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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das malignhe Melanom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das maligne Melanom gehdrt heute bereits, im Gegensatz zu friheren Jahrzehnten, zu den
10 haufigsten soliden Tumoren (Garbe and Blum, 2001). In Deutschland stieg die Zahl der
Neuerkrankungen seit 2004 auf ca. 13000 pro Jahr, mit einer jahrlichen Mortalitat von etwa
2600 Patienten. Dabei ist, wie auch in anderen Landern Europas, die Tendenz erkennbar,
dass trotz steigender Inzidenz seit den 1990er Jahren eine Stagnation bzw. Stabilisierung
der Mortalitdtszahlen besteht (Stang et al., 2001).

Garbe (Garbe und Lasithiotakis, 2006 Epidemiologie des Melanoms der Haut S. 50 ff.) zeigt
den Anstieg der Inzidenzraten fir Deutschland anhand von Daten der Dachdokumentation
Krebs des Robert Koch Instituts in Berlin. Demnach stieg die Zahl der Neuerkrankungen in
Deutschland im Zeitraum von 1970 bis 2000 von 3 auf 12 Falle je 100.000 Einwohner pro
Jahr. Das entspricht einer Vervierfachung der Inzidenz und einer jahrlichen Steigerung von
13 %. Die héchsten Inzidenzraten mit bis zu 60 Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner pro
Jahr werden in Australien und Neuseeland registriert (Marrett et al., 2001). Das Melanom
gehort dort zu den haufigsten Tumoren und zeigt, dass weiterhin von einem drastischen
Anstieg der Neuerkrankungen in der gesamten hellhdautigen Bevolkerungsgruppe
ausgegangen werden muss.

Wahrend das mediane Alter bei Erstdiagnose bei Frauen und Mannern (55 bzw. 57 Jahre),
sowie die Verteilung der Erkrankung auf die Geschlechter nicht wesentlich variieren (Garbe
et al., 1995b), liegt ein deutlicher Unterschied in der Lokalisation der Tumore vor. Melanome
finden sich bei Mannern meist am Stamm, bei Frauen an den unteren Extremitéten (Garbe et
al., 1995a)

Von den unterschiedenen Klinisch-histologischen Subtypen hat das superfiziell spreitende
Melanom mit 56 % der Falle den hdchsten Anteil, gefolgt vom nodularen Melanom mit 20 %.
Lentigo-malignes und akrolentigonéses Melanom weisen dagegen mit 9 bzw. 4 % geringere
Werte auf (Garbe et al., 1995b).

Durch Verbesserung der Friherkennung, und sicherlich auch bedingt durch eine hodhere
Sensibilisierung der Bevolkerung fir die Problematik, weisen Neuerkrankungen meist eine
relativ geringe Tumordicke auf. Das 10 Jahres Uberleben fiir Patienten mit diinnen Tumoren
ist sehr gut und liegt bei rund 97 % (Balch et al., 2009a). In Deutschland sank die mediane
Tumordicke seit den 80er Jahren von 1,3 auf 0,8 mm und stagniert seit Ende der 19990er

Jahre auf diesem Niveau (Garbe et al., 2000).
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Die Atiologie des Melanoms ist nicht vollstandig geklart. Man geht davon aus, dass
genetischen Faktoren, Umwelteinflissen und das Immunsystem zu Entstehung und Verlauf
der Erkrankung beitragen. Etwa 5 bis 12 % der Melanome treten als familiare Melanome auf
(Goldstein and Tucker, 2001) und werden autosomal dominant vererbt (Greene et al., 1983).
Als so genannte Melanomsuszepitilitatsgene werden dabei hauptsachlich das
Tumorsuppressorgen CDKN2A (auf Chromosom 9p21) (Kamb et al.,, 1994), sowie das
Onkogen CDK4 auf Chromosom 12913 (Wolfel et al., 1995) beschrieben.
Keimbahnmutationen dieser Gene wurden in betroffenen Familien gehauft nachgewiesen.
Charakteristische Alterationen in Signaltransduktionswegen, denen durch konstitutive
Aktivierung bei Entstehung und Progression des malignen Melanoms eine zentrale Funktion
zukommt, sind seit langerem im Fokus der Forschung. Prominentestes Beispiel daflr ist die
Aktivierung des MAPK-Signalweges durch somatische Mutationen des B-RAF-Gens. Durch
Zielgerichtete Therapieansatze (Flaherty et al., 2010) erhofft man zukulnftig
Behandlungserfolge auch flr weit fortgeschrittene systemische Stadien der Erkrankung.
Unbestritten, allerdings in den molekularen Mechanismen noch nicht vollstandig erforscht, ist
der Beitrag von UVA- und UVB-Strahlen bei der Entstehung von Melanomen (Gandini et al.,
2011)

Insbesondere gilt Gbermafige Exposition von Sonnenlicht als einer der Hauptrisikofaktoren
fur die Erkrankung. Es besteht ein Zusammenhang zwischen Sonnenexposition und
Melanomentstehung, sowie zwischen Pigmentierung der Haut und Empfindlichkeit
gegenuber Sonnenlicht. Die Inzidenz fur Melanome in der hellhdutigen Bevolkerung steigt
mit Nahe des Wohnorts zum Aquator und der damit verbundenen héheren Sonnenstrahlung.
Melanome werden zunehmend an Stellen der Haut diagnostiziert, die durch das veranderte
Freizeitverhalten (Sonnenbaden) verstarkt der Sonneneinstrahlung ausgesetzt wurden. Die
Exposition mit Sonnenlicht induziert zudem verstarkt benigne melanozytdre Navi als

potentielle Vorlauferlasionen des Melanoms (Tucker and Goldstein, 2003).

1.1.2 Diagnostik

Werden Melanome frihzeitig diagnostiziert und in einem Stadium exzidiert, in dem der
Tumor die Epidermis noch nicht durchwandert hat, besteht flir den Patienten nur ein
geringes Risiko der Metastasierung. Neben dem Klinischen Vorgehen zur Friiherkennung
Uber regelmafige Kontrollen von auftretenden Hautverdnderungen und vorhandener Navi
(ABCD-Regel) (Friedman et al.,, 1985), wird durch die nicht invasive unterstiitzende
Dermatoskopie (Auflichtmikroskopie), eine um 35% hohere Sicherheit bei der
Unterscheidung benigner und maligner Lasionen erzielt (Kittler et al., 2002) und somit

unnétige Exzissionen zunehmend vermieden.
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Die Einteilung des Tumorstadiums (Staging) erfolgt gemaf der TNM-Klassifikation der AJCC

(American Joint Committee on Cancer) (Tabelle 1)

Tabelle 1: TNM - Klassifikation des malignen Melanoms (nach AJCC 2009)

T - Primartumor

Tis  Primartumor nicht bestimmbar

T1 <1,00mm a) ohne Ulzeration und Mitose < 1 mm? b) mit Ulzeration oder Mitose 2 1 mm?
T2 1,01-2,00 mm a) mit Ulzeration b) ohne Ulzeration

T3 2,01-4,00mm a) mit Ulzeration b) ohne Ulzeration

T4 >4 mm a) mit Ulzeration b) ohne Ulzeration

N- Regionére Lymphknoten

NO  kein Anzeichen fir regionédre Lymphknotenmetastasen

N1 1 regiondrer Lymphknoten betroffen a) Mikrometastase b) Makrometastase
N2 2 - 3regiondre Lymphknoten betroffen

N3 4 oder mehr regiondre Lymphknoten betroffen

M - Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen nachweisbar

Mla Fernmetastasen auf der Haut oder in Lymphknoten
M1b Lungenmetastasen

M1c Alle tibrigen Manifestationen

Beim Melanom werden in der Tumorentwicklung zwei Wachstumsphasen unterschieden,
Radiares- und Tiefenwachstum (Clark et al., 1969). In der radidaren Phase findet eine
horizontale Ausbreitung der Tumorzellen in der Basalschicht der Epidermis statt. Erst
wahrend der zweiten (vertikalen) Ausbreitungsphase des Tumors durchbrechen die malignen
Zellen die dermoepidermiale Junktionszone und ermdoglichen somit die systemische
Progression des Melanoms. Dieser Prozess tritt abhdngig vom histologischen Typ und
aulReren Faktoren unterschiedlich friih im Krankheitsverlauf ein.

Als wichtigster Prognosefaktor fur das histopathologische Mikrostaging des Priméartumors
dient der vertikale Tumordurchmesser, die sog. Tumordicke nach Breslow (Breslow, 1970),
als zweitwichtigster Faktor die Ulzeration des Primartumors. Diese ist definiert durch das
Fehlen der intakten Epidermis oberhalb des Tumors in der histopathologischen
Untersuchung (Balch et al., 2001). Von den histologischen Subtypen des Melanoms weisen
primér noduldre und akrolentigonése Melanome eine signifikant schlechtere Prognose auf
als superfiziell spreitende oder Lentigo-maligna-Melanome (Garbe et al., 1995a).

Bei Melanomen wird in 70 % der Falle zundchst eine Metastasierung in den regionaren
Lymphknoten festgestellt (Leiter et al., 2004). Regionare Lymphknotenmetastasen sind
somit meist die erste Stufe einer systemischen Tumorprogression. Der wichtigste
Prognosefaktor fur den Patienten im Stadium der systemischen Metastasierung ist der
Status des sog. Wéachterlymphknotens, des ersten drainierenden Lymphknotens, der den

Status der gesamten Lymphknotenregion reprasentiert (Morton et al., 1992). Auf die
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anhaltenden Kontroversen zur klinischen Diagnostik des Wachterlymphknotens wird in

Abschnitt 1.2 naher eingegangen.

1.1.3 Therapie

Die Exzission des Primartumors stellt den ersten und entscheidenden Schritt in der Therapie
dar (Kaufmann, 2000). Kontrovers diskutiert wurde in der Vergangenheit der notige
Sicherheitsabstand zum umgebenden Gewebe. In den 2004 von ADO (Arbeitsgemeinschaft
dermatologischer Onkologie), deutscher Krebsgesellschaft und deutscher Dermatologischen
Gesellschaft entwickelten evidenzbasierten Leitlinien zur Versorgung von Melanompatienten
wird empfohlen, bei Tumoren mit einer maximalen vertikalen Ausdehnung kleiner oder gleich
2 mm einen allseitigen Sicherheitsabstand von 1 cm, und bei Tumoren mit einer Tumordicke
nach Breslow groRRer als 2 mm einen Abstand von 2 cm einzuhalten.

Liegt nach histologischer und immunhistochemischer Analyse des biopsierten
Wachterlymphknotens ein Hinweis auf Metastasierung vor, so wird allgemein noch die
komplette Ausraumung der befallenen Lymphstationen empfohlen (Wagner et al., 2000).
Kutane Metastasen des Melanoms treten lokoregionér als Satellitenmetastasen (Abstand
zum Primartumor maximal 2 cm) und in-transit Metastasen (Abstand zum Primartumor
grolBer 2cm bis zur regionaren Lymphknotenregion) sowie als Fernmetastasen auf.
Singulare Lasionen werden dabei in der Regel exzidiert, bei multiplen Metastasen erfolgt
eine Abwagung zum Einsatz systemischer Therapien. Singulére viszerale Fernmetastasen
werden ebenfalls wenn mdglich kurativ operativ entfernt (Meyer et al., 2000; Wood et al.,
2001), bei multiplem Befall beschréanken sich Exzissionen auf palliative operative Eingriffe.
Pradilektionslokalisationen des malignen Melanoms sind Lunge, Gehirn, Skelett, Leber,
Gastrointestinaltrakt und Milz. (Gohl und Meyer, 2006 Operative Therapie des
metastasierten Melanoms S.258 ff.).

Die adjuvante medikamentdse Therapie des Melanoms wird derzeit meist als adjuvante
Immuntherapie mit Interferon a durchgefiihrt, die in ersten Studien einen Uberlebensvorteil
fur die Patienten zeigte (Tarhini et al., 2012). In der klinischen Anwendung werden noch
einige Jahre ndétig sein, um diese Ergebnisse sicher verifizieren zu kénnen (Davar et al.,
2013).

Grundsatzlich verzeichnen Therapieansatze beim metastasierten Melanom bis heute keine
zufrieden stellenden Erfolge fur den Patienten. Deshalb wird das Augenmerk in der
Forschung und Entwicklung neuer Behandlungsmethoden derzeit verstarkt auf
personalisierte und zielgerichtete Strategien auf molekularer Ebene gelegt. Der
entscheidende Schritt ware das Verstehen der zugrunde liegenden Mechanismen fir die

systemische Streuung des Primértumors.
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Grundlage aller weiteren Therapieentscheidungen, nach Exzission des Priméartumors, ist
gegenwartig die Einstufung des Grades der systemischen Erkrankung der Patienten,
aufgrund von Biopsie und Analyse des Wéachterlymphknotens.

1.2 Wachterlymphknotenbiopsie

1.2.1 Methoden und Staging

Die lymphogene Streuung von Melanomen wurde bereits friih in der Medizin erkannt. Einer
der ersten, der die Metastasierung Uber die regiondren Lymphknoten postulierte war 1892
der Londoner Chirurg Herbert Snow (1847 -1930) (Neuhaus et al., 2004). Er beflrwortete
deshalb bereits die sogenannte elektive Lymphknotendissektion (ELND), bei der vorsorglich
alle Lymphknoten in der Umgebung des Primartumors enthommen werden. Diese
umstrittene Methode wurde lange routinemaRig eingesetzt, um frilhe Melanome zu
therapieren. Studien zeigten bisweilen ein verbessertes Uberleben einzelner
Patientengruppen durch ELND (Balch et al., 1996), doch wurde der Nutzen fur die Mehrzahl
der Patienten in Frage gestellt. Da nur ca. 20% der Patienten eine regionare
Lymphknotenbeteiligung aufweisen, tberwiegen fur 80 % der operierten Patienten die teils
betrachtlichen Nebenwirkungen des Eingriffs, ohne ihnen einen therapeutischen Vorteil zu
verschaffen (Morton et al., 1991).

Auf der Suche minimal invasiver Alternativen fir den Patienten, entwickelten Morton und
Mitarbeiter zu Beginn der 1990er Jahre die so genannte Wachterlymphknotenbiopsie.
Zugrunde liegt die Vorstellung, dass die Dissemination vom Primartumor zunachst in einer
Art Vorstufe zu einer Metastasierung in dem (oder den) ersten, den Tumor drainierenden
Lymphknoten, den so genannten Wachterlymphknoten fiihrt. Bei der Biopsie kommt es zu
einer selektiven Entnahme einzelner, durch Vitalmarkierung des Lymphabflusses vom
Primartumor markierter, Lymphknoten mit anschlielBender histologischer Untersuchung
(Morton et al., 1992).

Die Biopsie wird heute standardméaRig bei Tumoren mit einem vertikalen Durchmesser (nach
Breslow) von mehr als 1 mm empfohlen (Balch et al.,, 2009b). Die Darstellung des
Wachterlymphknotens wird derzeit in den Kliniken meist parallel, sowohl radioaktiv durch
sog. Lymphabstromszintigraphie, als auch durch Anfarbung nach Injektion von Patentblau
(Bagaria et al., 2010) erreicht.

Trotz Bemihung, die Methode zu standardisieren (Lawrence et al., 2001), gibt es bis heute
keine einheitliche Regelung fur die anschlielende histologische oder kombinierte

histologische und immunhistochemische Untersuchung der biopsierten Lymphknoten.
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Dadurch schwankt die Rate der positiv diagnostizierten Proben abhéngig von der
Aufarbeitung in verschiedenen Studien zwischen 9 % (Gogel et al., 1998) und bis zu 34 %
(Cook et al., 2003). Das bedeutet: ,,the more one looks - the more one finds* (Gietema et al.,
2004). Somit stellt sich die Frage, ab wie vielen untersuchten histologischen Schnittebenen
im Lymphknoten eine maximal sichere Diagnose fir den Patienten moglich wird. Hierbei sind
in der Klinik die logistische Durchfuihrbarkeit und entstehende Kosten limitierende Faktoren.
So zeigt eine Berechnung (van Diest, 1999) dass theoretisch pro Lymphknoten 139 Schnitte
notig sind, um eine Ansammlung von 10 Tumorzellen sicher zu detektieren, was in der
Praxis nicht anwendbar ist.

Wie Abbildung 1 schematisch zeigt, sind Metastasen im Lymphknoten nicht symmetrisch
geformt. Einzelne Tumorzellen liegen zudem verstreut vor. Somit lauft die derzeitige
Diagnostik Gefahr, einzelne positive Patienten in der Aufarbeitung der histologischen
Schnittstufen zu Ubersehen, bzw. die Tumorlast im Lymphknoten zu unterschatzen (Murali et
al., 2012).

Original

IZSOpm
Batch 1

Scenario | Scenario 3

Batch 2
Scenario 4

Batch 3

- Scenario 2

i

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Tumorlast und Verteilung im Lymphknoten (nach Murali et
al., 2012).

Dargestellt ist ein halber Lymphknoten mit eingeschlossenen malignen L&sionen. Die blauen Linien zeigen
mogliche Schnittstufen fir histologische oder immunhistochemische Farbungen. Wie deutlich zu erkennen ist,
lauft man bei der Analyse einzelner Schnittebenen Gefahr die Tumorlast zu unterschétzen, bis hin zu moglichen
Fehldiagnosen (Schnittebene Orginal und Batch 5). Ebenfalls nicht mittels der Schnittstufen erfasst werden die
verstreut vorliegenden Tumorzellen im Lymphknoten (Pfeil).

Batch 4

Batch 5

Eine Steigerung der Sensitivitdit versucht man gegenwartig durch die Anwendung
immunhistochemischer Farbungen mit melanomspezifischen Antikdrpern wie HMB45, S100
und MelanA zu erzielen (Abrahamsen et al., 2004). Durch diese spezifischen Nachweise
werden auch einzelne Zellansammlungen und verstreute Einzelzellen detektiert (Abb. 2), die
auf den HE-Schnitten der histologischen Untersuchung haufig nicht nachweisbar sind
(Baisden et al., 2000).
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Abbildung 2: Einzelne HMB45 positive Tumorzellen in Schnittstufen von Wachterlymphknoten (nach
Baisden et al., 2000)

Immunhistochemische Farbungen histologischer Schnittstufen liefern sensitivere Nachweise als rein
histologischen Farbungen. Der Nachweis der Tumorlast wird damit sensitiver, die Wahrscheinlichkeit dass
positive Zellen (Pfeile) auf einer histologischen Schnittstufe vorliegen, bleibt jedoch gering.

2007 wurde in einer ersten Langzeitstudie gezeigt, dass selbst detektierte Einzelzellen im
Lymphknoten einen signifikanten Effekt auf das Uberleben der Patienten zeigen (Scheri et
al., 2007). Obwohl die prognostische Bedeutung detektierter Mikrometastasen noch nicht
allgemein anerkannt wird, und einige Autoren vorschlagen, Lymphknoten mit
Mikrometastasen < 0,1 mm als negativ zu betrachten (van Akkooi et al., 2006), wurde der
Nachweis einzelner detektierter Tumorzellen in die aktuelle Version des American Joint
Committee on Cancer Staging for Cutaneous Melanoma (AJCC 2009) aufgenommen (Balch
et al., 2009a).

1.2.2 Nachweis einzelner Melanomzellen

Die derzeitige Diagnostik der Wachterlymphknoten beim malignen Melanom stellt einen
Kompromiss dar, aus mdglichst hoher Sicherheit fir den Patienten und vertretbarem
Aufwand in der Analyse. Daher wird nach sensitiven und routinemafig durchfihrbaren
Alternativen in der Diagnostik gesucht. Die haufig verwendeten PCR-basierten Nachweise
Melanom-assoziierter mMRNA-Sequenzen von Tyrosinase, gpl00 und MelanA weisen eine
hohe Sensitivitat auf, was zu Positivraten von bis zu 73 % fuhrt und damit erheblich Uber den
Werten der Routinepathologie liegt (Bieligk et al., 1999). Der Nachteil PCR-basierter
Analysen ist die geringe Spezifitat, mit der damit verbundenen Gefahr falsch positiver
Befunde. Dies kann durch Expression der Markergene durch Melanophagen, Navuszellen
und intranodale Nerven, sowie durch sog. ,llegimate gene expression® in nicht
melanozytaren Zellen geschehen (Chelly et al.,, 1989). Studien zeigten, dass in RT-PCR
positiven aber histologisch negativen Lymphknoten auch durch aufwéndige histologische
Untersuchung weiterer Schnittebenen in den meisten Fallen keine Tumorzellen

nachgewiesen werden kénnen (Blaheta et al., 2001). Die Lysierung des Gewebes ermdglicht



Einleitung

keinen Nachweis intakter Zellen, und keine quantitative Aussage Uber die tatsachliche
Tumorlast im Lymphknoten.

Am Klinikum der Uni Tudbingen wurde in Kooperation ein neuer immunzytologischer Ansatz
entwickelt, der den Nachweis einzelner okkulter disseminierter Melanomzellen im
Wachterlymphknoten erméglicht (Ulmer et al., 2005). Dabei wird das Lymphknotengewebe
mechanisch disaggregiert und eine homogene Einzelzellsuspension hergestellt. Der
Nachweis der Zellen geschieht mikroskopisch nach immunzytochemischer Farbung gegen
gp100 (HMB45) (Abb. 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Lymphknotenaufbereitung zum immunzytochemischen
Nachweis einzelner HMBA45 positiver Zellen (Nach Ulmer et al., 2013)

Der biopsierte LK wird halbiert, die Halfte fur den Einzelzellnachweis zunachst zerkleinert und tber rotierenden
Siebplatten mechanisch  disaggregiert. Die gereinigte Einzelzellsuspension wird reversibel auf
Adhasionsobjekttragern fiir die anschlieBende Immunfarbung fixiert.

Einzelne positive Tumorzellen werden durch Mikromanipulation isoliert. Nach globaler
Amplifikation der DNA ist es beispielsweise moglich, genomische Profile der Zellen durch
komparative genomische Hybridisierung (CGH) zu erstellen (Klein et al., 1999; Ulmer et al.,
2004) oder Mutationsanalysen durchzufiihren. Die Methode ermoglicht die quantitative
Dokumentation der Tumorlast im Lymphknoten, durch Quantifizierung positiver Zellen pro
Million Lymphozyten, dem sogenannten DCCD-Wert (Disseminated Cancer Cell Density).
Sie zeichnet sich durch eine sehr hohe Sensitivitat im Vergleich zur Routinepathologie aus
(Ulmer et al., 2005) und (Ulmer 2013, eingereicht zur Publikation). Die Spezifitdt des
Nachweises wurde in der genannten Studie auf dreifache Weise belegt: Untersuchte
Kontrolllymphknoten wiesen in keinem Fall immunzytochemisch positive Zellen auf. Die
retrospektive histologische Aufarbeitung der untersuchten Proben fuhrte in 5 von 7 HMB45

positiven Lymphknoten zur Revision der histopathologischen Diagnose. Bei 24 von 30
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untersuchten Tumorzellen konnten genomische Aberrationen nachgewiesen werden, was sie
als maligne Zellen bestatigt. Genomische Aberrationen wurden auch in isolierten DCC aus
Lymphknotenbiopsien bei Osophagus-Krebs nachgewiesen. Diese Zellen hatten eine
prognostische Bedeutung fir die Patienten (Stoecklein et al., 2008).

In der Langzeitstudie (2000 - 2008) des Tubinger Kollektivs mit 1027 Patienten und 1834
untersuchten Lymphknoten konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von bis zu drei
Tumorzellen pro Million Lymphozyten sich signifikant auf das 5-Jahres Uberleben der
Patienten auswirkt. (Ulmer 2013, eingereicht zur Publikation). Fur den Nachweis der okkulten
Melanomzellen im Wachterlymphknoten wurde der melanozytare Marker gp100 (HMBA45)
verwendet. In einer vorausgegangenen Studie wurden zirkulierende Melanomzellen
immunomagnetisch aus dem Blut der Patienten isoliert und auf genomische Veranderungen
hin untersucht (Ulmer et al.,, 2004). Dazu wurde als Marker das Zelloberflachenantigen
MCSP verwendet.

1.3 Melanozytare Marker zum Nachweis und zur Isolation von
Einzelzellen aus Wéchterlymphknoten

1.3.1 gp100 (HMB45)

HMB45 ist ein monoklonaler Antikdrper, der 1986 erstmals beschrieben wurde (Gown et al.,
1986). Er ist gegen das melanonozytare Antigen gp100 gerichtet, ein aus 661 Aminosauren
bestehendes Transmembran Glykoprotein, das in den Melanosomen der Melanozyten
angereichert ist, und zur Melanosomenreifung und Melaninsynthese beitragt (Berson et al.,
2001). In immunzytologischen Farbungen zeigte der Antikérper HMBA45 eine hohe Spezifitat
und Sensitivitat von 92 % (Walts et al., 1988). Immunhistologische Anwendung von HMB45
zur Diagnostik von Wachterlymphknoten ermdéglichten neben dem sensitiveren Nachweis
mikrometastatischer Lasionen auch die Detektion einzelner verstreuter Tumorzellen, die in
der routinepathologischen Untersuchung des Gewebes mittels HE-Farbung oft nicht erkannt
werden (Baisden et al., 2000) und Abbildung 2. Dieser Befund deckt sich mit einer weiteren
Studie, wonach in 62 % der histologisch negativen Lymphknoten, durch anschlieBende
Immunhistochemie mit HMBA45, positive Zellen detektiert wurden (Hatta et al., 1998).

Als Nachteil von HMB45 kann seine geringe Sensitivitit gesehen werden. So blieben in
Studien 18 bis 35 % der untersuchten Lymphknoten mit Mikrometastasen negativ flr den
Nachweis mit HMB45 (Abrahamsen et al., 2004; Shidham et al., 2001). HMB45 zeigt zudem
die Eigenschaft vorzugsweise proliferierende melanozytére Zellen zu detektieren (Skelton et

al., 1991). Das kann dazu fuhren, maligne melanozytare Zellen, die sich im Lymphknoten in
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einem Ruhestadium befinden, nicht zu erfassen, und so zum Teil zu falsch negativen
Befunden fuihren. Unterschiedliche Befunde zeigen Studien dartber, inwieweit HMB45 eine
sichere Unterscheidung benigner und maligner melanozytarer Zellen ermdglicht. In einer
Studie wurden in zwei von 15 Féllen auch Navuszellen mit HMB45 detektiert (Lohmann et
al., 2002), wohingegen in anderen Studien in keinem der Félle Navuszellen mit HMB45
nachgewiesen werden (Shidham et al., 2001; Yu et al., 1999).

Weder bei Ulmer noch in einer weiteren Studie (Baisden et al., 2000), konnten in den
Kontrolllymphknoten mit HMB45 positive Zellen nachgewiesen werden. Damit zeigt sich der
Antikérper fur den Nachweis melanozytarer Zellen besser geeignet als Antikdrper gegen
MelanA (MARTL), der in 5,4 % der Falle in Kontrollproben positive Farbeergebnisse zeigte
(Ulmer et al., 2005).

Trotz der hohen Spezifitit und Sensitivitdt des Antikdrpers hat er fir die molekularen
Analysen der detektierten Melanomzellen einen entscheidenden Nachteil. Aufgrund der
Lokalisation des Antigens in der Zelle bindet er zytoplasmatisch, was eine Permeabilisierung
der Zellmembran notwendig macht. Eine Isolation vitaler Zellen fir mRNA-Analysen und
funktionale Tests, sind mit dem HMB45-Antikérper nicht moglich.

1.3.2 MCSP

Um vitale Zellen zu detektieren und zu isolieren ist ein membranbindender Antikdrper notig.
Der monoklonale Antikérper 9.2.27 (Bumol and Reisfeld, 1982; Morgan et al., 1981) gegen
das Melanom spezifische Zelloberflachenantigen MCSP (Melanoma-associated-chondroitin-
sulfate-proteoglycan), auch als HMW-MAA (high-molecular-weight-melanoma-associated-
antigen) bezeichnet, wurde dazu in dieser Arbeit verwendet.

MCSP ist ein integrales Membran-Proteoglykan, das in humanen Melanomzellen und
Zelllinien zu 90 % exprimiert wird (Bumol and Reisfeld, 1982). Es hat u.a. eine Funktion in
der Stabilisierung von Zell-Substrat-Interaktionen wahrend der Zellmigration und
Metastasierung (Campoli et al., 2004).

Der Antikorper erwies sich in Studien als geeignet, einzelne zirkulierende Melanomzellen im
Blut von Patienten nachzuweisen und zu isolieren (Benez et al., 1999; Ulmer et al., 2004). Im
Vergleich der immunhistochemischen Farbungen zeigte sich MCSP sensitiver und
spezifischer als MART-1, S-100p und HMB45 zum Nachweis sowohl von Makro- als auch

von Mikrometastasen in Wachterlymphknoten (Goto et al., 2008).

Ob sich dieser Antikorper auch dazu eignet, mit der Methode der disaggregierten
Wachterlymphknoten (nach Ulmer) einzelne positive disseminierte Zellen (DCC) zu

detektieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht.

10
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung disseminierter Tumorzellen (DCC) aus
Wachterlymphknoten von Patienten mit malignem Melanom. Der histopathologische
Nachweis einzelner gp100-positiver Tumorzellen nach der Lymphknotenbiopsie wird bereits
als Kriterium zur Bestimmung des Lymphknotenbefalls eingesetzt und zu
Therapieentscheidungen herangezogen. Durch die immunzytochemische Farbung gegen
das melanozytare Zelloberflachenantigen MCSP sollte ein weiterer Marker zur Isolation von
DCC aus Wachterlymphknoten etabliert werden. Der Vorteil dieses Oberflachenantigens ist
die Isolation vitaler Zellen fir globale Untersuchungen des Genoms und Transkriptoms sowie
die Moglichkeit fir in vitro und in vivo Studien.

Zu diesem Zweck sollten zundchst MCSP-positive Zellen aus Lymphknoten isoliert, sowie
deren DNA und RNA isoliert und amplifiziert werden. Farbungen von Lymphknotenproben
gesunder Probanden dienten als Referenz und sollten die Spezifitdt der Methode testen. Die
Expression melanozytarer sowie Stammzell-assoziierter Marker sollte Uber PCR-Analyse
einen ersten Hinweis auf den melanozytaren und malignen Ursprung der Zellen geben. Das
Genom der Zellen wurde auf das Vorkommen melanomspezifischer Punktmutationen fur die
Gene BRAF und NRAS untersucht. Mittels komparativer Genomhybridisierung (CGH) sollten
die Zellen auf chromosomale Veranderungen hin untersucht werden. Es sollte zudem ein
erster Test auf die Tumorigenitat der Zellen in vivo durchgefiihrt werden. Dazu sollte
zunachst ein Protokoll fur subkutane Injektion einzelner Melanomzellen aus etablierten
Zelllinien in NSG-Mause etabliert, und die Tumorbildung dann an M&ausen mit injizierten
MCSP-positiven Patientenzellen untersucht werden.

Aus den gesammelten Patientenproben des Kollektivs war es durch die Art der Aufbereitung
moglich, parallel gp100-postive Zellen zu isolieren, und somit beide Farbungen innerhalb der
Patienten an der gleichen Probe zu vergleichen. Da der zytoplasmatische Marker gp100
ausschlieRlich die Isolation von DNA ermdglicht, sollte in diesen Zellen der Mutationsstatus
sowie die chromosomalen Verénderungen untersucht und mit den MCSP-positiven Zellen
verglichen werden.

Daten zu gpl00-positiven DCC aus einem Patientenkollektiv der Uniklinik TUbingen lagen
aus einer friheren Kooperation bereits vor. Zunachst sollte ein vorlaufiger Befund, der eine
klonale Diversitat zwischen Primartumor (PT), DCC und Metastase (Met) hinsichtlich des
Mutationsstatus des Onkogens BRAF beschreibt durch eine Erhéhung der Fallzahlen
korrespondierender Paare aus PT und Met statistisch gefestigt werden.

Die DCC aus diesem Kollektiv sollten im Weiteren als Vergleich mit den Regensburger
Proben hinsichtlich ihres Mutationsstatus und ihrer chromosomalen Verdnderungen zu den

Auswertungen hinzugezogen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Kooperationspartner

Die fur diese Arbeit untersuchten Zellisolate aus Wachterlymphknoten, ebenso wie die
Mikrodissektate aus Paraffingewebe, sowie alle dazugehérigen Klinischen Daten der
jeweiligen Patienten, wurden durch klinische Kooperationspartner bereitgestellt. Die
beschriebenen in vivo Studien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Melanie Werner-Klein

durchgefihrt.

Prof Dr. med C. Hafner Uniklinik Regensburg
Dermatologie
93053 Regensburg

PD Dr. med P. Rimmele Uniklinik Regensburg
Pathologie
93053 Regensburg

Prof Dr. med A. Ulmer Uniklinik Tubingen
Hautklinik
72076 Tubingen

Dr. M. Gerken Tumorzentrum Regensburg
93053 Regensburg

Dr. rer. nat. M. Werner-Klein | Uniklinik Regensburg
Immunologie
93053 Regensburg

2.2 Methoden

2.2.1 Lasermikrodissektion von Gewebe aus Primartumor und Metastase

Mit Hilfe eines Mikrotoms bzw. Kryotoms werden max. 5 ym dicke Schnitte der in Paraffin
eingebetteten Proben von Primartumor und korrespondierenden Metastasen auf mit
Polyethylen-Membran (1,35 um) bespannten Objekttrdgern (fir Referenzschnitte auf
Glasobjekttragern) angefertigt. Die Schnitte werden zundchst 30 min im Trockenschrank bei
60 °C hochkant stehend erwarmt, was dazu dient, eine vollstdndige Trocknung des Schnittes
zu gewahrleisten, und damit ein Ablésen wahrend der Farbung zu verhindern. Durch das
hochkant stellen der Slides lauft zudem ein Grof3teil des enthaltenen Paraffins bereits ab,

was die folgende Deparaffinisierung beglnstigt. AnschlieBend wird 2 x flr je 5min in

12
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100 % Xylol deparaffinisiert. Die Kernfarbung der Schnitte auf Folienslides erfolgt nach
absteigender Alkoholreihe (100 %, 85 %, 70 % je 1 min) und Spulen mit destilliertem Wasser
fur 30s in 0,1 % iger Hamatoxylinlosung (Mayer’'s), mit anschlieBender Blauung in
Leitungswasser fur 5 min. Referenzschnitte werden zuséatzlich mit 0,1 % Eosin gefarbt. Nach
Spulen mit Aqua dest. werden die Schnitte in ansteigender Alkoholreihe dehydriert und im
Fall der Laserschnitte UN getrocknet. Referenzschnitte werden fir weitere 15 min in Xylol
inkubiert und mit Eukitt eingedeckelt.

Die relevanten Tumorareale wurden mit Unterstitzung von Frau Dr. Rimmele auf den
Referenzschnitten identifiziert und markiert. Die entsprechenden Strukturen auf den
Folienschnitten werden mit Hilfe eines Laser-Microbeam-Systems (PALM) dissektiert. Die
durch den Laser ausgeschnittenen Folienstiicke mit anhaftendem Tumorgewebe werden
durch Laserimpulse in den Deckel eines PCR-Tubes katapultiert, in dem zur Anhaftung des
Gewebes PCR-OI vorgelegt ist. Dort findet nochmals eine mikroskopische Uberpriifung statt,
damit gewabhrleistet ist, dass die entsprechende Menge Tumormaterial fir die folgende
Amplifikation der genomischen DNA zur Verfligung steht. Im Idealfall werden pro Tube bis zu
funf Areale dissektiert, mit einer Gesamtflache von ca. 100000 pm?.

Die Amplifikation der DNA erfolgt wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben.

Die Uberpriifung der Qualitat der amplifizierten DNA erfolgt wie in Abschnitt 2.2.5.1
beschrieben.

2.2.2 Mutationsanalyse

Das Genom sowohl mikrodissektierter Areale von PT und Met (Abschnitt 2.2.1), als auch
isolierter MCSP+ und gp100+ DCC wird auf Punktmutationen der Onkogene BRAF (Mutation
V600E) und NRAS (Q61K) untersucht.

Dazu wird das primare PCR-Produkt (Abschnitt 2.2.4.2) wenn eine ausreichend gute Qualitat
der DNA nachgewiesen ist (Abschnitt 2.2.5.1) als Template fiir eine PCR mit spezifischen
Primern fur die entsprechenden Genabschnitte von BRAF und NRAS eingesetzt.

Der PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus:
4 pl PCR-Puffer (10 mM MgClz, 100 mM Tris (pH 8,5), 500 mM KCI, dNTP 1 mM)

2 ul Primer 1

2 ul Primer 2

1y | BSA

0,4 pl | Tag-Polymerase 5 U/ul

31l | PCR- H,0

dazu werden 2 pl Template-DNA gegeben.

13
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Als Primer werden verwendet
- BRAFmut
- NRASG61seb

PCR Programm BRAF:

1 94°C 2 min

2 60°C 30s

3 72°C 2 min

4 94°C 15s

5 60°C 30s

6 72°C 20s wiederholen 4-6 15x
7 94°C 15s

8 60°C 30s

9 72°C 30s wiederholen 7-9 25x
10 72°C 2 min

PCR Programm NRAS:

1 94°C 2 min

2 54°C 30s

3 72°C 2 min

4 94°C 15s

5 54°C 30s

6 72°C 20s wiederholen 4-6 14x
7 94°C 15s

8 54°C 30s

9 72°C 30s wiederholen 7-9 24x
10 72°C 2 min

Zur Uberprifung der Qualitat der PCR werden 2 ul des Amplifikates auf ein 1,5 % iges
Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 2.2.6)

Liegt die gewilinschte DNA-Bande auf dem Gel vor, wird das verbleibende Amplifikat mit dem
PCR-Purification-Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt, und in 20 pl Elutions-
Puffer des Herstellers aufgenommen.

Die Sequenzierung fand durch die Firmen Sequiserve (Vaterstetten / Minchen) und seqglab
(Géttingen) statt.

Die Elektropherogramme der Sequenzen wurden mit dem frei verfigbaren Sequence

Alignement Editor BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) ausgewertet.

2.2.3 Einzelzellanalyse

2.2.3.1 Lymphknotenaufbereitung zur Herstellung einer Einzelzellsuspension

Die Lymphknotenprobe wird im Probeneingangslabor der Pathologie vom diensthabenden
Arzt in zwei Halften geteilt. Eine Halfte verbleibt zur histologischen Routineuntersuchung in
der Pathologie und wird zur Konservierung des Gewebes nach der Aufteilung in Formalin

eingelegt.
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Die zweite Halfte der Probe wird fir die geplanten Einzelzellnachweise mdglichst schnell
weiterverarbeitet. Bis zur mechanischen Zerkleinerung zur Herstellung der Zellsuspension,
wird die Probe in RPMI 1640 Medium bei 8 °C gelagert. Fir die mechanische Zerkleinerung
des Gewebes wird dieses zunachst manuell mit Skalpellen in kleine Stlicke von ca. 2 x 2 mm
geteilt. Dabei wird, wenn notig Uberschissiges Fettgewebe entfernt, welches die Qualitat der
Aufreinigung behindern kénnte. Die Stiicke werden einzeln nacheinander in Medicons (BD-
Bioscience), Einsatzen der Medimaschine (Dako), disaggregiert. Diese Zerkleinerung wird in
Zellkulturmedium (RPMI 1640) durchgefiihrt. Die Zellsuspension wird zunachst in einem
50 ml Falcon mit Hank’s Salzlésung fur 10 min bei 200g und 4°C von groben
Verunreinigungen getrennt, der Uberstand bis auf ca. 7 ml abgenommen und verworfen. Das
Zellpellet wird resuspendiert, fur die Dichtegradientenzentrifugation in ein 15 ml Falcon
Uberfiihrt und dort vorsichtig auf Percoll 60 % geschichtet. Beim Zugeben der Suspension ist
darauf zu achten, dass es zu keiner Vermischung der beiden Phasen kommt, und sich eine
klare Trennlinie bildet. Die Zentrifugation erfolgt fir 20 min bei 1000 g und 4 °C. Die
mononuklearen Zellen trennen sich dabei von den Erythrozyten und sammeln sich in der
Interphase. Sie werden in ein neues 50 ml Falcon Uberfuhrt und mit PBS fur weiter 10 min
bei 500 g und 4 °C gewaschen, um verbliebene Percollreste zu entfernen. Das Zellpellet wird
nach Abnahme des Uberstandes je nach GroéRe in 0,5 bis 5 ml PBS resuspendiert, und die
enthaltene Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Im Anschluss werden die Zellen auf die jeweiligen Versuche aufgeteilt.

