor bewertet (Singh et al., 2001), daher wurde untersucht ob die PACE4-Expression mit

diesem Parameter korreliert.

Die Pridparate wurden in 2 Gruppen geteilt: Uveamelanome die eine Ziliarkdrperbeteiligung
aufweisen, und Uveamelanome die keine Ziliarkorperbeteiligung aufweisen. Der p-Wert zeigte
sich hier bei 0,3316, welches darauf hinweist, dass zwischen den Gruppen die eine Ziliarkorper-
Beteiligung und den Gruppen die keine Ziliarkérper-Beteiligung aufweisen, kein statistisch

signifikanter Unterschied in der PACE4-Expression besteht (Abb. 27).
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Abb. 27: Korrelation mit Ziliarkérperinfiltration (p= 0,3316)
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3.4.8 Korrelation mit Metastasierung
In diesem Abschnitt wird die Korrelation zwischen der PACE4-Expression und der

Metastasierung bei den untersuchten Uveamelanomen untersucht.

Zur Datenrhebung wurden die digitale sowie die Papierform vorliegende Patientenakte der
Augenklinik des UKM als Quellen genutzt. Dafiir wurde die aktuelle Version der Deklaration

von Helsinki zum Daten- und Patientenschutz beachtet.

In der statistischen Analyse zeigte sich keine Korrelation von Metastasierung zur Expression

von PACE4 (p=0,6385) (Abb. 28).
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Abb. 28: Korrelation mit Metastasierung (p= 0,6385)
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war zu iiberpriifen, ob die Expression der Prohomonkonvertase PACE4

mit der Aggressivitit von Uveamelanomen in Zusammenhang steht.

Dafiir wurde eine Population von 34 Uveamelanomen von Patienten, die zwischen 1994 und
2009 in der Klinik fiir Augenheilkunde am Universititsklinikum Miinster behandelt wurden,
untersucht. Die Priparate wurden zunidchst auf histopathologische Charakteristika wie
Morphologie, Mitosen pro 10 HPF, Nekrosen, extraokuldre Beteiligung, Lokalisation im
Referenz zum Aquator, Lokalisation im Ziliarkorper, Iris, oder Aderhaut und Ziliarkdrper-
Infiltration untersucht. Diese Charakteristika dienen laut mehreren Arbeiten als Aggressivitats-
und Prognose-Marker der Uveamelanome (Rashid and Grossniklaus, 2014).

Um die prognostische Bedeutung der PACE4-Expression in Uveamelanomen zu bewerten,
erfolgte die Korrelation der Expression mit den histopatholologischen Tumor-Charakteristika.
Zunéchst wurde die Korrelation zwischen der PACE4-Expression und der Zellmorphologie
untersucht. Die Zellmorphologie hat eine prognostische Wichtigkeit (Gill and Char, 2012), und
zwar sind spindelzellige Tumoren mit einer besseren Prognose assoziiert, wihrend
epitheloidzellige Tumoren mit einer eher schlechteren Prognose assoziiert sind (McLean et al.,
1983). In unserer Population der histologisch definierten Prdparate sind die meisten
Uveamelanome als gemischtzellige Form charakterisiert. Dies entspricht der bisherigen
Kenntnissen der Literatur (Adams et al., 1988). Es konnte jedoch keine Korrelation der
Morphologie mit der PACE4-Expression gesehen werden. Im Hinblick auf die Mitosenrate,
welche als negativer Marker fiir den klinischen Verlauf sowie fiir die tumorbedingte Mortalitét
dienen kann (Mooy et al., 1995), konnte die Aussage getroffen werden, dass zwischen den 4
Gruppen mit unterschiedlichen Mitosenraten kein statistisch signifikanter Unterschied der
PACE4-Expression vorhanden ist. Beziiglich des Vorhandenseins von Nekrosen konnte
ebenfalls keine Korrelation mit der PACE4-Expression gesehen werden. Hier muss jedoch
angemerkt werden, dass die prognostische Bedeutung von Nekrosen in mehreren Arbeiten nicht
als sicherer prognostischer Marker zu werten war (Moshari et al., 2001) (de la Cruz et al.,
1990). Die extraokuldren Beteiligung, die als negativer prognostischer Marker anzusehen ist
(Pach et al., 1986), korreliert laut unserer Ergebnissen auch nicht mit der PACE4-Expression.
AnschlieBend erfolgte die Korrelation der PACE4-Expression mit der Tumorlokalisation und
insbesondere zunichst mit der Lokalisation im Verhiltnis zum Aquator und danach mit der
Lokalisation im Ziliarkorper, Iris, oder Aderhaut. Beziiglich der Lokalisation im Vergleich zum
Aquator, zeigte sich zwischen den 3 Lokalisationsgruppen (vordere Augenabschnitt, hintere

