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1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom
1.1.1 Epidemiologie

Das Melanom entsteht aus der Entartung von pigradiigan Zellen, den Melanozyten.
Melanome entwickeln sich nicht nur in der Haut,d®m auch an vielen anderen Orten im
Korper wie in den Meningen, den Augen und der Spélge. Schon 1820 konnte Norris
den Verdacht einer familiaren Haufung des MelanbisMenschen mit heller Haut und

hellen Haaren aufstellen (Norris, 1820).

Die empirische Erkenntnis der Abhéngigkeit der Melainzidenz vom geografischen
Breitengrad, wird in einen kausalen ZusammenhangleniUV-Licht Exposition gebracht
(Armstrong und Kricker, 2001). Das Lebenszeitristkkon Europaern am Melanom zu
erkranken, ist um den Faktor 20 von 1:1500 vor dsveiten Weltkrieg auf 1:75 im Jahre
2000 angestiegen (Balch, 1992). Dieser Anstieg kamm Teil durch das weit verbreitete
intensive Sonnen im Urlaub und die damit verbundéxrgosition mit hohen Dosen UV-
Licht erklart werden (Gilchrest et al., 1999). Ineg&nsatz dazu nahm der Anstieg der
Melanominzidenz in Australien und den Vereinigtetag®en in den Geburtsjahrgangen
nach 1960 ab. Man bringt dies in Zusammenhang mait dortigen Kampagnen zur
Primarpravention des malignen Melanoms mit dem, dieh Menschen die Notwendigkeit
einer effektiven Sonnenprotektion nahezulegen (dBtaret al., 2001 und Beddingfield,
2003).

1.1.2 Histologie, Klinik und Diagnostik

Melanozyten besitzen Zellfortsatze, die Kontaktebmmachbarten Keratinozyten in der
Haut herstellen. Durch diese Dendriten werden \&stke voll bepackt mit Melanin sind,

an die Keratinozyten verteilt. Diese Melanosomemnder durch Phagozytose von den
Epithelzellen aufgenommen. Dadurch kommt es nicintzu einer dunkleren Verfarbung

der Haut, sondern auch zu einer Protektion durcéoAdtion der UV-Strahlung durch das
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Melanin. Die umgebenden Zellen erhalten nicht nueldviin, sondern beeinflussen
ihrerseits das Wachstum der Melanozyten (Hsu et 2002). Eine unkontrollierte

Proliferation der Melanozyten fiihrt letztendlichnzivelanom.

Meist sind Melanome asymptomatisch, sie kénnen jgidbch auch selten durch Pruritus
bemerkbar machen. Oft fuhrt erst ihre morphologisdBrscheinung zu weiteren
diagnostischen Untersuchungen. Die klinische Diagnachtet sich dabei nach folgenden
Kriterien: Asymmetrie, unregelmaflige Begrenzungb¥arianz und ein Durchmesser von
mehr als 6 mmAbbildung 1). Etwa 10% aller Melanome sind jedoch nicht pigtiegh
(Giuliano et al., 1982), was die Diagnose erhebkecbchwert und deswegen auch die
Prognose des Patienten erheblich verschlechterhnWeine eindeutige Klassifizierung
moglich ist, muss eine Biopsie mit einem Sichedadistand von 2mm enthommen
werden. Anschlie3end erfolgt eine histologischeednichung. Dabei ist zu beachten, dass
die verdachtige Lasion komplett entfernt werden snuals sonst die Gefahr besteht, dass
bei Bestatigung der Malignitat eine Bestimmung @iamordicke und der Nachweis der
vollstandigen Entfernung des Tumors im Nachhinaochtnmdglich ist (Scolyer et al.,
2004).

Man unterscheidet histologisch zwei wichtige PhadenMelanomentwicklung. Es wird
zurzeit angenommen, dass sich Melanome in selteakken aus Navuszellnavi entwickeln
kénnen (Clark WH Jr. et al., 1984). Navuszellnandgutartige Veranderungen der Haut,
die histologisch aus Melanozyten-Zellnestern egtldar Basalmembran bestehen (Miller
AJ und Mihm MC Jr., 2006). In der ersten Stufe Hevgression zum Melanom findet ein
radiales Tumorwachstum statt. Dabei bleibt die Basmbran intakt, es liegt somit ein
.,carcinoma in situ“ vor. In der vertikalen Wachstgpphase wird die Basalmembran
durchbrochen und die Dermis und Subkutis werdaitiriaft (Abbildung 1). Histologisch
dominieren dysplastische Zellen, die aberrant amtyed sind. Nun kann es auch zu

metastatischen Absiedlungen kommen.




Abbildung 1 makroskopisches und histologisches Rileines malignen Melanoms

Linkes Bild: morphologisches Bild (10 fache VergroRerung) eifdanoms: Deutlich erkennbar sind
folgende Malignitatskriterien: Asymmetrie, unregéldige Begrenzung, Farbvarianz der Hautlasion
(Abstand der schwarzen Linien am linken Bildrandrim; aufgenommen durch Dr. med. S. Schanze in der
Hautklinik der Universitat TabingenRechtes Bild: histologisches Bild (40 fache VergréRerung): dér
Abbildung kommen die Melanom-Zellen als dunkel gefé Zellnester zur Darstellung (Aufnahme im
Institut fir Immunologie der Ludwig-Maximilians-Uversitat zu Minchen).