2.2.3.2.Immunfluoreszenzfarbung gegen MCSP
Wenn in der Lymphknotenprobe nach Herstellung der Suspension ausreichend Zellen

enthalten sind, werden bis zu 3 Millionen Zellen mit dem murinen monoklonalen Antikorper
9.2.27 gegen MCSP gefarbt. Zunachst wird in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube der Uberstand
abzentrifugiert und abgenommen (500 g fur 5 min fur alle Zentrifugations- und Waschschritte
der Farbung). Danach wird das Pellet in 95 ul AB-Serum (10 % in PBS mit 2 % Pepton) fur
10 min bei 8°C auf einem Schuttler inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen
abzublocken. Danach folgt die Zugabe von 5 pl (25 pg/ml) des primaren Antikorpers 9.2.27
(monoklonaler muriner Antikérper) und eine erneute Inkubation auf dem Schuttler fir 10 min.
Die Suspension wird abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl PBS/Pepton (2 %) gewaschen.
Die Farbung mit dem Sekundéarantikérper findet wiederum in AB-PBS/Pepton (98 pl) fir
10 min auf dem Schittler statt. Als sekundarer Antikdrper werden 1,5 ul des Cy3
konjugierten Ziege anti Maus 1gG (Dianova), (75 pg/ml) verwendet. Der Uberstand wird
wiederum zundchst entfernt und das Pellet mit PBS/Pepton und nochmals mit PBS
gewaschen. Zuletzt wird das Pellet in 200 pl PBS aufgenommen, um den Nachweis MCSP+

Zellen durchzufihren.
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2.2.3.3 Isolation positiver Einzelzellen

Die gegen MCSP gefarbten Zellen werden direkt auf die Felder eines 8-Feld-Objekttragers
aufgetragen und sedimentieren dort fir ca. 15 min. Um ein Anhaften der Zellen auf der
Oberflache zu verhindern wurde diese zuvor mit FCS beschichtet. Die Felder werden am
verwendeten Invertmikroskop (Zeiss) bei 20-facher VergréRerung nach fluoreszierenden
Zellen durchsucht (Cy3) und positive Zellen in ein freies, mit PBS beladenes Pickfeld
Uberfuhrt. Die Isolation positiver Zellen geschieht mit Hilfe eines Mikromanipulators mittels
einer diinnen Glaskapillare. Nach erneuter Uberpriifung der Fluoreszenz im Pickfeld um
festzustellen, ob die richtige Zelle Uberfuhrt wurde, wird die Zelle mit einer 2 ul Pipette unter
Sicht von Hand aufgenommen und in ein bereitgestelltes PCR-Tube mit vorbereitetem
Lysispuffer (4 ul m-Trap Lysis-Buffer; 0,4 pyl (10 ng) tRNA) Uberfuhrt. Die isolierten Zellen

werden bis zum Abschluss des Screenens auf Eis gehalten und danach bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Isolation und Anreicherung von cDNA und DNA aus Einzelzellen

2.2.4.1 Isolierung und Amplifikation von mRNA mit dem PNA-Protokoll
(Standardprotokoll der Arbeitsgruppe, hier wiedergegeben nach C. Hartmann, 2006)
Zu den in Abschnitt 2.2.3.3 beschriebenen isolierten Einzelzellen werden nach Auftauen
PNAs und Protease zugegeben. Je Ansatz 1 pl Lysispuffer : Protease 1:20 und 1 pl PNA.
Die Proben werden zum Aufschluss und zur Inaktivierung von RNasen einem
Temperaturprogramm in der PCR-Maschine unterzogen (10 min 45 °C, 1 min 70 °C, 15 min
22 °C), was auch zum Annealing der PNAs dient. Pro Ansatz werden im Anschluss 4 pl
Streptavidin-Beads zugefigt, und die Proben 45 min bei Raumtemperatur gerollert.
Zu jeder Probe werden 10 pl cDNA-Igepal-Waschpuffer gegeben, die Beads mittels eines
Magnetstanders an der GefaBwand immobilisiert und der Uberstand abgenommen. Dieser
wird zur Aufarbeitung der genomischen DNA in ein silanisiertes PCR-Tube, in das 0,8 yl
Polyacrylamid-Carrier vorgelegt sind, Uberfihrt. Der Waschschritt wird mit 20 pl cDNA-
Tween-Waschpuffer und anschlieBend mit 20 yl cDNA-Igepal-Puffer wiederholt. Beide
Uberstande werden ebenfalls gesammelt und mit dem ersten vereinigt. (weitere Behandlung
Abschnitt 2.2.4.2)
Zur cDNA Synthese werden die verbliebenen Beads mit der gebundenen RNA in 2 pl 5x
Reverse Transcription-Puffer, 1 ul DTT (0,1 M), 0,5 ul Igepal (10 %), 0,5 yl Wasser und 6 pl
Primer resuspendiert. Folgende Primerkombinationen (a 3 pl) werden verwendet:

- CFL15CT24 (100 uM)

- CFL5C8 (200 uM)
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Die Primer werden fur 10 min bei Raumtemperatur angelagert, anschlief3end 2 pyl 5x Reverse
Transcription-Puffer, 1 yl DTT (0,1 M), 1 pl dNTPs (10 mM), 5 pl Wasser und 1 yl Superscript
Il Reverse Transcriptase zugegeben und die ReaktionsgefdRe 45 min bei 44 °C im
Hybridisierungsofen rotiert.

Nach der cDNA-Synthese werden die Beads am Magneten in 20 yl Tailingwaschpuffer
gewaschen, in 10 pl Tailing-Mix resuspendiert (1 pl (40 mM) MgCl,, 1 pl (1 mM) DTT, 1 pl
(2 mM) dGTP, 0,5 ul (200 mM) KH,PO,, 6,5 il H,0) und der Ansatz mit 40 uyl PCR-OI
Uberschichtet. Eine PCR-Maschine wird auf 94 °C vorgewarmt und die Proben darin 4 min
denaturiert. Im Anschluss werden sie direkt auf Eis gestellt, 0,8 ul (11,2 U) Terminal-
Deoxynukleotid-Transferase (TdT) zugegeben und die Tailingreaktion bei 37 °C fur 60 min
durchgefuhrt. Nach Inaktivierung der TdT bei 70 °C fir 5 min erfolgt die Zugabe von 4 pl
Expand-Long-Template-Puffer 1, 7,5 yl Formamid 20 % und 24 ul H,O. Die Proben werden
in die PCR-Maschine gestellt und das LIB-Programm gestartet. Bei Erreichen der 78 °C
werden 2,4 yl CP2-Primer (24 M), 1,75yl dNTPs (10 mM) und 1,5 pyl Expand Long
Template PolMix (5,25 U) zugeflgt.

LIB-PCR-Programm fiir die cDNA Primaramplifikation

1 78°C 30s

2 94°C 15s

3 65°C 30s

4 68°C 2 min wiederholen 2-4 19x
5 94°C 15s

6 65°C 30s

7 68°C 2,5 min + 10 s je Zyklus wiederholen 5-7 20x
8 68°C 7 min

9 4°C o0

Das PCR-Produkt ist bei -20 °C stabil und dient als Ausgangsmaterial fur alle weiteren
Untersuchungen der cDNA der Einzelzellen.

2.2.4.2 Einzelzell-PCR

(Standardprotokoll der Arbeitsgruppe, hier wiedergegeben nach C. Hartmann (2006) und B.
Polzer (2006)

a) Aufarbeitung der genomischen DNA parallel zur mRNA

Die genomische DNA aus den gewonnenen Uberstanden der mRNA-Waschschritte
(Abschnitt 2.2.4.1) wird mit 120 yl 100 % igem Ethanol Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Die
Fallung wird fir 45 min bei 14000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, die Flissigkeit bis auf 10 pl
abgenommen und durch 180 pl 70 % igen Ethanol ersetzt. Die Proben werden 10 min bei
Raumtemperatur geschuttelt und anschlieRend 10 min bei 18000 g zentrifugiert. Dieser

Waschschritt wird zweimal wiederholt, danach wird der Alkohol komplett abgenommen, das
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Pellet kurz getrocknet und anschlie3end in 3,48 pl Wasser tuber Nacht auf dem Schittler bei
Raumtemperatur riickgeldst. Dazu werden 0,5 yl One-Phor-All-Puffer (OPA), je 0,13 pl
Tween 10 % und Igepal 10 % sowie 0,26 ul Proteinase K (10 mg/ml) zugegeben und der
Verdau fur 15 h bei 42 °C in der PCR-Maschine durchgefuhrt. Das Enzym wird im Anschluss
bei 80 °C fur 10 min inaktiviert.

Die weitere Verarbeitung der DNA, beginnend mit dem Restriktionsverdau mit Msel

lauft identisch fur Einzelzellen aus Suspension sowie fir Mikrodissektate, s.u.
b) Aufarbeitung der genomischen DNA aus Lasermikrodissektaten
Zu den in Abschnitt (2.2.1) beschriebenen Isolaten werden je Tube in den mit Probe und

PCR-OI befiillten Deckel des PCR-Tubes 4,5 ul Proteinase-K Verdau zupipettiert.

0,5 pyl | OnePhorAll-plus Puffer (OPA)

0,13 ul | Tween 10 %

0,13 ul | Igepal 10 %

0,26 pl | Proteinase K (10 mg/ml)

3,48 pl | PCR-H20

Der Verdau findet fur 15 h bei 42 °C im Brutschrank statt. Die Tubes werden dazu vorher
nicht umgedreht, um Verlust von genetischem Material durch Anhaftung an den
GefalBwanden vorzubeugen. Erst vor der Inaktivierung der Proteinase fir 10 min bei 80 °C
wird die Flussigkeit fir 10 min bei 13500 g in die Tubes abzentrifugiert.

Die weitere Verarbeitung der DNA, beginnend mit dem Restriktionsverdau mit Msel

lauft identisch fur Einzelzellen aus Suspension sowie fir Mikrodissektate, s.u..

Die Restriktion des Genoms der Einzelzelle erfolgt mit dem Enzym Msel (Schnittstelle
TATAA). Dabei werden an den 5- Enden TA-Uberhdnge generiert. Der Verdau findet bei
37 °C fur 3 h in einer MJ-PCR Maschine statt. Im Anschluss wird das Enzym fiir 5 min bei

65 °C deaktiviert. Der Restriktionsansatz wird direkt zur mit Proteinase K verdauten Zelle

pipettiert.
0,25 pl OnePhorAll plus Puffer
0,25 pl Mse | (50 U/pl)

Ein Adapter aus den zwei Oligonukleotiden LIB1 und ddMsell (HPLC gereinigt) wird an die
im Verdau generierten TA-Uberhange ligiert. Vor der Ligation wird die gezielte
Zusammenlagerung des Adapters Uber Basenpaarung durch einen Temperaturgradienten

mit schrittweiser Abkuhlung von 65 °C auf 15 °C (je 1 min) in einer PCR-Maschine erzielt.
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Der Preannealing Ansatz wird dazu zum Mse- verdauten Zellansatz gegeben. Im

Preannealing Ansatz befinden sich:

0,5 pl OnePhorAll plus Puffer
0,5 pl LIB1 Primer (100mM)

0,5 pl ddMsel1 Primer (100mM)
1,5l H.O

Die Ligation lauft Gber Nacht bei 15 °C ab. Dazu werden nach dem Preannealing je 1 ul ATP
(10 mM) und 1 yl T4 DNA-Ligase in den Ansatz pipettiert.
Nachdem die Adapter an die DNA Fragmente ligiert haben, wird der Ansatz mit dem

eigentlichen PCR-Mix aufgefllt.

3 ul Expand-Long-Template Puffer 1

2l 10 mM dNTP

1ul Expand-Long-Template PolMix (3,5 U/ul)
35 HZO

Um fir die Amplifikation in der PCR komplementére LIB1-Primer Bindestellen zu generieren,
wird der Ansatz zunachst fir 3 min bei 68 °C inkubiert. Dadurch werden die 3"-rezessiven

Enden der Adapter-Fragment-Konstrukte erganzt.

Das generierte primare Amplifikat ist bei -20 °C stabil. Es dient als Ausgangsmaterial flr alle

weiteren Untersuchungen am Genom der Einzelzellen.

PCR-Programm fir die primare Amplifikation der DNA

1 68°C 3 min

2 94°C 40's

3 57°C 30s

4 68°C 1 min 30 s+ 1sje Zyklus wiederholen 2-4 15x
5 94°C 40's

6 57°C - 68°C 30 s + 1°C je Zyklus

7 68°C 1 min45s +1sje Zyklus wiederholen 5-7 8x
8 94°C 40's

9 65°C 30s

10 68°C 1 min53s+1sjeZyklus wiederholen 8-10 22x
11 68°C 3min40s

2.2.5 Kontroll-PCR

2.2.5.1 Kontroll-PCR fir DNA
Die Qualitdit des primaren PCR-Produktes aus den Einzelzellamplifikaten und den
Mikrodissektaten wird in der Arbeitsgruppe standardmé&Riig durch den Nachweis spezifischer

genomischer Msel-Fragmente unterschiedlicher Lange bestimmt. Im Lauf dieser Arbeit
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wurde

den Nachweis von drei Fragmenten ausgeweitet. Fir die untersuchten Zellen in dieser Arbeit
kamen beide Versionen zum Einsatz. Als qualitativ gut gelten nach Erfahrungswerten
primare PCR-Produkte, deren spezifische Kontroll-PCRs fir mindestens zwei Fragmente

das urspriingliche Protokoll, das den Nachweis von zwei Fragmenten beinhaltet auf

positiv sind.

Der spezifische PCR-Ansatz besteht aus

1 ul PCR-Puffer (10 mM MgCIZ, 100 mM Tris pH 8,5, 500 mM KCI, dNTP 1 mM)
0,5 pl Primer 1

0,5 ul Primer 2

0,25l | BSA

0,1 pl Taq-Polymerase 5 U/ul

7.75u [HO

dazu jeweils 0,5ul template DNA.

Als Primerpaare werden verwendet:

Fur Einzelzellamplifikate Kombinationen aus zwei bzw. drei der folgenden Primer:

p53 Exon 2/3 (TP53)

p53 Exon 8/9 (TP53)

CK 19 (Pseudogen KRT19P1)
BCRTT (BCR1)

Fir lasermikrodissektierte Proben:

D16S485
D5S500
D16S8040 (humane Mikrosatellitenmarker)

PCR-Programm fiir die Kontroll-PCR von DNA und cDNA

P OoO~NOUITRAWNE

20

94°C 2 min

58°C 30s

72°C 2 min

94°C 15s

58°C 30s

72°C 20s wiederholen 4-6 15x
94°C 15s

58°C 30s

72°C 30s wiederholen 7-9 25x
72°C 2 min
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2.2.5.2 Kontroll-PCR fir cDNA
Zur Uberprufung der Qualitat der unter 2.2.4.1 beschriebenen cDNA-Anreicherung aus den
isolierten Einzelzellen wird das PCR-Programm und der beschriebene PCR-Ansatz von

2.2.5.1 zusammen mit den folgenden drei Primerkombinationen angewendet:

- EFla (EEF1Al)
- B-Aktin (ACTB)
- GapDH (GAPDH)

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte werden durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die universell verwendete
Gelkonzentration betragt 1,5 % Agarose in TBE. Die PCR-Proben werden mit 2 yl Dye
(0,3% Orange G, 25% Ficoll in TBE) gemischt und in die Geltaschen geladen. Das
Elektrophorese-Netzgerat wird auf 160V, 400 mA eingestellt und die Proben 45 min mit
einem Horizontal-Gelelektrophorese-System aufgetrennt. Auf einem UV-Schirm wird das Gel

zur weiteren Auswertung und Dokumentation digitalisiert.

2.2.7 Genexpressionsanalysen

Die Expression melanozytarer sowie Stammzell-assoziierter Marker in den isolierten MCSP+
Einzelzellen wird Uber PCR-Analysen der transkribierten und amplifizierten (Abschnitt
2.2.4.1) cDNA untersucht. Die Ansatze fir die PCR wurden analog zu der Kontroll-PCR fur
DNA und cDNA (Abschnitt 2.2.5.1 und 2) pipettiert.

Als Primerpaare werden verwendet:
Zum Test der Expression melanozytarer Marker:
- HMB45 (auf gp100) (PMEL)

- MelanA (MLANA)
- S100 (S100B)

- MCSP (CSPG4)
- TRP2 (DCT)

Zum Test der Expression Stammzell-assoziierter Marker:
- ABCB5 (ABCB5)
- CD271 (NGFR)
- Nestin  (NES)
- JaridlB (KDM5B)
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Als PCR-Programm wurde fiir TRP2 verwendet:

1 94°C 2 min

2 58°C 30s

3 72°C 2 min

4 94°C 15s

5 58°C 30s

6 72°C 20s wiederholen 4-6 15x
7 94°C 15s

8 58°C 30s

9 72°C 30s wiederholen 7-9 25x
10 72°C 2 min

Als PCR-Programm fiir alle Gibrigen Marker:

1 94°C 2 min

2 62°C 30s

3 72°C 2 min

4 94°C 15s

5 62°C 30s

6 72°C 20s wiederholen 4-6 15x
7 94°C 15s

8 62°C 30s

9 72°C 30s wiederholen 7-9 25x
10 72°C 30s

2.2.8 in vivo Studien zur Tumorigenitat MCSP+ Zellen

2.2.8.1 Zellkultur von Melanomzelllinien zur Etablierung der Transplantationsmethode
Die Zelllinien fur die Etablierung der subkutanen Einzelzellinjektionen in vivo werden in RPMI
1640 Medium (2 mM L-Gut, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep) in 75 ml Zellkulturflaschen bis zum
Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach Ansetzen der Kultur werden die Zellen ein- bis
zweimal passagiert, um eine ausreichende Vitalitat sicherzustellen. Sowohl fir die Passagen
als auch fir das Abernten zur Einzelzellisolation werden die Zellen mit Trypsin abgelést und
fur die folgende Isolation der Einzelzellen einmal mit PBS gewaschen und in PBS
aufgenommen. Die Isolation einzelner Zellen fir die Injektionen in vivo wird am
Invertmikroskop (Zeiss) im Hellfeld bei zehnfacher Vergrof3erung mittels Mikromanipulator
durchgefiihrt (Abschnitt 2.2.3.3). Die Anzahl der Zellen in den Wells wird jeweils vor Injektion
am Mikroskop uberpruft.

2.2.8.2 Beschichtung von Mikrotiterplatten fur die Anreicherung der Einzelzellen

Die isolierten Einzelzellen fur die in vivo Transplantationen werden, in der flr eine Injektion
vorgesehenen Zahl, in Vertiefungen von Mikrotiterplatten (Terrassaki-96 Well) dberfihrt. In
den Vertiefungen fur die Aufnahme der Zellen sind je 10 yul PBS vorgelegt, in den
umgebenden Wells je 20 ul. Das Auffullen umgebender Wells dient dazu, in der
geschlossenen Platte bis zur Injektion eine gesattigte Wasserdampfatmosphéare zu schaffen,

die das mdgliche Austrocknen bzw. die zu starke Reduktion der Flissigkeit in den Wells mit
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Einzelzellen verhindert. Fur die subkutanen Injektionen ist das vorgegebene Volumen an
PBS moglichst genau einzuhalten.

Um ein Anhaften der isolierten Zellen in den Wells zu verhindern, werden diese zuvor mit
PolyHema beschichtet.

Dazu werden 2,49 Poly-Hydroxy-Ethyl-Methyl-Acrylat (PolyHema, Sigma) in 20 ml
95 % igem Ethanol bei 65 °C auf dem Schittler fir ca. 8 h geldst. Anschlie3end werden
80 ml 95 % iger Ethanol (RT) zugegeben und gut gemischt. Diese Ldsung ist bei 4 °C
haltbar.

In die markierten Vertiefungen auf der Mikrotiterplatte werden unter sterilen Bedingungen
20 ul PolyHema pipettiert und offen unter Reinstraumbedingungen UN getrocknet. Die
getrockneten Platten kdnnen verschlossen bei 4 °C gelagert werden. Sie werden vor dem

Verpacken unter UV-Licht nochmals fiir 20 min sterilisiert.

2.2.8.3 Subkutane Transplantation in vivo
Die Injektionen der isolierten Einzelzellen in vivo, die Uberpriifung des Tumorwachstums, die
Euthanasie der Tiere und der Verdau der Maustumore zur Generierung einer Zellsuspension

wurden in Kooperation mit Dr. Melanie Werner-Klein vorgenommen.

Die Zellen der verwendeten Melanomzelllinien bzw. die MCSP+ Patientenzellen werden mit
dem Mikromanipulator isoliert (Abschnitt 2.2.3.3) und in beschichtete Vertiefungen von
Mikrotiterplatten tberfuihrt. Von dort werden die Zellen mit dem gesamten enthaltenen PBS-
Volumen (20-25 pl) in eine Insulin-Spritze (Microfine, 29G, U.50) aufgesogen, in der bereits
30 ul 50 % iges Matrigel vorgelegt sind. Direkt im Anschluss werden die Zellen aus der
Spritze ohne weiteres Mischen oder Entfernen von Luftblasen (Gefahr des Verlusts der
Einzelzellen) subkutan unter die Rickenhaut einer NSG-Maus gespritzt. Dazu wird vor dem
Injizieren unter der Haut durch vorsichtiges Hin- und Herbewegen eine kleine Tasche
ausgeformt.

Die Tiere werden vor der Injektion mit einer vollantagonisierbaren Narkose (Narkose:
Midazolam 5 mg/kg KG, Fentanyl 0,05 mg/kg KG, Medetomidin 0,5 mg/kg KG, i.p. und
Antagonist Flumazenil 0,5 mg/kg KG, Atipamezol 2,5 mg/kg KG, Naloxon 1,2 mg/kg KG s.c.)
betdubt. Die Injektionsstelle wird enthaart und mit Jod desinfiziert. Die Tiere werden nach der
Injektion im ein- bis zweiw6chentlichen Rhythmus auf das Wachstum eines s.c. Tumors hin
palpiert. Die tumortragenden Tiere werden euthanasiert wenn der Tumor einen Durchmesser

von max. 1,2 cm erreicht hat.
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2.2.8.4 Tumorverdau und Typisierung von Einzelzellen aus Maustumoren
Der Tumorverdau findet in der Reinstwerkbank unter sterilen Bedingungen statt. Dazu wird

das Gewebe in 1 ml Basalmedium (250 ml DMEM, 250 ml Ham’s F12, 10 nM Hepes, 5 ml
Pen/Strep, 1% BSA, 10 pg/ml Insulin) mit 10 yl DNAse (19 pg/ml) dberfihrt, um die
Austrocknung zu verhindern. Dort wird er zundchst mechanisch mit Skalpellen zerkleinert.
Unter Auf- und Abpipettieren, um die kleinen Gewebeteile zu l6sen, wird 9 ml Verdaumedium
(10 ml Basalmedium, 0,33 mg/ml Collagenase, 100 pg/ml Hyaluronidase, 10 ng/ml EGF,
0,1 mg/ml DNAsel) zugegeben und fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Dabei wird die Lésung mit
der Pipette nach der Halfte der Zeit nochmals durchgemischt. Nach dem Verdau wird die
Suspension mit einer 10 ml Pipette erneut gemischt und in ein 50 ml Falcon Uberfihrt. Die
Petrischale wird mit 10 ml PBS gespult und das Volumen ebenfalls in das Falcon uberfihrt.
Danach wird fir 3 min bei RT zentrifugiert (80 x g) um Organoide und unverdaute Zellen
abzutrennen. Der Uberstand mit den Einzelzellen wird in ein neues 50 ml Falcon berfihrt
und fir 4 min bei Raumtemperatur mit 350 x g zentrifugiert. Das Pellet wird in max. 1 ml
Basalmedium oder PBS aufgenommen, Uber einen 40 um Filter gegeben und das genaue

Volumen zum anschlielRenden Zahlen der Zellen in der Neubauer-Kammer bestimmt.

Aus der Zellsuspension des Tumors von Maus 91-0 wurden im Rahmen dieser Arbeit
MCSP+ Einzelzellen aus der Farbung in Suspension (Abschnitt 2.2.3.2) des verdauten
Tumors isoliert, und die cDNA / DNA isoliert und amplifiziert (Abschnitt 2.2.4).

Die Bestimmung der Qualitat des entstandenen primaren Amplifikates der DNA, sowie die
Typisierung der Zellen auf humanen oder murinen Ursprung, wurden in Kooperation von Dr.

Melanie Werner-Klein durchgefihrt.

2.2.9 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Die folgenden Methoden zur Durchfiihrung der komparativen genomischen Hybridisierung
werden standardmafRig in der Arbeitsgruppe angewandt. Hier wiedergegeben nach
O. Schmidt-Kittler (2003) und B. Polzer (2006)

2.2.9.1 Lymphozytenkultur und Praparation von Metaphasenchromosomen

20 ml Blut eines gesunden mannlichen Spenders werden in Lymphozyten-Kulturmedium
(250 ml RPMI Medium ohne L-Glutamin, 15 % FCS, Penicillin 200 U/ml, Streptomycin
200 U/ml, L-Glutamin 2 mM, 3 mg Phytohemagglutinin) in 10 ml Kulturflaschen tber drei
Nachte bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank inkubiert. Die Kulturen werden dabei jeden Tag

ein bis zweimal vorsichtig bewegt, um ein Anhaften der Zellen am Flaschenboden zu
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vermeiden. Eine Stunde vor dem Ernten der Zellen wird den Kulturen je 100 pl
Colcemidlésung (10 pg/ml) zum Arretieren der Zellteilung in der Metaphase zugesetzt. Die
Kulturen werden in ein 15 ml Falcon uberfihrt und durch Zentrifugation pelletiert.
AnschlieRend quellen die Zellen 8 min in 10 ml hypotoner Losung KCI (75 mM) und werden
nach  erneuter  Zentrifugation vorsichtig mit je 10ml eiskaltem  Fixativ
(Methanol : Eisessig 3:1) resuspendiert. Reste lysierter Erythrozyten werden durch
Wiederholung der Waschschritte mit Fixativ entfernt. Dieser Vorgang wird nach Bedarf bis zu
dreimal durchgefuhrt. Der Uberstand iiber dem Pellet sollte eine klare Farbung aufweisen.
Die Suspension kann bei -20 °C in 3 ml Fixativ einige Monate gelagert werden.

Fur die Herstellung von Metaphasen-Objekttragern werden Glasobjekttrager fir mindestens
eine Nacht in 100 % Alkohol entfettet und gereinigt. Vor dem Auftropfen der Metaphase-
Lymphozyten wird der Alkohol abgegossen und die Objekttrager in destilliertem Wasser bei
-20 °C kurz gekihlt. Das Auftropfen der resuspendierten und in Methanol-Eisessig fixierten
Lymphozytenkultur erfolgt mit einer Transferpipette aus einem Abstand von ca. einem halben
Meter. Es werden zunéachst Probeslides angefertigt und diese mikroskopisch kontrolliert, um
Qualitat und Anzahl an Metaphasen zu bestimmen. Danach kann, je nach Bedarf, mehr
Suspension aufgetropft, die Suspension mit Fixativ starker verdiinnt, oder die Fallhéhe
modifiziert werden (um das Aufplatzen der Kernmembran wenn notig zu verbessern).
Verbleibendes Fixativ wird durch Inkubation des Objekttragers auf einer Heizplatte bei ca.
40 °C verdampft. Dabei wird die Umgebungsluft kinstlich, durch das Auflegen von feuchten
Tachern, mit Wasserdampf angereichert, was die Qualitdt der Metaphasenpraparationen
verbessert. Durch die Trocknung der Slides kommt es zu einem sog. Alterungsprozess der
Chromosomen, was die Qualitdt der Ergebnisse ebenfalls positiv beeinflussen soll. Nach

Trocknung sind die Slides in 70 % Alkohol bei -20 °C fir mehrere Monate lagerfahig.

2.2.9.2 Markierungs-PCR

Die primaren PCR-Produkte der Einzelzellen werden unter Zugabe von Desoxynukleotid-
Derivaten (Digoxigenin-11-dUTP zur Markierung der Einzelzelle und Biotin-16-dUTP zur
Markierung der Referenz-DNA) reamplifiziert. Durch den Einbau der Derivate in die
amplifizierte DNA koénnen die Reamplifikate, nach der Hybridisierung auf humane
Metaphasen (CGH Abschnitt 2.2.9.3), mittels geeigneter Detektionssysteme durch

Fluoreszenz nachgewiesen werden. Der Reamplifikationsansatz besteht aus:

4yl Expand-Long-Template Puffer 1

8 ul LIB1 10 uyM

1,5yl 7/8 dNTP-Mix (8,75 mM dTTP; je 10 mM dATP, dCTP und dGTP)
1,75 pl 1 mM Biotin-dUTP (Referenz) oder 1 mM Digoxigenin-dUTP (Tumor)
0,75 ul Taq-Polymerase 5 U/l

24yl HZO
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Zu den PCR-Mixen wird jeweils 1 ul primares PCR-Produkt der Test- und Referenz-DNA als
Template zugegeben. Die PCR lauft mit folgendem Programm (MJ-Research PCR-
Maschine):

PCR-Programm Markierungs-PCR CGH

1 94°C 1 min

2 60°C 30s

3 72°C 2 min

4 94°C 30s

5 60°C 30s

6 72°C 2 min + 20 s je Zyklus wiederholen 4-6 10x

Der LIB1- Primer wird nach der Reamplifikation durch einen Restriktionsverdau mit Trul
(Isozym von Msel, Schnittstelle entsprechend T“TAA) abgetrennt, um mdgliche Interferenzen
bei der CGH auszuschliel3en. Dazu werden zum Reamplifikat (40 pl) 2 yl Puffer R und 1 pl
Trul (50 U/ul) zugegeben und bei 65 °C fir 3 h inkubiert.

2.2.9.3 Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH)

Test- und Referenz-DNA (Test: primares PCR-Produkt der einzelnen disseminierten
Tumorzellen; Referenz: Pool aus funf bis zehn primaren PCR-Produkten von normalen
diploiden Zellen) werden wie in Abschnitt 2.2.9.2 beschrieben mit Biotin-dUTP bzw.
Digoxigenin-dUTP markiert. Die Reamplifikate von Test- und Referenz-DNA werden Uber
Nacht bei —20 °C gefallt:

Fallungsansatz:

40 yl PCR-Produkt der Tumor-DNA
40 yl PCR-Produkt der Referenz-DNA
80 1 pg/ul Cot-l DNA

10 pl 10 pg/ul Heringssperm DNA

18 ul 3 M NaAc pH 5,2

400 pl 100% EtOH

Am folgenden Tag wird die prazipitierte DNA 45 min bei 4°C und 18.000g in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert, das DNA-Pellet einmal mit 700 yl EtOH 70 % gewaschen,
erneut 10 min zentrifugiert und luftgetrocknet. Dabei soll das Pellet nicht komplett farblos
werden. Das Pellet wird in 7 yl 100 % Formamid in einem Heizblock bei 42 °C 45 min unter
Schutteln geldst und mit 7 pl Master-Mix (4x SSC, 30 % Dextran Sulfat Mr > 500000)
gemischt. Diese Mischung wird erneut fir 30 min bei 42 °C unter Schitteln inkubiert. Die
Denaturierung der DNA-Probe erfolgt in einem Heizblock bei 78 °C fir 6 min. Die Cot-1 DNA
hybridisiert im Folgenden fur 1 h bei 37 °C im Wasserbad mit der repetitiven DNA von Test

und Referenz, um stérende Einwirkung auf die CGH zu unterbinden.
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Parallel zur Herstellung der oben beschriebenen DNA-Probe wird ein geeigneter Metaphase-
Objekttrager (Abschnitt 2.2.9.1) vorbereitet und die chromosomale DNA denaturiert. Dazu
wird der Metaphase-Objekttrager zunachst in 2x SSC Puffer equilibriert. In einem Wasserbad
werden 100 ml 10 mM HCI auf 37 °C erwarmt, 50 pl Pepsin-Loésung (100 mg/ml in H,0)
zugegeben und der Metaphase-Objekttrager 2 bis 4 min (abhangig von der Beschaffenheit
der Metaphasenchromosomen) in der Pepsin-HCI Losung inkubiert. Der Pepsinverdau wird
durch dreimaliges Waschen in PBS gestoppt. Mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %,
85 % und 100 % EtOH) wird der Objekttrager dehydriert. In einem Wasserbad werden
100 ml Formamid-L6ésung (70 ml 100 % Formamid, 10 ml 20x SSC, 20 ml H,O, eingestellt
auf pH 7,2) auf 70 °C erhitzt und der Metaphase-Objekttrager darin fir 1 min 45 sec bis
2 min denaturiert. Die Denaturierungszeit ist durch Erfahrung zu ermitteln und insbesondere
der Kondensation der Chromosomen und der Intensitat des Pepsinverdaus anzupassen. Der
Metaphase-Obijekttrager wird durch eine erneute aufsteigende Alkoholreihe getrocknet und
die zu hybridisierende DNA-Probe aufgebracht. Das Hybridisierungsfeld wird durch ein
18 x 18 mm grofRes Deckglaschen abgedeckt und begrenzt sowie mit groRziigig
aufgebrachtem Montagekleber (Fixogum) luftdicht verschlossen. Die Hybridisierung lauft
Uber zwei bis drei Nachte in einem Wasserbad bei 37 °C ab, wobei darauf zu achten ist,
dass das Fixogum durch Kondenswasser nicht gelést und die DNA-Probe weggewaschen
wird.

Nach der Hybridisierung wird vorsichtig das Deckglaschen tber dem Hybridisierungsfeld
abgenommen und das zahflissige Dextransulfat durch kraftiges Schwenken auf dem
Schiittler fir 4x 5 min in 4x SSC mit 0,2 % Tween bei 42 °C und 3x 5 min in 1x SSC bei
60 °C entfernt. Vor dem Nachweis der Hybridisierung wird der Objekttrager in 1x PBS +
0,2 % Tween bei 42 °C equilibriert und die Proteinbindungsstellen auf dem Glas fiir 30 min
mit 1 ml 3 % Superblock-Lésung (1x PBS pH 7,5, 0,2 % Tween, 3 % BSA Fraktion V, 5%
FCS) abgesattigt. Die Uberschissige Superblock-Lésung wird mit PBS + 0,2 % Tween
weggesplilt und der Objekttrager mit einem Gemisch aus 20 upl Anti-Digoxigenin-FITC
(200 pg/ml), 2 yl Avidin-Cy 3.5 (1 mg/ml) und 180 pl 1 % Superblock-Lésung (1x PBS
pH 7,5, 0,2 % Tween, 1 % BSA Fraktion V, 5 % FCS) fir 1 h bei 37 °C im Dunkeln inkubiert.
Dabei verhindert ein aufgelegtes 24 x 55 mm groBes Deckglas die Austrocknung. Durch
dreimaliges Waschen (je 5 min) bei 42 °C in 4x SSC + 0,2 % Tween werden die nicht
gebundenen Fluorochrome entfernt und die Chromosomenbéanderung anschlie3end mit einer
zweiminitigen DAPI Farbung (1 ml 4x SSC + 0,2% Tween, 10 ug DAPI (1 pg/ml))
dargestellt. Der Objekttrager wird kurz mit destilliertem Wasser gespult, um bei der
Trocknung die Bildung von Salzkristallen zu verhindern und unter Vectashield H-1000

eingedeckelt.
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Die Auswertung der CGH erfolgt durch eine Kombination von Fluoreszenzmikroskopie (Leica
DMRXA) und elektronischer Bildverarbeitung. (Alle Komponenten und die zugehdrige
Software von Leica). Bis zu 15 geeignete Metaphasen werden pro untersuchte Zelle mit den
FluoreszenZzfiltern DAPI, FITC und Cy3 digitalisiert. Uber die Software (Cyto Vision/Genus,
Applied Imaging) wird zudem eine erste Vorsortierung der Chromosomen in ein
Karyogramm-Schema erreicht.

Die Software vergleicht nach Normalisierung die entlang jedes Chromosoms integrierte
Fluoreszenzintensitat der Kandle FITC (Test-DNA) und Cy 3.5 (Referenz-DNA). Das
durchschnittliche Verhéaltnis aller ausgewerteten Metaphasen einer Hybridisierung kann
grafisch in einem CGH-Profil dargestellt werden. Ist das Fluoreszenzintensitatsverhaltnis
FITC/Cy 3.5 groRer als 1,25 bzw. kleiner als 0,75 liegt ein Gewinn bzw. Verlust im
entsprechenden Chromosomenabschnitt vor.

Um kumulative mCGH-Profile der untersuchten Zellen darstellen zu kénnen, werden die
Aberrationen der einzelnen Analysen nach ISCN-Richtlinien (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature, 1995) in Tabellenform Ubertragen. Dies geschieht nach den
Anforderungen des webbasierten und frei verfligbaren mMCGH-Analyseprogramms
Progenetix (Baudis and Cleary, 2001). Dieses Programm ermoglicht die visuelle Darstellung
der gelisteten Aberrationen als CGH-Profil in Form eines Histogramms.

2.2.10 Statistische Berechnungen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten statistischen Testverfahren wurden mit Programmen
durchgefihrt, die im Internet kostenfrei zur Verfligung gestellt werden.

(Internetlink: http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html).

- Student’s t-Test: Vergleicht Mittelwerte aus zwei normalverteilten Kollektiven

- Chi-Quadrat-Test: Vergleicht zwei (oder mehrere) Kollektive im Bezug auf eine
Eigenschaft

- Fisher’s-Exact-Test: ersetzt den Chi-Quadrat-Test bei Kollektiven mit geringerer
Fallzahl

- Mann-Whitney (Wilcoxn) Rangsummentest: Uberprift die Signifikanz bei zwei
unabhangigen Verteilungen

Die uni-(Kaplan-Meier) und multivariaten (Cox-Regression) Uberlebensanalysen wurden

mit dem Statistikprogramm SPSS fir Windows durchgefihrt
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2.2.11 Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse

Die Auswertung der CGH-Datenséatze erfolgte mit der angegebenen Software analog zu der

Beschreibung von Polzer (2006), und ist im Folgenden als Auszug wiedergegeben:

Die hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der CGH-Datensétze erfolgte mit Hilfe der kostenfrei
auf der Internetseite http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm erhéaltlichen Cluster und TreeView
Software (Eisen, Spellman et al. 1998). Die angelegten CGH-Daten werden dafir in eine
Microsoft-Excel-Tabelle eingetragen, die als Textdatei gespeichert wird (*.txt
Dateiextension). Gewinne und Verluste der einzelnen Chromosomenregionen werden mit
einem Zahlenwert ausgedruckt (+3 Gewinn, O keine Veranderung, -3 Verlust). Die auf diese
Weise generierte Datei kann in das Cluster-Programm eingelesen und die Daten nach der
Linkage-Clustering-Methode gruppiert werden. Das Ergebnis der hierarchischen Gliederung
der Daten wird in TreeView sichtbar gemacht, wobei Gewinnen (+3) die Farbe Grin und
Verlusten (-3) die Farbe Rot zugeordnet wird.

Gleichzeitig wird zu den Daten ein Dendrogramm angelegt, wobei der Abstand zu den am
nachsten stehenden Knotenpunkten die Ahnlichkeit zwischen zwei Proben angibt. Im
Dendrogramm benachbarte Datenséatze sind sich also besonders ahnlich, wobei diese
Vereinfachung nicht an den Grenzen iibergeordneter Aste des Dendrogramms gilt.

In vielen veroffentlichten Arbeiten mit CGH-Daten werden die Chromosomen des
untersuchten Organismus fir biomathematische Analysen lediglich in die beiden
Chromosomenarme aufgeteilt. Um gerade auf den gréReren Chromosomen keine wichtige
Information zu verlieren, wurde in dieser Arbeit (analog zur Arbeit von Polzer, 2006) ein
anderer Ansatz gewabhlt. Die einzelnen Chromosomen wurden in méglichst kleine Abschnitte
unterteilt. Auf diesem Weg kénnen Fehler bei den Verwandtschaftsanalysen verhindert
werden, da zum Beispiel eine Deletion am proximalen Ende eines Chromosomenarms nicht
mit einer am distalen Ende gleichgesetzt wird.

Die Aufteilung der einzelnen Chromosomen in definierte Regionen ist in einer Tabelle im

Anhang aufgefuhrt.
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2.3 Verwendete Materialien

Enzyme und Antikdrper

Anti-DIG-Flourescein........................
Anti-Mouse-Cy3........ccooveviniiiiinennn,
Avidin-Cy3.5........o
Biotin-16-dUTP..........ccocoviviiininn,
Collagenase..........cocovvveiiiiiiiiiiinn,
DNA-Polymerase | (E. coli)................
DNASsel. ..o
Expand Long Template......................
Hyaluronidase..............ccoveiiiiiine

Insulin.......ccoooviiiiii

Chemikalien

AB-Serum........cocoiiiiiiii
Acrylamid.........cooiiiiiiii,
AQaroSe .......ooiiiiiii
Ammoniumpersulfat.........................
Bind-Silan...........cocoooiiiiii
Biotin dUTP........ccoeiiiiiiii
Bromphenolblau.....................oo
BSA Fraktion V........cooovviiiiiininn.
BSAfUr PCR.....cooiiiiiiiie
Colcemid........ccoviiiiiiiiiiiiiece,

dATP, dCTP, dGTP, dTTP..................
Dextran Sulfat...............ccoooiinll

Dextranblau..............cccooieiiiiiinnn.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Dianova, Hamburg

Biomol GmbH, Hamburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Pan Biotech GmbH, Aidenbach
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Activ Motif

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
USB Europe GmbH, Staufen
Fermentas, St Leon-Rot

Pan Biotech GmbH, Aidenbach

Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich

VWR International, Ismaning

Sigma Aldrich GmbH

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PAA Laboraties GmbH, Célbe
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Ethanol unvergallt.