Augenabschnitt und Lokalisation am Aquator) keine Korrelation mit der PACE4-Expression.
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Eine statistische Korrelation der PACE4-Expression zur Lokalisation an Aderhaut, Ziliarkorper
und Iris war leider wegen der geringen auswertbaren Praparate nicht moglich. Grundséatzlich
befindet sich die groBe Mehrheit der Uveamelanome in der Aderhaut, und nur wenige Tumoren
sind in der Iris oder im Ziliarkdrper lokalisiert (Griewank and Murali, 2013). Das entsprach
auch unserer Population. Hier fanden sich bei 23 charakterisierten Uveamelanomen 20 an der
Aderhaut, 2 am Ziliarkérper und 1 Uveamelanom an der Iris. Eine Korrelation der PACE4-
Expression mit der Invasion des Ziliarkorpers konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. Die
Beteiligung des Ziliarkdrpers, sowohl als primire Tumorlokalisation als auch als sekundér-
bedingte Beteiligung durch eine Ziliarkérperinvasion von Aderhautmelanomen hat eine sehr
negative prognostische Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf (Gragoudas et al., 1986). Somit
scheint die PACE4-Expression auch hinsichtlich dieses Aspekts keine prognostische Relevanz
zu haben. Letztlich erfolgte die Korrelation der PACE4-Expression mit dem klinischen Verlauf
der Patienten, und insbesondere mit der Entwicklung von Metastasierung. Hier konnte kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression und der Tumorprogression
gesehen werden, welche mit den Befunden aus der der Korrelation von PACE4-Expression und
histologischen Charakteristika vereinbar war.

Insgesamt ergibt die Korrelation der PACE4-Expression mit histopathologischen Parametern
oder klinischem Verlauf keine signifikante prognostische Bedeutung der PACE4-Expression fiir
die Uveamelanome. Somit konnte die Beobachtung iiber die Korrelation der PACE4-Expression
mit der Aggressivitit von kutanen Melanomen in dieser Untersuchung nicht fiir die
Uveamelanome gezeigt werden. Es sind einige Einschrankungen der Studie bei der Auswertung
der Daten zu beriicksichtigen. Der Anzahl der Priparate mit n=34 war limitiert. Eine
vollstdndige Analyse aller histologischen Kriterien war nicht fiir alle Praparate moglich und
aufgrund des retrospektiven Charakters der Studie waren nicht alle Krankheitsverldufe
vollstandig dokumentiert. Letztlich wurden die Patienten im Durchschmitt laut der vorhandenen
Dokumentation iiber 10,8 Jahren nachverfolgt, so dass mdglicherweise einzelne Verldufe bei

spéter Metastasierung nicht korrekt abgebildet wurden.

Um die fehlende Relevanz der PACE4-Expression fiir die Uveamelanome im Gegensatz zu den
kutanen Melanomen zu verstehen, wire interessant die pathogenetische und klinische

Ahnlichkeiten und Unterschiede der beiden Gruppen zu analysieren.