Ethanol vergallt.....

Ethidiumbromid....
Eukitt..................

Formamid............

Ham's F12.. ..o,

Hamatoxylinldsung
Hank's Salzlésung.

Harnstoff.............

(Mayer’s)..............

Kaliumdihydrogenphosphat..................

L-Glutamin..........ccoooiiiiiii

Magnesiumchlorid.

Magnesiumsulfat............c..ooeeiininnen

Matrigel.........cooiiiiii

Methanol.............

Montagekleber (Fixogum)...................

Natriumacetat..................oooiiiiiinnl

Natriumchlorid......

Natriumcitrat........

Natriumhydroxid-Platzchen..................

OPAPlus............

PolyHema...........

RPMI ohne L-Glutamin........................

Salzsaure (rauchend)................coooeee.

Streptavidin Beads

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Promega GmbH, Mannheim

CLN GmbH, Niederhummel

CLN GmbH, Niederhummel

VWR International GmbH, Ismaning
VWR International GmbH, Ismaning
CLN GmbH, Niederhummel

JT-Barker

Sigma Aldrich GmbH

Fluka

PAA Laboraties GmbH, Colbe

PAA Laboraties GmbH, Colbe

VWR International GmbH, Ismaning
PAA Laboraties GmbH, Colbe

Sigma Aldrich GmbH

Biochrom AG

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Sigma Aldrich GmbH

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe / Roche, Mannheim
Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

VWR International GmbH, Ismaning
Pan Biotech GmbH, Aidenbach

Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CLN GmbH, Niederhummel

Marabu, Tamm

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich GmbH

VWR International GmbH, Ismaning
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Sigma Aldrich GmbH

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Active Motif

Sigma Aldrich GmbH

Pan Biotech GmbH, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Activ Motif
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StreptomyCin..........oooooiiiiiii Sigma Aldrich GmbH
Trypanblau.............coooiii, Sigma Aldrich GmbH

Tween 20......coiiiiiiii Sigma Aldrich GmbH
Vectashield.................c.oooiiii. Linaris, Bettingen am Main
Wasser (PCR).......cooviiiiiiiiis CLN GmbH, Niederhummel
XYIOl oo AppliChem GmbH, Darmstadt

Oligonukleotide und Primer

BRAFmMut
5 TCCAGACAACTGTTCAAACTG
3 CTCTTCATAATGCTTGCTCTG

NRAS61seb
5 ACACCCCCAGGATTCTTACA
3 TCCGCAAATGACTTGCTATT

CFL15CT24

CCCCCCCCCCCCCCCGGCCGAGTTTTTTTTTTTTITTTTITTITTITTITTTT

CFL5CS8
CCCCCCCCCCCCCCCGTCTACA(nnnnnnnnn wobbels)

CP2-Primer
TCAGAATTCATGCCCCCCCCCCCCCcCC

LIB1
AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT

ddMsell
TAACTGACAGddC

p53 Exon 2/3
5 CCAGATGAAGCTCCCAGAAT
3 GCAACTGACCGTGCAAGTCA

p53 Exon 8/9

5 AGGACCTGATTTCCTTACTGC

3 GAGGTCCCAAGACTTAGTAC
CK 19

5 GAAGATCCGCGACTGGTAC

3 TTCATGCTCAGCTGTGACTG
BCRTT

5 CACTAGTTGTCCCTGCTCAG

3 GTCCAGTCACTTGTGGTCTG
D16S485

5 AGTAATAATGTACCTGGTACC

3 AGGCAATTTGTTACAGAGCC
D5S500

5 CTTTTTACATTTTTGGTACCTTG

3 GTATCGGTGAAATGCAACTA
D16S8040

5 CTGCAACAAGAAAGATACTCC
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Qo

Qo

Gerate

AGTGCCTCACAGGCTGCC

EFla
TGC CCC AGG ACACAG AGACT
CTG TGT CGG GGT TGT AGC CA

3-Aktin
GTGGGGCGCCCCAGGCACCA
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

GapDH
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC
GCCATCACGCCACAGTTTCC

HMB45 (auf gp100)
TCCAAAGTCCCAGGTGTAGG
CCTCTTGCTCATTCCAGCTC

MelanA
ATAAGCAGGTGGAGCATTGG
GCTCATCGGCTGTTGGTATT

S100
ATTCTGGAAGGGAGGGAGAC
CGTGGCAGGCAGTAGTAACC

MCSP
GTCTTTTGAGGCTGCCTGTC
CTGTGTGACCTGGAAGAGCA

TRP2
CCAGCTGGGAAACTGTCTGT
AACCCTTCCAAAGCATTCCT

ABCB5
TTCATCCTCCGTGGCTTATC
CATAGGCGATGTTCTCAGCA

CD271
GAGGCACCTCCAGAACAAGA
GCTGTTCCACCTCTTGAAGG

Nestin
CAGGAGAAACAGGGCCTACA
TGGGAGCAAAGATCCAAGAC

Jarid1B
GGTGAGCCAAAAACCTGGTA
AATCACAAACTCCCCAGCAC

Brutschrank .............cocoiiii,
CCD-Kamera (CGH) ......c.cooiiiiiinn.
Fluoreszenzmikroskop ...........cccovevvunneen.
Heizblock .......coovinii

(Heraeus BB15), Hereaus
Zeiss

Axiovert 200M, Zeiss
Thermomixer 5436, Eppendorf
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Heizplatte ...l
Horizontal Gelelektophorese .....

Hybridisierungsofen ................

Invertmikroskop ..............coeiel.

Kapillarenzieher .....................

Lasermikroskop ...........ccccevueenee
Magnetstander .......................
Medimaschine ........................
Mikromanipulator ....................
Mikrotom ...
MJR PCR-Maschine ................
Neubauer Zédhlkammer.............
Schuttelinkubator ....................

Spannungsquelle (Agarose-Gel)
Tischzentrifuge ......................
UV-Schirm .....c.oocviiiiiiiine,

Kamera (Geldokumentation) .....

Wasserbad ...l

Zentrifuge (gro) ..........cceuenee.

Verbrauchsmaterialien

Chamberslides.......................

Deckglaschen........................

Einwegskalpelle.....................

Falcon........covviiiiiiiiiiin,

Filterspitzen............ccocooeeeil.

Glas-Kuvetten........................
Haft-Objekttrager....................
Hamatokritt Kapillaren.............

Insulinspritze..................o...l.

Zellkulturflaschen...................

Medicons.........cccoeeiiiiiiinn.

Mikrotiterplatten (Terassaki)......

Objekttrager (Mattrand)...........

PCR purification Kit.................
Petrischalen..........................
Pipetten.........c.cooiiiis
Pipettierspitzen......................
Polyethylenmembranen...........................
Reaktionsgefale 0,2 ml...........cocovvvininnene
Reaktionsgefale 1,5 ml...........cocovveennene

Transferpipetten.....................

34

Kisker Biotech

Peqlab

Biometra

Axioskop 40, Zeiss
DMZ-Universal-Puller, Zeitz
P.A.L.M., Bernried (Zeiss)
Miltenyi, Biotech
Medimachine, Dako
Patchman NP2, Eppendorf
Leica

ThermalCycler DNA-Engine2 Tetrad, Peltier
Brand, Wertheim

Eppendorf

Kisker Biotech

Eppendorf

INTAS, Géttingen

INTAS, Géttingen

Kisker Biotech (Lauda)
Eppendorf 5810R, Eppendorf

Fisher Scientific, Ingolstadt

Schubert & Weils OMNILAB, Miinchen
ROTH

Sarstedt

Biozym Vertriebs GmbH, Hess (Oldendorf)
Schubert & Weil? OMNILAB, Miinchen
CLN GmbH, Niederhummel

Brand GmbH & Co KG, Wertheim/Main
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Sarstedt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Sigma Aldrich GmbH

ROTH

Qiagen GmbH, Hilden

Schubert & Weil OMNILAB, Miinchen
CLN GmbH, Niederhummel

Biozym Vertriebs GmbH, Hess (Oldendorf)
P.A.L.M-Mikrolaser technologies AG

CLN GmbH, Niederhummel

CLN GmbH, Niederhummel

Gilson
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2.4 Abkirzungen

Mikroliter

engl. Antikdrper

ATP-binding cassette sub-family B member 5
akrolentigondses Melanom

engl. Rinderserum-Albumin

cirka

Nerve growth factor receptor

Engl. copy DNA

engl. Vergleichende Genomhybridisierung
engl. Circulating Tumor Cell

engl. Disseminated Cancer Cell

engl. Disseminated Cancer Cell Density
Di desoxy-...

Desoxy Guanosintriphosphat
Desoxyribonukleinséaure
Desoxynukleotidtriphosphate
Dithiothreitol

Desoxy Uracil Triphosphat

Fetales Kalberserum

Beschleunigung

Premelanosome Protein (Gen)

Stunde

Hamatoxylin-Eosin

Human Melanoma Black = Ak ggn. gp100
High molecular weight melanoma associated antigen
(= MCSP)

Immunhistochemie

Ja

Histon Demethylase Jarid1B (Gen/Protein)
Lymphknoten

Lokalisation

mit

RAS-RAF-Mek-ERK-Stoffwechselweg
Melanoma associated Chondroitin Sulfate
Proteoglycan

melanA (Gen / Protein)

Metastase

Minute

Million

Milliliter

mutiert

Nein

ein TypVI Intermediérfilament Protein (Gen)
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nodulares Melanom

NOD scid gamma (immundef. Labormausstamm)
Oberarm

Operation

One-Phor-All Puffer

Oberschenkel

Patient

Pathologie

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Penicillin

Phéanotyp

Peptid Nucleic Acid (Plural)
Primarrtumor

Ribonukleinséure

Zellkulturmedium (Roswel Park Memorial Institute)
Raumtemperatur

Sekunde

S100 calcium binding protein B

subkutan

Saline-sodium-citrate-Puffer

superfiziell spreitendes Melanom
Streptomycin

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tumor Cell Count

Tumordicke

Terminal deoxynucleotidyl transferase
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Puffer
Transfer RNA

Dopachrome Tautomerase (Gen / Protein)
Unterarm

Uber Nacht

Unterschenkel

weiblich

wildtyp = nicht mutiert
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3. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung disseminierter Tumorzellen (DCC) aus
Wachterlymphknoten von Patienten mit malignem Melanom. Dazu wurde die Isolation der
Zellen mit einem Antikdrper gegen das melanomspezifische Zelloberflachenantigen MCSP in
Suspension etabliert. Ein Kollektiv von Patienten wurde auf das Vorhandensein positiver
Zellen hin untersucht, und mit den isolierten MCSP+ Zellen eine Probenbank fir die
anschlieRenden molekularen und funktionellen Untersuchungen an diesen Zellen aufgebaut.
Lymphknotenproben gesunder Spender dienten dabei als Referenz. Aus den Proben des
Kollektivs parallel isolierte gp100+ DCC, sowie gp100+ DCC aus einer Kooperation standen
fur molekulare Vergleiche mit den MCSP+ Zellen zur Verfigung. Klinische Verlaufsdaten der
Patienten sowie die histopathologischen Befunde flossen in die Auswertung der Daten mit
ein (Abb. 4).

MCSP.aIs melanozytarer Marker Kontrollfirbung . Referenzprcber?
-Etablierung -10 Nicht-Melanompatienten
- Aufbau Kollektiv (150 Patienten) —>Markerexpression

(12 Zellen)

Charakterisierung MCSP+ DCC

cDNA
Isolation und Charakterisierung
von 394 Zellen
—>Expressionsanalyse
melanozytdrer und Stammazell
assoziierter Marker (pieL MLANA,

51008, DCT, ABCBS, KDM5B NES, NGFR) gp100 als melanozytadrer
o Vergleich DNA Marker
_ individuelle Paare Mutationsstatus | - Mutationsstatus von BRAF und > gp100+ und MCSP+
Primdrtumor u. Metastase | > NRAS (170 Proben) D — DCC aus gleicher Probe

—Mutationsanalyse

_ CGH-AI‘IBWSE (45 DCC) -Mutationsstatus
(40 Proben) (156 Proben)
Funktionell -CGH-Analyse (33 DCC)
- Protokolletablierung fur s.c
Einzelzelltransplantation .
- In vivoPropagation von DCC Vergleich
(7 Patienten)
Klinische Parameter der Patienten
Histopathologischer Befund
Klinischer Verlauf gpl00+ Zellen
- erginzend zu den Forschungsdaten —aus Kooperation
der untersuchten Kollektive -CGH-Analyse (54 Zellen)

Abbildung 4: Experimentelles Vorgehen
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3.1 Nachweis und Isolation disseminierter Tumorzellen in

Wachterlymphkoten von Patienten mit malignem Melanom

Analysen an einzelnen isolierten DCC aus Wachterlymphknoten beim malignen Melanom in
vorausgegangenen Studien und Kooperationen der Arbeitsgruppe (Ulmer et al., 2005) und
(Ulmer 2013, eingereicht zur Publikation) waren bisher, aufgrund des verwendeten
Antikdrpers gegen das zytoplasmatische Antigen gpl00, auf das Genom der Zellen
beschréankt. Deshalb wurde in dieser Arbeit zunachst eine Immunfluoreszenzfarbung gegen
das melanomspezifische, membranstéandige Antigen MCSP etabliert, und in Kooperation mit
dem Lehrstuhl fur Dermatologie des Uniklinikums Regensburg (Dr. Hafner, Dr.
Hohenleutner) sowie dem Institut fur Pathologie (Dr. Rimmele) ein Kollektiv an Patienten auf
MCSP+ Zellen hin untersucht. Die detektierten positiven Zellen wurden isoliert und sowohl
das Genom als auch das Transkriptom der Zellen global amplifiziert, um es fiir nachfolgende
molekulare Analysen verwenden zu kénnen.

Der Vorteil der angewendeten Methode lag darin, dass an dem biopsierten
Wachterlymphknoten alle drei Nachweisverfahren: Histopathologie, gpl00-Farbung
(Immunzytochemie) und die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Suspensionsfarbung gegen
MCSP (Immunfluoreszenz) zum Einsatz kamen und somit ein Vergleich der Methoden fur
den Nachweis der Tumorlast im Lymphknoten mdglich war.

3.1.1 Patientenkollektiv und angewendete Methoden fur den Nachweis

disseminierter Einzelzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gewebeproben aus Wachterlymphknoten von 200
Patienten mit malignem Melanom im Zeitraum zwischen September 2008 und Juni 2012
ausgewertet. Davon wurden die Proben von 150 Patienten selbst aufgearbeitet, 50 im Zuge
der medizinischen Doktorarbeit von Veronika Naimer. Insgesamt wurden 253 Gewebeproben
aufgearbeitet und untersucht. In 149 Fallen war jeweils ein Lymphknoten biopsiert worden, in
38 Féllen zwei und in drei Fallen drei Lymphknoten pro Patient. Von den Lymphknoten
wiesen 19 keine ausreichende Zellzahl nach Aufbereitung auf und konnten dadurch nicht
weiter untersucht werden. In acht Fallen stand ein zweiter Lymphknoten des Patienten zur
Verfligung. Ein Patient wurde nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen, da es sich beim
Primartumor nicht um ein malignes Melanom sondern um einen Pinkus Tumor handelte. In
die Studie eingeschlossen wurden damit 233 Gewebeproben von 189 Patienten.

Die klinischen Daten zu den Patienten (Tabelle 2) sind aufgrund externer Resektionen von

Primé&rtumoren bisweilen nicht bei allen Patienten vollstéandig erfasst worden. Im Anhang
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befindet sich eine detaillierte Auflistung der einzelnen Patienten und aller zugehdrigen

klinischen und molekularen Befunde.

Tabelle 2: Klinische Daten der untersuchten Patienten

Anzahl der Patienten 189

Durchschnittsalter bei Diagnose 54

(Bereich) 15-79

Geschlecht Anzahl %
m 99 52
w 90 48
Tumordicke nach Breslow Anzahl %
keine Angabe 12 6

I (<1mm) 31 17

Il (Imm - 2mm) 72 38
Il (>2mm - 4mm) 44 23
IV (>4mm) 30 16
N-Status (Histopathologie) Anzahl %
NO 144 76
N1 45 24
Ulzeration Anzahl %
keine Angabe 40 21
Ja 49 26
Nein 100 53
Clark level Anzahl %
keine Angabe 36 19

1 0 0

2 8 4

3 42 22
4 95 51

5 8 4
Lokalisation Primartumor Anzahl %
keine Angabe 7 4
Extremitaten 114 60
Rumpf 67 35,5
Kopf und Hals 1 0,5
Tumortyp Anzahl %
keine Angabe 7 3,7
keine néhere Spezifikation 58 30,5
SSM 58 30,5
NM 55 29,1
ALM 9 4,7
sonstige 2 1

Der biopsierte Wéachterlymphknoten wird vom Pathologen in der Mitte geteilt. Eine Halfte
verbleibt im Institut fur Pathologie zur histopathologischen Untersuchung. Am Uniklinikum
Regensburg besteht diese aus einer Lamellierung des in Paraffin gebetteten Lymphknotens
parallel zur Langsachse in 1 mm dicke Scheiben. Von jeder Schnittstufe wird ein HE-Schnitt
sowie 3 Schnitte fir immunhistochemische Farbungen gegen S100, MelanA und gpl100

angefertigt. Die IH-Farbungen erganzen im Fall einer positiven Befundung des HE-Schnittes
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das Ergebnis. Bei negativem Befund werden die Blocke in mindestens 5 weitere Stufen
aufgeschnitten und untersucht. Als positiv wird ein LK gewertet, sofern in der IH-Farbung
zumindest positive atypische Einzelzellen nachweisbar sind.

Aus der zweiten Halfte des Lymphknotens wird fur die DCC-Studien durch mechanische
Zerkleinerung eine Einzelzellsuspension hergestellt, diese in mehreren Waschschritten
gereinigt und durch eine Percolldichtegradientenzentrifugation angereichert. Dabei werden
mononukleare Zellen von den Erythrozyten und Granulozyten abgeschieden.

Von der so gewonnenen Zellfraktion wurden, wenn genug Zellen enthalten waren, zwei bzw.
drei Millionen Zellen gegen MCSP gefarbt. Von den verbliebenen Zellen wurden, je nach
Anzahl, bis zu funf Millionen reversibel auf Adhasionsobjekttragern fixiert. Diese fixierten
Zellen kbnnen bei -20 °C Uber langere Zeit gelagert werden. Sie werden im Rahmen einer
weiteren Studie zum diagnostischen Nachweis gp100+ DCC verwendet. Von der MCSP
gefarbten Zellsuspension wurden jeweils eine bzw. zwei Millionen Zellen mikroskopisch

ausgewertet (Abb. 5).

Lymphknotenbiopsie

- Entnahme des/der Sentinel Lymphknoten

Y% Lymphknoten % Lymphknoten
- Routinediagnostik Pathologie - Einzelzellanalyse

- Lamellierung in Imm

Blocke
- HE Farbung
- IH Farbung gegen S100,
Anfertigung Haftobjekttrager MCSP Farbung
- gpl100 Farbung -> aus Suspension

-> Diagnostik ‘

‘ Isolation von Einzelzellen

Isolation von Einzelzellen > Markerexpression
> Mutationsanalyse
—> Mutationsanalyse - CGH
> ceH -> Transplantation in vivo

Abbildung 5: Aufteilung des Probenmaterials auf die durchgefihrten Untersuchungen
Das Pfeildiagramm zeigt die Aufarbeitungsschritte an den biopsierten Lymphknoten, sowie die nach
Einzelzellisolation in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
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3.1.2 Histopathologischer Nachweis der Tumorlast in Wachterlymphknoten

Von allen biopsierten Lymphknoten aus dem genannten Patientenkollektiv wurde eine Hélfte
histologisch untersucht. Fur 188 Patienten konnte ein Befund erstellt werden, in einem Fall
enthielt das resektierte Gewebe nur Fett. Histologisch wurde in 23 % der Patienten (44
Patienten) ein Lymphknotenbefall festgestellt (Abb. 6 A). Ein Patient wird als N1 eingestuft,
sobald in einem der biopsierten Lymphknoten eine Tumorlast nachweisbar ist. Als positiver
Befund gelten bereits einzelne Tumorzellen, die auf den Schnitten durch Immunzytochemie
eindeutig zu bestimmen sind.

Bei den 44 N1-Patienten wurden in 19 Patienten Mikro- (< 2 mm) und in 21 Makrometasen
(> 2 mm) diagnostiziert. Zwei Patienten wiesen benigne Navuszellen auf den untersuchten
histologischen Schnittstufen auf, zwei weitere Patienten Zellnester, die als Tumorzellen
eingestuft wurden (Abb. 6 B). Die Befunde der Navus und Tumorzellnester wurden

histologisch extern tberprift und ein zweites Gutachten erstellt.

M Patienten (N = 189) W Patienten (N = 189)
100 90
80
£ 70
2 80 £ 60
£ g 50
5 60 ‘E 40
g 230
S 40 520
g 9 S .
I~ 2 2
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Lymphknotenstatus (Histopathologie) & é\%“

Abbildung 6: Histopathologische Befunde der untersuchten Patienten

A) Dargestellt ist der Lymphknotenstatus der untersuchten Patienten in % unterschieden nach
Stadium NO und N1, sowie dem Anteil der nicht auswertbaren Patienten.

B) Dargestellt ist der Anteil der unterschiedlichen histologischen Einstufungen der Lymphknoten
der untersuchten Patienten in %.

3.1.3 Immunzytochemischer Nachweis von Tumorzellen durch das

melanomspezifische Antigen gp100

Zelliberstande die aus der Aufarbeitung der Gewebeproben fir DCC-Analysen resultieren,
werden auf Haftobjekttragern fixiert, sofern sie nicht fir den Nachweis MCSP+ Zellen
verwendet werden (Abschnitt 1.4). Mit den fixierten Zellen wird der Nachweis gp100+ DCC
durchgefuhrt. Das ermdglicht den in dieser Arbeit erstmals durchgefuhrten Vergleich von
DCC, die durch beide Nachweisverfahren parallel aus den Proben isoliert wurden (Abb. 5).
Fur diese Arbeit wurden dazu ausschlief3lich die vitalen MCSP+ Zellen isoliert. Die Isolation

gpl00+ Einzelzellen aus Wachterlymphknoten lauft im Rahmen einer QM-Studie (davon 84
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Patienten  Promotionsarbeit Veronika Naimer). Dort isolierte Einzelzellen der
immunzytochemischen Farbung gegen gp100 werden zum Vergleich mit den MCSP+ Zellen
in mehreren der im Folgenden beschriebenen Experimente dieser Arbeit eingesetzt. Die
jeweiligen Experimente wurden dazu parallel an Zellen beider Gruppen (MCSP+ und
gp100+) durchgefinhrt.

Der Nachweis gpl100+ Einzelzellen wird hier mit aufgefiihrt, um die Veranschaulichung der

im Folgenden damit durchgefiihrten Versuche besser zu gewébhrleisten.

Insgesamt konnten bisher 138 der 200 Patienten auf gp100+ Einzelzellen getestet werden
(Tabelle 3). 56 der untersuchten Patienten wiesen positive Zellen auf. Der DCCD-Wert lag
zwischen 1 und 500000 Zellen pro Million, wobei die Werte Uber 5000 Zellen geschéatzt,
Werte darunter ausgezahlt wurden. Der Median in den positiv getesteten Patienten lag bei 2

gp100+ Zellen pro Million (Tabelle 3).

Tabelle 3: Klinische Daten der Patienten aus dem Kollektiv Regensburg fir die parallel zur
MCSP Farbung auch der Nachweis von gp100+ Zellen durchgefihrt wurde

Anzahl der Patienten 138
Durchschnittsalter bei Diagnose 53
(Bereich) 15-78
Geschlecht Anzahl %
m 73 52,9
w 65 47,1
N-Status Anzahl %
NO 102 73,9
N1 35 25,4
nicht auswertbar 1 0,7
DCCD gp100
Median 2
Bereich (von - bis) 1 - 500000
Anzahl %
positiv 56 40,6
negativ 82 59,4
DCCD MCSP in gp100+ Patienten
Median 8
Bereich (von - bis) 1 - 400000
Phanotyp MCSP in gp100+ Patienten Anzahl %
negativ 39 28,3
groR3e Zellen 30 21,7
kleine Zellen 69 50
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3.1.4 Immunfluoreszenznachweis von Tumorzellen durch das
melanomspezifische Zelloberflachenantigen MCSP

3.1.4.1 Etablierung einer Farbung gegen MCSP in Suspension

Fur die Isolation von Einzelzellen aus den biopsierten Gewebeproben der Patienten wurde
das membranstandige Antigen MCSP (HMW-MAA) verwendet. Zur Detektion des Antigens
wurde der monoklonale Antikdrper 9.2.27 (Bumol and Reisfeld, 1982) eingesetzt. Dieser
Antikdrper erwies sich bereits als geeignet, zirkulierende Melanomzellen im Blut von
Melanompatienten zu detektieren (Ulmer et al., 2004). Als Grundlage diente das Protokoll
aus der Kooperation mit Dr. med. Anja Ulmer vom Uniklinikum Ttbingen (Ulmer et al., 2005)
zur Herstellung einer Zellsuspension aus dissagregierten Gewebeproben von
Wachterlymphknoten.

Die Farbung gegen das Zelloberflachenantigen MCSP erlaubt die Isolation vitaler Zellen,
sowie die molekulare Analyse des Transkriptoms der DCC. MCSP ist ein hoch spezifisches
und sensitives Antigen, das von mehr als 90 % der melanozytaren Zellen exprimiert (Natali
et al., 1983) wird. Es zeigte sich auch in immunhistochemischen Studien als sensitiver als
die standardmaliig eingesetzten Farbungen gegen gpl00, S100B und melanA (Goto et al.,
2008).

Zur Konzentrationsbestimmung wurden zunéchst Tests an den Melanomzelllinien Mel HO
und SKMel28 durchgefuihrt. Mel HO zeigte eine intensivere Farbung. Die optimale
Konzentration des Antikdrpers betrug 25 ug/ml. In der Isotypkontrolle UPC-10 (Maus 1gG2a)
konnte keine positive Farbung nachgewiesen werden (Abb. 7).

3.1.4.2 Untersuchte Patientenproben fir den Nachweis MCSP+ Einzelzellen
Wie unter 3.1.1 beschrieben konnten von den 200 Patienten 189 mit insgesamt 233

Lymphknotenproben in die Studie eingeschlossen, und die daraus generierte Zellsuspension
gegen MCSP gefarbt werden. In 145 (62,3 %) der 233 untersuchten Proben konnten MCSP+
Zellen nachgewiesen werden, 88 Proben (37,7 %) waren negativ (Abb. 8). Somit enthielten
Proben von 126 (66,6 %) der 189 Patienten MCSP+ Zellen, 63 Patienten (33,3 %) blieben

negativ.
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A

Abbildung 7: Etablierung einer MCSP-Farbung in Suspension
A) Testfarbung der Zelllinie Mel HO
B) Isotypkontrolle der Zelllinie Mel HO

3.1.5 Detektionsraten MCSP+ Zellen in den Patienten und Zellmorphologie

Enthielt die Lymphknotenprobe geniigend Zellen, wurden drei Millionen Zellen geféarbt und
jeweils eine bzw. zwei Millionen Zellen ausgewertet. Waren weniger Zellen enthalten, musste
entsprechend weniger gefarbt werden. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse entsteht fur alle
untersuchten Proben durch die Berechnung des sog. DCCD (= disseminated cancer cell
density) Wertes, der die Mittelung der gefundenen MCSP+ Zellen pro 1 Mio untersuchte
Lymphozyten ergibt. Mehr als 40 % der positiven Proben wiesen weniger als 10 MCSP+
Zellen pro Mio auf, weitere 15 % weniger als 100. Somit konnte nur in 5,6 % der
untersuchten Proben ein DCCD > 100 festgestellt werden (Abb. 8). Der DCCD lag zwischen
1 bis 400000 MCSP+ Zellen pro Million untersuchter Lymphozyten. Der Median lag bei 5
positiven Zellen pro Million.
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Abbildung 8: Anzahl und Verteilung MCSP+ Zellen in den untersuchten Patientenproben
Dargestellt ist die Rate MCSP+ Lymphknoten in % fiir Proben mit unterschiedlichen DCCD-Werten.

Die detektierten MCSP+ Zellen wiesen keine einheitliche Morphologie auf (Abb. 9). Sie
zeigen Unterschiede in der Grol3e sowie in der Intensitét des Fluoreszenzsignals.

Grol3e intensiv fluoreszierende Zellen wurden in 26 Proben (11,2 %) detektiert, der Median
lag hier bei 60 Zellen, im Bereich von einer bis 400000 Zellen. Werte tuber 5000 Zellen pro
Million wurden geschétzt, alle anderen Werte ausgezahlt. Kleine Zellen traten in 103 Proben
auf (44,2 %), der Median lag hier bei 4 Zellen, im Bereich von 1 bis 47 Zellen pro Million. In
16 Proben (6,9 %) konnten beide Zelltypen nachgewiesen werden. Hier lag der Median bei
15 Zellen, im Bereich von 1 bis 2308 Zellen pro Million (Abb. 10).
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Abbildung 9: Morphologie und Phéanotyp der detektierten MCSP+ Zellen in den
Patientenproben

A) und B) zeigen morphologisch kleine MCSP+ Zellen in der GréRe der umgebenden
Lymphozyten, mit einem Durchmesser kleiner 10 um. Unterschied in der Intensitat der
Farbung zwischen den kleinen Zellen in A und B

C) morphologisch grofie MCSP+ Zelle, vierfach grof3er als umgebende Lymphozyten (deutlich
grolRer als 10um) mit intensiver Farbung

Die Anzahl positiver Zellen war in Lymphknoten mit gro3en MCSP+ Zellen signifikant héher
als in Lymphknoten mit kleinen Zellen (p<0,0001 Mann-Whitney).
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Abbildung 10: DCCD MCSP+ Zellen mit unterschiedlichem Phéanotyp

Der dargestellte Boxplot gibt logarithmiert in den Balken jeweils den DCCD-Wert von 50% der
betrachteten Proben an, die Linien markieren die Spannweite und der schwarze Querbalken in den
Plots den medianen DCCD Wert.

DCCD MCSP

3.1.6 Vergleich der Analyseverfahren: Detektionsraten und Zellmorphologie

Die Gewebeproben der Patienten unterliefen parallel drei unterschiedliche Befundungen.
Eine Halfte des LKs die histopathologische Routine aus Stufung des Gewebes mit
anschlieRender Hamatoxylin-Eosin und immunhistologischer Farbung. Die andere Halfte der
Probe sowohl Immunfluoreszenzfarbung vitaler Zellen in Suspension gegen MCSP, als auch
immunzytochemische Farbung fixierter Einzelzellen gegen gp100. Dadurch erdffnet sich die
Maglichkeit, alle drei diagnostischen Verfahren miteinander zu vergleichen.

Bei diesem Vergleich sind im Folgenden die Befunde auf Patienten bezogen. Analog zum
N-Staging in der Diagnostik wurden hier die Werte der MCSP- und gp100-Befunde auch
jeweils auf den einzelnen Patienten umgerechnet, d.h. wies einer von zwei LKs positive
Zellen auf, wurde der Patient als positiv gewertet. Dabei wurde immer die héchste gefundene
Zellzahl eingesetzt, beim Auftreten sowohl groRer wie kleiner MCSP+ Zellen der grof3e
Phanotyp angegeben.

Von den 189 in der Studie eingeschlossenen Patienten gehen in diesen Vergleich fur die
MCSP Auswertung 188 ein, da in einem Fall der Lymphknoten fiir die Pathologie nicht
auswertbar war. 144 Patienten davon waren ohne Lymphknotenbeteiligung in der
Routinediagnostik, 44 Patienten (23,3 %) im Stadium N1. Fur gp100 lag der Befund bei 137
Patienten vor, 138 waren urspriinglich befundet. Aber auch hier scheidet der Patient ohne
pathologischen Befund aus.

Der Nachweis MCSP+ DCC war bei 85 Patienten mit Stadium NO positiv, wahrend nur bei 4

Patienten mit Stadium N1 kein Nachweis von Zellen mit MCSP mdglich war. Dieser
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Unterschied ist signifikant. (p<0,0001 chi-Quadrat) (Abb. 11 A und Tabelle 4). Beim
Nachweis gp100+ DCC ist eine dhnliche Tendenz ersichtlich wie bei MCSP. NO Patienten
wiesen in 31 Fallen gp100+ Zellen auf. Im Stadium N1 waren 10 Patienten negativ flr gp100
(Abb. 11 B und Tabelle 4). Der Unterschied im Nachweis von Einzelzellen zur
Routinediagnostik ist auch fiir gp100 signifikant (p<0,0001 chi-Quadrat).

In den vier Féllen, in denen die Immunfluoreszenz gegen MCSP im Gegensatz zur
Histopathologie einen negativen Befund lieferte (Tabelle 4), handelte es sich laut
Histologischem Befund um Mikrometastasen. Die zehn gpl00 negativen Patienten in der
Immunzytochemie mit positivem histologischem Befund wiesen in 5 Fallen Mikrometastasen,

in zwei Fallen Tumorzellnester und in drei Fallen Makrometastasen auf.

Tabellen 4 und 5:

4) Befunde aus Routinediagnostik und Einzelzellanalyse (absolute Haufigkeiten)

5) Zusammenhang von Zellmorphologie MCSP+ Zellen mit Befunden aus Histopathologie und
Immunzytochemie (absolute Haufigkeiten)

Tabelle 4 MCSP Farbung
p-Wert
negativ positiv Gesamt (chi-quadrat)
NO 59 85 144
N-Stadium N1 4 40 44 <0,0001
Gesamt 63 125 188
gpl00 Farbung
negativ positiv Gesamt
NO 71 31 102
N-Stadium N1 10 25 35 <0,0001
Gesamt 81 56 137
Tabelle 5 Morphologie MCSP
p-Wert
grof3 klein Gesamt (chi-quadrat)
NO 5 81 86
N-Status N1 29 11 40 <0,0001
Gesamt 34 92 126
Morphologie MCSP
grof klein Gesamt
negativ 7 41 48
gpl00-Status  positiv 23 28 51 0,001
Gesamt 30 69 99
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Abbildung 11: Vergleich der Analyseverfahren von Histopathologie, Immunzytochemie und
Immunfluoreszenz

F)

Dargestellt ist die Verteilung MCSP+/- Patienten in % auf die klinischen Stadien NO und N1
Dargestellt ist die Verteilung gp100+/- Patienten in % auf die klinischen Stadien NO und N1
Dargestellt ist die Verteilung MCSP+ Zellen der beiden morphologischen Gruppen in % auf
Patienten in den klinischen Stadien NO und N1

Dargestellt ist die Verteilung MCSP+ Zellen der beiden morphologischen Gruppen in % auf
Patienten mit +/- gp100 Befund (Immunzytochemie)

Dargestellt ist eine nichtlineare Regression, die den Zusammenhang zwischen der Anzahl
gpl00+ Zellen pro Million Lymphozyten (DCCD) in der Immunzytochemie und der
Wabhrscheinlichkeit eines positiven Befundes in der histopathologischen Aufarbeitung des
Lymphknotens beschreibt. Rote Linie: Berechnete Wabhrscheinlichkeit; Grun: Anteil
histopathologisch positiver Patienten Blau: Obere und untere Grenze des 95 %
Konfidenzintervalls (n= 56 ) Senkrechte Linien: DCCD-Wert fiir 50 % und 100 % Positivitat.
Dargestellt ist analog zu E der Zusammenhang fur MCSP+ Zellen im Lymphknoten (n=125)..

Die DCCD Werte der beiden Einzelzell-Nachweise wurden mit dem Ergebnis der Pathologie
verglichen. In den 125 Patienten mit MCSP+ Zellen im Lymphknoten unterschieden sich die
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medianen Zellzahlen deutlich zwischen N1 und NO Patienten. Der Wert lag fir N1 Patienten
bei 32,5 und fur NO Patienten bei 4 MCSP+ Zellen pro Million (p<0,0001 Mann-Whitney).

In den 56 Patienten mit gp100+ Zellen lagen die medianen Zellzahlen bei NO Patienten bei 1
und bei N1 Patienten bei 180 positiven Zellen pro Million (p<0,0001 Mann-Whitney).

Da MCSP+ Zellen in unterschiedlichen morphologischen Gruppen vorliegen, wurde tberprift
ob ein Zusammenhang zwischen der Morphologie der Zellen und dem histopathologischen
Befund besteht. Lediglich finf Patienten mit phénotypisch groien MCSP+ Zellen wurden als
negativ in der Routinepathologie befundet (Abb. 11 C und Tabelle 5). Allerdings wiesen vier
der funf Patienten sowohl groRe als auch kleine MCSP+ Zellen auf, nur ein Patient
ausschlieB3lich grof3e Zellen. Die Verteilung MCSP+ Zellen der morphologischen Gruppen
unterscheidet sich signifikant zwischen Patienten im Stadium NO und N1 (p<0,0001 chi-
Quadrat).

Analog wurde ein Zusammenhang zwischen gp100-Befund und Morphologie der MCSP+
Zellen fur die 99 MCSP+ Patienten Uberprift, von denen eine Aussage zum gpl00 Status
vorhanden war. Wahrend sich in den gp100+ Patienten die Anzahl an Patienten mit grof3en
(23) und kleinen (28) MCSP+ Zellen kaum unterscheidet, weisen die gp100- Patienten
haufiger kleine MCSP+ Zellen auf (Abb. 11 D, 14 und Tabelle 5 (p=0,001 chi-Quadrat).
Zudem wurde die Korrelation zwischen den DCCD-Werten fur gp100 und MCSP und der
Wahrscheinlichkeit fir einen positiven histopathologischen Befund untersucht. Bei den
gpl00+ Patienten liegt bei einem medianen DCCD-Wert von 18 positiven Zellen ein
histologischer N1-Befund vor. Ab einem DCCD von 37 sind 100 % der untersuchten
Patienten im Stadium N1 (Abb. 11 E). Die 25 % ige Wahrscheinlichkeit fir das Stadium N1
betragt 9, die 75 % ige 27 gp100+ Zellen pro Million.

Der mediane DCCD-Wert MCSP+ Patienten fir das Vorliegen eines histologisch positiven
Lymphknotens liegt bei 17 DCC. Ab einem DCCD-Wert von 51 sind 100 % der untersuchten
Patienten im Stadium N1 (Abb. 11 F). Die 25 % ige Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen
des N1-Stadiums liegt bei 10, die 75 % ige bei 24 MCSP+ Zellen pro Million. Damit zeigt
sich, dass sich die DCCD-Werte von MCSP und gp100 fir die Wahrscheinlichkeiten eines

positiven histologischen Befundes nicht wesentlich voneinander unterscheiden.

Die MCSP+ und gpl100+ Zellen weisen grundsatzlich einen unterschiedlichen Phanotyp auf
(Abb. 12), gp100+ Zellen ahneln morphologisch grolien MCSP+ Zellen.
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Abbildung 12: Vergleich gp100+ und MCSP+ Zellen aus Wéachterlymphknoten
Durch die jeweils angegebene GroRenskalierung wird ersichtlich, dass die gpl00+ Zellen
morphologisch den groRen MCSP Zellen starker &hneln.

Ein Zusammenhang zeigte sich zwischen der Morphologie MCSP+ Zellen in einer Probe und
dem DCCD der gp100+ Zellen. Enthielt der Lymphknoten groRe MCSP+ Zellen, so lag der
Median der gefundenen gp100+ Zellen bei 180, enthielt die Probe kleine MCSP+ Zellen bei 2
(Abb. 13 A). Diese Unterschied ist signifikant (p<0,0001 Mann-Whitney)
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Abbildung 13: Anzahl gpl100+ Zellen in Proben mit groRen oder kleinen MCSP+ Zellen und
Korrelation der DCCD Werte in doppelt positiven Proben

A) Dargestellt sind logarithmiert die Bereiche sowie die mediane Anzahl (schwarzer Querbalken)
gpl00+ Zellen in Proben mit morphologisch unterschiedlichen MCSP+ Zellen. (Saulen
reprasentieren 50 % der Proben)

B) Dargestellt ist die Korrelation der DCCD Werte in den Patienten (N = 51) mit doppelt positivem
Befund (MCSP und gp100)

Fur 51 Patienten (37 %) waren die Befunde in beiden Nachweismethoden positiv (Tabellen
5 und 6). Dabei war die Morphologie der MCSP+ Zellen nicht von Bedeutung (23 Patienten
(16,7 %) mit grof3en und 28 (20,3 %) mit kleinen MCSP+ Zellen). Bei 34 Patienten (24,6 %)
wurden mit beiden Methoden keine positiven Zellen gefunden. In funf Fallen (3,6 %) konnten
nur gpl00+ Zellen detektiert werden, bei 48 Patienten (34,8 %) ausschlie3lich MCSP+
Zellen. In dieser Gruppe zeigt sich der signifikante Unterschied in der Verteilung der

morphologischen Gruppen MCSP+ Zellen. Wahrend nur in 7 Fallen (5,1 %) mit
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morphologisch grof3en Zellen der Nachweis mit gp100 negativ war, blieben 41 Patienten
(29,7 %) mit kleinen MCSP+ Zellen negativ fiir gp100 (Tabelle 5 und Abb. 14).

In den doppelt positiven Proben kann eine Korrelation der DCCD-Werte zwischen den
beiden Nachweisverfahren von MCSP und gp100 festgestellt werden (Abb. 13 B). Diese

Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig) nach Spearman (p=0,618;
p<0,0001).

Tabelle 6: Absolute Werte positiv und negativ getesteter Patienten in den beiden
Nachweismethoden

gpl00 Farbung
negativ positiv Gesamt
negativ 34 5 39
MCSP Farb. positiv 48 51 99
Gesamt 82 56 138

M positivgesamt W davon MCSP grof3 davon MCSP klein

40 Patienten (N = 138)

35
30
25
20
15
10
5
0 1

gpl00+MCSP+  gpl00-MCSP+  gpl00+MCSP-  gpl00-MCSP-

Status MCSP und gpl100 Farbung

Patientenin %

Abbildung 14: Anteil einfach und doppelt positiver Patienten in % fir die Nachweise mit MCSP
und gp100 (mit Unterscheidung der Zellmorphologie MCSP)
Dargestellt ist der Anteil der untersuchten Patienten in %, die fir beide, eine, oder keine der

Nachweismethoden positiv waren. Die Werte fir die morphologischen Gruppen der MCSP+ Patienten
addieren sich zum Gesamtwert.
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3.1.7 MCSP Kontrollfarbung von Lymphknoten gesunder Probanden

Benigne Néavuszellen die in biopsierten Wachterlymphknoten nachgewiesen werden (Carson
et al., 1996; McCarthy et al., 1974; Ridolfi et al., 1977), sowie eine Expression des MCSP-
Antigens auf nicht melanozytaren Zellen (Campoli et al., 2004), machen eine Uberpriifung
der Befunde aus den Melanomlymphknoten an Kontrollproben von Personen ohne malignes
Melanom notig. Zumal eine Unterscheidung zwischen malignen und benignen Zellen
melanozytaren Ursprungs mit dem eingesetzten Antikdrper nicht moglich ist.

Deshalb wurden fir diese Arbeit Farbungen an Kontrolllymphknoten gesunder Probanden
durchgefuhrt, um diese auf das Auftreten MCSP+ Zellen hin zu untersuchen. Im Zeitraum
von September 2012 bis August 2013 wurden insgesamt 13 Lymphknoten von 10
Probanden untersucht. Die Gewebeproben stammten aus Resektionen die im Rahmen von
gefalRchirurgischen Eingriffen entnommen wurden.

Das durchschnittliche Alter der Probanden lag bei 72 Jahren, in sieben Fallen wurde ein LK
biopsiert, in drei Fallen zwei. Ein LK war nicht auswertbar, so dass am Ende 12 Proben
untersucht werden konnten. Davon waren zwei Lymphknoten negativ, zehn (83 %) positiv fir
MCSP (Tabelle 7). Somit ist die Positivrate in den Kontrolllymphknoten, soweit bei der
geringen Fallzahl derzeit Aussagen mdéglich sind, hdher als bei den Melanompatienten mit
66,6 %. Die durchschnittliche Zellzahl in den positiven Lymphknoten lag bei 4 MCSP+ Zellen
pro Million untersuchter Lymphozyten, was dem Median der Kkleinen Zellen in den
Melanompatienten nahe kommt. Die Morphologie der gefundenen Zellen entsprach in allen
Fallen denen von kleinen schwach gefarbten MCSP+ Zellen in den Wachterlymphknoten der
Melanompatienten (Abb. 15). Aus den isolierten Einzelzellen wurde die RNA und DNA
isoliert sowie bisher die RNA transkribiert und global amplifiziert. Dies geschah analog zu
den Zellen aus den Wéachterlymphknoten nach Standardprotokoll. Es konnten bei finf der 18
untersuchten Zellen alle drei Kontrollmarker fir cDNA detektiert werden, bei drei Zellen zwei
und bei vier weiteren Zellen noch je einer (Tabelle 8). Diese Zellen kénnen zukinftig fir
weitere Untersuchungen als Referenzzellen eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde mit
den Zellen die Expression fir das Melanom spezifischer Marker untersucht, um mdogliche
Hinweise auf einen melanozytaren Hintergrund der MCSP+ Zellen aus Normallymphknoten

zu Uberprifen.
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Tabelle 7: Kontrolllymphknoten fir MCSP-Farbung an gesunden Probanden

1D Geschlecht | Alter DCCD
K-1 w 78 6
K-2A |m 71 negativ
K-2B 2

K-3 m 60 1

K-4 m 74 2

K-5 m 72 2

K-6 A negativ
K-6 B nicht auswertbar
K-7 5
K-8A [m 72 6

K-8 B 4

K-9 w 84 11
K-10 |m 67 4

Tabelle 8: Ergebnisse Qualitatskontrolle der cDNA in den Kontrollzellen

3 Aktin Positiv
Negativ
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Abbildung 15: Gegenlberstellung MCSP+ Zellen aus Kontrolllymphknoten und

A) und B) Zellen aus Kontrolllymphknoten 2222 und 2219
C) morphologisch kleine MCSP+ Zelle aus LK 30
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3.2 Uberprifung des melanozytaren und malignen Ursprungs isolierter
MCSP+ Zellen durch Transkriptomanalyse

Der Antikorper 9.2.27 gegen das membranstandige Antigen MCSP detektiert hochsensitiv
Zellen melanozytaren Ursprungs (Bumol and Reisfeld, 1982), erlaubt jedoch keine
Unterscheidung benigner und maligner Zellen. Melanozytare Zellen exprimieren das Antigen
in bis zu 90% der Zellen (Campoli et al., 2004). Das Auftreten unterschiedlicher
morphologischer Zelltypen, sowie der Nachweis MCSP+ Zellen in Lymphknoten gesunder
Probanden lassen darauf schlief3en, dass nicht alle der detektierten und isolierten Zellen
malignen Ursprungs sind. Um eine erste Aussage uber den Ursprung der isolierten MCSP+
Zellen im Kollektiv zu erhalten, wurde die Expression von Markern untersucht, die spezifisch

fur melanozytatare Zellen und Stammzellen sind.

3.2.1 Einzelzellisolation und Gewinnung von cDNA und DNA fur die molekulare
Charakterisierung

Nach Isolation MCSP+ Einzelzellen mittels Glaskapillaren durch den Mikromanipulator,
wurde nach Protokoll (Hartmann and Klein, 2006) die Gesamt-RNA der Einzelzellen tber
magnetische Beads extrahiert und anschlieBend revers transkribiert und amplifiziert. Die in
den Uberstanden enthaltene Gesamt-DNA der Zellen wurde nach Ethanolfallung ebenfalls
nach Protokoll (Klein et al., 1999) extrahiert und amplifiziert.

Der Schritt einer globalen Amplifikation ist bei gewonnener DNA und RNA aus Einzelzellen
notig, um mit dem limitierten Ausgangsmaterial molekulare Arbeiten durchfiihren zu kénnen.
Da diese Protokolle in der Arbeitsgruppe standardméaRig angewendet werden, wird hier auf
eine detaillierte Beschreibung der Vorgange verzichtet und auf den Methodenteil sowie auf
die Literatur verwiesen.

Nach Amplifikation der DNA bzw. reverser Trankription mit anschlieender Amplifikation der
cDNA, wird durch PCR-Analyse konstitutiv exprimierter Haushaltsgene die Qualitat des
gewonnenen Materials Uberprift. Dabei wird getestet ob sich die cDNA bzw. DNA der
jeweiligen Zelle fir weitere Untersuchungen eignet oder ob durch Verlust von
Nukleinsdurefragmenten wéhrend der Zellaufarbeitung oder dem Verlust der Einzelzelle
beim Isolationsvorgang, eine Verwendung des Zellisolates ausscheidet.

In diese Arbeit flossen die Ergebnisse aus 394 MCSP+ Einzelzellen ein. Von diesen Zellen
konnte in allen Fallen cDNA gewonnen werden. DNA war von 359 dieser Zellen verfugbar.
Als Marker fir die Qualitat der cDNA wurden ACTB, EEF1Al1 und GAPDH verwendet. Fur
die DNA-Analyse kamen TP53 (Ex 8/9 und Ex2/3), Pseudogen KRT19P1, BCR1 sowie der
Mikrosatellitenmarker D5S2117 und KRAS zum Einsatz. Es wurden fur die DNA-Analyse
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standardmafig je 2, bei einem Teil der untersuchten Zellen jeweils 3 Marker pro Zelle zur
Bestimmung der Qualitat der DNA eingesetzt.

In die Auswertungen fur diese Arbeit sind nur Zellen tbernommen worden, die mindestens
fur einen Marker der cDNA oder DNA positiv waren. Alle nachfolgend beschriebenen
Versuche (mit Ausnahme der Expressionsanalyse fir melanozytare und Stammzell-
assoziierte Marker) wurden an Zellen durchgefihrt, die mindestens fur zwei Kontrollmarker
positive Banden in der PCR aufwiesen. Insgesamt wiesen 358 Zellen (davon 228 mit mehr
als einem Marker) eine ausreichend gute Qualitdt der cDNA auf, sowie 253 Zellen (davon
156 mit mehr als einem Marker) fur DNA und konnten damit in die weiteren Analysen und
Auswertungen eingeschlossen werden (Abb. 16 A). Der Anteil negativer Zellen in beiden
Gruppen der Abbildung ist bedingt durch Zellen, die nach Aufbereitung entweder keine cDNA
in der Kontrolle aufwiesen, jedoch positiv fir DNA waren, sowie umgekehrt, keine DNA aber
cDNA aufwiesen. In mehr als 60 % der Zellen (222) konnte sowohl DNA als auch cDNA
erfolgreich isoliert werden (Abb. 16 B).

A B MCSP+ Zellen cODNA (N = 394) DNA (N = 359) B B untersuchte Zellen (N = 359)
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Abbildung 16: Qualitatsbestimmung von cDNA und DNA der isolierten MCSP+ Zellen

A) Ergebnisse der Kontroll-PCR zur Qualitatsbestimmung in den MCSP+ Zellen. Dargestellt
ist der Anteil negativer sowie ein- bis dreifach positiv getesteter Zellen in %, fur die
untersuchten Kontrollmarker von cDNA und DNA. Zur Qualitatsbestimmung der DNA wurden
die zwei- und dreifach positiv getesteten Zellen zusammengefasst in = ++.

B) Anteil MCSP+ Zellen in % mit ausreichender Qualitdt von cDNA /DNA nach globaler
Amplifikation. Dargestellt ist der Anteil an Zellen von denen entweder nur cDNA, nur DNA,
oder beide Nukleinsauren erfolgreich isoliert und amplifiziert werden konnten

Es konnte ein Unterschied zwischen dem morphologischen Typ der Zellen und den positiv
getesteten Kontrollmarkern der cDNA gezeigt werden (Abb. 17). In der Gruppe der grof3en
MCSP+ Zellen waren signifikant mehr dreifach als zweifach positive Zellen vorhanden
(p<0,0001 chi-Quadrat). Fur die Qualitdtsbestimmung der DNA wurde zwischen ein — und
mindestens zweifach positiven Zellen (darin eingeschlossen auch die dreifach positiven
Zellen) unterschieden. Hier konnte jedoch kein Unterschied der Verteilung Marker positiver

Zellen in Abhangigkeit von der Zellmorphologie festgestellt werden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen Zellmorphologie und Expression von Kontrollmarkern
fur cDNA und DNA

Dargestellt ist der Anteil ein - bis dreifach positiv getesteter Zellen in % (fiir DNA entspricht ++ der
Gruppe zwei und dreifach positiver Zellen) in der Qualitdtsbestimmung, unterschieden nach den
morphologischen Gruppen MCSP+ Zellen.

3.2.2 Expression Melanom-assoziierter Marker

Zur Uberpriifung, ob die isolierten und aufbereiteten MCSP+ Einzelzellen melanozytéren
Ursprungs sind, wurde zunéchst die Expression spezifischer Markergene fir
ausdifferenzierte melanozytare Zellen und Tumorzellen des malignen Melanoms untersucht.
Die Zellen wurden mittels genspezifischer PCR auf die Expression von PMEL (gpl100),
MLANA (melanA), S100B sowie DCT (TRP-2) getestet. Die Gene von gp100, melanA und
S100 wurden gewahlt, da ihre Proteine standardmafiig in der Histopathologie zur Diagnostik
der Wachterlymphknoten beim Melanom verwendet werden. TRP2 ist das friheste
Differenzierungsantigen in der Zellentwicklung, das einen sicheren Nachweis melanozytarer
Zellen erlaubt. Die Expressionrate der Marker im gesamten Kollektiv lag zwischen 15 % bei
TRP2 und 34 % bei S100 (Abb. 18 A und Tabelle 9).

Bei allen untersuchten Markern zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Expressionshaufigkeit der Marker zwischen grof3en und kleinen Zellen im chi-Quadrat Test
(p<0,0001). Eine der 12 untersuchten Normalzellen aus Kontrolllymphknoten zeigte eine
Expression von S100 (Abb. 18 A und Tabelle 9). Die Expression dieses Markers wurde
deshalb zwischen den Gruppen der Patientenzellen und den Normalzellen verglichen. Ein
signifikanter Unterschied in der Expressionsrate von S100 ist nur zwischen den Normalzellen
und den groRen MCSP+ Zellen gegeben (p=0,0017 chi-Quadrat). Fur die kleinen Zellen und

das Gesamtkollektiv wird der Unterschied in der Expressionsrate von S100 nicht
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signifikant(p=0,69 bzw. 0,11). Daher kann die Expression von S100 allein nicht mehr als
Kriterium fir Malignitat der untersuchten Zelle angesehen werden und wird im weiteren
Verlauf der Arbeit fur die Einteilung in maligne und nicht maligne Zellen nicht verwendet. Es
wurde zudem untersucht, mit welcher Haufigkeit MCSP+ Zellen einen oder mehrere der
Marker exprimieren (Abb. 18 B und Tabelle 10). Auch hier liegt ein signifikanter Unterschied
zwischen den morphologischen Gruppen vor. Grol3e Zellen exprimieren signifikant haufiger
mehr als einen der Marker, verglichen mit kleinen Zellen (p<0,0001 chi-Quadrat). Bei den

Kontrollzellen kam es zu keiner Koexpression melanozytarer Marker.

3.2.3 Expression Stammzell-assoziierter Marker

Einen weiteren Hinweis auf den malignen Ursprung der isolierten MCSP+ Zellen sollte ein
Test auf die Expression von Genen liefern, die als Marker potentieller Tumorstammzellen
beim Melanom bekannt sind. In Quellen verschiedener Autoren wurden Gene beschrieben,
deren Expression eine Subgruppe der untersuchten Melanomzellen zu sog. pluripotenten
Stammzellen auszeichnet. Dazu z&hlen unter anderem ABCB5 (Schatton et al., 2008), NES
(Nestin) (Grichnik et al., 2006), KDM5B (JaridlB) (Roesch et al., 2010) sowie NGFR
(CD271) (Boiko et al.,, 2010). Die isolierten MCSP+ Zellen wurden ebenfalls mittels
genspezifischer PCR auf die Expression dieser Gene hin untersucht. Die Expressionsraten
lagen niedriger als flr die melanozytaren Marker und schwankten zwischen 2,5 % (CD271)
und 5,8 % (Nestin) (Abb. 18 A und Tabelle 9). Fur Jarid (p=0,02) und Nestin (p=0,0001)
zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expressionsrate zwischen den morphologischen

Gruppen der Zellen.
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Abbildung 18: Expressionshéaufigkeit und Koexpressionsraten der untersuchten Melanom- und
Stammzell-assoziierten Marker in den MCSP+ Zellen

A) Expressionsraten der getesteten Marker in % in den untersuchten MCSP+ Zellen.
Dargestellt ist fir jeden Marker zum einen das Gesamtkollektiv der Zellen, zum anderen
aufgeteilt in die morphologischen Gruppen. Im Vergleich dazu, die untersuchten Normalzellen
(Kontrollen)

B) Koexpressionssrate Melanom-assoziierter Marker in %.

Dargestellt ist die Anzahl koexprimierter Marker in den untersuchten Zellen (gesamt, grof3,
klein und Normalzellen)

C) Koexpressionsrate Stammzell-assoziierter Marker in %.

Dargestellt ist die Anzahl koexprimierter Marker analog zu B)

Drei der untersuchten Normalzellen aus den Kontrolllymphknoten zeigten eine Expression
von Stammzellmarkern. Eine Zelle exprimierte ABCB5 zwei weitere Jarid1B (Abb. 18 A).
Lediglich die Expressionsrate von ABCB5 unterscheidet sich signifikant zwischen den
grolRen MCSP+ und den Kontrollzellen. Die Expressionsraten der anderen Marker und die
Raten zwischen den Kkleinen Zellen und den Kontrollen unterscheiden sich fiur die
Stammzellmarker nicht. Die geringe Zahl an Zellen in der Kontrollgruppe muss dabei als

maogliche Ursache in Betracht gezogen werden.
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Analog zu den Melanommarkern wurde untersucht, mit welcher Haufigkeit MCSP+ Zellen
einen oder mehrere Stammzellmarker exprimieren (Abb. 18 C und Tabelle 10). Zwischen
den morphologischen Gruppen zeigt sich ein Unterschied in der Expression der
Stammzellmarker. Grof3e Zellen exprimieren signifikant h&ufiger mindestens einen der
Marker (p<0,0001 chi-Quadrat). Die Koexpression mehrerer Stammzellmarker kommt im
Vergleich zu den Melanommarkern seltener vor. Wahrend noch 17 % der grof3en Zellen zwei
Melanommarker exprimieren, werden zwei Stammzellmarker nur noch von 6,3 % der groRen
Zellen exprimiert. In der Gruppe der getesteten Normalzellen konnte keine Koexpression von

Stammzellmarkern festgestellt werden.

Tabelle 9: Expressionsrate (relative und absolute Werte) Melanom- und Stammzell-assoziierter
Marker im Gesamtkollektiv der MCSP+ Zellen, sowie in den morphologischen Gruppen und den
getesteten MCSP+ Zellen der untersuchten Kontrolllymphknoten.

Zellen gesamt Zellen grol3 Zellen klein Kontrollzellen

N=394 N=175 N=219 N=12

N % N % N % N %
Melanom-Marker gpl00 88 22,3 73 41,7 15 6,8 0 0
melanA 125 31,7 103 58,9 22 10 0 0

S100 134 34 97 55,4 37 16,9 1 8,3
TRP2 59 15 52 29,7 7 3,2 0 0

Stammzell-Marker ABCB5 17 4,3 9 51 8 3,7 1 8,3
Nestin 23 5,8 22 12,6 1 0,5 0 0

Jarid 59 15 40 22,9 19 8,7 2 16,6
CD271 10 25 8 4,6 2 0,9 0 0

Tabelle 10: Koexpressionsrate (relative und absolute Werte) Melanom- und Stammzell-
assoziierter Marker, sowie der Tumormarker (gp100, melanA, TRP2) im Gesamtkollektiv der
MCSP+ Zellen, sowie in den morphologischen Gruppen und den getesteten MCSP+ Zellen aus
Kontrolllymphknoten.

Zellen gesamt Zellen grof Zellen klein Kontrollzellen
N=394 N=175 N=219 N=12
Anzahl Marker N %o N Yo N %o N %o
Koexpression Melanom-Marker 0 215 54 8 54 30,9 162 74 11 927
1 59 15 22 12,6 37 16,9 1 8.3
2 47 1.7 30 17,1 17 7.8 0 0
3 35 249 33 18,9 2 0,9 0 0
4 37 9.4 36 20,6 1 0,5 0 0
Koexpression Stammzell-Marker 0 306 7T 115 65,7 191 7.2 9 5
1 71 18 45 257 26 11,9 3 25
2 13 3.3 11 5.3 2 0.9 0 0
3 4 1 4 2.3 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
Koexpression Tumormarker mindestens 1 150 381 111 634 39 17.8 0 0
{gp100, meland, TRFZ2) alle drei 40 10,1 38 21,7 2 0,9 0 0

Da in den bisher untersuchten Kontrollzellen in keinem Fall einer der Melanom-assoziierten
Marker gpl00, melanA und TRP2 exprimiert wurde, kann die Expression eines (oder

mehrerer) dieser Marker als ein mdgliches Kriterium fir die Malignitat der Zellen betrachtet
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werden. Werden nach diesem Selektionskriterium alle Zellen zusammen betrachtet, konnen
38,1 % als maligne Zellen eingestuft werden. Ein deutlicher Unterschied zeigt sich wiederum
in der Verteilung auf die morphologischen Gruppen. Wahrend 63,4 % der grof3en Zellen
somit als Tumorzellen gewertet werden kdénnen, sind es bei den kleinen Zellen nur 17,8 %
(Tabelle 10). Im Vergleich mit den Kontrollzellen ist der Unterschied in der Expressionsrate
der Tumormarker fir die Zellen insgesamt (p=0,01) und die groRRen Zellen (p<0,0001)

signifikant.

3.2.4 Korrelation Melanom- und Stammzell-assoziierter Marker

Nachdem sich bei der Expression der Marker in den verschiedenen Phanotypen der Zellen
signifikante Unterschiede gezeigt hatten, sollte untersucht werden, ob sich ein
Zusammenhang zwischen Expression Stammzell-assoziierter Marker und Ausdifferenzierung
der melanozytaren Zellen zeigt. Fur die nachfolgenden Berechnungen wurde das Kollektiv
aufgeteilt in Zellen mit und Zellen ohne Expression melanozytarer Differenzierungsmarker
und anschlieRend auf die Expressionsrate von Stammzellmarkern getestet. Die Marker
Nestin und JaridlB werden signifikant haufiger in Zellen mit Differenzierungsmarkern
exprimiert (p<0,0001) (Abb.19A und Tabelle 11). Zellen mit melanozytaren
Differenzierungsmarkern exprimieren signifikant haufiger mindestens einen
Stammzellmarker (p<0,0001) (Abb. 19 B und Tabelle 11)
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Abbildung 19: Expression und Koexpression Stammzell-assoziierter Marker in MCSP+ Zellen in
Abhéngigkeit Melanom-assoziierter Differenzierungsmarker
A) Expressionsrate Stammzell-assoziierter Marker in %.
Dargestellt ist der relative Anteil MCSP+ Zellen mit Expression von Stammzellmarkern in
Zellen mit und ohne Expression melanozytarer Differenzierungsmarker
B) Koexpression Stammzell-assoziierter Marker in %.
Dargestellt ist die relative Haufigkeit MCSP+ Zellen mit Koexpression von Stammzellmarkern
in Zellen mit und ohne Expression melanozytarer Differenzierungsmarker.
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Insgesamt deuten diese ersten Ergebnisse der Transkriptomanalyse MCSP+ DCC darauf
hin, dass es sich bei einem Teil der Zellen sicher um Zellen melanozytaren Ursprungs
handelt. Die Wahrscheinlichkeit dafur ist bei morphologisch grof3en Zellen signifikant héher.
Als alleiniges Kriterium zur Unterscheidung benigner und maligner Zellen reicht die
Expression der Marker nicht aus, da diese bisweilen auch in MCSP+ Kontrollzellen gesunder
Probanden nachgewiesen wurden. Jedoch ist fur eine sichere Aussage Uuber die

Expressionsraten in den Kontrollzellen noch eine Erhéhung der Fallzahlen nétig.

Tabelle 11: Expressions- und Koexpressionsrate (relative und absolute Werte) Stammzell-
assoziierter Marker in MCSP+ Zellen mit und ohne Auspragung Melanom-assoziierter
Differenzierungsmarker.

Melanom Marker + Melanom Marker -

N=193 N=201

N % N %
ABCB5 11 5,7 6 3
Nestin 23 11,9 10 0
Jarid 54 28 5 2,5
CD271 7 3,6 3 15

Koexpression Stammzell-Marker 0 117 60,6 189 94

1 61 31,6 10 5
2 11 5,7 2 1
3 4 2,1

63



Ergebnisse

3.3 Uberpriifung des malignen Ursprungs von MCSP+ und gp100+
Zellen durch Genomanalysen

Nachdem die Analyse der cDNA MCSP+ DCC erste Hinweise auf einen melanozytaren und
moglicherweise malignen Ursprung der detektierten Einzelzellen geliefert hat, sollte im
nachsten Schritt die DNA der Zellen untersucht werden. Es bot sich durch die parallele
Isolation der beiden Zelltypen (MCSP+ und gp100+) im Regensburger Patientenkollektiv an,
auch die DNA der isolierten gp100+ Zellen hinsichtlich ihres Mutationsstatus fur BRAF und
NRAS und ihrer chromosomalen Veranderungen zu untersuchen, und dadurch den direkten
Vergleich der Zellpopulationen innerhalb der einzelnen Patienten zu erhalten.

3.3.1 Vergleich des Mutationsstatus der Onkogene BRAF und NRAS zwischen
Einzelzellen und Zellpopulationen von MCSP und gp100

Zunachst wurden MCSP+ Zellen, sowie korrespondierende gp100+ Zellen der Regensburger
Proben, auf das Vorkommen fir das Melanom typischer Punktmutationen der Onkogene
BRAF und NRAS getestet. Dabei wurden die zwei am haufigsten vorkommenden Mutationen
BRAF V600E sowie NRAS Q61K untersucht. Insgesamt wurden 326 Zellen sequenziert. Von
den untersuchten Lymphknoten (40) trugen 12 die BRAF Mutation in MCSP+ Zellen (30 %).
Von den untersuchten Lymphknoten (27) mit gp100+ Zellen waren es 10 (37 %) (Abb. 20
und Tabelle Anhang) . Eine NRAS Mutation trat in rund 8 % (3) der untersuchten
Lymphknoten (39) mit MCSP+ Zellen sowie in 14 % (4) der untersuchten Lymphknoten (28)
mit gp100+ Zellen auf (Abb. 20 und Tabelle Anhang).

Von besonderem Interesse war die Frage, ob sich unterschiedliche disseminierte
Einzelzellen im Lymphknoten eines Patienten hinsichtlich ihres Mutationsstatus
unterscheiden, und ob es Parallelen oder Unterschiede in der Mutationsrate der detektierten
MCSP+ oder gp100+ Zellen gibt. Von den insgesamt 326 Sequenzierungen entfielen 170 auf
MCSP+ und 156 auf gp100+ Zellen. Die MCSP+ Zellen stammten aus 34, die gp100+ Zellen
aus 23 unterschiedlichen Patienten.

Insgesamt trugen 54 Zellen die BRAF V600E Mutation, (23 MCSP+ und 31 gp100+ Zellen)
und 22 Zellen die NRAS Mutation (7 MCSP+ Zellen und 15 gp100+) (Tabelle Anhang).
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Abbildung 20: Punktmutationen von BRAF und NRAS in den untersuchten
Lymphknotenproben

Aufgetragen sind die Lymphknoten in %, mit untersuchten MCSP+ bzw. gpl00+ Zellen und
zugehdrigem Mutationsstatus der Probe. Gemischt bedeutet dabei, dass aus dem selben
Lymphknoten sowohl Zellen mit und ohne Mutation vorlagen

Von insgesamt 19 Patienten (21 Lymphknoten) konnten Zellen als sog. gepaarte Proben
ausgewertet werden, d.h. aus derselben Lymphknotenprobe konnten sowohl MCSP+ wie
auch gp100+ Zellen sequenziert werden. Zellen von 7 Patienten (36,8 %) (8 Lymphknoten)
trugen bei den MCSP+ Zellen die BRAF-Mutation, Zellen von 2 (10,5 %) Patienten die
Mutation fur NRAS.

Dieselben Patienten trugen die NRAS-Mutation auch in den untersuchten gp100+ Zellen. Sie
trat dort bei drei Patienten (15,8 %) auf. Wahrend alle untersuchten gpl00+ Zellen der
Patienten die NRAS-Mutation aufwiesen, lag bei den MCSP+ Zellen der untersuchten
Patienten eine Heterogenitat bezlglich der NRAS-Mutation vor. Einige der untersuchten
Zellen waren in den Patienten jeweils nicht mutiert (Abb. 21 A).

gpl00+ Zellen von 8 Patienten (42,1 %) (10 Lymphknoten) trugen die BRAF-Mutation. Bei
sechs dieser Patienten waren auch MCSP+ Zellen BRAF-mutiert. Bei zwei Patienten trat die
BRAF-Mutation nur in den untersuchten gp100+ Zellen auf, bei einem Patienten nur in den
MCSP+ Zellen. Bei keinem der untersuchten Patienten traten die BRAF- und NRAS-Mutation
zusammen auf, auch nicht innerhalb der unterschiedlichen Zellpopulationen von MCSP und
gpl100 (Abb. 21 A).

Bei den untersuchten Zellen handelte es sich um Zellen malignen Ursprungs, da alle, bis auf
zwei, melanozytare Differenzierungsmarker (melanA, gp100, TRP2) exprimieren. Die Zellen
ohne Markerexpression kdnnen allerdings aufgrund ihres aberranten CGH Profils (LK 32)
bzw. aufgrund ihres Phanotyps (LK 168, grol3e Zellen, histopathologischer Befund

Makrometastase) ebenfalls als Tumorzellen betrachtet werden.
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Abbildung 21: Mutationsstatus und Heterogenitét in gepaarten Proben von MCSP und gp100

A) Schematische Gesamtibersicht der Mutationsanalysen in den gepaarten Proben
Die Zahlen in den Kastchen stehen fir die Anzahl an untersuchten Zellen. Rot = mut, griin = wt,
orangen = gemischt (mut und wt) (HMB in der Legende entspricht gp100)

B) Abbildung 22: Heterogenitat des Mutationsstatus fir BRAF in MCSP+ und gp100+ Zellen.
o = untersuchte Zelle wt m = untersuchte Zelle mutiert

Auffallig bei den ausgewerteten Sequenzen fir BRAF V600E, ist bei Patienten mit MCSP+
als auch gpl00+ Zellen die Heterogenitat hinsichtlich des Mutationsstatus (Abb. 21 B).
Damit weitestgehend ausgeschlossen werden kann, dass die Heterogenitat aufgrund einer
zu geringen Anzahl ausgewerteter Zellen besteht, wurden in diesen Vergleich nur die
Patienten (13) Ubernommen, von denen fur die Gruppen der MCSP+ und gpl100+ Zellen
jeweils mindestens zwei Zellen sequenziert wurden. Bei drei der Patienten (4 Lymphknoten)
kamen sowohl MCSP als auch gp100 Zellen mit und ohne BRAF-Mutation vor.

Fur beide Zellpopulationen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten einer der beiden Mutationen und dem DCCD Wert besteht. Fir diese Auswertung
wurden die Mutationen zusammengefasst. Ein Patient galt als mutiert, wenn in einem der
untersuchten Lymphknoten eine der Mutationen vorlag. Die Mutationen wurden aufgrund der
geringen Fallzahlen zusammengeschlossen, um eine statistische Auswertung zu
ermdglichen. Beide Mutationen wirken konstitutiv aktivierend auf denselben Signalweg. Es
wurden 32 Patienten mit MCSP+ Zellen und 20 Patienten mit gpl00+ Zellen in die
Auswertung eingeschlossen. In der Gruppe der MCSP+ Zellen lag bei 41 % der Patienten
eine Mutation vor. Der Median der DCCD-Werte ist bei Patienten mit Mutation 11,4 mal
hoher. (57 Zellen / Mio mit Mutation; 5 Zellen / Mio ohne Mutation) (Abb. 22).

Noch deutlicher zeichnet sich der Unterschied bei den gp100 Zellen ab. Hier lag bei 55 %
der Patienten eine Mutation vor. Der mediane DCCD-Wert war hier 58 mal héher als in den
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Patienten ohne Mutation in den untersuchten DCC ( 174 Zellen / Mio mit Mutation; 3 Zellen /
Mio ohne Mutation) (Abb. 22).
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Abbildung 22: DCCD Werte von Patienten mit und ohne Mutation

Aufgetragen sind die logarithmierten DCCD-Werte von Patienten, unterschieden nach MCSP (N = 32)
und gp100 (N = 20), aufgeteilt in Patienten ohne (WT) und mit (Mut) Mutation. Der dargestellte Boxplot
gibt logarithmiert in den Balken jeweils den DCCD-Wert von 50% der eingeschlossenen Patienten an,
die senkrechten Linien markieren die Spannweite und der schwarze Querbalken in den Plots den
medianen Wert.

Fur MCSP+ Zellen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Morphologie der
gefundenen Zellen und dem Auftreten einer Punktmutation besteht. Hier wurden ebenfalls
beide Mutationen in der Auswertung zusammengeschlossen. 38 Lymphknotenproben mit
MCSP+ Zellen konnte auf beide Mutationen getestet werden. Es treten dabei die Mutationen
signifikant haufiger in Lymphknoten mit MCSP+ Zellen vom grof3en Phanotyp auf
(p=0,00069 Fisher exact) (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammenhang Zellmorphologie und Mutationsstatus

Proben mit:
grofRen Zellen kleinen Zellen
Mutiert 12 3 15
WT 5 18 23
17 21 38

Der Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus der Zellen und den klinischen

Eigenschaften der Patienten wird unter 5.2 beschrieben.
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3.3.2 Uberprifung des Mutationsstatus von BRAF und NRAS an individuellen
Paaren von Primartumor und Metastase

Nachdem die Mutationsanalyse an isolierten DCC einen gewissen Grad an Heterogenitat
zeigte, sollte in diesem Zusammenhang ein weiterer Befund tberprift werden, der sich in der
dieser Arbeit vorausgegangenen Dissertation von Isabelle Hodak zeigte. Durch Analyse
gepaarter Proben aus Primartumoren, DCC und Metastasen von Melanompatienten wurde
dort versucht, die DNA auf charakteristische Verdnderungen zwischen den Stadien der
Erkrankung zu vergleichen. Erste Ergebnisse von Mutationsanalysen der Onkogene BRAF
und NRAS deuteten auf eine klonale Diversitdt zwischen Primartumoren und ihren
korrespondierenden Metastasen hin. Da die Anzahl von Patienten mit Metastasen auf vier
beschrankt war, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, diesen Befund durch die

Untersuchung weiterer gepaarter Patientenproben zu Gberprifen.

3.3.2.1 Patientenkollektiv und experimentelles Vorgehen

Zwischen 2010 wund 2012 wurden Paraffinpraparate aus Primartumoren und
korrespondierenden Metastasen von 12 Patienten mit malignem Melanom untersucht
(Tabelle 13).

Es konnten aus Praparaten von 12 Patienten erfolgreich DNA isoliert und Sequenzanalysen
durchgefuhrt werden. In einem Fall war es nicht moéglich die gewonnene DNA aus dem
Primartumor (PT) fur BRAF zu sequenzieren. Der Patient wird hier mit aufgefuhrt, da sich die
beiden untersuchten Metastasen hinsichtlich ihres Mutationsstatus von BRAF unterscheiden.
In zwei Fallen gab es jeweils zwei PTs, da die Patienten Lokalrezidive entwickelt hatten, die
als eigenstéandige Tumore eingestuft wurden. Insgesamt wurden 13 PTs untersucht. Die
Anzahl der untersuchten korrespondierenden Metastasen betrug zwischen einer und vier pro
Patient. Insgesamt wurden 27 Metastasen ausgewertet.

Die Sequenzierung von NRAS konnte aufgrund von Schadigung oder Verlusten der DNA auf
dem betreffenden Sequenzabschnitt, bedingt durch die Fixierung des Gewebes mit Paraffin,
bei einigen der untersuchten Proben nicht ausgewertet werden. Der Status von NRAS wurde
daher an gepaarten Gewebeproben von neun Patienten untersucht. Dazu wurden insgesamt
11 PTs und 22 Mets ausgewertet.

Von den Paraffinprparaten wurden zundchst Dunnschnitte am Mikrotom auf
Folienobjekttragern angefertigt, das Paraffin entzogen und die Schnitte mit Hamatoxylin
angefarbt (Abb. 23). Ein zusatzlicher Schnitt des Gewebes wurde mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt und die relevanten Tumorareale dort exemplarisch vom Pathologen gekennzeichnet.
Dadurch sollte die Isolation nicht maligner Gewebeareale verhindert, und die damit

verbundene Gefahr einer unbewussten Verfalschung der Ergebnisse in der nachfolgenden
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Sequenzierung ausgeschlossen werden. AnschlieRend erfolgte die Mikrodissektion nach
Protokoll (Stoecklein et al., 2002) an den Folienobjekttragern mit einem Lasergerat von
P.A.L.M Systems (Zeiss). War genug Tumormaterial auf den Schnitten verfigbar, wurden
nach Maoglichkeit zwei getrennte Proben aus unterschiedlichen Regionen der L&sion isoliert
und parallel ausgewertet. Jede Probe bestand aus bis zu funf einzelnen Mikrodissektaten mit
einer durchschnittlichen Gesamtflache aller Dissektate zwischen 60.000 und 100.000 pm2.
Die erfolgreiche Uberfihrung der gelaserten Tumorareale wurde fiir jede Probe
mikroskopisch Uberprift. Vor der Sequenzierung wurde die gesamt-DNA global amplifiziert
(Klein et al., 1999), im Anschluss daran die jeweils entsprechenden Sequenzabschnitte fir
die Onkogene BRAF und NRAS amplifiziert. Nach Aufreinigung der DNA und
Konzentrationsbestimmung wurde die Segenzierung durch die Firma Sequiserve

(Vaterstetten) durchgefihrt.

SET 7P,
Abbildung23: Lasermikrodissektion von Ultradinnschnitten
A) HE Farbung eines Dinnschnitts von Patient 14117. PT eines superfiziell spreitenden
Melanoms (TD = 0,9mm). Der rote Pfeil markiert die malignen Bereiche.
B) Hamatoxylin geféarbter Folienschnitt derselben Lasion nach Mikrodissektion. Der rote Pfeil
markiert die entnommenen Gewebebereiche.
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Tabelle 13: Klinische Daten der

untersuchten Patienten mit

individuellen Paaren von

Primartumor und Metastase, sowie Anzahl und Lokalisation der untersuchten Lasionen.

A) klinische Daten

B) Anzahl und Lokalisation Lasionen

B

Proben Anzahl (%)
PT 13 (100)
Met 27 (100)

Lokalisation Met

LK 11 (40,7)
Haut 13 (48,2)
Weichteile 3 (11,1)

A

Patienten Anzahl (%)
gesamt 12 (100)
PT vs Met 11 (92)
Met vs Met 1 (8)
Alter bei OP PT

Median 58

Bereich 38 -85

Geschlecht

Frauen 4 (33,3)
Manner 8 (66,6)
Lokalisation PT

Extremitaten 6 (46)
Kopf und Nacken 4 (31)
Rumpf 3 (23)
Histologischer Typ

SSM 3 (23)
NM 2 (15,5)
ALM 2 (15,5)
keine Angaben 6 (46)
Tumordicke

Median 3,85mm

Bereich 0,2-8mm

Klinisches Stadium

1 2 (17)
2 1 (8)
3 2 (17)
4 3 (25)
k.A. 4 (33)
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3.3.2.2 Mutationsstatus von BRAF und NRAS in den gepaarten Proben
Die untersuchten Areale der PTs zeigten bei vier von elf Patienten (36 %) eine Mutation fur

BRAF, in den Metastasen trat die Mutation bei sechs von elf Patienten (54 %) auf. Die
NRAS-Mutation trat in den Primartumoren bei einem von neun Patienten (11 %) auf, in den
Metastasen bei zwei von neun Patienten (22 %).