Obwohl es einige pathophysiologische Gemeinsamkeiten beim kutanen Melanom und
Uveamelanom gibt, iiberwiegen die Unterschiede. Beide Entitdten gehen von Melanozyten der
Neuralleiste aus, die in der Embryonalentwicklung in die Epidermis oder in das Auge migrieren

(van den Bosch et al., 2010). Klinische Beobachtungen haben Hinweise darauf gegeben, daf} es
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einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von atypischen Névi und von Uveamelanomen
geben konnte (van Hees et al., 1998) (McCarthy et al., 1993). Ein wichtiger Hinweis fiir eine
Assoziation von kutanen Melanomen und Uveamelanomen ist beim atypischen-Navus-Syndrom
zu finden. Hierbei handelt es sich um familidire Syndrome, die mit dem Auftreten von
zahlreichen atypischen Nivi einhergehen und ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von
kutanen Melanomen haben (Hurst et al., 2003). Einzelne Félle mit primiren okuldren
Melanomen und mit primiren kutanen Melanomen ohne atypischen-Navi-Syndrome sind
ebenfalls beschrieben worden. Augsburger et al. und Gilbert et al. haben 2 Patienten
dokumentiert, die ca. 10 Jahre nach dem Auftreten von einem kutanen Melanom, zuséitzlich
auch ein okuldres Melanom entwickelt haben (Augsburger et al., 1980) (Gilbert et al., 1987). Es
muss jedoch angemerkt werden, dass es sich meistens um Einzelfélle handelt. Statistisch konnte
bislang kein klarer Zusammenhang zum Auftreten von Uveamelanom und kutanem Melanom

gezeigt werden.

Beziiglich der genetischen Préadisposition einen Tumor zu entwickeln gibt es Hinweise auf
Unterschiede zwischen Uvea- und kutanen Melanomen. Genetische Mutationen im MC1R-Gen
(Melanocortin-1 receptor), welches in der Regulation der Eumelanin-Produktion involviert ist,
sind mit Hauttyp I und II assoziert und mit einer Anfalligkeit fiir kutane Melanome beteiligt
(Box et al., 1997) (Friandberg et al., 1998). Im Gegensatz zu einigen Patienten mit kutanen
Melanomen, zeigen Patienten mit okuldren Melanomen keine spezifische genetische Varianten
von MCIR, obwohl doch eine signifikante Inzidenz von heller Augenfarbe dokumentiert
werden konnte (Singh et al., 1995). Aktivierende BRAF-Mutationen, die bei ca. 66% der
Patienten mit kutanen Melanomen detektiert werden kdnnen (Davies et al., 2002), scheinen bei
den okuldren Melanomen keine Bedeutung zu haben (Cruz et al., 2003). Das gleiche wird fiir
die NRAS-Mutationen beobachtet (Cruz et al., 2003). Zu den hiufigen somatischen Mutationen
in humanen kutanen Melanomen gehoren letzlich Mutationen von ras Genen (Ball et al., 1994)
(Krauthammer et al., 2015). Entsprechende Studien haben jedoch keinen Zusammenhang
zwischen humanen okuldren Melanomen und ras-Mutationen gezeigt (Soparker et al., 1993).
Bei den Uveamelanomen sind sehr hdaufig Mutationen entweder im GNAQ oder im GNA11 Gen
zu finden, die wiederum nicht in kutanen Melanomen nachgewiesen werden. Die Aktivierung
des Gag-Gall Signalwegs stellt einen Hauptweg fiir die Entwicklung des Uveamelanoms dar,

jedoch nicht fiir die Entwicklung von kutanen Melanomen (Van Raamsdonk et al., 2010).

Unterschiede zwischen beiden Tumoren kdnnen auch auf der Karyotyp-Ebene gesehen werden.
Die auffilligste Chromosomanomalie der Uveamelanome ist der vollstdndige oder teilweise

Verlust von Chromosom 3. Andere haufige genetische Anomalien der Uvealmelanome stellen
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den Verlust von 1p, 6q, 8 und 9p sowie der Gewinn von 1q, 6p und 8q dar (Coupland et al.,
2013). Diese sind bei kutanen Melanomen nicht zu finden. Demgegentiber sind bei den kutanen
Melanomen Anomalien in den Chromosomen 1, 6, 7, 9 und 10 zu sehen (Chin et al., 1998).
Strukturelle Umlagerungen vom Chromosom 1 sind besonders hiufig und beziehen sich auf
Translokationen, Duplikationen und Deletionen, welche zum Verlust von 1p fithren kénnen. Die
meisten bekannten Chromosom-6 Anomalien betreffen den Verlust von 6q und den Gewinn von
6p. Die ebenfalls hiufig beschriecbene Chromosomanomalien +7 und -10 sind mit

Tumorprogression assoziiert (Hoglund et al., 2004).