Beziglich BRAF (Mutation V600E) sind die Befunde in 9 Patienten identisch fir PT und Met.
In sechs Patienten sind PT(s) und Met(s) jeweils wildtyp und in drei Patienten jeweils mutiert.
In drei Patienten (25 %) sind PT und Met, bzw. die Mets untereinander hinsichtlich des
Mutationsstatus heterogen. Dabei kommt es bei Patient 2 zu einem Verlust der Mutation vom
PT in einer der untersuchten korrespondierenden Metastasen. Zwei der drei untersuchten
Metastasen tragen bei diesem Patienten die Mutation. Bei Patient 8 tritt die Mutation in der
Metastase auf, wohingegen sie im PT nicht nachgewiesen wurde. Bei Patient 17 tragen die
untersuchten Metastasen einen unterschiedlichen Mutationsstatus, wie er auch bei Patient 2
auftritt (Abb. 24 und 25)

BRAF mutiert von Proben NRAS mutiert von Proben
Pat ID PT Met PT Met
R1 HE oo
R 2 [ ] |m] ooo
R3 oo ooo oo ooo
R4 [T ] EEE oo ooo
R 6 O 0o | [ ] |
R7 g ]
RS O [ 1 ]| Ooono
RO | [ ] | 0oa
R11 | O oooo EEE
R 13 O O
R 17 mO O O
R 19 O O

Abbildung 24: BRAF und NRAS Mutationen in den untersuchten Gewebeproben
o = untersuchtes Areal PT wt

o = untersuchte Lasion Metastase wt

m = untersuchtes Areal / Lasion mit Mutation

Hinsichtlich der Mutation Q61K in NRAS sind die Befunde fur 8 Patienten identisch zwischen
PT und Met, wobei 7 Patienten keine Mutation tragen. Bei Patient 6 tragen sowohl die PT-
als auch die Met-Proben die Mutation Bei Patient 11 unterscheiden sich PT und Metastase
hinsichtlich ihres NRAS-Status. Wéhrend alle untersuchten Metastasen die Mutation tragen,

wurde sie beim PT nicht nachgewiesen.

71



Ergebnisse

Betrachtet man die Heterogenitat der Mutationen von BRAF und NRAS zwischen PT und
Met insgesamt, so weisen vier von zwolf Patienten (33 %) einen Unterschied zwischen den
Mutationen von PT und Met auf.
In keiner der untersuchten Proben und folglich bei keinem der Patienten traten BRAF- und
NRAS-Mutation gemeinsam auf. Entweder trug der Patient in PT und/oder Met jeweils die
NRAS- oder die BRAF-Mutation.

BBRAF(N=12) mNRAS(N=9)
100

Patientenin %

m il =

PTwt/Met PTmut/ Met PTmut/ Met PTwt/Met Metmut/
wt mut wt mut Met wt

Mutationsstatus von Primartumor und Metastasen

Abbildung 25: Verteilung von Punktmutationen der Onkogene BRAF und NRAS in den
korrespondierenden Patientenproben

Dargestellt ist jeweils der Anteil an Patienten in % fir die jeweilige Kombination aus Mutation und /
oder wildtyp-Stadium in den individuellen Probenpaaren. Blaue Balken zeigen die Werte fir BRAF,
Rote fur NRAS.

Anhand der verfligbaren klinischen Daten zu den untersuchten Patienten wurde Uberprift, ob
sich charakteristische Unterschiede ergeben, zwischen Patenten mit konvergentem (beide
Lasionen entweder mutiert oder wildtyp), oder divergentem (unterschiedlicher Status
zwischen den untersuchten L&sionen) Phanotyp. Untersucht wurden medianes Alter,
Tumordicke, Clark-Level, Zeitraum zwischen Exzission des Primartumors und erstem
Rezidiv, Tumor-Stage, Subtyp des Primartumors sowie Lokalisation des Priméartumors.
Aufgrund der geringen Fallzahl sowie bisweilen fehlender Angaben, konnten bislang keine
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Die gewonnenen Daten der Untersuchung individueller Paare auf ihren Mutationsstatus
weisen wie die der untersuchten DCC eine Heterogenitat innerhalb der einzelnen Patienten
auf. Sie starken damit die ersten Befunde aus den Untersuchungen von Isabelle Hodak, in
denen sich eine Heterogenitat zwischen PT und Met bei zwei der vier untersuchten Patienten

(50 %) nachweisen liel3.
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3.3.3 Genomische Charakterisierung MCSP+ und gp100+ Einzelzellen Uber
Metaphasen-CGH

Punktmutationen der Onkogene BRAF und NRAS liefern einen weiteren Hinweis auf einem
malignen Ursprung der isolierten DCC, reichen aber als alleiniges Kriterium nicht aus, da
auch in benignen Zellen aus Néavi Mutationen nachgewiesen werden (Kumar et al., 2004;
Pollock et al., 2003). Um eine sichere Aussage zu erhalten, wird aber eine Methode bendtigt,
mit der das gesamte Genom der Zellen untersucht werden kann.

Das Genom der isolierten Einzelzellen wurde deshalb mit der Methode der komparativen
genomischen Hybridisierung (CGH) auf numerische Veranderungen hin untersucht. Dadurch
konnten die MCSP+ Zellen auf das Vorhandensein fir das Melanom charakteristischer
genomischer Aberrationen getestet werden. Zudem war durch die Moglichkeit der Isolation
von MCSP+ und gpl00+ Zellen aus denselben Proben erstmals ein direkter Vergleich
genomischer Veranderungen in Zellen der beiden Populationen innerhalb einzelner
Patienten moglich. Genomische Veranderungen in gpl00+ DCC sowie die prognostische
Bedeutung dieser veranderten Zellen aus Wachterlymphknoten fiir den Melanompatienten
wurden bereits beschrieben (Ulmer et al.,, 2005) und (Ulmer 2013, eingereicht zur
Publikation).

Die CGH basiert auf einer Fluoreszenzmarkierung amplifizierter Einzelzell-DNA von
Testzelle und DNA einzelner Normalzellen gesunder Probanden uber unterschiedliche
Antikorper. Ein Gemisch  beider DNA-Fraktionen wird auf fixierte humane
Metaphasenchromosome hybridisiert und gebunden. Deletionen und Amplifikationen auf den
Chromosomen der Tumorzellen werden durch die Berechnung des Verhéaltnisses der
Intensitaten der verwendeten Fluorochrome bestimmt. Dazu werden die Metaphasen
zunéachst fotografiert und das Karyogramm der Zellen erstellt.

Die Methode der CGH-Analyse auf Einzelzellebene wurde in der Arbeitsgruppe bereits
etabliert (Klein et al., 1999). Auf eine genaue Beschreibung der Methode wird deshalb an

dieser Stelle verzichtet und auf den Methodenteil und die Literatur verwiesen.

3.3.3.1 Patientenkollektive MCSP+ und gp100+ Zellen fir die CGH-Analyse

In diese Untersuchungen flossen disseminierte Einzelzellen aus drei unterschiedlichen
Zellpopulationen ein. Zunéchst die MCSP+ Einzelzellen aus den Wachterlymphknoten des
beschriebenen Regensburger Patientenkollektivs, sowie gpl00+ Einzelzellen aus diesen
Proben. Um Vergleichswerte zu den bisher in Kooperation mit Tubingen (Ulmer et al., 2013
eingereicht zur Publikation) generierten Daten zu erhalten, wurden auch die Ergebnisse
gpl00+ Einzelzellen aus Lymphknotenproben der Promotionsarbeit von Isabelle Hodak

herangezogen. Diese Zellen stammen aus der Tubinger Studie, und werden im Folgenden
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mit ,Tubingen“ bezeichnet. (Eine Auflistung der Patientencharakteristika des Tubinger
Kollektivs findet sich im Anhang).

Durch den Vergleich der CGH-Aberrationen sollte untersucht werden, ob sich in der DNA der
Zellen Unterschiede oder Gemeinsamkeiten im Muster der Aberrationen zwischen den
Kollektiven abzeichnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Genome von 78 disseminierten Tumorzellen erfolgreich
untersucht. Insgesamt 45 MCSP+ Zellen von 26 Patienten und 33 gpl100+ Zellen von 20
Patienten. Von zehn Patienten aus dem Regensburger Kollektiv konnten sowohl MCSP+ als
auch gpl00+ Zellen in der CGH untersucht werden. Damit kamen Zellen von insgesamt 36
Patienten aus Regensburg zur Auswertung. Vergleichend werden die Ergebnisse von 54
gp100+ Zellen aus 35 Tubinger Patienten herangezogen, so dass insgesamt 132 Zellen von

71 Patienten verglichen werden konnten (Tabelle 14).

Tabelle 14: Mit CGH untersuchte Zellen der drei Kollektive (MCSP, gp100, gp100 Tibingen)

MCSP+ Reg. gp100+ Reg. gp100+ Tub.
mit CGH analysierte Zellen 45 33 54
Patientenzahl 26 20 35
Pat. mit gepaarten Proben 10
Anzahl gepaarte Proben 24 | 22
untersuchte Zellen / Patient
Median (Mittel) 1 (1,7) 1 (1,65) 1 (1,54
von - bis 1-4 1-4 1-5
Zellen ohne Veranderungen 15 (33 %) 6 (18 %) 8 (15 %)
N-Status des Patienten
Zellen von N1 29 17 21
Zellen von NO 16 16 33
Zellmorphologie MCSP+
kleine Zellen 19
grofRe Zellen 26

Von den MCSP+ Zellen zeigten 30 (67 %) und von den gpl100+ Zellen 27 (82 %) sichtbare
in der CGH-Analyse (Tabelle 14).

Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens balancierter Zellen (Zellen ohne genomische

Veranderungen Es ergibt sich kein signifikanter
Veranderungen) zwischen den Kollektiven. Von den Tubinger Zellen tragen 46 (85 %)
genomische Veranderungen.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der untersuchten Zellen zu gewahrleisten, wurden
die beiden gp100+ Populationen aus Tubingen und Regensburg auf ihren medianen DCCD-
Wert in den Stadien NO und N1 verglichen. Hintergrund dieser Untersuchung ist der
Unterschied, der in der histopathologischen Aufarbeitung des Gewebes zwischen den beiden
Studien besteht. Wahrend in Regensburg der halbe Lymphknoten komplett durchgestuft und
befundet wird (Abschnitt 3.1.1), geschieht die histologische Untersuchung in Tubingen

lediglich an drei zentralen Schnittstufen. Es besteht somit die Mdglichkeit, dass in TUbingen
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die DCCD-Werte von NO-Patienten hoher liegen als in Regensburg, da potentielle
histologisch positive Patienten nicht als N1 eingestuft wurden. Die Einstufung als N1 trifft in
Regensburg bei 24 % der Patienten, in Tubingen bei 13,53 % (Ulmer 2013, eingereicht zur
Publikation) zu. Die medianen DCCD-Werte der NO- und N1-Patienten unterscheiden sich
jedoch nicht signifikant (p=0,34 Fishers exact). Sie liegen bei NO-Patienten in Regensburg
bei einer, in Tubingen bei 2,63 gp100+ Zellen pro Million (Abb. 26 A).

3.3.3.2 Aberrationsmuster MCSP+ und gp100+ Zellen

Von den untersuchten MCSP+ Zellen tragen 67 %, von den gp100+ Zellen 82 % genomische
Aberrationen (Tabelle 14). In der vorausgegangenen Arbeit von Isabelle Hodak
(unveroffentlicht) zeichnete sich eine Tendenz bei den untersuchten gpl100+ DCC ab, dass
die Anzahl der chromosomalen Verédnderungen in Zellen aus Patienten im N1-Stadium
niedriger ist, als in DCC von NO-Patienten. Zunachst wurde deshalb Uberprift, ob das
Vorhandensein chromosomaler Veranderungen in Zusammenhang mit dem N-Status der
Patienten steht. Wahrend bei gp100+ Zellen aus Regensburg balancierte Zellen signifikant
haufiger in NO-Patienten auftreten (p=0,01 chi-Quadrat), ist das bei den gpl100+ Zellen aus
Tlbingen nicht der Fall (p=1,0 Fisher exact). Der Unterschied in der Verteilung aberranter
und balancierter Zellen basierend auf dem N-Status der Patienten zeichnet sich auch bei den
MCSP+ Zellen deutlich ab, wird jedoch hier nicht signifikant (p=0,15 chi-Quadrat) (Abb.
26 B). Fur die MCSP+ Zellen wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem Phéanotyp
der Zellen und der Verteilung von aberranten und balancierten Zellen untersucht.
Morphologisch kleine Zellen tragen in 47 % der Falle keine Veranderung, grof3e Zellen in
22 %. Der Unterschied in der Verteilung ist nicht signifikant (p=0,16 chi Quadrat), was sehr
wabhrscheinlich durch die geringe Fallzahl der untersuchten Zellen begriindet ist (Abb. 26 C).
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Abbildung 26: Verteilung aberranter und balancierter Zellen sowie mediane DCCD-Werte in den
untersuchten Kollektiven

A) Dargestellt sind die medianen DCCD-Werte der gpl00+ Patienten aus den Kollektiven
Regensburg und Tlbingen aufgeteilt nach Stadium NO und N1. Der Boxplot gibt logarithmiert
in den Balken jeweils den DCCD-Wert von 50 % der eingeschlossenen Patienten an, die
senkrechten Linien markieren die Spannweite und der schwarze Querbalken in den Plots den
medianen DCCD-Wert

B) Dargestellt ist die Verteilung aberranter und balancierter Zellen in den drei Kollektiven (in %) in
Abhangigkeit vom N-Status des Patienten

C) Dargestellt ist die Verteilung aberranter und balancierter MCSP+ Zellen (in %) in Abhangigkeit
von der Zellmorphologie.

Die mediane Anzahl genomischer Veranderungen pro Zelle zwischen den Populationen
unterscheidet sich nicht wesentlich (Abb. 27 und Tabelle 15). Zuséatzlich wurde das
Auftreten von Aberrationen in den Zellkollektiven fiir die Stadien NO und N1 tGberprift.

Die Anzahl der Aberrationen insgesamt sowie der chromosomalen Gewinne unterscheiden
sich in den Kollektiven nicht signifikant. Ein signifikanter Unterschied besteht zwischen der
Anzahl chromosomaler Verluste der MCSP+ Zellen und den Zellen beider gp100-Kollektive
(Regensburg und Tubingen). Dieser Unterschied bleibt signifikant, beim Vergleich von
Patientenzellen des Stadiums N1 (Tabellen 15 und 16).
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Abbildung 27: Mediane Anzahl genomischer Veranderungen in den Zellen

Dargestellt sind fur die drei Zellkollektive (MCSP, gp100 und Tubingen gp100) jeweils die Gesamtzahl
der Aberrationen je Zelle sowie der Anteil an Amplifikationen und Deletionen. Der Querbalken markiert
jeweils den Median. (Zahlenwerte in Tabelle 15)

Tabelle 15: Mediane Anzahl genomischer Verdnderungen in den untersuchten Zellen der
jeweiligen Kollektive (analog zu Abbildung 27)

Mediane Anzahl Aberrationen
Kollektiv Gruppe (Anzahl Zellen) gesamt Gewinne Verluste
MCSP gesamt (30) 10,5 6 5)
N1 (22) 12,5 6,5 7
NO (8) 6 45 1
gpl100 gesamt (27) 9 6 3
N1 (17) 9 8 3
NO (10 7,5 45 2,5
Tibingen gesamt (46) 9 7 2
N1 (18) 7.5 5 2,5
NO (28) 11 7,5 2

Innerhalb des MCSP-Kollektivs besteht ein signifikanter Unterschied in der Zahl
chromosomaler Aberrationen zwischen den N1- und den NO-Zellen. Dieser Befund beruht
auf der signifikant unterschiedlichen medianen Anzahl chromosomaler Verluste zwischen N1
und NO Zellen. Wahrend MCSP+ Zellen im Stadium NO im Median 1 Verlust pro Zelle
aufweisen, sind es bei Zellen im Stadium N1 im Median 7. Bei den gp100 Zellen beider
Kollektive unterscheidet sich die mediane Anzahl chromosomaler Verluste nicht signifikant
zwischen den Stadien NO und N1 (Tabelle 16).
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Tabelle 16:
p-Werte nach Mann-Whitney-Wilcox, zeigen signifikante Unterschiede in der Zahl genomischer
Veradnderungen zwischen Zellkollektiven und Krankheitsstadien N1 und NO

p-Werte nach Mann-Whitney-Wilcox
Zellkollektive Gruppen im Vgl. Aberrationen Gewinne Verluste
MCSP N1 zu NO 0,0139 0,1527 0,0099
gpl00 N1 zu NO 0,303 0,2077 0,6892
Tubingen N1 zu NO 0,5093 0,0836 0,267
MCSP zu gp100 gesamt 0,3173 0,9362 0,0588
N1 zu N1 0,1069 0,8887 0,0051
NO zu NO 0,6599 1 0,246
MCSP zu Tibingen gesamt 0,332 0,7263 0,0121
N1 zu N1 0,0424 0,2263 0,0124
NO zu NO 0,1188 0,0673 0,4009
gpl100 zu Tubingen gesamt 0,865 0,7339 0,6171
N1 zu N1 0,3898 0,1707 0,865
NO zu NO 0,2585 0,1802 0,6527

Da sich im MCSP-Kaollektiv signifikante Unterschiede hinsichtlich chromosomaler Verluste in
Zellen der Stadien NO und N1 zeigten, wurde untersucht ob auch ein Zusammenhang mit der
Morphologie der Zellen besteht. Von den morphologisch groRen MCSP+ Zellen tragen 20
(77 %) Aberrationen, verglichen mit 10 (53 %) der kleinen MCSP+ Zellen (Abb. 26 C). Die
mediane Anzahl chromosomaler Veranderungen entspricht bei diesem Vergleich den
Befunden aus dem Vergleich der N-Stadien der Patienten. Die Anzahl chromosomaler
Verluste ist in den morphologischen Gruppen signifikant unterschiedlich (Tabelle 17). Der
Median liegt bei den groRen Zellen bei 7, bei den kleinen Zellen bei 1,5 Verlusten. Die
Gesamtzahl an Aberrationen ist bei morphologisch groen MCSP+ Zellen hdher. Der
Unterschied ist gerade nicht signifikant (p=0,0615), was aber vermutlich durch die geringe

Fallzahl bedingt ist.

Tabelle 17:
Mediane Anzahl chromosomaler Veranderungen in den untersuchten MCSP+ Zellen beim
Vergleich der beiden morphologischen Gruppen

MCSP gesamt Gewinne Verluste
Anzahl Aberrationen(median) groRe Zellen 12,5 6,5 7
kleine Zellen 6,5 5 15
grof3e zu kleinen Zellen p-Wert (Mann-Whitney) 0,0615 0,332 0,0349

Mit Hilfe des Programms Progenetix (www.progenetix.org) wurden Histogramme von den
chromosomalen Veradnderungen der untersuchten Zellen erstellt, um die Verteilung der

Aberrationen im Genom der Zellen anschaulich zu machen (Abb. 28 A und B).
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Abbildung 28: Chromosomale Veranderungen in Zellen der drei Kollektive. (eingeschlossen
nur aberrante Zellen)

A) Histogramme der untersuchten Populationen (nach Progenetix). Grine Balken zeigen die
relative Anzahl chromosomaler Gewinne in der untersuchten Gruppe von Zellen, rote Balken
chromosomale Verluste.

B) Tabellarische Zusammenstellung der Befunde aus A). Griine Felder bedeuten Amplifikationen
und Rote Deletionen auf den Chromosomenarmen, wenn diese in mindestens 25 % der
untersuchten Zellen nachweisbar sind.

In der grafischen Darstellung der Histogramme (Abb. 28 A) wird deutlich, dass genomische
Aberrationen in den MCSP+ Zellen haufiger auftreten, was durch die berechnete mediane
Anzahl an Aberrationen (Tabelle 15) bestétigt wird. Die Aberrationen verteilen sich auf das
gesamte Genom, mit wenigen deutlichen Spitzen (Tabelle 18). Bei den korrespondierenden
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gpl100+ Zellen ist die mediane Anzahl an Aberrationen geringer, aber die Verdnderungen
konzentrieren sich starker auf bestimmte Regionen im Genom. Beispielsweise zeigen mehr
als 50 % der untersuchten Zellen Gewinne auf Chromosom 1 und mehr als 75 % der Zellen
Gewinne auf Chromosom 22 (Abb. 28 A).

Beim Vergleich der beiden gpl100-Kollektive wird ein unterschiedliches Aberrationsprofil
deutlich (Abb. 28 B). So zeigen beispielsweise nur 25 % der Tubinger Zellen eine
Amplifikation auf Chromosom 1 und knapp 50 % den Gewinn auf Chromosom 22. Das in den
TlUbinger Zellen charakteristische Amplikon auf Chromosom 11q, das hier 37 % der
untersuchten Zellen tragen, fehlt in den Regensburger gpl00 Zellen. Den Zellen aus
TUbingen fehlen dagegen die Deletionen auf Chromosom 4.

Gemeinsam tritt in allen drei Zellpopulationen in mehr als 25 % der Zellen eine
chromosomale Deletion auf Chromosom 9p auf und ein Gewinn auf Chromosom 22g. Die
beiden gp100 Kollektive zeigen zusatzlich Gemeinsamkeiten bei chromosomalen Gewinnen

auf Chromosom 1p sowie Chromosom 17 (Abb. 28 B).

In der grafischen Darstellung der Histogramme (Abb. 29 A und B) wird der Unterschied in
der Gesamtzahl an Aberrationen (Tabelle 15) zwischen den klinischen Stadien N1 und NO
deutlich. Dieser Unterschied ist im gp100 Zell-Kollektiv aus Regensburg nicht vorhanden.
Hier unterscheiden sich die klinischen Stadien mehr in der Verteilung chromosomaler
Gewinne und Verluste im Genom. Die Gesamtzahl an Aberrationen im gp100 Kollektiv aus
TlUbingen nimmt vom Stadium NO zu N1 ab (Tabelle 15 und Abb. 29 A), und zeigt damit
eine entgegengesetzte Entwicklung zu den MCSP+ Zellen.

Beim direkten Vergleich der beiden gpl00 Kollektive weisen diese, auch zwischen den
klinischen Stadien, wiederum unterschiedliche Veranderungsmuster auf (Abb. 29 A und B /
Tabelle 18).

Gpl100+ Zellen aus Tubingen zeigen insgesamt mehr chromosomale Gewinne im Stadium
NO. Das 11g Amplikon im Genom dieser Zellen tritt vermehrt bei Zellen von NO-Patienten
auf. Die Amplifikation auf Chromosom 9qg der Regensburger gpl100 Zellen im Stadium NO
wiederholt sich in keiner der anderen Zellpopulationen. Gp100+ Zellen beider Populationen
vom Stadium N1 zeigen chromosomale Verluste auf Chromosom 6 und 9. Die Tlbinger
Zellen weisen jedoch die chromosomalen Gewinne auf Chromosom 1p und 22q nicht in dem
MalRe auf, wie sie in den Regensburger Zellen mit bis zu 80 % der Falle vorliegen. Insgesamt
ahneln sich die Aberrationsmuster der Regensburger gpl00-Zellen aus den beiden
klinischen Krankheitsstadien mehr, wohingegen, wie oben beschrieben, bei den Tubinger
Zellen ein deutlicher Unterschied in der Anzahl und der Verteilung der Veranderungen im

Genom der untersuchten Zellen vorliegt (Abb. 29 A und B).
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MCSP+ Zellen im Stadium N1 zeigen deutliche Deletionsspitzen auf den Chromosomen 9,
10 und 14. Die Deletion auf Chromosom 9 wiederholt sich in den gp100-Kollektiven vom
Stadium N1. Gemeinsam haben MCSP+ und gp100+ Zellen aus Tubingen vom Stadium N1
die Deletion auf Chromosom 6q. Gemeinsam mit ihren korrespondierenden gpl00+
N1-Zellen zeigen sie gehauft Verluste auf Chromosom 5q und Y sowie Gewinne auf
Chromosom 16q, 19q, 20q und 22q.

Allen Kollektiven vom Stadium N1 gemeinsam ist der Verlust auf Chromosom 9 und der
Gewinn auf Chromosom 17. Bei den untersuchten Zellen im Stadium NO liegt eine gréRere
Heterogenitat zwischen den Kollektiven vor. Gemeinsam ist den Zellen hier ein Gewinn auf
Chromosom 17 und 22q (Abb. 29 A und B / Tabelle 18).
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Abbildung 29: Chromosomale Veradnderungen in Zellen der drei Kollektive aufgeteilt nach
Stadium NO und N1. (eingeschlossen nur aberrante Zellen)

A) Histogramme der untersuchten Populationen (nach Progenetix). Grine Balken zeigen die
relative Anzahl chromosomaler Gewinne in der untersuchten Gruppe von Zellen, rote Balken
chromosomale Verluste.

B) Tabellarische Zusammenstellung der Befunde aus A). Griine Felder bedeuten Amplifikationen
und rote Felder Deletionen auf den Chromosomenarmen, wenn diese in mindestens 25% der

untersuchten Zellen nachweisbar sind. Gelbe Felder bedeuten sowohl Deletionen als auch
Amplifikationen auf diesem Abschnitt des Chromosom

In einer weiteren Auswertung wurden in einem Histogramm die beiden morphologischen
Gruppen der MCSP+ Zellen gegenibergestellt und die Aberrationsmuster verglichen
(Abb. 30 A und B). Das Muster chromosomaler Veranderungen der grol3en MCSP+ Zellen
deckt sich dabei weitestgehend mit dem Muster der N1-Zellen (Abb. 30 B). Dabei stimmen
nicht nur die amplifizierten und deletierten Regionen (Tabelle 18) Uberein, sie treten auch im
gleichen MalR3e in den untersuchten Zellen auf. Dieser Befund beruht darauf, dass MCSP+
Zellen aus N1-Patienten meist dem groRen Phanotyp entsprechen (Tabelle 5).

In den untersuchten kleinen MCSP+ Zellen liegen insgesamt weniger Veranderungen vor,
das Muster der Aberrationen entspricht dabei in etwa dem der NO-Zellen. Die
Ubereinstimmung ist jedoch nicht so gro? wie bei den morphologisch groRen Zellen. Kleine
Zellen werden auch in N1-Patienten detektiert. Mit N1-Zellen und den groRRen Zellen
gemeinsam tragen die kleinen MCSP+ Zellen Deletionen auf Chromosom 9p und 10. Die
chromosomalen Gewinne auf 17q, 18q, 20q, und 21q treten in beiden morphologischen
Gruppen auf (Abb. 30 und Tabelle 18).
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Abbildung 30: Chromosomale Veranderungen in MCSP+ Zellen aufgeteilt nach den beiden
morphologischen Gruppen. (eingeschlossen nur aberrante Zellen)

A) Histogramme der untersuchten Populationen (hach Progenetix). Grine Balken zeigen die
relative Anzahl chromosomaler Gewinne in der untersuchten Gruppe von Zellen, rote Balken
chromosomale Verluste.

B) Tabellarische Zusammenstellung der Befunde aus A). Grune Felder bedeuten Amplifikationen
und rote felder Deletionen auf den Chromosomenarmen, wenn diese in mindestens 25% der
untersuchten Zellen nachweisbar sind. Gelbe Felder bedeuten sowohl Deletionen als auch
Amplifikationen auf diesem Abschnitt des Chromosoms
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Tabelle 18: Amplifikationen und Deletionen in den Kollektiven insgesamt sowie unterschieden
nach N-Status und Morphologie (MCSP). Aufgelistet sind dabei chromosomale Regionen, wenn
sie in jeweils mindestens 25 % der untersuchten Zellen Aberrationen tragen.

MCSP+ Zellen mit Aberrationen (N = 30}

Gewinne [7q 18q 20q 21q 22q

Verluste [Bp  2q 10p 10q 1dq ¥y

MCSP+ Zellen mit Aberrationen aus Stadium N1 (N = 22)

Gewinne f[lqg 2p 6p 7p 79 &g 1lp 1%q l1lép 1léq 17q 18q 19p 19g 20q 21lq 22q
Verluste [lp 3p 5q 6g %9p 99 1op 1lo0g 14q Yp g

MCSP+ Zellen mit Aberrationen aus Stadium MO (N = 8)

Gewinne [L4p 15p 17p 17q 1&q 20p 20q 21p 21lq 2Zp 22q

Verluste [20p

Grofle MCSP+ Zellen mit Aberrationen (N =20}

Gewinne flg 2Zp &p 7Fp 7q &g 1lp 13q 15gq 16p 1&g 17q 1&g 19p 19q 20p 20g 21g 22q
Verluste [lp 3p Sp S5gq 9p 99 L10p 1l0g 12q 1dq ¥p  Yq

Kleine MCSP+ Zellen mit Aberrationen (N =10}

Gewinne [7q 17p 17q 12q 20q 21q 22q

Verluste [9q 10p 1log 22q

kp100+Zellenmitﬁ.berrationen{N=2?}
Gewinne [lp 9q 16q 17p 17q 19p 19q 20p 20q 22q
Verluste Bg 9p Yp Yq

op 100+ Zellen mit Aberrationenaus Stadium N1 (N =
17)

Gewinne [lp 2q 16q 17q 19q 20p 20q 22q
Verluste [Sq 9p Yp  Yq

on 100+ Zellen mit Aberrationenaus Stadium NO (M =
10)

Gewinne [lp 9q 17p 17q 19p 1%q 2Z2Zq Xp Xq
Verluste BPlg 8q 13q

ll'iibingengp100+lellenmitﬁ.berrationen{N=46}

Gewinne [lp &p 7q 1lq 15q 17p 17q 20q 22q

Verluste [5q 9p 99

[Tihingen gpl00+Zellen mit Aberrationen aus Stadium M1 {M = 18)
Gewinne [L7q g

Verluste [5q 9p 99

[Tihingen gpl100+Zellen mit Aberrationen aus Stadium MO {M = 28)
Gewinne [lp 4q 6&p 7q 1lq 17p 17q 19p 19q 20p 20q 21q 22q
Verluste f[Llqg

3.3.3.3 CGH-Aberrationen und DCCD-Wert im Lymphknoten

Die Auswertungen ergaben bei den MCSP+ Zellen einen deutlichen Unterschied im
Aberrationsmuster, wenn diese aus Patienten mit unterschiedlichem Lymphknotenstatus der
Erkrankung stammten. In Kooperation mit Tlbingen konnte gezeigt werden, dass die Anzahl
der detektierten gp100+ Zellen einen wichtigen Prognosefaktor fur den Verlauf der Krankheit
darstellt. Es wurde deshalb untersucht, ob sich die genomischen Verénderungen nur im

Vergleich der klinischen Krankheitsstadien derart stark unterscheiden, oder ob sich auch
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bereits aufgrund der Anzahl an detektierten Zellen ein Unterschied im Genom der Zellen
erkennen lasst. Als kritischer Wert wurde der DCCD von 100 Zellen pro Million gewahlt, da
ab diesem Wert von einer Zellkolonie im Lymphknoten ausgegangen werden kann (Ulmer
2013, eingereicht zur Publikation), der Vorstufe einer Mikrometastase (und damit zum
Stadium N1).

Das Aberrationsmuster der Zellen unterscheidet sich in den beiden gp100+ Zellpopulationen
nicht wesentlich zwischen einem DCCD-Wert >100 und dem Stadium N1, bzw. DCCD <100
und NO (Abb. 31). Das zeigt auch der Vergleich (Tabelle 19) der medianen Anzahl an
Aberrationen. Diese stimmen weitestgehend mit den Werten fir N1 und NO (Tabelle 15)
Uberein. Bei den MCSP+ Zellen treten sowohl in der Gruppe >100 Zellen als auch in der
Gruppe <100 Zellen Aberrationen in mehr Regionen auf, als beim Vergleichsstadium N1 und
NO. Die mediane Anzahl an Aberrationen veréndert sich dabei aber nicht wesentlich im
Vergleich zu den Stadien N1 und NO. (Tabellen 15 und 19)
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MCSP > 100 | |
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Abbildung 31:. Tabellarische Zusammenstellung chromosomaler Verdnderungen in den drei
Zellpopulationen aufgeteilt nach dem DCCD-Wert > bzw. <100 Zellen/Mio. Zur besseren
Vergleichbarkeit mit den Befunden der N-Stadien sind diese mit angeflgt.

Grune Felder bedeuten Amplifikationen und rote Felder Deletionen auf den Chromosomenarmen,
wenn diese in mindestens 25 % der untersuchten Zellen nachweisbar sind. Gelbe Felder bedeuten
sowohl Deletionen als auch Amplifikationen auf diesem Abschnitt des Chromosoms (Eingeschlossen
nur aberrante Zellen)

Tabelle 19: Mediane Anzahl genomischer Veranderungen in den untersuchten Zellen der
jeweiligen Kollektive in Abhangigkeit vom DCCD-Wert

Mediane Anzahl Aberrationen
Kollektiv Gruppe (Anzahl Zellen) gesamt Gewinne Verluste
MCSP gesamt (30) 10,5 6 ®
DCCD > 100 (11) 13 9 8
DCCD <100 (19) 7 5 2
gp100 gesamt (27) 9 6 3
DCCD > 100 (16) 9 7 2,5
DCCD <100 (11) 8 5 3
Tubingen gesamt (46) 9 7 2
DCCD > 100 (16) 7 5 2
DCCD < 100 (30) 11 7 2
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3.3.3.4 CGH-Aberrationen und Mutationsstatus des BRAF-Gens

Neben dem Lymphknotenstatus ist der BRAF-Status fur Therapieentscheidungen beim
Melanom ein wichtiger Faktor. Da von den meisten der isolierten Einzelzellen in den
Kollektiven der Mutationsstatus bekannt ist, wurde untersucht, ob sich Unterschiede in Zellen
mit und ohne Mutation abzeichnen. Die Zellen aller drei Kollektive wurden dabei
zusammengefasst.

In den Zellen mit BRAF-Mutation sind mehr chromosomale Veranderungen erkennbar als in
den Wildtyp-Zellen (Abb. 32 A). Die mediane Anzahl der Aberrationen sowie der
chromosomalen Gewinne unterscheidet sich aber nicht signifikant zwischen den Zellen mit
und ohne Mutation (p=0,13 bzw. p=1 Mann-Whitney). Zellen mit BRAF-Mutation tragen
hingegen signifikant haufiger Deletionen (p=0,0014 Mann-Whitney) (Abb. 32 B). Besonders
deutlich treten Verluste der mutierten Zellen auf Chromosom 5, 9, 10 und 14, sowie
Amplifikationen auf Chromosom 7 hervor (Abb. 32).
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Abbildung 32: Chromosomale Veranderungen in Zellen der drei Kollektive aufgeteilt nach
ihrem Mutationsstatus fir BRAF V600E. (eingeschlossen nur aberrante Zellen)

A) Histogramme der untersuchten Populationen (nach Progenetix). Grine Balken zeigen die relative
Anzahl chromosomaler Gewinne in der untersuchten Gruppe von Zellen, rote Balken chromosomale
Verluste.

B) Dargestellt sind die absoluten Zahlen chromosomaler Veranderungen insgesamt, sowie aufgeteilt
in Gewinne und Verluste im Vergleich der Zellen mit BRAF-Mutation (mut) (N=26) und ohne Mutation
(wt) (N=65). Die Boxplots geben in den Balken jeweils die Anzahl an Verdnderungen von 50 % der
eingeschlossenen Zellen an, die senkrechten Linien markieren die Spannweite und der schwarze
Querbalken in den Plots den medianen Wert.
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3.3.3.5 Genomische Heterogenitat disseminierter Tumorzellen
Die untersuchten DCC zeigten in der CGH Unterschiede im Veranderungsprofil zwischen

den Populationen, den N-Stadien und den morphologischen Gruppen. Deshalb war es von
Interesse zu Uberprifen, ob die Zellen neben der auffallenden Heterogenitat auch
gemeinsame Muster an Veranderungen aufweisen.

Hilfe des Programms Cluster (EisenSoftware.htm) wurde das Muster der genomischen
Veranderungen in den untersuchten Einzelzellen bestimmt. In die folgenden Cluster-
Analysen wurden wiederum nur Zellen mit genomischen Verdnderungen eingeschlossen.
Zellen mit balanciertem Genom kamen nicht zur Auswertung. Ebenso musste ein Weg
gefunden werden, um die Uberreprasentation einzelner Patienten im Kollektiv zu verhindern.
Von einzelnen Patienten wurden zwischen einer und sieben Einzelzellen untersucht.
Deshalb wurden pro Patient maximal zwei Zellen des gleichen Kollektivs in die Analyse
eingeschlossen. Wenn beispielsweise sowohl MCSP als auch gpl100-Zellen untersucht
wurden, kamen somit maximal je zwei MCSP+ und zwei gp100+ Zellen in die Auswertung.
Bei der Auswahl dieser selektierten Zellen wurden jeweils die Zellen gewéhlt, die sich in
ihrem Aberrationsprofil maximal voneinander unterschieden.

Insgesamt wurden in diese Analyse 91 Zellen eingeschlossen, davon 25 MCSP+ und 24
gp100+ Zellen aus Regensburg und 42 gp100+Zellen aus Tubingen.

Um in den folgenden Abbildungen und Auswertungen der Cluster-Analyse sowie der
Dendrogramme die Identitat der eingesetzten Zellen nachvollziehbar zu machen, wurde den
einzelnen Zellen ein kurzer Code zugeordnet (Tabelle 20). Dieser Code ermdglicht auf
vereinfachte Weise, die wesentlichen Eigenschaften und Gruppenzugehdrigkeiten der Zellen
darzustellen.

Bei dieser Analyse wird der Verwandtschaftsgrad der in die Auswertung eingeschlossenen
Zellen durch ein sogenanntes Dendrogramm dargestellt und nachvollziehbar gemacht
(Abb. 33 und 34). Die jeweilige Lange der Verbindungslinien vor der jeweils nachsten
Verzweigung ist, zusatzlich zur Anzahl der Verzweigungen, ein weiteres Mal3 fir die
Verwandtschaft der untersuchten Zellen.

Es wurde ersichtlich, dass kein klares Verwandtschaftsschema zwischen den untersuchten
Zellen vorliegt (Abb. 33). In dem heterogenen Muster der Aberrationen zeichnen sich, bis auf
vereinzelte Regionen, keine klaren Amplifikations- oder Deletionsspitzen ab.

Uber die Zellkollektive hinweg einheitlich veranderte Regionen liegen auf Chromosom 22q,
1p, und 17q als Amplikationen, auf Chromosom 9 als Deletion (Abb. 34 A).

Im Dendrogramm zeigt sich auch fur keines der weiteren untersuchten Parameter (N-Status,
Mutationsstatus, Follow-up und Zellmorphologie der MCSP+ Zellen) eine einheitliche
Gruppierung in, bzw. statistisch signifikant unterschiedliche Verteilung der Zellen auf, die

beiden Hauptarme des Dendrogramms (Abb. 34 B).
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Die Verteilung auf die beiden Hauptarme unterscheidet sich nicht signifikant fir Zellen aus
Patienten vom Stadium N1 und NO (p=0,1 chi-Quadrat), oder dem BRAF-Mutationsstatus der
Zellen (p=0,26 chi-Quadrat). Wobei eine Tendenz der Gruppierung von Zellen aus Patienten
mit Lymphknotenbeteiligung (N1) im unteren Ast zu erkennen ist. Moglicherweise ist die
Fallzahl hier fir eine genaue statistische Aussage zu klein.

Uber das ganze Dendrogramm zeichnen sich Kumulationen von Einzelzellen aus denselben
Patienten ab. Diese Kumulation tritt sowohl bei Zellen aus dem gleichen Kollektiv auf, als
auch Uber die Kollektive aus MCSP+ und gpl00+ Zellen hinweg, wenn diese aus der
gleichen Probe isoliert wurden. Beispielsweise d@hneln sich die MCSP+ Zellen aus beiden
untersuchten Lymphknoten (A und B) von Patient 30 im oberen Ast des Dendrogramms,
sowie die beiden gpl100+ Zellen dieses Patienten. Zwischen den MCSP+ und gp100+ Zellen
dieses Patienten liegen jedoch 4 Aufspaltungen (Stufen). Bei diesem Patienten handelte es
sich um das Stadium NO. Im unteren Ast sind Zellen vom Stadium N1 von Patient 124
gruppiert. Dabei liegen zwischen den MCSP+ und gp100+ Zellen nur zwei Aufspaltungen.

Dasselbe ist fir N1-Zellen im unteren Ast bei Patient 41 ersichtlich (Abb. 34 B).

Tabelle 20: Nummern-Code zur Beschriftung der Zellen in der Cluster-Analyse

Position Bedeutung Beispiel
1 Nummer des Patienten im Kollektiv 124 = Patient 124
25B = Patient 25 Lymphknoten B
2 Zellkollektiv M =MCSP
H =HMB (gp100) aus Regensburg
T =HMB (gp100) aus Tubinger Kollektiv
3 Phanotyp (nur bei MCSP+) 1 =groR
2 =klein intensiv
3 =klein schwach
4 = gemischt
4 N-Status 1 =N1
0 =NO
5 BRAF Status 1 =mutiert
0 =wildtyp
x = kein Befund
6 Follow up 0 =kein Event
1 = systemische Erkrankung
(lokal Rez. , Met., Verstorben)
7 Zell-Nummer Z1, 72 etc.
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Abbildung 33: Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse der aberranten Einzelzellen aus den drei
Kollektiven (91 Zellen)

Darstellung im average-linkage mode. Spalten zeigen die untersuchten Zellen, Zeilen die
Chromosomregionen. Uber der Clusteranalyse das Dendrogramm zur Bestimmung des
Verwandtschaftsgrades (siehe Abb. 34). Rote Kastchen bedeuten Deletionen,, grine Késtchen
Amplifikationen in der entsprechenden Region.
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Abbildung 34: Gemeinsam veréanderte
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Ahnlichkeitsanalyse der aberranten Einzelzellen (aus Abb. 33)

A) Ausschnitt aus der Clusteranalyse mit Dendrogramm (von Abb. 33). Es sind Regionen
eingeschlossen, die in den untersuchten Zellen am meisten Ubereinstimmung in den

chromosomalen Veranderungen aufweisen.
Chromosomenabschnitte in der Abbildung an.

Y s

chromosomale Regionen und Dendrogramm der

Die Pfeile geben die Leserichtung der

B) Die Farbbalken links vom Zellcode (Tabelle 20) geben die Zugehdrigkeit zu den drei

Kollektiven und die untersuchten Charakteristika nochmals grafisch wieder.
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3.3.3.6 Heterogenitat disseminierter Tumorzellen innerhalb einzelner Patienten
In der durchgefihrten Verwandtschaftsanalyse der Zellen zeigte sich hinsichtlich der

untersuchten Gesamtpopulation ein grol3er Grad an Heterogenitat zwischen den Zellen. Es
ergaben sich keine spezifischen Aberrationsmuster in Zellen der unterschiedlichen
Populationen von MCSP und gp100. In der Clusteranalyse deutete sich eine Tendenz der
Gruppierung von Zellen aus denselben Patienten an, obwohl in den meisten Fallen bereits
eine Vorselektion auf zwei Zellen je Patient und Zellkollektiv mit dem starksten
Abweichungsprofil getroffen wurde. Im Folgenden wird die Verwandtschaft aller untersuchter
Zellen in den einzelnen Patienten dargestellt. Dazu wurden die in der CGH untersuchten
Einzelzellen der Regensburger Patienten mit Befunden von sowohl MCSP+ als auch gp100+
Zellen zusammengefasst. Hierbei sind alle Zellen der zehn Patienten mit gepaarten Proben
eingeschlossen, auch die Zellen mit balanciertem Genom.

Fir die Darstellung (Abb. 35) wurde eine Tabellarische Auflistung gewahlt, da die Fallzahlen
sowohl hinsichtlich der zehn Patienten insgesamt, als auch der untersuchten Zellen
innerhalb der einzelnen Patienten (von 2 bis 7) nicht ausreichend sind, um statistische
Aussagen zu treffen.

Auch hier zeigt sich ein sehr heterogenes Bild, das zwischen den einzelnen Patienten
deutlich variiert. Bei den Patienten 37, 41, 124, 141 und 155 sind die Aberrationen in den
MCSP+ und gpl00+ Zellen sehr ahnlich bzw. stimmen in den wesentlichen Bereichen
Uberein. Bei Patient 53 tragen die Zellen beider Kollektive keine Aberrationen. Patient 15 und
135 tragen nur Aberrationen in den gpl100+ Zellen, wéhrend die untersuchten MCSP+ Zellen
ein balanciertes Profil aufweisen. Die Zellen von Patient 35 und 125 tragen in den beiden
Kollektiven unterschiedliche Aberrationsmuster. Bei Patient 125 weisen zudem die gp100+
Zellen deutlich mehr Aberrationen auf als die MCSP+ Zellen.

Wie aus der Beschriftung der Abbildung hervorgeht, zeigen die untersuchten Faktoren N-
Status, Mutationsstatus, Follow-up sowie Zellmorphologie der eingeschlossenen MCSP+
Zellen keinen erkennbaren Einfluss auf die Verteilung und die Anzahl der Aberrationen in

den Zellen.
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Abbildung 35: CGH Veranderungen in MCSP+ und gp100+ Einzelzellen im selben Patienten
Chromosomale Veradnderungen (Rot = Deletion, griin = Amplifikation, gelb = sowohl Amplifikation als
auch Deletion) der untersuchten Zellen beider Kollektive. Die starkere Trennlinie teilt die untersuchten
Zellen in die MCSP+ (oberhalb) und gp100+ (unterhalb) des jeweiligen Patienten
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3.4 Tumor induzierendes Potential MCSP+ Einzelzellen in vivo

Einen Hinweis auf die Tumorigenitat der detektierten MCSP+ Einzelzellen im Lymphknoten
kann mit den vitalen Zellen in vivo untersucht werden. Ein Anwachsen bzw. Nichtanwachsen
der DCC in der Maus erlaubt eine Aussage Uber das metasiogene Potential dieser Zellen.
Quintana et al., (2008) haben ein in vivo Modell entwickelt und beschrieben, mit dem die
Tumorigenitét von Zellpopulationen im Melanom Uber subkutane Injektion von Einzelzellen in
immundefizienten Mausen getestet wurde. In einer neueren Arbeit (Quintana et al., 2012),
wurde zudem ein Ansatz zur Identifizierung klinisch relevanter Tumorzellen aufgezeigt.
Dieser ist markerunabhangig und beruht auf den funktionellen Eigenschaften der Zellen. Dort
konnte gezeigt werden, dass die Metastasierung von Primartumorzellen in NSG-Mausen mit
der Klinischen Progression der Patienten korrelierte.

In Kooperation mit Dr. Melanie Werner-Klein wurde versucht, dieses Modell in der
Arbeitsgruppe zu etablieren. Dabei wurden im Rahmen dieser Arbeit die Vorkulturen der
Zelllinien sowie die Isolation und Praparation der Einzelzellen, sowohl der Zelllinien als auch
aller Patientenzellen, fur die Injektion durchgeflihrt. Die Injektionen in vivo sowie die

operative Entfernung der Tumore wurden von Dr. Werner-Klein ausgefuhrt.

3.4.1 Protokolletablierung fur die subkutane Injektion von Einzelzellen

Fur die methodische Etablierung des Modells wurden zunéchst Einzelzellen von kommerziell

erhaltlichen Melanomzelllinien isoliert und subkutan in NSG-Mause injiziert (Tabelle 21).

Tabelle 21: Subkutane Injektionen von Einzelzellen aus Zelllinien

Anzahl SK Mel 28 MaMel86 MelHO MelWei A375
Injektionen 8 15 4 4 15
Zellen je Injektion Maus 1 4x5 4x5 4x10 4x10 3x5/1x6
Zellen je Injektion Maus 2 4x 10 4x 10 4x 10
Zellen je Injektion Maus 3 4x 10 /1x5 4x 10
Zellen je Injektion Maus 4 3x5 3x5

Die Zellen wurden aus konfluenter 2D Kultur geerntet und mit PBS gewaschen, um restliches
Medium zu entfernen. Im Anschluss wurden einzelne Zellen mit dem Mikromanipulator
analog zur Isolation von Patientenzellen isoliert und in Mikrotiterplatten (Terrassaki)
Uberfuhrt. In den Wells war ein definiertes Volumen an PBS vorgelegt und die Platten waren
zur Verhinderung der Anhaftung der Zellen mit PolyHEMA beschichtet. Die Uberfuhrten und
mikroskopisch nochmals Uberpriften Zellen wurden in einer Injektionsnadel mit einem
ebenfalls definierten Volumen Matrigel vermengt und anschlieRend subkutan in die Maus

injiziert. Pro Tier wurden zwischen einer und vier Injektionen durchgefihrt.
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Abbildung 36: Tumorbildung nach subkutaner Injektion von Einzelzellen aus Melanom
Zelllinien in NSG-Méause

Aufgetragen ist die Zeit in Wochen nach Injektion bis zum ersten tastbaren Auswachsen der Tumore.
Die farbigen Symbole entsprechen der Gesamtzahl an Injektionen (mehrere Injektionen pro Tier). Die
Querbalken symbolisieren die mediane Zeit bis zum Auswachsen.

Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied im tumorigenen Potential der einzelnen Zelllinien.
Wahrend bei MelWei und A375 bereits nach funf Wochen in allen Tieren deutlich tastbare
Tumore gewachsen waren, konnte bei SK Mel28 und Mel HO nur in jeweils einem Tier ein
Tumor getastet werden (Abb. 36). Die Zeit bis zum Auswachsen war bei letzteren auch
bedeutend langer, Mel HO brauchte dazu 19 Wochen, SKMel28 17 Wochen. Die Zellen der
Zelllinie MaMel86 zeigten in keinem der vier Tiere eine Tumorbildung. Auch bei der Zelllinie
A375 zeigten zwar alle Tiere, nicht jedoch alle einzelnen Injektionsstellen ein

Tumorwachstum.

3.4.2 Tumorbildung nach Injektion MCSP+ Patientenzellen

Nachdem die subkutane Injektion einzelner Tumorzellen aus Zelllinien erfolgreich zur
Propagation von Tumoren in vivo gefuhrt hat, wurde versucht, von geeigneten Patienten
einzelne vitale MCSP+ Tumorzellen zu isolieren und zu injizieren (Abb. 37). Dabei war von
vornherein eine Beschrankung bei der Auswahl der Patienten gegeben. Patienten mit sehr
wenigen positiven Zellen wurden von diesen Versuchen aus zwei Grinden ausgeschlossen.
Zum einen hatten diese Patienten nicht in die laufende Studie eingeschlossen werden
kénnen wenn ihr Zellmaterial in vivo eingesetzt worden wére (und damit nicht mehr far die

molekularen Analysen zur Verfigung gestanden hétte). Zum anderen war der Zeitfaktor
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entscheidend: Die Isolation einer geeigneten Zellzahl aus Patienten mit kleinem DCCD-Wert
hatte durch das zusatzliche Screenen mehrerer Millionen Lymphozyten etliche Stunden in
Anspruch genommen. Diese Zeit hatten die gefarbten Zellen unter dem Mikroskop bei
Raumtemperatur ohne Nahrmedium zugebracht, was sich méglicherweise nachteilig auf ihre
Vitalitdt im anschlieBenden Versuch ausgewirkt hatte. Deswegen wurden fir diese erste
Studie vorerst nur Zellen von Patienten injiziert, die einen ausreichend groRen DCCD-Wert
aufwiesen (Tabelle 22).

A

Abbildung 37: MCSP+ Patientenzellen fur in vivo Transplantation sowie Anreicherung der
Zellen fur die Injektion
A) MCSP+ Zellen in Lymphknotenprobe von Patient 124 (DCCD = 1700)
B) Isolation MCSP+ Patientenzellen mit Mikromanipulator und Anreicherung der Zellen fur die
Injektion in beschichteter Mikrotiterplatte. Mikroskopisch wurde vor jeder Injektion die Anzahl
der Uberfuihrten Zellen verifiziert. (Abgebildete Zellen: Pat 141).
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Tabelle 22: Patienten und zugehérige in vivo Transplantationen

Jpatient 124 125 135 141 154 155 168
Daten Patient JGeschlecht m m w w w w m
Alter bei OP 43 75 24 57 57 69 52
Tumordicke in mm 4,3 2,3 7 2,8 5 2,6 3,5
Tumortyp keine Ang. SSM SSM NM NM keine Ang. SSM
Ulzeration ja nein nein nein ja ja ja
IN-S tatus N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
IDCCD MCS P 1700 34 120 60 3000 250000 350000
IZeIImorphoIogie grol grol gemischt grof} grofl gro grofl}
IDCCD gp100 5000 706 174 105 5000 10000 10000
IF ollow up Verstorben | Verstorben Verstorben
IBRAF Status mut wt mut mut wt mut mut
INRAS Status wt mut wt wt wt wt wt
Daten Mause Anzahl Maduse 4 1 1 1 5 2 2
Zellen /Injektion pro Maus 4 2/7 6/8/8 14 8 /11 6/10 1/3/4/5
8 10 /8 9/11 8/9
9 1/1
10 1/1
5/4
Tumorbildung nein ja ja nein nein ja nein
nach (Wochen) 16 46 46
IBRAF Status wt mut mut
NRAS Status mut wt wt
serielle Transpl. ja nein ja
Metastasenbildung ja nein ja

Bislang wurden MCSP+ Zellen von sieben Patienten injiziert. Dabei handelte es sich in allen
Fallen um morphologisch groRe Zellen von Patienten im Stadium N1. Zellen von drei der
Patienten wuchsen in vivo zu Tumoren aus (Tabelle 22). Histologische Untersuchungen der
Organe dieser Tiere deuten darauf hin, dass es vereinzelt auch zu einer Metastasierung in
der Lunge kam. Die Lungen der Tiere wurden in 8 Stufen im Abstand von 100 pm aufgeteilt
und je 2 um dicke Schnitte in einer HLA-ABC Farbung in Kooperation untersucht. Es konnte
bei zwei von drei der aus Patientenzellen generierten Lasionen (Pat 125 und 155) eine
Streuung von Tumorzellen in die Lunge der Tiere nachgewiesen werden.

Die vorliegenden Fallzahlen der in vivo Versuche sind noch zu gering um damit statistische
Aussagen zu treffen. Sie stellen den Beginn zukunftiger Forschungsarbeiten auf diesem
Projekt dar. Jedoch geben sie einen ersten Hinweis auf das tumorigene Potential der
MCSP+ Zellen in Wachterlymphknoten. Keiner der Faktoren von Alter, Tumordicke,
Ulzeration oder DCCD-Wert von MCSP oder gp100 (Tabelle 22) stehen in Zusammenhang
mit einer Tumorbildung. Zwei der drei bisher gebildeten Tumore entstammten Zellen aus
Patienten mit superfiziell spreitendem Melanom. Zellen aus Patienten mit nodularem
Melanom bildeten bisher keine Tumore aus. Alle Patienten deren Zellen in vivo Tumore
ausbildeten trugen in ihren molekular untersuchten DCC eine Mutation fir BRAF oder NRAS.
Aber nicht alle Zellen aus Patienten mit Punktmutation in den DCC bildeten erfolgreich
Tumore aus (Tabelle 22).

Zellen von zwei der Patienten mit Tumorbildung in vivo, konnten bereits in serielle
Transplantationsversuche eingesetzt werden und bilden auch in diesen Transplantationen
erfolgreich Tumore aus (Abb. 38 A). Die Zellen aus dem Maustuumor besitzen den gleichen

Mutationsstatus wie die orginalen DCC des Patienten.
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A

Abbildung 38: Tumorbildung nach subkutaner Injektion MCSP+ Zellen eines Melanompatienten
und MCSP+ Zellen in dissaggregiertem Maustumor
A) Tumor in NSG Maus nach erster serieller Transplantation von MCSP+ Einzelzellen (aus Pat.
125), sowie histologische Schnitte des Tumors nach HE-Farbung. Im mittleren Bild sind die
Melanineinschliisse der Zellen (Pfeil) deutlich erkennbar
B) MCSP-Féarbung an Zellsuspension nach Trypsinverdau des abgebildeten Maustumors

Aus dem abgebildeten Maustumor konnten nach enzymatischem Verdau und
anschlieRender Farbung der Tumorzellsuspension erneut MCSP+ Einzelzellen isoliert
werden (Abb. 38 B). Diese Einzelzellen wurden in Kooperation mittels PCR-Analyse als
humane Zellen bestatigt. In einer Fingerprint-Analyse entsprach ihr Profil den Einzelzellen
von Patient 125 (Steffi Treitschke und Melanie Werner-Klein, unvergffentlichte Daten). Die
DNA-Qualitat dieser Zellen erwies sich als brauchbar, um mit ihnen eine komparative
Genomhybridisierung durchzufuhren. Zwei der Zellen wurden damit im Rahmen dieser Arbeit
untersucht. Es sollte Uberprift werden, wie sich das Genom der Zellen durch die Passagen
in vivo hinsichtlich chromosomaler Veranderungen im Vergleich zu den ebenfalls
analysierten MCSP+ und gp100+ Einzelzellen des Patienten darstellt.

Es zeigte sich, dass die untersuchten MCSP+ Zellen dieses N1-Patienten trotz des
fortgeschrittenen Krankheitsstadiums abgesehen von Chromosom 1q, 9q und Y kaum
chromosomale Veranderungen aufweisen. Die gpl00+ Zellen des Lymphknotens weisen
hingegen deutlich mehr chromosomale Veranderungen auf (Abb. 39). Die untersuchten
humanen Zellen aus dem Tumor der Maus tragen nochmals mehr chromosomale
Veranderungen (Abb. 39), stimmen aber in den wesentlichen Mustern mit den gp100+ Zellen
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des Patienten tberein. Beispielsweise zeigen sie Amplifikationen auf 1q, 17q und 22q sowie
Deletionen auf 6q, 9q und Chromosom Y.

2 Bp Ba [3p Ja [5p [5a Ep [6a [7p o [8p [8a e [oq topfocftidiaqizpiadizqiadisdiepfisd

LKk12523
k12575
|LK12572 gpiod

Maussl_ozz2

Abbildung 39: Tabellarische Zusammenstellung chromosomaler Veranderungen in den MCSP+
und gp100+ Einzelzellen aus dem Wachterlymphknoten von Patient 125 sowie den Tumorzellen
aus der zweiten Mauspassage nach Injektion MCSP+ Lymphknotenzellen von Patient 125
Grine Felder bedeuten Amplifikationen, rote Felder Deletionen auf den Chromosomenarmen. Die
dickeren Trennlinien grenzen die drei Zellgruppen voneinander ab.
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3.5 Zusammenhang von Nachweisverfahren gestreuter Melanomzellen
im Wachterlymphknoten und klinischen Faktoren

Unter Punkt 3.1.6 wurden die Unterschiede der Detektionsraten und Zelltypen in den drei
angewandten Nachweisverfahren zur Bestimmung der Tumorlast im Wachterlymphknoten
dargestellt. Im Folgenden wurde untersucht, ob sich anhand Kklinischer Faktoren der
Patienten Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf ergeben. Insbesondere, ob ein
signifikanter Zusammenhang von Klinischen Faktoren mit einem der drei Nachweisverfahren
besteht und ob sich klinische Faktoren und der Nachweis positiver Einzelzellen auf das

Uberleben der Patienten im Regensburger Kollektiv auswirken

3.5.1 Korrelation von Punktmutationen in BRAF und NRAS in DCC mit
klinischen Faktoren

Es wurde untersucht, ob Kklinische Faktoren der Patienten, deren Einzelzellen auf
Punktmutationen in BRAF und NRAS untersucht wurden (Abschnitt 3.3.1), in
Zusammenhang mit einer vorhandenen Mutation stehen. Die Mutationen wurden aufgrund
der relativ geringen Zahl untersuchten Patienten nicht getrennt behandelt. Ein Patient galt als
mutiert, wenn mindestens eine seiner untersuchten MCSP+ oder gpl00+ Zellen eine
Mutation fir NRAS oder BRAF trug.

Aufgrund der geringen Fallzahlen sind statistische Aussagen mit Vorsicht zu tatigen. Es zeigt
sich dennoch eine Tendenz, dass signifikant mehr ménnliche Patienten eine Mutation in den
DCCs tragen als Weibliche (p=0,0357 chi-Quadrat) (Tabelle 23). Auch zeigen signifikant
mehr Patienten mit Stadium N1 eine Mutation in den Zellen als im Stadium NO (p=0,0026
chi-Quadrat). Die Dicke des Primartumors ist bei Patienten mit Mutation im Median um
1,1 mm groRer. Ereignisse einer fortschreitenden systemischen Progression der Krankheit
zeigten sich haufiger bei Patienten mit Mutation. Wegen der sehr geringen Fallzahl von
Patienten mit ,Follow-up“ Ereignissen sowie des relativ kurzen Beobachtungszeitraums bei
einigen der Patienten wird auf eine genauere Interpretation dieser Werte verzichtet. Keine
wesentlichen Unterschiede in den Gruppen mit und ohne Mutation zeigten sich bei der
Lokalisation des Primartumors, der Ulzeration, dem histologischen Typ, sowie dem Clark-
level (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Zusammenhang klinische Faktoren Patienten mit Mutationsstatus Einzelzellen

Mut WT
Geschlecht N % N %
m 13 72,2 7 33,3
w 5 27,8 14 66,7
Alter
Median 58,5 51
von bis 24-77 20-74
Patho Befund N % N %
NO 5 27,8 17 81
N1 13 72,2 4 19
Lokalisation PT N % N %
Extremitaten 7 38,9 12 57,2
Rumpf 11 61,1 8 38
keine Angabe 1 4,8
Tumordicke
Median 2,8 1,7
von bis 0,3-11 0,8-7
Ulzeration N % N %
ja 5 11,1 7 333
nein 11 61,1 12 57,1
keine Angabe 2 111 2 9,6
Hstologie N % N %
SSM 6 33,3 7 33,3
NM 7 38,9 7 33,3
amelanot. Mel 1 4,8
nicht spez 5 27,8 6 28,6
Clark-Level N % N %
2 1 5,8
3 3 16,7 5 23,8
4 11 61,1 13 61,9
keine Angabe 3 16,7 3 14,3
Follow up N % N %
Lokalrezidiv 6 33,3 2 9,6
Metastase 2 111 1 4,8
verstorben 5 27,7 1 4,8
Ereignisse ges. 13 4

3.5.2 Korrelation klinischer Faktoren der Patienten mit Befunden von
Einzelzellanalyse und Histopathologie

Die klinischen Faktoren der Patienten wurden - soweit bekannt - in Relation mit den drei
Diagnoseverfahren gebracht, um zu untersuchen, ob sich signifikante Zusammenhange
zwischen den Befunden und einzelnen klinischen Faktoren abzeichnen. Alle im Folgenden
beschriebenen Faktoren und Ergebnisse sind mit den absoluten Zahlen und Berechnungen
zur Signifikanz in Tabelle 24 aufgelistet.

Keinen Zusammenhang gab es zwischen dem Geschlecht und einem positiven Ergebnis in

einer der drei Diagnoseverfahren. Beim Alter ist der Unterschied zwischen positivem und
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negativem Befund der MCSP-Farbung beinahe signifikant (p=0,0703 chi-Quadrat), wahrend
bei den anderen Verfahren kein Zusammenhang erkennbar ist. Wahrend das mediane Alter
bei in Pathologie und gpl100-Farbung negativen Patienten niedriger ist, als bei Positiven, ist
die Situation in der MCSP-Farbung genau entgegengesetzt. Hier liegt das mediane Alter
negativer Patienten um 6,5 Jahre Uber dem der Positiven. Die Bedeutung der Lokalisation
des Primartumors wurde aufgrund der niedrigen Fallzahlen von Tumoren an anderen
Kdrperpartien nur zwischen den Tumoren an Extremitaten und am Rumpf statistisch
verglichen. Hier zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang. Es ist lediglich eine
Tendenz erkennbar, dass Primartumore der gpl00+ Patienten haufiger an den Extremitaten
lokalisiert waren. Dieser Befund ist allerdings aufgrund der Tatsache, dass nicht von allen
Patienten Material zur gpl00-Féarbung verfigbar war und somit mdglicherweise eine
ungewollte Selektion stattfand, mit Vorsicht zu interpretieren.

Die mediane Tumordicke lag in allen drei Nachweismethoden bei negativ befundeten
Patienten niedriger als bei Positiven, beim histopathologischen Befund um eine Differenz von
1,5mm. Wenn alle vier Stadien nach Breslow verglichen werden, ist hier auch ein
signifikanter Unterschied in der Haufung festzustellen. NO-Patienten haben signifikant
haufiger diinnere Primartumore (p<0,0001 chi-Quadrat). Fir die beiden Einzelzellnachweise
ist dieser Zusammenhang nicht signifikant.

Kein Zusammenhang besteht zwischen dem histologischen Typ des Primartumors und der
Nachweismethode. In diese Berechnung wurden nur die spezifizierten Tumortypen zum
Vergleich einbezogen. Es ist anzunehmen, dass sich die Verteilung der Tumore ohne néhere
Angabe des Subtyps nicht wesentlich davon unterscheidet. In keiner der drei
Diagnoseverfahren zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Tumortyp und dem
Befundergebnis.

In die Berechnungen zur Ulzeration des Primartumors wurden ebenfalls nur die Patienten mit
klarem histologischem Befund zur Ulzeration eingeschlossen. Hierbei zeigt sich fir den
MCSP-Nachweis ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem positiven Ergebnis in der

Farbung und dem Auftreten von Ulzeration im Primartumor. (p=0,0096 chi-Quadrat).
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Tabelle 24: Zusammenhang  Patientencharakteristika mit Befunden der drei
Diagnostikmethoden
Pathologie MCSP gp100
NO N1 |negativ|positiv|negativ|positiv
Geschlecht m 78 21 35 64 42 30
w 66 23 28 62 40 25
p= 0,5657 0,6468 0,8415
Alter Median 53,5 56,5 58 51,5 50,5 55,5
von - bis 15-79 [15-7823-79 [15-79|15-78 |30-77
p= 0,6384 0,0703 0,3789
Lokalisation PT  Extremitaten 88 25 39 5 54 28
Rumpf 50 17 19 48 26 26
Kopf und Nacken 1 1
keine Angabe 5 2 4 3 2 2
p= 0,7518 0,5169 0,1003
Tumordicke Median 185 3 15 2 1,5 23
von - bis 0,2-13|06-12]0,2-13]0,3-12]0,2-10|0,3-11
1 20 1 9 13 11 6
2 67 7 28 45 37 17
3 29 19 13 35 17 15
4 17 16 6 27 10 14
keine Angabe 11 1 6 6 7 3
p= <0,0001 0,1328 0,1277
Histologie SSM 47 10 20 38 31 18
NM 40 15 19 36 22 17
ALM 6 3 4 5 6
sonst. / nicht spez.] 51 16 20 47 23 21
p= 0,357 0,8353 0,6629
Ulzeration Ja 34 15 10 39 19 14
Nein 79 21 44 57 39 30
keine Angabe 31 8 9 30 24 12
p= 0,2774 0,0096 0,9203

3.5.3 Einfluss von Einzelzellnachweis und klinischen Faktoren auf den
Krankheitsverlauf

Durch die Laufzeit der Studie, im Rahmen dieser Arbeit von 2008 bis 2012, konnte von
einem Grol3teil der Patienten der weitere Krankheitsverlauf dokumentiert werden. Fur finale
Aussagen sind die Beobachtungszeitraume bei zahlreichen Patienten noch nicht
ausreichend. Mit den bisher vorhandenen Daten aus dem Register des Regensburger
Tumorzentrums wurde eine vorlaufige Uberlebensanalyse erstellt und der Einfluss klinischer
Faktoren der Patienten sowie Befunde aus den Einzelzellnachweisen beider Farbemethoden
untersucht (Abb. 40).

Den starksten Einfluss auf den Krankheitsverlauf zeigt der Lymphknotenstatus der
histopathologischen Untersuchung (p=0,000), gefolgt von der Tumordicke nach Breslow
(p=0,027), sowie dem Auftreten einer BRAF/NRAS-Mutation (p = 0,036).

Keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf zeigen hingegen die beiden
Nachweismethoden fir disseminierte Einzelzellen mit MCSP (p=0,154) und gp100 (p=0,22).

Werden die MCSP+ Zellen nach ihren Phéanotypen aufgetrennt, wird deutlich, dass das
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Vorhandensein morphologisch gro3er Zellen im Lymphknoten in signifikantem
Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf steht (p=0,038) (Tabelle 25 und Abb. 40).

Fir eine weitere Analyse wurden die MCSP+ Zellen eingeteilt in Tumorzellen (grof3er
Phanotyp oder kleiner Phanotyp mit Expression melanozytarer Marker) und Normalzellen
(kleine Zelle ohne Expression von Markern). Eine alleinige Expression von S100 galt nicht
als ausreichend um eine Zelle als Tumorzelle zu definieren, da auch in der Gruppe der
getesteten Normalzellen eine Zelle S100 exprimierte (Abschnitt 3.2.2).

Das Ziel war zu testen, ob allein aufgrund der Charakteristika detektierter MCSP+ Zellen
schon eine Unterscheidung in fur Patienten und Krankheitsverlauf relevante und nicht
relevante DCC moglich ist.

Fur die Uberlebensanalyse wurden in diese Gruppe der Patienten mit MCSP+ Normalzellen
auch die MCSP- Patienten eingeschlossen. Diese vorlaufige Unterscheidung in Tumorzelle
Ja/Nein zeigte sich nicht signifikant (p=0,069) (Tabelle 25 und Abb. 41).
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Abbildung 40: Univariates Uberleben (Kaplan-Meier) der Patienten im Regensburger Kollektiv
in Abhangigkeit der untersuchten klinischen und molekularen Faktoren.

Zusatzlich zur klinischen Faktoren wurden die Faktoren
MCSP-Status, Phénotyp der MCSP+ Zellen, gpl100-Status, Tumordicke, N-Status und die

Definition),

univariaten Analyse der

Einstufung als MCSP+ Tumorzelle (nach obiger in einer multivariaten
Uberlebensanalyse (Cox-Regression) tiberpriift. Von den eingeschlossenen Faktoren zeigte
lediglich der N-Status aus der Histopathologie einen signifikanten Einfluss auf den

Krankheitsverlauf bzw. das Uberleben der Patienten (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Uni- und multivariate Uberlebensanalyse der Patienten aus dem Regensburger

Kollektiv
Parameter Univariate Analyse Multivariate Analyse {N=)
untersuchte Patienten p-Wert Relatives Risiko {95% Cl) p-Wert
gpl00-Befund +/ - 138 0,22 Nicht eingeschlossen in Modell
MCSP-Befund +/ - 189 0,154 Nicht eingeschlossen in Modell
Phanotyp der MCSP+ DCC 127 0,038 Nicht eingeschlossen in Modell
Histopathologischer Befund + / - 188 0 1,5-112,9 0,005
Tumordicke in Gruppen 177 0,027 Nicht eingeschlossen in Modell
Mutation ]/ N 39 0,036 Nicht untersucht
Tumorzellen] / N {Marker) 189 0,069 Nicht eingeschlossen in Modell
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Abbildung 41: Univariates Uberleben der Patienten in Abhéangigkeit MCSP+ Tumorzellen im

Wéchterlymphknoten

Dargestellt ist eine Kaplan-Meier Analyse fir die Patientengruppen mit und ohne MCSP+ Tumorzellen
im Lymphknoten (p=0,069). Als Tumorzellen wurden MCSP+ DCC eingestuft, wenn sie morphologisch
grof3, bzw. klein mit Expression Melanom-assoziierter Marker waren. Kleine MCSP+ Zellen ohne

Markerexpression und MCSP negative Patienten bilden die Vergleichsgruppe.
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4. Diskussion

Die Entscheidung der AJCC zur Einstufung des Tumorstatus von Wachterlymphknoten als
N1 beim Nachweis bereits einzelner disseminierter Tumorzellen (Balch et al., 2009a), belegt
die zunehmende Akzeptanz der prognostischen Bedeutung, die diesen Zellen als Vorstufe
einer systemischen Progression beim Melanom zukommit.

Die vorliegende Arbeit basiert auf Studien der Arbeitsgruppen Klein und Ulmer zu Nachweis
und Charakterisierung einzelner disseminierter Tumorzellen in Wachterlymphknoten von
Melanompatienten (Ulmer et al., 2005) und Ulmer 2013 (eingereicht zur Publikation), sowie
der Promotionsarbeit von Isabelle Hodak (unveroffentlicht). Darin wurde ein erster Vergleich
aller Stadien der systemischen Erkrankung beim Melanom von Primartumor, DCC und
Metastase(n) innerhalb derselben Patienten auf molekularer Ebene begonnen. Dazu wurde
das Genom isolierter DCC und mikrodissektierter Areale von PT und Met der Patienten auf
chromosomale Veranderungen mittels CGH, sowie auf das Auftreten von Punktmutationen in
den Onkogenen BRAF und NRAS hin untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, zunéachst die Hinweise auf eine vorliegende Heterogenitét zwischen
Primartumoren und korrespondierenden Metastasen im Verlauf der systemischen
Erkrankung zu verifizieren. Um die molekulare Charakterisierung der DCC beim Melanom
auf globaler Ebene zu ermdglichen, war das Hauptziel der Arbeit die Isolation und
Charakterisierung vitaler DCC. Dazu sollte ein Einzelzellnachweis im Lymphknoten durch
Immunfluoreszenz Uber das membranstandige melanomspezifische Antigen MCSP mit dem
Antikorper 9.2.27 (Bumol and Reisfeld, 1982) etabliert werden. Mit dem neuen Marker sollte
ein Patientenkollektiv untersucht und mit den isolierten MCSP+ Zellen erste molekulare
Analysen von Genom und Transkriptom durchgefiihrt werden. Die Untersuchungen der DNA
der Zellen sollten zum Vergleich auch an den aus den Proben parallel isolierten gp100+ DCC
der Patienten durchgefiihrt werden. Vergleichend flossen in diese Arbeit die aus den
vorangegangenen Studien gewonnenen CGH-Daten der dort ausgewerteten gpl100+ Zellen
aus Wachterlymphknoten mit ein.
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4.1 Klonale Diversitat von Primartumor und korrespondierender
Metastase beim malignen Melanom

Isabelle Hodak konnte beim Vergleich korrespondierender Primartumore (PTs) und
Metastasen (Mets) auf Punktmutationen in den Onkogenen BRAF (V600E) und NRAS
(Q61K) in zwei von vier untersuchten Patienten eine Heterogenitat zwischen den L&asionen
nachweisen (unveroffentlicht). Aufgrund der geringen Fallzahl wurden zur Festigung der
Befunde in dieser Arbeit zundchst 12 weitere Patienten mit gepaarten Proben untersucht.
Dabei konnte bezogen auf beide Mutationen zusammen bei 4 der Patienten (33 %) ein
Unterschied im Mutationsstatus zwischen den korrespondierenden L&sionen festgestellt
werden, was die bisherigen Ergebnisse bestatigt. In einer vergleichbaren Studie (Yancovitz
et al., 2012) wurden korrespondierende PTs und Mets aus 18 Patienten auf die Mutation
BRAF V600E getestet. Es zeigte sich dort eine Heterogenitat in 44 % der untersuchten
Patienten. In beiden Studien konnten zwei unterschiedliche Befunde festgestellt werden:
Mutationen des PT werden bisweilen nicht zur Metastase weitergegeben (bei Yankovitz
keine Weitergabe in 33 % der Patienten, in dieser Arbeit in 8 % der Patienten). Metastasen
kénnen ebenso vereinzelt die Mutation tragen, auch wenn sie im Primartumor nicht
nachgewiesen wurde (Yankovitz 11 %, hier 17 %).

In der kurativen Behandlung solider Tumore, so auch beim Melanom, richten sich sog.
,Zielgerichteten Therapien“ gegen molekulare Eigenschaften des Primartumors. Zugrunde
liegt die Vorstellung einer linearen Tumorprogression (Fearon and Vogelstein, 1990), die zu
der Annahme fuhrt, dass Metastasen ihr molekulares Profil und Mutationsmuster vom
Primartumor ibernommen haben.

Konstitutiv aktivierende Mutationen des MAPK/ERK-Stoffwechselweges durch Mutationen
von BRAF werden in 53 bis 59 % der untersuchten Tumore beschrieben, Mutationen in
NRAS treten mit weniger als 30 % nicht so haufig auf (Edlundh-Rose et al., 2006; Omholt et
al., 2003). Der Einsatz von BRAF-Inhibitoren zur Therapie metastasierter Melanome zeigt
meist geringen therapeutischen Nutzen fur den Patienten (Shepherd et al., 2010). Auch der
Einsatz so genannter selektiver Inhibitoren wie PLX4032 (Vemurafinib) (Flaherty et al.,
2010), fuhrt nach einer Phase des Tumorriickganges mit einhergehender Verlangerung des
Uberlebens (Chapman et al., 2011) zu Rezidiven. Die Wirkung selektiver Inhibitoren zielt auf
Zellen mit der erstmals 2002 von Davies beschriebenen V600E Mutation des BRAF-Gens,
die mehr als 90 % der BRAF-Mutationen beim Melanom ausmacht. Es wird vermutet, dass
die Tumorzellen von der mutationsbedingten konstitutiven Aktivierung des MAPK-
Signalwegs durch BRAF in einer Art ,oncogene Addiction” (Weinstein and Joe, 2006)
profitieren (Hingurani 2005). Somit erscheint dieses Target als therapeutische Zielstruktur

geeignet.
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Die Mechanismen der Resistenzbildung gegen BRAF-Inhibitoren werden kontrovers
diskutiert (Hatzivassiliou et al., 2010; Montagut et al., 2008; Poulikakos et al., 2010). Die in
dieser Arbeit festgestellte Heterogenitat des Mutationsstatus zwischen den Lasionen mag

eine der Erklarungen fir das Auftreten intrinsischer Resistenzen von Tumorzellen geben.

4.2 BRAF- und NRAS-Status disseminierter Tumorzellen in
Wachterlymphknoten

Im Zusammenhang mit den oben gezeigten Befunden von Prim&rtumor und Metastasen,
wird hier der Teil Gber die Mutationsanalysen an den isolierten disseminierten Einzelzellen
(DCC) vorweggenommen und die Isolation sowie weitere Charakterisierung der Zellen im
Folgenden behandelt.

Der Mutationsstatus der DCC ist von Interesse, da die Zellen eine Zwischenstufe von
Primartumor und Metastase im systemischen Krankheitsverlauf darstellen. BRAF- und
NRAS-Mutationen werden auch in bis zu 80 % benigner Navi beschrieben (Kumar et al.,
2004; Pollock et al., 2003) und gelten als friilhe Ereignisse in der Erkrankung beim Melanom,
die im Verlauf der Tumorprogression und spater bis zur Metastasierung konstant beibehalten
und weitergegeben werden (Omholt et al., 2003). Dem entgegen, stehen aber die Befunde
dieser Arbeit aus dem Vergleich gepaarter Lasionen und der Studie von Yankovitz. In
isolierten MCSP+ Tumorzellen aus peripherem Blut von Patienten konnte ebenfalls bereits
eine klonale Heterogenitat der Zellen hinsichtlich ihres Mutationsstatus bei einem von neun
untersuchten Patienten festgestellt werden (Sakaizawa et al., 2012).

Von 13 Patienten aus dem Kollektiv dieser Arbeit standen jeweils mehrere MCSP+ sowie
gpl100+ Zellen fur die Sequenzanalysen auf die BRAF V600E Mutation zur Verfiigung. Somit
konnte an diesen Patienten die Verteilung der Mutationen nicht nur zwischen den
Zellpopulationen von MCSP und gp100, sondern auch innerhalb der Populationen getestet
werden. Bei 5 der Patienten war eine Heterogenitat fir die BRAF-Mutation festzustellen. Die
Heterogenitat zeigte sich sowohl zwischen den beiden Zellgruppen von MCSP und gp100 (3
Patienten), als auch innerhalb der MCSP+ Zellen (2 Patienten). Da es nach derzeitigem
Wissensstand keine vergleichbare Mutationsstudie an DCC beim Melanom gibt, kdnnen
diese Befunde nur in Relation zur genannten CTC Studie von Sakaizawa interpretiert
werden. Die Mutationsrate lag dort bei 38 % der Patienten (davon waren 11 % hinsichtlich
der Mutation heterogen). Im DCC-Vergleich fur BRAF in den gepaarten Proben der
vorliegenden Arbeit trugen 53 % der Patienten die Mutation (davon waren 38,5 %

heterogen).

109



Diskussion

Literaturangaben fir BRAF-Mutationen liegen fur primare Melanome im Bereich um 45 %
(Liu et al., 2007; Thomas et al., 2007), fur metastasierte Melanome zwischen 48 und 66 %
(Houben et al., 2004; Long et al., 2011; Ugurel et al., 2007).Die Mutationsraten in der DCC-
Analyse bezogen auf Patienten liegen darunter (MCSP+: 31 %, gp100+ 35 %). Zellen der 19
Patienten mit auswertbaren gepaarten Proben sowohl fur MCSP als auch gp100 weisen in
32 % der Patienten (9) eine BRAF-Mutation auf, NRAS-Mutationen traten in knapp 9 % der
MCSP+ DCC und 17 % der gp100+DCC auf. Bei den gepaart auswertbaren Patienten war in
16 % der Patienten eine NRAS-Mutation in den DCC vorhanden, was im Rahmen einer
Studie fur primare Melanome liegt (Goel et al., 2006).

Fur das Patientenkollektiv aus dieser Arbeit sind keine Angaben zum Mutationsstatus des
Primartumors vorhanden. In der Arbeit von Isabelle Hodak (unveréffentlicht) konnte jedoch
auch eine Heterogenitat zwischen PT und DCC festgestellt werden. Eine lineare Weitergabe
der Mutationen vom PT in die korrespondierenden DCC fand dort bei 7 % der Patienten statt.
Aufgrund dieser ersten Ergebnisse, muss auch die Heterogenitat des Mutationsstatus in den
DCC der Patienten als ein Faktor in Betracht gezogen werden, der Therapieerfolge oder
Resistenzbildung bei den betroffenen Patienten beeinflussen kann.

Wahrend das Auftreten einer BRAF-Mutation in frihen Melanomen nicht mit einer
Auswirkung auf das Uberleben verbunden ist (Edlundh-Rose et al., 2006; Houben et al.,
2004; Shinozaki et al., 2004), wurde bei metastasierten Melanomen ein schlechteres
Uberleben der Patienten beschrieben (Houben et al.,, 2004; Long et al., 2011). Im
untersuchten Kollektiv konnte in dieser Arbeit ein signifikant haufigeres Auftreten von
Mutationen bei N1-Patienten und bei Patienten mit einem hohen DCCD beobachtet werden.
Das Auftreten einer Mutation korrelierte signifikant mit einem schlechteren Uberleben der

Patienten.