Unterschiede zwischen den beiden Tumoren kdnnen auch auf der Ebene der Epigenetik gesehen
werden. Eine wichtige epigenetische Modifizierung stellt die Gen-Methylierung oder
Demethylierung, die zur Regulation der Gen-Transkription und somit zur Aktivierung oder
Deaktivierung der entsprechenden Genen fiihren kann, dar (Chuang and Jones, 2007). Bei den
kutanen Melanomen sind folgende Gene haufig hypermethyliert: RASSF1A, APC, PYCARD,
RARB, MGMT, DAPK, 3-OST-2, HOXB13, SYK, TIMP3A, CDKN2A, FHIT, SOCSI,
SOCS2 und PTEN (van den Bosch et al., 2010). Bei den Uveamelanomen konnten in 33% der
Félle eine Methylierung von CDKN2A festgestellt werden (Merbs and Sidransky, 1999).
Ebenso erscheint RASSF1 in 13% -70% der Uveamelanome (Maat et al., 2007) und hTERT in

bis zu 52% der Uveamelanome (Moulin et al., 2008) methyliert zu sein.

Zusitzlich sind einige miRNAs (microRNAs) als mogliche epigenetische Regulatoren in der
Tumorgenese und/oder Metastasierung von Uveamelanomen beteiligt, wie let-7b, miR18a,
miR-199a, miR495, miR549 und mehr (Worley et al., 2008) (Radhakrishnan et al., 2009). Das
Vorhandensein von unterschiedlichen miRNAs kann zur Charakterisierung des
Metastasierungsrisiko als niedrig oder hoch dienen (Worley et al., 2008) (Radhakrishnan et al.,
2009). Bei den kutanen Melanomen wurden ebenfalls viele verschiedene miRNAs identifiziert,
jedoch andere als bei den Uvealmelanomen (zum Beispiel miR-137, miR-182, miR-221, miR-
222 und verschiedene Subtypen der let-7-Familie) (Bemis et al., 2008) (Segura et al., 2009)
(Felicetti et al., 2008) (Johnson et al., 2005). Deren genaue Rolle in der Tumorentwicklung

und/oder Metastasierung wird aktuell weiterhin erforscht.

Es gibt zusétzlich signifikante epidemiologische Unterschiede zwischen kutanen Melanomen
und okuldren Melanomen. Obwohl es in den letzten Jahren zu einer Inzidenz-Steigerung des
kutanen Melanoms weltweit gekommen ist, ist die H&ufigkeit des okuldren Melanoms
unverdndert geblieben, was moglicherweise auf einen grofleren Einfluss der UV-Exposition bei
der Entwicklung der kutanen Melanomen als bei der Entwicklung der okuldren Melanomen

zurlickzufithren ist (Dolin et al., 1994). Patienten, bei denen ein kutanes Melanom bereits
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diagnostiziert wurde, haben ein 10-fach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines zweiten
Melanoms, sie haben allerdings kein zusidtzliches Risiko fiir die Entwicklung eines

Uveamelanoms (Shors et al., 2002).