4.3 Nachweis und Isolation disseminierter Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten von Patienten mit malignem Melanom

Nachdem die prognostische Bedeutung einzelner DCC in Wachterlymphknoten von
Melanompatienten nicht aus allen Studien klar hervorgeht, zeigen erste Langzeitstudien
einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einzelner Zellen und dem
Uberleben der Patienten (Scheri et al., 2007).

In den Studien von Ulmer (2005 und 2013) wurde der Marker HMB45 gegen das
zytoplasmatische Antigen gpl100 zum Nachweis der DCC verwendet. In diesen Studien

konnte in 44 bzw. 51 % der Patienten ein positiver Nachweis gp100+ Zellen gezeigt werden.

110



Diskussion

Der Nachweis war dort um 32 bzw. 37 % sensitiver als die Routinediagnostik mit 12 bzw.
14 %. In der Langzeitstudie von Ulmer (2013) mit 1027 Patienten konnte zudem die
prognostische Bedeutung der nachgewiesenen Zellen gezeigt werden. Fir die vorliegende
Arbeit wurden, an den aus dem Patientenkollektiv der MCSP-Studie parallel isolierten,
gpl100+ DCC, zum Vergleich dieser beiden Zellpopulationen die genomischen Analysen
ebenfalls durchgefuhrt.

Von den 138 Patienten fir die ein Nachweis mit gp100 durchgefiihrt werden konnte, zeigten
40,5 % gpl00+ Zellen. Im Vergleich zur Histopathologie (25,4 %) war der DCC-Nachweis
hier um 15,1 % sensitiver. Zehn N1-Patienten (7,2 %) waren negativ im Einzelzellnachweis
fir gpl00. Diese Unterschiede in den Nachweisraten zu der Vorgangerstudie in Tubingen
kénnen durch die Art der histopathologischen Untersuchung begriindet sein. Wahrend bei
den Patienten im Kollektiv fur diese Arbeit in Regensburg eine Halfte des Lymphknotens
durch die Pathologie komplett in Blécken zu 1 mm durchgestuft und immunhistochemisch
gefarbt wird, trifft das in Tubingen nur auf drei Sektionen der zentralen Ebene zu. Somit kann
auch hier bestatigt werden, was in mehreren Studien gezeigt wurde (Abrahamsen et al.,
2004; Baisden et al., 2000; van Diest, 1999), dass mit einer zunehmender Anzahl an
untersuchten Schnittebenen die Wahrscheinlichkeit steigt, auch kleine Tumorinfiltrate und
Einzelzellen zu detektieren. Das kann auch eine Erklarung fir die insgesamt hohere Rate
histopathologisch positiver Befunde am Klinikum Regensburg sein. Wenn Zellnester in der
histologisch gestuften Halfte des Lymphknotens lokalisiert liegen (siehe Abb. 1 Einleitung),
kann der sensitivere immunzytochemische Nachweis auf Einzelzellen in der disaggregierten

Halfte des Lymphknotens trotzdem zu einem negativen Befund kommen.

MCSP als neuer Marker fiir DCC in Wachterlymphknoten

Zum Nachweis vitaler Zellen wurde in dieser Arbeit erstmals die Immunfluoreszenzfarbung
gegen MCSP an disaggregierten Wachterlymphknoten etabliert, und ein Kollektiv von 150
Patienten (50 weitere in Kooperation) untersucht. Die Detektion MCSP+ zirkulierender
Tumorzellen im Blut von Patienten wurde bereits mehrfach beschrieben (Benez et al., 1999;
Ulmer et al.,, 2004), ebenso die hohere Sensitivitdt des Markers in histologischen
Nachweisen MCSP+ Mikrometastasen (Goto et al., 2008).

Da der Nachweis MCSP+ DCC in Suspension disagreggierter Lymphknoten in der hier
angewendeten Form und mit dem eingesetzten Antikdrperklon 9.2.27 (Bumol and Reisfeld,
1982) bisher noch nicht durchgefuhrt wurde, war es zundchst wichtig zu klaren, ob es sich
bei den detektierten und isolierten Zellen um Zellen melanozytaren bzw. tumorigenen
Ursprungs handelte. Eine Expression von MCSP auf Zellen in anderen Geweben wurde
mehrfach beschrieben, beispielsweise in Zellen der glatten Muskulatur (Tordsson et al.,
2000), der Mundschleimhaut, in Haarfolikeln (Ghali et al., 2004; Legg et al., 2003) sowie
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differenzierungsfahigen mesenchymalen Stromazellen im Knochenmark (Kozanoglu et al.,
2009). In Tumorerkrankungen nicht melanozytaren Ursprungs weisen bis zu 50 % der
Lasionen eine Expression von MCSP auf, wie z.B. basale Brustkrebserkrankungen oder
Chordome (Schwab et al., 2009; Wang et al., 2010a; Wang et al., 2010b).

Erschwert wird die Interpretation der Detektionsraten MCSP+ Zellen in Wachterlymphknoten
durch die Tatsache, dass MCSP nicht nur in mehr als 85 % der Melanome (Campoli et al.,
2004) sondern ebenso auch in benignen Nevi exprimiert wird (Natali et al., 1983). Der
Nachweis benigner Navuszellen in histopathologischen Analysen von Wé&chterlymphknoten
wird bei 3 — 6 % der Patienten beschrieben (Carson et al.,, 1996; McCarthy et al., 1974;
Ridolfi et al., 1977), eine andere Studie zeigte Detektionsraten von bis zu 28 % (Abrahamsen
et al., 2004). Auch bei den untersuchten Patienten des Regensburger-Kollektivs wurden
histopathologisch in 1 % der Patienten Navuszellen detektiert. Bei einem weiterem 1 % der
Patienten kleine Zellnester, die aber pathologisch als Tumorzellnester eingestuft wurden. Der
Nachweis MCSP+ Zellen in den untersuchten Wachterlymphknoten der eingeschlossenen
189 Patienten war bei 66,6 % der Patienten positiv, und damit um 45,2 % sensitiver als die
Histopathologie mit 21,4 %. In 2 % der Falle konnte nur durch die Pathologie ein positiver
Befund erstellt werden. Die Grinde daftr durften, wie bei den gp100+ Zellen beschrieben, in
der Aufteilung des Lymphknotens liegen. Von den beschriebenen morphologischen
Phanotypen wiesen 18,2 % der Patienten grofRe bzw. groRe und Kkleine Zellen auf, 44,4 %
ausschlielich kleine Zellen.

Von den 138 mit beiden Nachweismethoden fir DCC untersuchten Patienten waren 71,73 %
positiv fir MCSP und 40,5 % fir gp100. Somit lag die Detektionsrate mit MCSP im direkten
Vergleich um 31 % hoéher. Umgekehrt waren lediglich 3,6 % der Patienten positiv fur gp100
und negativ fir MCSP. Mdgliche Griinde fiir die unterschiedlichen Nachweisraten mit den
beiden Einzelzellmarkern werden im Abschnitt Uber die Heterogenitéat der isolierten DCC
diskutiert.

Um eine Kontrolle fiir die Sensitivitat und Spezifitdt der MCSP-Farbung in Lymphknoten zu
bekommen wurden 13 Lymphknoten von 10 Patienten ohne malignes Melanom untersucht.
Es konnte in 83 % der Kontrollpatienten ein Nachweis von MCSP+ Zellen erbracht werden.
Dieser Wert liegt hoher als in den Lymphknoten der Melanompatienten. Hierbei muss
allerdings als Beschrankung die geringe Fallzahl zum einen und die detektierte mediane
Zellzahl (3/Mio) zum anderen erwahnt werden. Es handelte sich bei den detektierten Zellen
ausschlie3lich um kleine schwach gefarbte Zellen, wie sie meist auch bei NO Patienten des
Melanoms nachgewiesen wurden. Es ist davon auszugehen, dass eine Erhéhung der
Fallzahlen hier eine Veranderung der Detektionsraten mit sich bringt.

Uber eine nichtlineare Regression wurde analog zur Tibinger Studie von 2005 die

Korrelation zwischen den gefundenen DCCD-Werten und der Wahrscheinlichkeit fiir einen
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positiven histopathologischen Befund des Wachterlymphknotens Uberprift. Hierbei ahneln
sich die Werte fur MCSP und gpl00. Wéahrend im Kollektiv zu dieser Arbeit ab einem
medianen DCCD-Wert von 17 Zellen fir MCSP und 18 fir gp100 ein N1-Befund vorliegt,
zeigen in Tubingen ab einem Wert von mehr als 1000 DCC 75 % der Patienten einen
histopathologisch positiven Lymphknoten. Diese Werte bestétigen die Annahme, dass durch
die histopathologische Aufarbeitung der Lymphknoten tber eine vollstandige Stufung des
Gewebes in Blocke a 1 mm in Regensburg, eine hdhere Detektionsrate erreicht wird.

Als erster Hinweis auf einen melanozytaren Ursprung der isolierten MCSP+ Zellen wurde
die Expression Melanom-assoziierter Marker und beschriebener Stammzellmarker beim
Melanom Uber genspezifische PCR-Analyse getestet. Die Expression erlaubt jedoch allein
noch keine Unterscheidung maligner und benigner Zellen.

Die verwendeten Marker gpl00, MelanA und S100 werden als melanozytare
Differenzierungsmarker in den histologischen Nachweisen der Pathologie routinemaRig zur
Diagnostik beim malignen Melanom eingesetzt (Baisden et al., 2000; Gietema et al., 2004;
Prieto and Clark, 2002). TRP2 ist als frihester Differenzierungsmarker melanozytarer Zellen
beschrieben (Wang et al., 1996). Die Expressionsraten in den untersuchten Zellen lagen je
nach Marker zwischen 15 und 34 % (Abb. 18 und Tabelle 9, Ergebnisteil). Die Abbildung
zeigt auch die fur alle Marker signifikant unterschiedliche Expressionsrate zwischen
morphologisch grof3en und kleinen Zellen. Die Koexpressionsrate der Marker war in den
morphologisch grof3en Zellen héher.

Die verwendeten Stammzell-assoziierten Marker ABCB5 (Schatton et al., 2008), CD271
(Boiko et al., 2010), Jarid1B (Roesch et al., 2010) und Nestin (Grichnik et al., 2006) hatten
geringere Expressionsraten von 2,5 bis 15 % der untersuchten Zellen (Abb. 18 und
Tabelle 9, Ergebnisteil). Die Expression ist wie bei den melanozytaren Markern, auch hier
abgesehen von ABCBS5, in den groRen Zellen hdher. Dieser Befund steht bei Nestin gegen
die Beobachtung von Grichnik, der Nestin+ Zellen als vorwiegend klein und gering
proliferierend beschrieb. Zellen mit den genannten Stammzellmarkern werden gemeinhin als
kleine Subpopulationen innerhalb von Zelllinien oder Lasionen beschrieben, die Raten liegen
beispielswiese fiir ABCB5 bei 1,6 % der untersuchten Zellpopulation (Schatton et al., 2008).
Verglichen damit sind die Expressionsraten der Marker von bis zu 15 % fur Jarid1B in den
untersuchten DCC verhaltnismafig hoch. Das lasst vermuten, dass sich innerhalb der
heterogenen Gruppe von DCC in Wachterlymphknoten der Patienten in gewissem Umfang
Zellen mit Stammzelleigenschaften akkumulieren.

Drei der untersuchten MCSP+ Zellen aus den Kontrolllymphknoten zeigten ebenfalls eine
Expression von Stammzell-assoziierten Markern, sowie eine der Zellen fur den
melanozytaren Differenzierungsmarker S100. Eine der MCSP+ Normalzellen war positiv fir

ABCBS5. Dieser ABC-Tansporter kommt in vielen Zelltypen vor und wird auch in geringem
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Mal3 von Navuszellen exprimiert (Schatton et al., 2008). Schatton zeigte auch, dass nicht
jede der ABCB5+ Zellen automatisch das Potential besitzt zu proliferieren. Zwei weitere
Normalzellen zeigten eine Expression von Jarid1B. Die Expression dieses Markers wird in
den Zellen als dynamisch regulierter Prozess beschrieben (Roesch et al., 2010). Jarid1B
wird ebenso in benignen Geweben exprimiert, insbesondere im Knochenmark und in hoch
regenerativen Zelltypen sowie in Navuszellen (Roesch et al., 2005; Vogt et al., 1999). S100
gilt als der Differenzierungsmarker mit der geringsten Spezifitat (Baisden et al., 2000;
Cochran et al., 1988).

In den Auswertungen dieser Arbeit wurde aufgrund der Expressionsbefunde MCSP+ DCC
eine vorlaufige Einteilung in tumorigene und vermutlich benigne MCSP+ Zellen versucht. Da
in keiner der Kontrollzellen eine Expression der Differenzierungsmarker gp100, MelanA und
TRP2 stattfand, wurde die Expression mindestens eines dieser Marker als Merkmal fir
Tumorigenitat definiert. Von den isolierten Zellen kdnnen demnach 38 % als Melanomzellen
eingestuft werden. Auch hier liegt wieder ein deutlicher Unterschied zwischen den
morphologisch grof3en (63 %) und kleinen Zellen (18 %) vor (Tabelle 10, Ergebnisteil).
Insgesamt geben die Expression melanozytarer Differenzierungsmarker und Stammzell-
assoziierter Marker eine erste Sicherheit, dass es sich zumindest bei einem Teil der
detektierten und isolierten MCSP+ Zellen in W&chterlymphknoten um Zellen melanozytaren
Ursprungs handelt. Die weitere Charakterisierung der Zellen fand in dieser Arbeit an der
DNA der Zellen statt.

4.4 Disseminierte Tumorzellen bilden Subpopulationen in
Wachterlymphknoten

Die DNA-Analyse der isolierten DCC bot im Rahmen dieser Arbeit erstmals die Méglichkeit,
den direkten Vergleich von gpl00+ und MCSP+ Zellen aus demselben Patienten
durchzufihren, und mit den Befunden zu den gpl00+ Zellen der Vorgéngerstudien zu
vergleichen.

So lag der DCCD Wert beim Nachweis gp100+Zellen in dieser Arbeit in positiv getesteten
Patienten im Median bei 2 Zellen, im Vergleich zu 1,6 bzw. 4 Zellen in den Studien von
Ulmer (2005 und 2013). Der Wert fir MCSP+ Zellen lag bei 5 DCC pro Million Lymphozyten.
Wahrend sich somit die medianen DCCD-Werte fur MCSP und gp100 insgesamt nicht
wesentlich unterscheiden, liegen innerhalb der einzelnen Patienten deutliche Unterschiede
der DCCD-Werte vor. (Tabelle Anhang 9.1). Patient Nr. 125 wies beispielsweise 706 gp100+
Zellen aber nur 34 MCSP+ Zellen pro Million Lymphozyten auf. Das legt den Schluss nahe,

von zwei unterschiedlichen Zellpopulationen im Lymphknoten auszugehen.
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Eine Expression von MCSP ist fur mehr als 90 % der untersuchten melanozytaren Gewebe
beschrieben (Natali et al., 1983). Die Expressionsrate variiert nicht zwischen primaren und
metastasierten Melanomen. Eine Ausnahme bilden akrolentigontése Melanome, hier wird
MCSP im Primartumor in geringerem Malf3 exprimiert als in den Metastasen (Kageshita et al.,
1991).

Eine Problematik, die sich beim Nachweis mit gp100 ergibt, ist die geringe Sensitivitat des
Markers, die in bis zu 20 % der immunhistochemischen Féarbungen zu falsch negativen
Befunden flihren kann (Abrahamsen et al., 2004).

Dadurch kann das unterschiedliche Befundergebnis fir gp100 und MCSP in den Patienten
erklart werden, die mit beiden Markern untersucht wurden. Die beschriebene (Goto et al.,
2008) hohere Sensitivitat und geringere Spezifitat von MCSP im Vergleich zu gp100 zeigt
sich auch in einer hoheren Positivrate innerhalb dieser Studie. Ebenso kann sie eine
Erklarung fir die hohe Rate an positiv getesteten Kontrolllymphknoten sein

Das Auftreten der beiden hier unterschiedenen morphologischen Typen von MCSP+ Zellen
lasst auf eine unterschiedliche Gruppierung auch innerhalb der MCSP+ DCC schliel3en.
GroRe MCSP+ Zellen korrelieren signifikant mit einer N1-Klassifizierung der Pathologie,
sowie dem Nachweis gp100+ Zellen. Da aber auch in diesen Patienten die DCCD-Werte
zwischen den grofen MCSP+ und den morphologisch &hnlichen gp100+ Zellen differieren,
handelt es sich vermutlich auch bei diesen Zellen um unterschiedliche Zellpopulationen bzw.
Gruppen an DCC. Ulmer beschreibt in ihren Studien an gpl00+ Zellen keine
morphologischen Unterschiede, und auch bei den Patienten im Kollektiv dieser Arbeit, waren
die detektierten gp100+ Zellen von einheitlicher Gré3e zwischen 20 und 25 pm.

Die eingangs behandelte Mutationsanalyse an DCC beider Gruppen, bei der 23 % der
untersuchten Patienten einen heterogenen Mutationsstatus fir BRAF zwischen MCSP+ und
gpl00+ Zellen aufwiesen, bekraftigt ebenfalls die Annahme, dass es sich bei den DCC um

verschiedene Subpopulationen im Lymphknoten handelt.

Mit der Methode der CGH wurden MCSP+ und gp100+ Zellen des Kollektivs untersucht und
ihre genomischen Veranderungen verglichen. Von 10 Patienten konnten jeweils Zellen
beider Nachweismethoden ausgewertet werden und erlauben so den direkten Vergleich
innerhalb des einzelnen Patienten. Die gp100+ DCC aus der Studie von Ulmer 2013 wurden
zum Vergleich der Aberrationsmuster in der Auswertung herangezogen.

Die untersuchten gp100+ Zellen aus Regensburg zeigten mit 82 % an Zellen mit genomische
Veranderungen ein dhnliches Bild wie die Tlbinger Studie mit 84 %. MCSP+ Zellen wiesen
in 67 % der Falle Aberrationen auf. Dabei war ein deutlicher Unterschied zwischen den
morphologischen Gruppen zu erkennen. Kleine MCSP+ Zellen wiesen in 53 % der

untersuchten Zellen Verdnderungen auf, GrolRe in 78 %. Die in den CGH-Versuchen

115



Diskussion

eingesetzten Normalzellen (Lymphozyten) der Patienten die als Versuchskontrolle dienten,
waren in allen Fallen ohne genomische Veranderungen (siehe Anhang). Wiesen diese
Kontrollen Veranderungen auf, wurden auch die Profile der MCSP/gp100+ Zellen nicht
gewertet, da dann von einem Fehler in der Hybridisierung ausgegangen werden musste.
Zellen ohne Veranderungen traten im Regensburger Kollektiv haufiger bei NO-Patienten auf,
im Tlbinger Kollektiv ist das nicht der Fall. Zellen primarer Melanome weisen in Uber 95 %
der Félle chromosomale Veranderungen auf, wahrend in benignen Navuszellen nur in sehr
geringem MaRe (13 %) Aberrationen nachgewiesen wurden (Bastian et al., 2003). Werden
die Unterschiede in der Markerexpression zwischen groRen und kleinen MCSP+ Zellen
berticksichtigt, sowie die Tatsache, dass die kleinen Zellen haufiger in NO-Patienten
detektiert werden und zudem weniger Punktmutationen tragen, muss bei einem Teil der
kleinen Zellen davon ausgegangen werden, dass es sich dabei nicht um maligne
melanozytare Zellen handelt. Eine mdogliche Erklarung waren benigne Navuszellen im
Lymphknoten, die mit MCSP detektiert werden. Eine weitere Charakterisierung dieser
kleinen Zellen Gber hochauflosende Microarrays bzw. Array-CGH kénnte zukiinftig klaren, ob
und wie weit sich diese kleinen MCSP+ Zellen in Patientenproben und die positiven Zellen in
den Kontrollproben &hneln.
Ein balanciertes Metaphasen-CGH Profil lasst nicht zwangslaufig auf ein unveréndertes
Genom der untersuchten Zellen schlieBen. So zeigten 7 von 9 balancierten gp100+ Zellen
aus dem Tubinger Kollektiv in einer nachfolgend durchgefihrten Array-CGH genomische
Veranderungen, die unterhalb der Auflosungsgrenze der Metaphasen-CGH lagen (Ulmer
2013, eingereicht zur Publikation). Das Auftreten von Aberrationen unterhalb der
Auflosungsgrenze der Metaphasen-CGH wurde auch bei DCC von Brustkrebspatienten
beschrieben (Schmidt-Kittler et al., 2003). Da bei 53 % der untersuchten kleinen MCSP+
Zellen genomische Veranderungen auftraten, muss nach derzeitigem Wissensstand auch
innerhalb der kleinen Zellen von einem Anteil maligner Zellen ausgegangen werden.

Die mediane Anzahl chromosomaler Veranderungen in den drei untersuchten
Gruppen ahnelt sich (Tabelle 15), der hochste Wert kommt den gro3en MCSP+ Zellen zu
(12,5). Bei ihnen liegt im Verhdltnis zu den kleinen Zellen die Anzahl der chromosomalen
Verluste deutlich hoher (7 vs. 1,5) (Tabelle 17). Chromosomale Verluste werden als frihes,
chromosomale Gewinne als spéates Ereignis in der Entwicklung der Melanomzellen
beschrieben (Bastian et al., 1998). In den DCC Gruppen lag die mediane Anzahl der
Gewinne hoher. In allen drei DCC Gruppen lag die mediane Anzahl chromosomaler
Veranderungen insgesamt Uber den fur primare (6,3) und metastasierte (7,8) Melanome
beschriebenen Werten (Balazs et al., 2001).
Die gemeinhin auftretenden Verluste und Gewinne der drei untersuchten Zellpopulationen

sind in Tabelle 18 auch fir unterschiedliche Stadien und Morphologien aufgelistet. Die
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haufigsten Veranderungen entsprechen den Angaben in der Literatur fiur DCC (Ulmer 2005
und 2013) sowie primaren und metastatischen Melanomen (Balazs et al., 2001; Bastian et
al., 1998), kdonnen somit als melanomtypisch bezeichnet werden. In mehr als 25 % der
untersuchten Zellen aller drei Gruppen kamen zudem Amplifikationen auf Chromosom 19
und 21, sowie bei MCSP+ Zellen auf Chromosom 16 vor. Da die Fallzahlen fur diese
auftretenden Veranderungen in den Gruppen sehr niedrig sind, kann hier noch keine
aussagekraftige Interpretation gegeben werden.

Die in der durchgefiihrten Verwandtschaftsanalyse fir alle drei Zellpopulationen gemeinsam
am haufigsten veranderten Regionen auf den Chromosomen 1p, 9, 17, 20, und 22
entsprechen den bekannten Regionen (Bastian et al., 1998; Ulmer et al., 2005), dazu tritt in
den untersuchten DCC zu dieser Arbeit eine Amplifikation auf Chromosom 21q.

Bei der Unterscheidung der Veranderungen in Zellen mit und ohne BRAF-Mutation zeigten
mutierte Zellen signifikant mehr Deletionen. Die in einer Studie (Greshock et al., 2009)
beschriebene Haufung von Gewinnen auf Chromosom 7 konnte auch in den hier
untersuchten Proben bestatigt werden, nicht hingegen die dort beschriebene Haufung an
Deletionen auf Chromosom 11q im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen.

Bastian (1998) beschreibt fir das Melanom typische Regionen fir die Lokalisation von
Onkogenen. Von den dort beschriebenen Regionen ist Chromosom 812 in mehr als 25 %
der MCSP+ Zellen amplifiziert, 11913 in den Tubinger Zellen, 7933 in Tubinger und MCSP+
Zellen sowie 17925 in allen Zellpopulationen.

Ein Amplikon auf Chromosom 11ql13 wurde bei Bastian 36,4 % der untersuchten
akrolentigonésen Melanome beschrieben und trat geh&uft in Melanomen an stark
sonnenexponierten Korperstellen auf (Balazs et al., 2001; Bastian et al., 1998; Curtin et al.,
2005). Bei den Untersuchungen zu dieser Arbeit konnte das Amplikon in gp100+ DCC aus
Tlbingen in 37 % der Zellen nachgewiesen werden, und trat in gpl00+ Zellen des

Regensburger Kollektivs nicht, und in MCSP+ Zellen nur in 6 % der Félle auf.

4.5 Die prognostische Bedeutung disseminierter Tumorzellen fir den
Patienten

Schon friihe Studien belegen, dass der Nachweis einer mikrometastatischen Tumorlast
sowie okkulter Tumorzellen zu einer schlechteren Uberlebensprognose fiir den Patienten
fuhren (Cochran et al., 1988; Murali et al., 2012). In der bereits genannten Studie von Scheri
(2007) wurde erstmals der klare Zusammenhang zwischen dem Nachweis einzelner positiver
Tumorzellen in Lymphknoten mit dem Uberleben der Patienten gezeigt. Hierbei handelte es

sich jedoch auch um einen histologischen Nachweis der Zellen. Fir zirkulierende MCSP+
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Tumorzellen im Blut der Patienten konnte Ulmer einen klaren Grenzwert von 2 Zellen
definieren, ab dem sich der Nachweis von Zellen auf die Prognose fir den Patienten
auswirkt (Ulmer et al.,, 2004). Der Nachweis MCSP+ Zellen im Knochenmark von
Melanompatienten korreliert ebenfalls mit einer verkirztem Gesamtuberleben (Faye et al.,
2004). Ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von DCC in Lymphknoten und
Knochenmark mit dem Uberleben zeigte sich auch bei Patienten mit Osophagus Krebs
(Stoecklein et al., 2008), sowie Prostatakrebs (Weckermann et al., 2009).
Die derzeit einzige Studie Uber den Einfluss einzelner DCC in Wachterlymphknoten beim
Melanom ist die Vorgangerstudie von Ulmer 2013. Dort konnten die Uberlebensdaten der
1027 eingeschlossenen Patienten im Median Uber 49 Monate (3 — 123 Monate) verglichen
werden. Es zeigte sich ein signifikant verringertes 5-Jahres Uberleben der Patienten ab
einem Nachweis von 3 gp100+ DCC pro Million Lymphozyten. Der gemessene DCCD-Wert
der Zellen erwies sich dabei im multivariaten Vergleich als Prognosefaktor auch dem
histopathologischen Staging tberlegen.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von gpl100+ und erstmals auch von MCSP+
DCC im Lymphknoten mit dem Uberleben und den Kklinischen Faktoren der Patienten
verglichen.
Fur den Nachweis der gp100+ Zellen konnte in dieser Arbeit der Befund von Tibingen nicht
bestatigt werden. Es zeigte sich (noch) kein Zusammenhang mit dem Uberleben der
Patienten. Dabei muss die mediane Beobachtungszeit der Patienten bei der Bewertung der
Ergebnisse berucksichtigt werden. Diese lag im Rahmen dieser Arbeit bei etwa 20 Monaten
(Tubingen 49 Monate). Von den Regensburger Patienten wurden auch nur 138 (73 %) in
diese Auswertung eingeschlossen, sie spiegeln also nicht das gesamte Kollektiv
reprasentativ wieder. Es konnte auch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Nachweis gpl100+ Zellen und klinischen Parametern der Patienten festgestellt werden.
Untersucht wurden analog zur Tibinger Studie Geschlecht, Alter, Lokalisation des
Primartumors, Tumordicke, histologischer Subtyp des Primartumors sowie die Ulzeration.
Der Nachweis MCSP+ Zellen zeigt insgesamt ebenfalls keinen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Von den klinischen Faktoren
korreliert lediglich die Ulzeration des Primartumors signifikant mit dem Auftreten MCSP+
Zellen. Einen signifikanten Unterschied (p=0,038) macht allerdings der morphologische Typ
der MCSP+ Zellen aus. GroRRe Zellen korrelieren mit einer schlechten Prognose fiir den
Patienten. Ebenso hatte der pathologische Befund, die Tumordicke, und wie bereits zu
Beginn des Kapitels beschrieben das Auftreten einer BRAF/NRAS-Mutation, Einfluss auf das
Uberleben der Patienten. Fir die untersuchten Parameter konnte ein Zusammenhang mit
dem Uberleben in multivariater Analyse nur fiir den histopathologischen Befund bestatigt

werden.
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Da sich derzeit bereits fur die groBen MCSP+ Zellen eine prognostische Tendenz
abzeichnet, muss auch hier davon ausgegangen werden, dass ein verlangerter
Beobachtungszeitrahmen diese Werte noch verdeutlichen kann. Dadurch kann sich auch der
Nachweis gp100+ Zellen &hnlich wie in Tlbingen als prognostisch relevant fur den Patienten

erweisen.

4.6 Tumorigenes Potential vitaler MCSP+ DCC in vivo

Die Frage nach der klinischen Relevanz der DCC kann durch die in dieser Arbeit etablierte
Isolation vitaler MCSP+ Zellen zuklnftig auch funktionell in vitro und in vivo untersucht
werden. Von Interesse ist besonders die Frage nach dem Potential dieser Zellen zur
Tumorbildung. Dies ware ein Hinweis darauf, dass unter diesen MCSP+ DCC zumindest
vereinzelt Zellen zu finden sind, die im weiteren Verlauf der Erkrankung zur Ausbildung der
Lymphknotenmetastasen fuhren.

Die entscheidende Frage in der Stammzelldebatte beim Melanom und anderen soliden
Krebserkrankungen ist, wie verbreitet Zellen mit tumorigenem Potential innerhalb der
Zellmasse des Primartumors sind. Ausgehend von diesem sog. Krebsstammzell-Konzept,
misste das Konsequenzen fiur die therapeutische Anwendung haben. Es misste dann
verstarkt darauf gezielt werden, diese Zellpopulation innerhalb des Tumors zu eliminieren,
anstatt wie bisher die Tumorlast grundséatzlich zu verringern (Pardal et al., 2003; Wang and
Dick, 2005). Eine besondere Bedeutung kdme tumorigenen DCC im Lymphknoten beim
Melanom zu, da sie als frilhe Stufe der systemischen Erkrankung geeignete therapeutische
Zielstrukturen waren, um den weiteren Krankheitsverlauf zu unterbrechen.

Einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis der in vivo Studien hat nicht zuletzt das
Immunsystem des verwendeten Wirtsorganismus. Verschiedene Autoren haben gezeigt,
dass nur jeweils kleine Subpopulationen von Melanomzellen in der Lage sind, Tumore in
immundefizienten Mausen zu generieren (Boiko et al., 2010; Schatton et al., 2008). dagegen
konnte Quintana mit einem Transplantationsmodell in hoch immundefizienten NSG-Mausen
zeigen, dass die Zahl tumorinduzierender Zellen bei Verwendung komplett immundefizienter
Méause drastisch ansteigt (Quintana et al., 2008) und dass jede vierte Zelle ohne den Einsatz
von Selektionsmarkern dazu in der Lage ist.

Das Modell der subkutanen Transplantation von Einzelzellen (in immundefiziente NSG-
Méause) wurde im Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit Dr. Werner-Klein etabliert, und
das tumorigene Potential einzelner injizierter MCSP+ Zellen getestet. Zellen aus drei der

sieben fir diesen Versuch ausgewahlten Patienten, waren im Mausmodell in der Lage
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Tumore in vivo zu generieren. Eine Metastasierung in die Lunge der Tiere wurde bei
Tumoren aus DCC von zwei der Patienten nachgewiesen.

Quintana betont, dass in keiner der bisherigen Stammzell-Studien die Frage untersucht
wurde, welche Zellen tatsachlich Tumorwachstum und Krankheitsfortschritt begtinstigen. In
ihrer Studie wurden zuféllig ausgewahlte Einzelzellen aus Prim&rtumoren von Patienten
injiziert. Keiner der gangigen Stammzellmarker wie CD271 oder ABCB5 war in den
tumorigenen Zellen angereichert, Marker schienen dabei reversibel in den tumorigenen
Zellen exprimiert zu werden (Quintana et al., 2010). In einer weiteren Studie zu s.c.
injizierten Einzelzellen (Held et al., 2010) wurden dagegen Stammzellmarker zur Selektion
der Tumorpopulationen verwendet. Es zeigte sich dort, dass mehrere unterschiedliche
tumorpropagierende Zellen innerhalb eines Tumors vorzukommen scheinen.

Die gezielte Injektion einzelner MCSP+ Zellen zeigt in der vorliegenden Arbeit, dass nicht
alle MCSP+ Zellen in der Lage sind Tumore zu generieren. Weder klinische Faktoren der
Patienten, noch andere Faktoren wie der DCCD-Wert scheinen einen Einfluss auf die
Tumorentstehung zu haben. Tumorbildung wurde aus Zellen von Patienten mit vorliegender
BRAF/NRAS-Mutation beobachtet, aber eine vorliegende Mutation in den DCC allein war
kein Garant fur das Auswachsen der Zellen.

Insgesamt muissen diese ersten Ergebnisse noch mit Vorsicht interpretiert werden. Da die
Fallzahl zu gering ist, um entsprechende Aussagen zu quantifizieren, und die verwendeten
DCC alle aus Patienten mit hohen DCCD-Werten stammten. Mdglicherweise handelt es sich
bei diesen Zellen bereits um disaggregierte Metastasenzellen, die schon eine verstarkte
Proliferation aufweisen. Wie unter 4.3 bereits beschrieben, unterscheiden sich die
histologischen Nachweisverfahren in Tubingen und Regensburg, was sich in der hdheren
Nachweisrate von histologisch befundeten Lymphknotenmetastasen in Regensburg zeigt.
Die herkbmmliche Einteilung in N1/NO gibt somit keine wirklich quantitative Aussage Uber die
reale Tumorlast im Lymphknoten.

Von Interesse ist deshalb insbesondere die Frage, ob auch kleine MCSP+ Zellen oder Zellen
aus Lymphknoten mit einem niedrigen DCCD-Wert Tumore in vivo bilden. Der nachste
Schritt wird die molekulare Charakterisierung der gebildeten Tumore sein. Das Ziel ist,
mdogliche Muster auf Expressionsebene oder chromosomale Veranderungen zu detektieren,
die Rickschlisse auf einen bestimmten Phanotyp von tumorinduzierenden MCSP+ DCC

ermdglichen. Die ersten Experimente dazu laufen bereits in einem weiteren Projekt.
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4.7 Hypothetisches Progressionsmodell fir DCC in Wachterlymphknoten

Die vorliegenden Daten dieser Arbeit zeichnen im Wesentlichen ein sehr heterogenes Bild
der DCC in Wachterlymphknoten von Melanompatienten. Viele der Befunde missen
zunachst noch Uber eine Erhéhung der Fallzahlen durch zusatzliche Proben bestétigt, die
Aberrationsmuster im Genom der Zellen, sowie die Genexpression der Zellen durch héher
auflosende Verfahren detaillierter untersucht werden. Auch wird erst der weitere
Krankheitsverlauf der Patienten im Kollektiv eine sichere Aussage Uber die prognostische
Bedeutung, insbesondere der detektierten MCSP+ DCC geben kdnnen.

Basierend auf den vorliegenden Daten und den vorausgegangenen Studien kann dennoch
ein erstes hypothetisches Modell zur Progression maligner Melanome einschlief3lich der
DCC entworfen werden (Abb. 42):
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Abbildung 42: Hypothetisches Modell zur systemischen Progression maligner Melanome

Dargestellt ist in schematischer Weise die friihe Disseminierung der DCC ausgehend von der Priméarlasion, mit
anschlielRender paralleler und unabhéngiger Entwicklung von Primartumor und DCC-Population im Lymphknoten,
Uber den fortschreitenden Krankheitsverlauf bis zur Lymphknotenmetastasierung. Das Mikroumfeld des
Lymphknotens ubt einen klonalen Selektionsdruck auf die Zellen aus. Es gibt Hinweise, dass der Primartumor
Uber diverse Stimuli die Proliferation der DCC beeinflusst.

Die Disseminierung von DCC in Waéchterlymphknoten stellt ein frihes Ereignis beim

Melanom dar. Im Kollektiv von Ulmer konnte gezeigt werden, dass die mediane Tumordicke
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zum Zeitpunkt der Disseminierung bei weniger als 0,4 mm liegt (Scheitler, Hodak,
eingereicht zur Publikation). Bedingt durch die frihe Absiedlung besitzen die Zellen,
verglichen mit ihrem korrespondierenden Primartumoren, unterschiedliche
Aberrationsmuster sowie einen heterogenen Mutationsstatus (Scheitler, Hodak, eingereicht
zur Publikation). Wahrend in der Studie von Ulmer nur 7 % der DCC zum Zeitpunkt der
Absiedlung ein mit dem korrespondierenden Primartumor identisches Mutationsmuster
aufweisen, erwerben andere DCC Mutationen erst im Mikroumfeld des Lymphknotens und
unabhangig vom Primartumor (Scheitler, Hodak, eingereicht zur Publikation). Somit erklart
sich das Auftreten von Punktmutationen in Lymphknotenmetastasen von Patienten ohne
Mutation im Primartumor.

Einflisse des Mikroumfelds im Lymphknoten auf Entwicklung und Proliferation der DCC
fuhren zu einer klonalen Selektion innerhalb der DCC im Lymphknoten. Ein Argument daftr
ist die in den bisher vorliegenden Daten festgestellte Abnahme der Anzahl chromosomaler
Aberrationen gpl00+ DCC vom Stadium NO zu Stadium N1 (Isabelle Hodak,
unveroffentlicht). gpl00+ DCC verschiedener Patienten &hneln sich in ihrem
Aberrationsmuster untereinander starker, als ihrem jeweils korrespondierenden Primartumor
(Scheitler, Hodak, eingereicht zur Publikation).

Bei Clusteranalysen MCSP+ und gpl100+ DCC in dieser Arbeit &hnelten sich Zellen der
individuellen Patienten starker, selbst wenn diese den unterschiedlichen Populationen von
MCSP und gpl00 angehorten, als Zellen die aus verschiedenen Patienten stammten
(Abb. 33 und 34, Ergebnisteil). Innerhalb der DCC kommt es zu einer Akkumulation von
Zellen mit Stammzelleigenschaften (Abb. 18 und Tabelle 9, Ergebnisteil). Diese Befunde
stutzen die These eines klonalen Selektionsdrucks im Lymphknoten.

Die unterschiedlichen Phanotypen der DCC wirden sich dadurch erklaren, dass friih
disseminierte Zellen zunachst einen morphologisch kleinen Phanotyp besitzen und MCSP+
sind. Sie besitzen zu diesem Zeitpunkt noch wenige Aberrationen (Abb. 30 A, Ergebnisteil)
und Mutationen (Tabelle 12, Ergebnisteil). Durch die weitere Proliferation der Zellen sowie
dem Selektionsdruck im Lymphknoten kommt es zu einer Ausbildung der unterschiedlichen
Gruppen an DCC, die je nach Entwicklungsstand MCSP, gp100, oder beide Marker
exprimieren. Ziel ist hier zuklnftig Uber eine MCSP/gp100-Doppelfarbung festzustellen, in
wie weit sich diese Zellpopulationen Uberschneiden. Abhangig vom jeweiligen
Entwicklungsgrad der Zellen weisen diese unterschiedliche Aberrationsmuster und
Mutationsraten auf. Morphologisch grolie MCSP+ Zellen sind nach dieser Hypothese die am
weitesten entwickelte Gruppe der DCC, da sie am meisten genomische Veradnderungen
tragen (Tabelle 18, Ergebnisteil) und fur sie bereits ein prognostischer Effekt (Abb. 40 C,
Ergebnisteil) sowie ein tumorigenes Potential in vivo (Tabelle 22, Ergebnisteil) im Rahmen

dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Gro3e MCSP+ Zellen weisen eine signifikant hohere
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Zelldichte im Lymphknoten auf als Kleine (Abb. 10, Ergebnisteil), was fir eine beginnende
Kolonisierung durch diese Zellen als Vorstufe der Metastasierung spricht.

Es ist anzunehmen, dass der Primartumor die Entwicklung der DCC und das Auswachsen
manifestierter Lymphknotenmetastasen auf unterschiedliche Weise fordert, z.B. uber
Sekretion stimulierender Faktoren fiir Proliferation und Kolonisierung der Zellen.

Antworten darauf konnen funktionelle Studien an vitalen DCC in vitro und in vivo liefern. Sie

sind das Ziel weiterfihrender Forschungsarbeiten an diesem Projekt.
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5. Zusammenfassung

Der Nutzen systemischer Therapien beim malignen Melanom ist bis heute zumeist gering.
Eine mdgliche Ursache hierfur ist, dass die disseminierten Zielzellen dieser Therapien
molekular schlecht charakterisiert sind. Der Nachweis von gestreuten Tumorzellen im
Wachterlymphknoten stellt in der Diagnostik derzeit den wichtigsten prognostischen Faktor
dar. Bereits der immunhistochemische Nachweis einzelner Tumorzellen im Lymphknoten gilt
als Kriterium fir eine systemische Streuung des Primértumors. Es war das Ziel der
vorliegenden  Arbeit, einzelne disseminierte Tumorzellen des Melanoms aus
Wachterlymphknoten zu isolieren und molekular sowie funktionell zu untersuchen.