Unterschiede zwischen Uveamelanom und kutanem Melanom sind zusétzlich im
Metastasierungsprofil zu beobachten. Die Metastasierung der kutanen Melanome ist in der
Regel sowohl hdmatogen als auch lymphogen. Zudem kann eine Metastasierung auch durch
lokale Invasion erfolgen (van den Bosch et al., 2010). Die kutanen Melanome metastasieren
haufiger in die Haut (13% -38%), in die distalen Lymphknoten (5% -34%), in weitere subkutane
Lokalisationen (32%), in die Lunge (18% -36%), die Leber (14% -20%), in ZNS (2% -20%),
und/oder die Knochen (4% -17%) (Leiter et al., 2004). Bei den Uveamelanomen ist die
Metastasierung fast ausschlieBlich hdmatogen und betrifft hauptsidchlich die Leber (90%)
(Bedikian et al., 1995). Der Grund, weshalb Uveamelanomen echer keine lymphogene
Metastasierung aufweisen, kann auf die Abwesenheit von drainierenden LymphgefdBlen am
Auge zuriickgefiihrt werden. Es ist jedoch noch nicht bekannt, warum die Leber vor allem von

Metastasen betroffen ist (Landreville et al., 2008).

Wie hier gezeigt wurde, gibt es wesentliche Unterschiede zwischen Uveamelanomen und
kutanen Melanomen. Es wird weiterhin diskutiert, ob es sich um die gleiche Krankheit oder um
zweil Varianten der gleichen Entitdt handelt, und in wie fern diese Varianten unterschiedlich
sind. Auf dem Boden dieses Aspektes wire eventuell auch der Unterschied beziiglich der Rolle
von PACE4 bei diesen Tumoren zu erkldren. Laut ersten Daten aus unserer Arbeitsgrupppe
(Bohm et al, eingereicht) scheint die Proproteinkonvertase PACE4 eine wichtige Rolle in
Onkogenese, Tumorwachstum, Aggressivitit und Metastasierung des kutanen malignen
Melanoms zu spielen. Die Tatsache, dass keine signifikante Korrelation der PACE4-Expression
mit der Tumoraggressivitét bei Uveamelanomen besteht, wire eventuell darauf zuriickzufiihren,
dass die Atiopathogenese und Molekularbiologie dieser Tumoren nicht identisch, sondern in

vielen Ebenen sogar sehr unterschiedlich sein kann.

Trotz zunehmender Hinweise, dass die Prohormonkonvertase inklusive PACE4 eine Rolle im
Tumorprogress verschiedener Tumoren zeigen, gilt dieses aber nicht fiir alle Tumorentitédten.
(Bassi et al., 2005b). Mehrere entsprechende Daten sind diesbeziiglich in der Literatur zu
finden. Es wurde zum Beispiel bereits gezeigt, dass die Expression von Furin mit der
Onkogenese von diversen Tumoren, wie zum Beispiel von epithelialen Tumoren der Kopf-Hals-
Region, assoziiert ist, und dass die Furin-Hemmung zur Tumorsuppression in diesen Féllen
fiihren kann (Bassi et al., 2001a) (Bassi et al., 2001b) (Mercapide et al., 2002). Declercq et al.

haben jedoch gezeigt, dass der Effekt von Furin bei der Inaktivierung der Tumorentwicklung
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vom Typ des Tumors abhingt. Sie haben demonstriert, dass die Furin-Hemmung in einem
Mausmodell fiir das hepatozellulire Karzinom zur Entstehung von signifikant groBeren
Tumoren aufgrund einer vermehrter Hepatozytenproliferation gefiihrt hat (Declercq et al.,
2015). Daher wire die Furin-Hemmung keine gute therapeutische Strategie fiir das

hepatozelulldre Karzinom und kénnte sogar die Tumorbildung fordern.

Entsprechende Daten sind iiber PACE4 und Ovarialtumoren publiziert. In der Arbeit von Fu et
al. wurde gezeigt, dass die PACE4-Expression in Ovarialkarzinomzellen im Vergleich zu
normalen Ovarialepithelzellen deutlich reduziert ist. Im Gegensatz zu Arbeiten in denen die
Uberexpression von Proproteinkonvertasen, inklusiv PACE4, mit Tumoraggressivitit assoziiert
war (Hubbard et al., 1997) (Bassi et al., 2000), zeigte sich hier eine sehr niedrige PACE4-
Expression sowohl in primédren- als auch in etablierten Ovarialkarzinomzellen im Vergleich zu
normalen menschlichen Ovarianepithelzellen (Fu et al., 2003). Ahnliche Daten konnten bei der
Arbeit von Matei et al. gesehen werden, die das Genexpressionsmuster in normalen ovariellen
Epithelzellen und Ovarialkarzinomzellen verglichen haben. Hier wurde gezeigt, dass PACE4
Transkripte deutlich hoher in normalen Ovarien als in Ovarialkarzinomen exprimiert wurden
(Matei et al., 2002). Somit wird die Hypothese unterstiitzt, dass auch eine Reduktion der PC-