Dazu wurde zunachst eine Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis vitaler Zellen in
Wachterlymphknoten (ber das membranstdndige Markermolekil Melanom-assoziiertes-
Chondroitin-Sulfat Proteoglykan (MCSP) etabliert und ein Patientenkollektiv auf MCSP+
DCC in Lymphknoten untersucht. Es konnten morphologisch groRe und kleine MCSP+
Zellen isoliert werden. Bei Verwendung eines anderen Markers, dem Antigen gp100, fir den
aus der Arbeitsgruppe bereits erste molekulare Daten vorlagen, fand sich hingegen stets ein
einheitlicher Phanotyp. Es wurden in dieser Arbeit MCSP+ und gp100+ DCC aus denselben
Proben, sowie gpl00+ DCC aus vorausgegangenen Studien miteinander verglichen. Die
Sensitivitdit des MCSP-Nachweises wurde an Kontrolllymphknoten gesunder Spender
Uberprift. In den Kontrollen wurden ausschlie3lich kleine MCSP+ Zellen detektiert, die
mediane Zellzahl und die Detektionsraten in den Kontrollen entsprachen denen der
Patientenproben.

Ein Ursprung MCSP+ Zellen aus dem Melanom wurde zunachst Gber eine PCR-basierte
Expressionsanalyse melanozytarer Differenzierungsmarker und fir das Melanom
beschriebener Stammzell-assoziierter Marker Uberprift. Die Marker gp100, MelanA und
TRP2 wurden ausschlie3lich in den MCSP+ Zellen von Melanompatienten exprimiert und
kennzeichnen 63 % der groRen MCSP+ Zellen und 18 % der kleinen MCSP+ Zellen als
maligne Zellen.

Um weitere Aussagen zur Malignitat der MCSP+ Zellen zu erhalten, wurde die DNA der
isolierten Zellen auf Punktmutationen der Onkogene BRAF und NRAS, sowie durch
komparative genomische Hybridisierung (CGH) auf charakteristische Veranderungen hin,
untersucht und mit den Befunden der gp100+ DCC verglichen.

Von den untersuchten Patienten teilten 38 % in ihren DCC Punktmutationen nicht zwischen
MCSP+ und gpl00+ Zellen. Ein Vergleich gepaarter Lasionen aus Primartumor und
Metastasen zeigte ebenfalls eine Heterogenitat in 33 % der Patienten. Die CGH-Profile der

DCC unterschieden sich zwischen den Zellpopulationen von MCSP und gpl00, und
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zwischen grof3en und kleinen MCSP+ Zellen. Zellen von N1-Patienten beider Gruppen
wiesen eine hohere Anzahl an Aberrationen auf, ebenso morphologisch grol3e MCSP+
Zellen. MCSP+ Zellen trugen in 67 %, gp100+ Zellen in 82 % genomischen Veranderungen.
Zudem konnten auch in 53 % der untersuchten kleinen MCSP+ Zellen Verédnderungen
nachgewiesen werden, was diese als maligne melanozytére Zellen kennzeichnet.

Die erfolgreiche in vivo Propagation von Tumoren nach subkutaner Injektion einzeln isolierter
MCSP+ DCC in immundefizienten NSG-Mausen, bestatigt deren tumorigenes Potential und
ihre Bedeutung als Vorstufen manifestierter Lymphknotenmetastasen.

Der Nachweis gpl00+ Melanomzellen war sensitiver als die Routinepathologie und
bestatigte friihere Studien der Arbeitsgruppe. Fir MCSP+ DCC liegen finale Aussagen zur
Malignitat bislang nur bei einem Teil der Zellen vor. Deshalb ist hier derzeit noch keine
endglltige Aussage zur Sensitivitat des Nachweises von DCC mit MCSP madglich.
Hinsichtlich klinischer Faktoren bestand ein signifikanter Zusammenhang lediglich zwischen
einer Ulzeration des Primartumors und dem Auftreten MCSP+ Zellen im Lymphknoten. Der
Nachweis groRer MCSP+ Zellen korrelierte negativ mit dem Uberleben der Patienten,
ebenso die klinischen Parameter histopathologischer Befund des Lymphknotens,
Tumordicke und Mutationsstatus. Fur die kleinen MCSP+ Zellen konnten keine
Zusammenhange zwischen dem Nachweis und dem Uberleben der Patienten oder anderen
klinischen Variablen gefunden werden. Hier muss allerdings die relativ kurze
Beobachtungszeit der Patienten bis zum Abschluss dieser Arbeit berlicksichtigt werden, die
im Mittel unter 24 Monaten lag.

Die gewonnenen Ergebnisse machen deutlich, dass die systemische Progression des
malignen  Melanoms Uber die Stufen der Erkrankung vom Primartumor, der frihen
Disseminierung in die Wachterlymphknoten, bis zu manifestierten Metastasen einen
dynamischen und heterogenen Verlauf zeigt. Diese Heterogenitdt muss verstarkt bei der
Entwicklung neuer individualisierter Therapieansatze bericksichtigt werden. Grozen MCSP+
DCC in Wachterlymphknoten kommt aufgrund ihrer Malignitat, ihres tumorigenen Potentials
und ihrem Einfluss auf das Uberleben als Vorstufe der Metastasierung eine entscheidende
Bedeutung zu. Kleine MCSP+ Zellen stellen nach den Ergebnissen dieser Arbeit
mdglicherweise eine im Prozess der Proliferation befindliche Vorstufe der grof3en Zelle dar.
Die weitere molekulare und funktionelle Charakterisierung der DCC kann Hinweise auf
potentielle therapeutische Zielstrukturen liefern. Diese Arbeit kann dazu als ein erster Schritt

gesehen werden.
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9. Anhang

9.1 Patientenkollektiv Regensburg
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1 0 20 0 Arm 112B| 3 25 10.09.2008 Axilar rechts 0 2 3 5 15
2 |0] 41 |0 0l1B | 3 1,2 08.10.2008 Leiste links 0 0 0 0 4,8 2
3 0 29 0 0] 3 4 2,2 08.10.2008 J Kniekehle links 3 8 3 2,1 2,1
4 |0 42 |1 us 01A| 2 0,8 15.10.2008 Leiste links 0 0 1 1 6,2 2
5 0 19 0 Rucken 0 |3A] 4 3,6 17.10.2008 Leiste rechts 3 2 3 55 2
6 |0 47 |2 os 0l1B | 3 1,2 22.10.2008 Leiste rechts distal 0 1 3 38 2
8 1 59 2 OA 0|2A ] 4 2,6 29.10.2008 Axilar rechts 0 0 1,1 1,1
9 |1] 54 |1 Riicken 01A| 2 04 05.11.2008 Axilar links 0 0 01 |01
10 |o| 58 |2 Schulter 013 |4 5 05.11.2008 J Axilar links 3 8 3 1] 120 90 1,2
11 |0 53 0 oS 1]12C| 4 6 12.11.2008 Oberschenkel 0 2 3 0 0 13,5 2
12 |1 | 41 |0 | Kniekehle |1 |2A| 4 1,4 19.11.2008 J Leiste rechts 0 0 0 0 5 2
13 |1 | 48 1 | Monspubis |1 |3B| 4 4,1 26.11.2008 J J J inguinal links 3 0 0 0 52 2
14 |0 | 24 |2 skapular 0|1B | 4 11 26.11.2008 axillar links 0 2 3 0 0 19 2
15 |1 26 2 Rucken 113B]| 4 4,6 28.11.2008 J J axillar rechts 4 2 3 1 4 38 2
16 |0 | 48 |2 0os 0|2A| 4 2,8 03.12.2008 Leiste rechts 0 0 0 0 4,4 2
17 |0 35 1 oS 0|1B| 4 1,3 03.12.2008 Leiste rechts oben 3 3 0 0 1,4 0
19 |1 ] 40 |1 ferse 0]1B| 3 1,4 10.12.2008 axillar rechts 0 0 0 0 8,5 2
20 |0 64 1 us 0|1B| 3 15 10.12.2008 Leiste 0 2 1 0 0 62 2
21 |0| 3 |2 0os 1]|2B| 4 21 10.12.2008 Leiste links 0 2 3 0 0 115 | 2
22 |1 60 1 Rucken 0] 3 3 1,4 12.12.2008 Axilla links 0 0 1 2 13,5 2
23 |1 56 2 Rucken 0|1B| 4 2 12.12.2008 Axilla rechts 0 0 0 0 39 2
24 10| 32 |oO Riicken 0]1B 18 17.12.2008 Axilla rechts distal 0 1 3 1 3 14 2
25 |1 73 |2 Ricken 0|3A] 4 1,3 17.12.2008 supraclaviculér re. 0 0 1 2 3 2
26 |1| 74 wade 09.01.2009 Leiste links 0 0 0 0 39 2
27 |0 59 |0 us o|3B| 4 4,5 09.01.2009 J |3 J Leiste rechts 3 6 1 1| 180 7,3 1
28 |1 | 46 |2 Flanke 0|1B | 4 13 14.01.2009 Axilla links 0 0 0 0 27 2
29 |1 | 49 Brust 11.02.2009 Axilla links distal 0 0 0 0 6,5 3
30 |1 37 |1 Riicken 0]1A| 3 0,7 18.02.2009 J Axilla links distal 0 7 3 1 1 46 1
31 |1 35 |2 0os o|1B| 4 13 25.02.2009 N VAR VAR [N Leiste links 0 2 3 1 2 9 2
32 11| 26 |2 us 1]2c| 4 11 11.03.2009 Leiste re. kaudal 0 3 1 1 425 2
33 |0 40 |0 us o|3 |4 1,6 13.03.2009 Leiste rechts 3 0 0 0 4.8 2
34 10| 50 |1 UA 08.04.2009 Axilla rechts 0 3 3 1 1 78 |15
35 10| 42 |1 us 0]1A| 3 0,8 06.05.2009 Leiste rechts 0 5 3 0 0 18 1
36 |0 57 |2 us o|3B| 4 5 06.05.2009 J Leiste links 0 4 3 1 2 19 15
37 10| 32 |2 gluteal 13| 4 3,5 08.05.2009 sentinel kranial 3 8 1 1 224 26 1
38 |0 34 1 UA 1128 4 2,2 13.05.2009 Axilla links 0 1 3 1 14 3
39 |0 43 |1 oS 0|1B | 4 11 20.05.2009 Leiste links 0 0 0 0 8 3
40 | O 72 2 Schulter o|1B| 4 19 27.05.2009 Axilla rechts 0 0 0 0 82 3
41 |1 | 70 1 pectoral 0|3A] 3 1 27.05.2009 Axilla rechts 4 145 1 1 400 51 1
42 11| 21 |oO us 4 3,2 29.05.2009 Leiste links 0 1 3 0 0 21 3
44 10| 29 |1 0os 01A| 2 0,7 03.06.2009 Leiste links 0 2 3 0 0 35 2
45 11| 71 |1 gluteal o|1B| 4 1,6 05.06.2009 Leiste rechts 0 5 3 1 2 30 1,2
47 11| 77 |2 Riicken 0|3A]| 3 1,8 10.06.2009 Axilla rechts 3 39 1 1 2 24
48 |0 | 56 |1 0|1A ] 3 0,9 10.06.2009 Leiste rechts 0 2 3 1 13 2
49 11| 44 |1 Schulter 0]1A| 3 1 19.06.2009 Axilla links 0 4 3 0 0 75 2
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50 |0 32 2 1B 1,2 24.06.2009 Leiste links 0 0 0 23 2
51 11| 62 |1 Ruiicken 0]|2A| 3 21 24.06.2009 Leiste rechts 0 0 0 0 25 |05
52 |1 56 os o|1B | 4 1,3 01.07.2009 Leiste rechts 0 10 3 1 9 12,5 1
53 |1 | 69 Bauch 01.07.2009 Axilla rechts 0 12 1 1 7 25 1
54 10| 53 |1 Ful 0 4 13 03.07.2009 Leiste links 0 0 0 0 10 2
55 |1 67 1 scapular 0o|1B | 4 1,1 08.07.2009 Axilla links 0 0 3 2
56 |1 40 |1 us 0]1B| 3 1,4 08.07.2009 Leiste rechts 0 33 3 0 0 42 2
57 |0 74 1 OA 0|1B | 4 1,5 10.07.2009 Axilla links 0 3 3 0 0 22 2
58 |1 62 |1 Ruiicken 0|2A| 4 2,8 22.07.2009 axillar links 0 10 3 1 14 31 1,7
59 |0 54 1 os 111B| 4 0,8 22.07.2009 Leiste rechts 0 9 3 0 0 21 2
61 |1 56 |1 us 0|1B 1,4 29.07.2009 Leiste links 0 5 3 0 0 8,5 2
62 |1 72 2 submamar 0|1A| 3 0,5 05.08.2009 Axilla rechts 0 0 2 0,5
63 |1 | 55 |2 Ruicken 1|2A] 4 1,6 14.08.2009 Axilla links 0 47 3 0 0 17,5 1
64 |0 52 2 os 0|3A] 3 2,3 19.08.2009 Leiste rechts 4 61 1 0 0 54251 2
65 |0 69 2 us 0] 3 5 3 16.09.2009 Leiste links 3 1 3 1 106 6,9 2
66 |1 | 54 |0 os 0|1B| 4 13 18.09.2009 Leiste links 0 2 3 1 3 29951 2
67 |0 37 1 scapular 0|1A | 3 0,6 23.09.2009 Axilla links n.A. 7 3 0 0 53 2
68 |1 51 |1 UA 0]|1A| 3 0,8 30.09.2009 Axilla rechts 0 0 0 0 2625 2
69 |0 23 Ellenbogen 02.10.2009 Axilla links 0 0 0 0 17,7 3
71 10| 20 |2 os 0|3A] 3 18 07.10.2009 Leiste rechts 3 203 1 1| 213 | 109 2
72 11 39 0 os 5 4 14.10.2009 Leiste rechts 3 45 1 1 4 29 1
73 10| 63 |0 ferse 14.10.2009 Leiste links 3 0 0 0 4,1 2
74 11 68 2 Riicken 113 4 54 21.10.2009 Axilla rechts 3 3 3 2,55 2
75 10| 75 21.10.2009 Axilla rechts 0 0 3,02 2
76 |1 64 1 Schulter 111B| 4 1 23.10.2009 Axilla links 0 5 3 1 1 7,45 2
77 |1 | 48 |2 |AuBenknochel| 0 |3A | 4 2,6 28.10.2009 J Leiste rechts 3 57 1 0 0 4,1 1
78 |1 | 46 |1 | Abdomen 01A| 2 0,5 28.10.2009 Axilla links 0 0 0 0 33 2
80 | O 51 0 gluteal 1]|2A | 4 2 04.11.2009 Leiste rechts 0 2 3 0 0 4,1 2
81 |0 | 53 |2 Ruiicken 0]1A| 3 0,8 11.11.2009 Axilla links 0 8 3 1 2 17,25 2
82 10| 30 |1 us 0|1A| 3 0,5 18.11.2009 Leiste links 0 5 3 0 0 14 2
84 |0 | 69 us 20.11.2009 Leiste links 0 5 3 1 2 14751 2
85 |0 | 68 |2 Kndchel 1]12B| 4 4 25.11.2009 Leiste rechts 0 0 0 0 3825 | 2
86 |1 70 |1 Brust 1A | 2 0,2 02.12.2009 Hals links 0 0 0 0 4,25 2
87 |1 45 2 UA 112B| 4 2,2 11.12.2009 Axilla rechts 0 4 3 1 2 10,8 2
88 |1 69 |2 Schulter 1|2B| 4 2 16.12.2009 Axilla links 0 0 0,75 0,75
89 |0 | 60 |O os 1|3B] 4 2,3 30.12.2009 Leiste links 3 3 3 1 2 1925 | 2
90 |0 | 40 |1 os 0]1B| 3 13 08.01.2010 Leiste rechts 0 0 0 0 17,5 2
91 |1 59 0 Schulter 0|1B | 4 1,8 20.01.2010 Axilla rechts 0 1 1 0 0
92 |10 | 62 |2 us 0|2A| 4 2,7 20.01.2010 Oberschenkel re. 0 0 0 0 4,4 2
93 |0 | 75 | O | Ellenbeuge |1 |2B | 4 2,4 27.01.2010 Axilla links 0 0 12 |12
9 |1 27 0 us 0|1B| 3 11 03.02.2010 Unterschenkel links 0 14 3 1 2 16,1 2
95 |0 | 50 |O os 1|2B| 4 2,2 05.02.2010 Leiste rechts 0 8 3 0 0 18 2
9% |0 74 0 Ful 0|2A | 4 3,8 10.02.2010 Leiste links 0 3 3 2,5 2
97 |0 | 33 |6 OA 0|1B| 4 11 17.02.2010 Axilla links 0 3 3 1 1 3,45 2
98 |1 79 2 OA 0|2B 5 17.02.2010 Axilla links 0 4 3 2,6 2
99 |1 69 |O Riicken 1|3B 3 19.02.2010 Axilla rechts 4 31 1 1 [300000| 23,5 1
100 |0 67 1 us 0|1A| 3 0,6 24.02.2010 J Leiste links 4 51 1 1 180 87,5 2
10111 | 62 |O os 1|2Cc| 5 10 24.02.2010 J Leiste rechts 0 0 0 0 43 1
102 |1 42 2 us 0|2A | 4 2,2 26.02.2010 Leiste rechts 0 0 0 0 1825 2
1031 | 44 |2 us 0|1B| 4 18 26.02.2010 Leiste rechts 0 16 3 37,75 2
104 44 1 Riicken 0|2A | 4 4,3 03.03.2010 Axilla links 0 23 3 1 5 15,5 1
105|0| 66 |3 FuBsohle 0|3A] 4 5 03.03.2010 Leiste rechts 4 9 1 2,2 1
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106 |0 | 49 |O scapular 1]13C| 3 5 05.03.2010 Axilla links 4 284 1 3,3 2
107 | 1 68 0 us 0|2B| 4 4,9 10.03.2010 Leiste links 0 1 1 14,8 2
108 |1 | 53 1 lumbal 13| 4 7 17.03.2010 J Leiste links 4 K00000| 1 1 [500000| 8,25 2
109 | 1 69 0 us 112B| 3 3 31.03.2010 Leiste rechts 0 1 3 6,5 3
1100 15 |2 us 0|3A] 3 2,6 07.04.2010 Leiste rechts 3 4 1 18 2
111 |0 44 0 UA 113B]|5 12 07.04.2010 Axilla rechts 3 21 3 23 1
112 |0 44 0 us 0|1B| 4 1,3 16.04.2010 Leiste rechts 0 2 3 15 2
113 |0 | 46 1 os 0|1A | 4 0,7 21.04.2010 inguinal links 0 0 1,25 |1,25
114 |1 56 1 (o)) 0J1A ]| 3 0,7 23.04.2010 Leiste rechts 0 0 0 0 22 15
11510 | 76 | O dorsal 1]2C| 4 5 28.04.2010 links (axillar?) 0 1 3 0 0 9 2
116 | O 42 0 (o)) 11]12C| 4 10 05.05.2010 inguinal rechts 0 0 1,8 1,8
117|111 30 1 Rucken o|1B| 4 11 12.05.2010 Axilla links 0 0 0 0 122 1
118 | O 45 0 oS 112A] 4 15 12.05.2010 Leiste links 0 0 0 0 2,5 1
11911 70 |O Ricken o|1B| 4 1,3 26.05.2010 axillar links 0 0,23 0
120 | 1 76 3 Finger 1]12A] 3 1,9 28.05.2010 Axilla links oberfl. 0 2 3 2,5 2
12111 | 75 |2 Flanke 1]2Cc| 5 6 09.06.2010 axillar rechts 0 1 3 2,84 2
12211 | 74 |3 FuBsohle 1|3 4 25 23.06.2010 Leiste rechts 4 1 1 0 0 8 2
123 |1 58 0 us 112A] 4 1,7 30.06.2010 Leiste links 0 3 3 6,6 2
12411 43 |O os 1|3 4 4,3 30.06.2010 J J rechts ? Leiste? 4 1700 1 1 | 5000 | 11,5 1
125 |1 75 1 Flanke 0 |3A] 4 2,3 02.07.2010 J J J 4 34 1 1 706 2
126 |1 ] 51 |O Abdomen 112B| 4 3 07.07.2010 Axilla rechts 0 46 3 1 1 35 1
127 |0 53 2 dorsal Ol1ib | 3 1,4 14.07.2010 Leiste rechts 0 0 2 0,5
12811 72 |O OA 0 |3C 2,9 30.07.2010 J Axilla rechts 4 4 1 1 34 10,2 | 15
129 | 0 79 0 OA 111B| 3 1 18.08.2010 Axilla links 0 0 10 2
1301 ]| 56 |3 FuBsohle 0|3A] 4 2 20.08.2010 Leiste medial 3 0 0 0 8,25 1
131 |11 37 0 Rucken 0|1B| 4 1,2 06.10.2010 Axilla links 0 12 3 3 1
13211 | 68 |2 | FuBricken |1 |3B| 3 15 13.10.2010 re Leiste; re unten 2 17 1 0 0 3 1
13310 20 2 os o|1B| 4 18 15.10.2010 Leiste li 0 1 0 0 14 1
13410 55 0 Flanke 0|1A 1 10.11.2010 Leiste links 0 0 1 1 10 2
13510 | 24 1 sacral 0|38 4 7 19.11.2010 Leiste rechts 4 120 1 1 174 44 1
136 | O 67 2 OA 1]2A 2 24.11.2010 Axilla links 0 12 1 0 0 22,5
138|111 68 |0 Ricken 1|28 2,8 01.12.2010 J J 0 10 3 6 1
139 | 1 72 1 Ricken 1|28 08.12.2010 Axilla rechts 0 3 3 0 0 23 1
140 |0 | 54 1 Ricken 0J1A ]| 3 1 15.12.2010 Axilla links 0 4 3 0 0 62 15
14110 57 2 UA oqlm 2,8 17.12.2010 Axilla links 4 60 1 1 105 12,3 1
142 |1 | 67 1 Ricken o|1B| 4 1,7 22.12.2010 Axilla links 0 0 19 1
14310 71 1 us o|1B| 4 1,6 12.01.2011 Leiste rechts 0 0 2,75 1
144 | 1 | 47 1 Ricken oliB| 3 1,2 12.01.2011 Axilla links 0 0 7,7 1
14511 69 2 Ricken 01]1B 18 14.01.2011 Schulter rechts 0 0 5 1
146|111 63 | O OA oliB| 2 15 02.02.2011 Axilla rechts 0 0 0,9 0,3
14711 ] 59 |2 Nacken 0 |2A 2,5 02.02.2011 Nacken rechts 0 0 1 0,5
148 | 1 75 4 Flanke 0]2A ] 4 3,7 04.02.2011 axillér links oberfl. 1 1 3 1,2 0,2
14910 | 66 |2 Rucken 0|2A]| 5 3,5 11.02.2011 axillar links 0 0 84 1
150 | 1 72 3 Zehe o|1B| 4 1,6 11.02.2011 Leiste links 0 0 8 1
15110 | 31 |O Flanke o|iB| 4 1,7 16.02.2011 axilar links 0 14 3 0 0 13,8 1
152 |1 0 48 1 os 1118 3 0,4 16.02.2011 Leiste rechts 0 37 3 12,5 1
153 |0 | 51 |O OA o|iB| 4 14 23.02.2011 Axilla links 0 10 3 4,5 1
154 |0 57 2 Rucken 1|3C| 4 5 23.02.2011 Axilla rechts 4 3000 1 1 | 5000 58 1
15510 69 |O FuBsohle 1|3C| 4 2,6 04.03.2011 Leiste links 4 p50000f 1 1 |10000| 65 1
15611 ] 58 |0 schulter 11]2C 4,1 23.03.2011 Schulter rechts 0 2 133 1
157 |0 | 44 |O Flanke 112B| 4 25 23.03.2011 Axilla links 0 30 3 0 0 9,9 1
15811 ] 67 |O us 0|2A] 4 2,5 06.04.2011 Leiste rechts 0 0 6,1 1
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159 | 0 54 1 lumbal 0]1A ]| 3 0,5 08.04.2011 Leiste links 0 3 1,9 0
1600 | 47 |2 OA 1|28 4 2 15.04.2011 axilar links 0 10 3 10,5 1
1611 77 3 ferse 0|1A ] 2 1 20.04.2011 Leiste rechts 0 15 3 0 0 27,5 1
621 | 37 |1 Ruiicken 0|3A] 4 2 20.04.2011 Schulter links 1 50 1 135 1
163 |1 53 2 os 0|2B| 5 13 04.05.2011 Leiste rechts 0 0 0,87 0,25
6411 27 |O Ruiicken 0|1B 18 04.05.2011 axillar rechts 0 2 3 0 0 6,2 1
1651 75 1 Riicken 1A| 2 0,3 06.05.2011 Axilla rechts 0 5 3 1 1 16,75 1
166 | O 23 0 | Ellenbeuge 25.05.2011 Axilla links 0 11 3 2,9 1
1681 | 52 |1 | Abdomen 11414 3,5 15.06.2011 JlJ Axilla rechts 4 B50000| 1 1 |10000| 17,1 1
169 | O 71 0 UA 0|1B| 3 1,1 22.06.2011 Axilla rechts 0 0 5 2
1700 | 37 |O Flanke 0]|1A| 3 0,4 29.06.2011 Axilla rechts 0 5 3 0 0 9,7 1
17111 76 3 Hand 1B | 3 1 29.06.2011 Axilla rechts 0 0 0 0 13,7 1
17210 | 48 |O OA m\ 4 14 01.07.2011 Axilla links 4 112 1 1 | 1000 | 23,7 1
17311 42 2 Sternum 1B | 4 1,2 21.09.2011 axillar rechts 0 10 3 1 1 11,2 1
17410 | 50 |2 | Ellenbogen 2B 34 23.09.2011 Axilla links 0 0 0 0 44 1
17511 15 1 schulter 1B | 4 1,5 14.10.2011 Axilla rechts 0 4 3 0 0 26,5 1
176 |0 | 47 Brust 19.10.2011 axillar links 0 1 3 0 0 8.2 1
177 |0 48 1 Schulter 1B | 4 1,1 26.10.2011 Axilla links 0 4 3 0 0 7,4 0,5
17911 | 48 |0 | Abdomen 1B 11 30.11.2011 Axilla links 0 8 3 0 0 41,6 1
1801 | 59 |3 ferse 1|2Cc| 5 4,8 07.12.2011 Leiste rechts 0 0 0 0 29 0,5
1811 77 0 Riicken 1B 1,5 14.12.2011 Axilla links 0 6 3 1 1 63 1
1821 | 45 |2 Ruicken 1B | 3 11 14.12.2011 Axilla rechts 0 2 3 0 0 24 1
18311 63 1 Flanke 1B | 4 1,3 16.12.2011 axillar links proximal 0 7 3 0 0 9,3 1
1840 | 55 |2 plantar 3A 5 01.02.2012 Leiste links 3 50 1 1 2 82 |01
18511 76 1 Ricken 1A | 3 0,9 01.02.2012 Leiste rechts cranial 0 20 3 0 0 7.3 0,1
1860 | 68 |O UA 1 13 03.02.2012 Axilla links 0 4 3 0 0 18,9 1
187 | 0 45 2 os 1B 1 10.02.2012 Leiste links 0 16 3 9,24 1
1881 | 66 |O UA 1B 2 15.02.2012 Axilla rechts 0 4 3 0 0 14,2 1
189 | 1 42 1 schulter 1B | 4 1,6 15.02.2012 Axilla rechts 0 7 3 0 0 52 1
190|0| 45 |1 Ruicken 3B | 4 2,8 22.02.2012 Axilla rechts 4 15 1 1 173 9,9 1
1911 68 0 Riicken 3C 75 22.02.2012 Axilla links 4 75 1 1 1 16,2
192 |1 57 2 Flanke 3B 4,5 24.02.2012 Axilla rechts 0 15 3 0 0 10,4 1
931 78 |1 OA 2A | 4 18 07.03.2012 Axilla rechts 2 2 3 0 0 11,5 1
194 | 1 51 2 Abdomen 2B | 4 4 21.03.2012 Axilla rechts 0 4 3 0 0 54,7 1
195 71 |1 Bauch 1B 11 30.03.2012 Axilla rechts 0 3 3 0 0 9.8 1
196 | 1 75 2 Brust 3A | 4 6,2 04.04.2012 axillar links 1 4 2 3 0 0 70 1
197 |1 | 42 |3 Daumen 2 4 27.04.2012 Axilla rechts 0 2 3 0 0 9,2 1
1980 | 58 |0 os B | 4 15 09.05.2012 inguinal rechts 0 0 0 0 10 1
1990 | 65 |2 OA 3 23.05.2012 Axilla rechts 0 0 0 0 4,9 0,25
20011 47 0 Riicken 3,8 06.06.2012 axillér links 0 1 3 1 1 27,4 1
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Legende

Symbol

Bedeutung

Geschlecht

o

weiblich

mannlich

Melanomtyp

k. Angabe

SSM

NM

WIN|FPOF

ALM

Vv
a

sonstige

Ulzeration

Nein

ja

Patho(LK)

negativ

Navuszellen

Tumorzellen

Mikrometastase

Makrometastase

gp100 J/N

negativ

RO WIN|IFLIOFR|O

positiv
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9.2 MCSP+ Zellen aus dem Regensburger Kollektiv
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Zell - ID

LK 001 - Z3
LK 003AB 72
LK 003AB Z3
LK 005 - 71
Lk 005 - Z2
LK 005 - Z3
LK 005 - 74
LK 006AB Z1
LK 006AB Z2
LK 010 -Z71
LK 010 - Z2
LK 010 - 74
LK 011 - 72
LK 014 - 71
LK 014 - 72
LK 015 - 71
LK 015 - 72
LK 015 - Z3

LK 015 - 74
LK 017B Z3
LK 017B 74
LK 020 - 71
LK 020 - 72
LK 021 - Z1
LK 021 - 72
LK 024A Z1
LK 027 - 71
LK 027 - Z3
LK 027 - 75
LK 027 - Z6
LK 030A Z1
LK 030A 72
LK 030A Z3
LK 030B 71
LK 030B 72
LK 030B 74
LK 031 - Z1
LK 031 - Z3
LK 032A Z1
LK 032A Z3
LK 032B 72
LK 032B Z3
LK 034 - 71
LK 035 - Z3
LK 035 - 74
LK 036A Z2
LK 036A 74
LK 036B 71

EFla
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NRAS
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SV4N

dvdg

feq/qe
2duL
grpuer
unsaN
5809V
ZduL
dSOW
00TS
vuepw
SYEINH

11404

SVIM

L172SSd

€z X3
6T M0
6/8 X3
Hadeo
uIv-g

er43

Zell - ID

LK 036B 72
LK 037A Z1
LK 037A Z2
LK 037A 74
LK 037A Z5
LK 037A Z6
LK 038 - 71

LK 038 - 72

LK 038 - Z3

LK 041 -71

LK 041 - 72

LK 041 - Z4

LK 041 - 75

LK 041 - Z7

LK 042 - Z3

LK 044A 72
LK 044A 73

LK 045 - 72

LK 045 - 75

LK 045 - Z6

LK 047 - 71

LK 047 - Z2

LK 047 - Z3

LK 047 - Z4

LK 047 - Z6

LK 047 - Z8

LK 047 - 79

LK 048 -Z1

LK 048 -Z3

LK 049 - 71

LK 049 - 75

LK 049 - Z6

LK 052 - 72

LK 052 - Z3

LK 052 - Z5

LK 052 - Z6

LK 053A 72
LK 053A Z3
LK 053A 74
LK 053A 76
LK 053B Z1
LK 053B 72
LK 053B Z3
LK 056 - 71

LK 056 - Z5

LK 056 - Z6

LK 056 - Z7

LK 057 - 71

LK 057 - Z2
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LK 058 -
LK 059 -
LK 059 -
LK 059 -
LK 059 -

s |E|E
4|20
Zell - 1D s j‘( [=%
w3 ©
2 | O
LK 058 -

Ex 2/3

D5S2117

KRAS

BCRTT

LK 059 -
LK 061 -

LK 063A -

LK 063A -
LK 063A -
LK 063B -
LK 063B -

LK 064 -
LK 064 -

LK 063B -

LK 064 -
LK 064 -
LK 064 -
LK 066 -

LK 067 -

LK 067 -
LK 071 -
LK 071 -
LK 071 -
LK 071 -
LK 072 -
LK 072 -
LK 072 -
LK 072 -
LK 072 -
LK 076 -

LK 076 -
LK 077 -
LK 077 -
LK 077 -
LK 077 -
LK 077 -
LK 077 -

LK 080 -
LK 080 -
LK 080 -
LK 080 -
LK 081 -
LK 081 -
LK 081 -
LK 081 -
LK 081 -

LK 082 -

LK 082 -
LK 084 -

LK 084 -

LK 084 -

LK 084 -
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Zell - ID
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LK 087 - 74

LK 087 - 75

LK 089 - 71

LK 089 - Z3

LK 089 - 74

LK 094 -

LK 094 -
LK 094 -
LK 094 -
LK 095 -
LK 096 -
LK 096 -
LK 096 -

LK 097B -
LK 097B -
LK 098A -

LK 098A - 72

LK 098A -

LK 098A -
LK 098A -

LK 099A -

LK 099A -
LK 099A -
LK 099A -
LK 099A -
LK 099B -
LK 099B -
LK 099B -

LK 099B -
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LK 104 -
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LK 105 -
LK 105 -
LK 105 -
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LK 132A 72
LK 132A 74
LK 132B 71
LK 132B Z2
LK 132B Z3
LK 132B 74
LK 135A-72
LK 135A-Z3
LK 135A-74
LK 135A-7Z5
LK 135B-71
LK 135B-72
LK 135B-Z3
LK 135B-74
LK 136A-Z2
LK 136A-Z3
LK 138-74
LK 138-Z5

LK 138A-Z2
LK 138A-Z3
LK 139-Z1
LK 139-722
LK 140-Z1
LK 141-Z1
LK 141-Z2
LK 141-Z3
LK 141-7Z5
LK 141-726
LK 141-Z7
LK 151-Z3
LK 151-74
LK 151-Z5
LK 152-Z1
LK 152-72
LK 152-Z3
LK 152-74
LK 152-Z5
LK 153-Z1
LK 153-Z2
LK 153-74
LK 154-71
LK 154-7Z3
LK 154-74
LK 154-75
LK 154-76
LK 154-Z7
LK 154-78
LK 154-729
LK 155-Z1
LK 155-Z2
LK 155-7Z3
LK 155-Z6
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LK 156-Z1
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LK 157-Z1
LK 157-72
LK 157-Z3
LK 157-74
LK 159B-Z1
LK 160-Z1
LK 160-Z2
LK 160-Z3
LK 160-Z4 (2
LK 161-Z1
LK 161-Z22
LK 161-Z3
LK 161-Z4
LK 161-Z5

LK 162A-Z1
LK 162A-Z2
LK 162A-Z3

LK 162C-Z2

LK 162C-Z4
LK 164-Z2

LK 164A-Z1
LK 165-Z1
LK 165-Z2
LK 165-Z3

LK 166A-Z1
LK 166A-Z2
LK 166A-Z3
LK 168A-Z1
LK 168A-Z3
LK 168A-Z4
LK 168A-Z5
LK 168A-Z6
LK 168A-Z7
LK 168B-Z1
LK 168B-Z2
LK 170A-Z1
LK 170A-Z2
LK 170A-Z3
LK 170A-Z4
LK 172-Z3

LK 172-7Z4

LK 172-7Z5

LK 173-71
LK 173- 72
LK 173- 73
LK 175-Z1
LK 177-Z1
LK 177-Z2
LK 179-71
LK 179-Z2
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LK 190A-Z1
LK 190A-Z3
LK 190A-Z4
LK 190A-Z5
LK 191-Z1

LK 191-72

LK 191-Z3

LK 192A-72
LK 194A-71
LK 194B-71

N
N
[Te}
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LK 181-Z1
LK 181-72
LK 181-74
LK 182-71
LK 183-Z2
LK 183-Z3
LK 185-Z1
LK 186-Z1
LK 186-Z2
LK 187-72
LK 189-71
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9.3 Gesamtubersicht Mutationsanalysen

Gesamtiubersicht der Mutationsanalysen fir BRAF und NRAS an den MCSP+ und
gpl00+ Zellen des Regensburger Kollektivs

-

N

5

HMB

N= 87 80 83 76  N(gesamt) =326

Die Zahlen in den Ké&stchen stehen fir die Anzahl an untersuchten Zellen. Rot = mut, griin =
wt, orange = gemischt (je Zellen mut und wt)
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9.4 Klinische Daten der Patienten aus Tubingen

Klinische Daten zu den Tubinger Patienten (N035) deren gp100+ DCC zum Vergleich in

die CGH Auswertungen mit eingeschlossen wurden.

Anzahl Patienten Prozent (%) Median Bereich
Geschlecht
weiblich 12 34,3
mannlich 23 65,7
Alter (Jahren) 67 25-86
Tumordicke nach Breslow (mm) 2,15 1-10
Ulzeration
nein 19 54,2
ja 15 42,9
keine Angabe 1 2,8
Lokalisation
Extremitéaten 19 54,3
Kopf und Rumpf 16 45,7
Lymphknotenstatus (Histopathologie)
Negativ 24 68,6
Positiv 11 31,4
DCCD 24 1 - 800000
Klinisches Stadium
1A 0 0
1B 13 37,1
1A 4 11,4
11B 4 11,4
1c 2 5,7
1A 3 8,6
1B 6 17,2
1c 3 8,6
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9.5 Einteilung der definierten Chromosomenregionen fir die CGH-

Einteilung der Regionen fir die drei Kollektive (MCSP/gp100/gp100 Tibingen)

Analyse

Chromosom p-Arm g-Arm
1 1p 36.3 p34.1 19 11 923
1p33p21 1924 q44
1p13 p 11
2 2 p25 p23 2ql1.1g13
2p22plll 2014.1 932.3
2933937
3 3 p26 pl14 3qll.l1qg21
3pl3pll.l 3922 929
4 4 pl6 pll 4 qllg28
4 q31.1 g35
5 5p15.3 pl5.1 5ql11.1g31
5pl4 pll 5932 g35
6 6 p25 p21.1 6qll.1g21
6pl2p1l1.1 6 922 927
7 7 p22 p15 7qll.1qgl1.2
7 pldplll 7 921 936
8 8 p23 p22 8qll.1 22
8 p21 pll1 8023g24.3
9 9 p24 p21 99111913
9pl3plll 921 g33
9q34
10 10 p15 pl1.1 10 gl11.1 g22
10 923 g26
11 11 p15 pl1.2 11 gq11 913
11p11.1 11 g14923
11 g24 g25
12 12 p13 pli.l 12 11 13
12 q14 g24.2
12 g24.3
13 13 p13 pli1.1 13 gql1 g22
13 931 g34
14 14 p13 pl1.1 149l11.1g31
14 932
15 15 p13 pll.1 159l11.1 g22
15 923 926
16 16 p13.3 p12 16 q11.1 gq11.2
16 p11.2 p11.1 16 q12.1 q23
16 g24
17 17 p13 p11.1 17 g11.1 g21
17 922 g24

152




Anhang

17 25

18 18 p11.3 p11.1 18 q11.1 q12
18 q21 23

19 19 p13.3 pl11 19 q11 gq13.1
19 q13.2 q13.4

20 20 p13 p12 20 g11.1 q13.3

20 p11.2 p11.1

21 21 pl3plll 21ql1.1 921
21qg22

22 22 pl3plll 22 ql1.1q12
22 ql13

X X p22.3 p11.1 X gll q24
X 25 28

Y Y p11.3 p11.1 Yqlllq11.2
Y ql2

9.6 CGH-Profile der untersuchten DCC

Dargestellt sind im Folgenden die CGH Profile von allen Zellen, die im Rahmen dieser
Arbeit selbst aufgearbeitet und untersucht wurden. Es handelt sich um:

45 Profile MCSP+ Zellen (26 Patienten)
33 Profile gp100+ Zellen (20 Patienten)
2 Profile MCSP+ Zellen humanen Ursprungs aus propagierten Maustumor

4 Profile von Kontrollzellen (MCSP- Zellen aus Lymphknoten)

Nicht dargestellt sind die Profile der gp100+ DCC aus der Tubinger Studie, die zum
Vergleich mit herangezogen wurden. Sie sind Gegenstand der Promotion von Isabelle
Hodak, weshalb hier auf deren Arbeit verwiesen wird (bisher unveréoffentlicht).

CGH-Profile MCSP+ Zellen
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CGH Profile MCSP+ Zellen
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CGH-Profile von Kontrollzellen (Lymphozyten) aus MCSP-Farbung
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