Expression an der Tumorentwicklung beteiligt sein kann.

Ahnliche Beobachtungen sind auch fiir andere Proproteinkonvertasen gesehen worden. Die
genaue Rolle von Proproteinkovertase PC5/6 in der Tumorgenese/Metastasierung ist bislang
noch nicht vollstindig untersucht. Es konnte, zum Beispiel, keine signifikante PC5/6-
Expression weder im normalen Brustgewebe oder im Mammakarzinom gesehen werden (Cheng
et al., 1997). Sun et al. haben zudem die Rolle von PC5/6 bei intestinalen Tumoren mittels
Knock-out Maéuse untersucht. Sie haben gezeigt, dass Proproteinkovertasen die
Tumorentstehung fordern (Khatib et al., 2002). Die PC5/6-Expression wurde bei intestinalen
Tumoren im Vergleich zum normalen intestinalen Gewebe eher herunterreguliert. PC5/6-
defiziente Méause zeigten zudem eine erhohte Tumorgenese-Neigung beziiglich duodenaler
Tumoren (Sun et al., 2009). In diesem Fall ist die Expression von PC5/6 nicht als negativer
sondern eher als positiver prognostischer Faktor bei den intestinalen Tumoren zu werten. In
unserem Fall muss betont werden, dass die PACE4-Expression bei den untersuchten
Uveamelanomen keine Aussage iiber die prognostische Relevanz zuldit. PACE4-positive
Uveamelanome hatten keine bessere Prognose als Uveamelanome, die eine niedrige PACE4-

Expression aufwiesen.

Hinweise iiber eine unterschiedliche Verteilung von PC2 und PC3 je nach Tumortyp sind auch

bekannt. Scopsi et al. zeigten Daten iiber eine fehlende Expression von PC2 und PC3 bei
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diversen Geweben, wie zum Beispiel bei Schilddriisen-Follikelzellen, Nebenschilddriisen,
Nebennieren, Hoden, und bei einer Anzahl von nicht-neuroendokrinen Gewebe, sowohl normal
als auch tumords. PC2 und PC3 wurden nur bei neuroendokrinen Zellen und Tumoren wie zum
Beispiel bei Phdochromozytomen, Paragangliomen, gastrointestinalen und bronchialen
Karzinoiden exprimiert, so dass die beiden Enzyme als hochempfindliche Marker fiir

neuroendokrine Differenzierung gesehen werden kdnnen (Scopsi et al., 1995).

Die oben genannten Daten lassen darauf hinweisen, dass die Expression aber auch die
prognostische Bedeutung von diversen Mitgliedern der Proproteinkonvertasen-Familie
unterschiedlich je nach Tumortyp ist. Beziiglich der PACE4-Expression in unserem Fall, scheint
diese bei den Uveamelanomen ebenfalls nicht homogen zu sein: Die Expression ist
unterschiedlich bei jedem Melanom, zum Teil mit groBen Schwankungen zwischen den
Priparaten. Zudem scheint auch bei den Priaparaten in denen eine deutliche PACE4-Expression
nachgewiesen werden konnte, keine signifikante prognostische Relevanz vorhanden zu sein, so
dass eine Bedeutung der Prohomronkonvertase PACE4 als prognostischer Marker nicht
gefunden werden konnte. Welche biologische Relevanz PACE4 fiir das Uveamelanom hat, ist in

weiterfiihrenden Studien zu untersuchen.
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