Im neuen Melanom-Klassifizierungssystem des Amaridaint Committee on Cancer
(AJCC) spielen prognostisch wichtige Faktoren eiméscheidende Rolle (Balch et al.,
2001). So hat sich gezeigt, dass sich die Progmo#e zunehmender Dicke des
Primartumors verschlechtert (Balch, 1992). Ein eareit prognostisch sehr wichtiger
Faktor ist die Ulzeration von Lasionen. Von einefpetiertem Melanom spricht man,
wenn ein Grolteil der Oberflache des Melanoms keaitakte Epidermis mehr aufweist
(McGovern et al., 1982), was die Prognose weséntierschlechtert. Der Grad der
Invasion nach Clark spielt nur bei Tumoren miteeiDicke von weniger als einem
Millimeter eine prognostische Rolle (Clark et 4969). Weitere negative Pradiktoren sind
mannliches Geschlecht, hohes Alter, sowie Tumoliekgon am Kopf, Hals oder
Kdrperstamm (Balch et al., 2001). Die Arbeitsgrumoa Balch fand ferner heraus, dass
die 5-Jahres-Uberlebensrate mit der Anzahl der lhknptenmetastasen sinkt. Ferner kam
man zu der Erkenntnis, dass makroskopisch evidéntaphknotenmetastasen eine
schlechtere Uberlebensrate besitzen als solchenikibskopischer Tumorlast (Cascinelli
et al., 2000). Unter einer mikroskopischen Lymphknmetastase versteht man einen
Lymphknoten, der weder klinisch noch radiologisamdern lediglich histopathologisch




aufgefallen ist. Die Tumormitoserate, die wahrscheh genauso von Bedeutung ist wie
der Ulzerationsstatus, wurde in der Klassifizierudgs AJCC von 2002 nicht
berticksichtigt (Francken et al., 2004).

Die Untersuchung des Wachterlymphknotens bezwedkt zinen eine Aussage zur
Prognose und zum anderen ist sie eine Entscheidiiiegs fur die
Lymphknotenausrdumung. Zur Lokalisation des Wabhtgghknotens werden ein blauer
Farbstoff und radioaktiv markiertes Kolloid injiciePraoperativ wird die Lokalisation des
Wachterlymphknotens mit der Szintigraphie bestimninbtraoperativ kann der
Wachterlymphknoten anhand seiner blauen Farbe unid Hilffe einer portablen
Gammakamera lokalisiert werden (Morton et al., J999ie 5-Jahres-Uberlebensrate
betragt 90% fur histopathologisch negative Patrenteéd 56% fir histopathologisch
positive Patienten (Ka et al., 2004).

Durch eine rechtzeitige Entdeckung und chirurgisBlesektion des Melanoms kann in
85% der Félle eine Heilung erzielt werden (Houghtod Polsky, 2002). Wenn es jedoch
bereits zur metastatischen Absiedlung gekommerbédtagt die 5-Jahres-Uberlebensrate
lediglich elf Prozent (Balch et al., 2001).

Die Hochdosis-Interferon-Alpha-Behandlung ist ziirgée einzige adjuvante systemische
Therapie, die in randomisierten klinischen Studiem Auftritt von Metastasen zeitlich
verzogern konnte. Jedoch vermochte sie nicht dierldbenszeit positiv zu beeinflussen
(Eggermont, 2001). Die Strahlentherapie hat inMelanombehandlung einen festen Platz
als Palliativbehandlung bei Skelett- und Hirnmetssh (Fife et al., 2004). Auch kann die
chirurgische Entfernung von Metastasen die Progneseessern. So steigt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei vollstandiger Exzision von Lummgetastasen um 20% (Harpole et al.,
1992).




1.2 Genetik des Melanoms

Im Folgenden werden die zum Zeitpunkt wichtigsteanajischen Veranderungen

aufgefuhrt, die zur Entstehung und Progressiortldanoms beitragen.

INK4a und ARF

Ungefahr 10% aller Melanome treten familiar bediagt (Fountain et al., 1990). Sie sind
hervorragend geeignet, um durch Kopplungsanalysén Hilfe von Stammb&umen
Genloci zu identifizieren, die eine Rolle bei deelshomentstehung spielen kénnten.

So wurde CDKN2A auf dem Locus 9p21, ein bekanntemdrsuppressorgen (Nobori et
al, 1994 und Kamp et al., 1994), als ein gehauftretender Mutationsort bei familiaren
Melanomen identifiziert (Hussassian et al., 1994 Abbildung 2 wird der Signalweg von
CDKN2A veranschaulicht. CDKN2A kodiert zwei Protejnndmlich INK4a (pl16) und
ARF (pl14) (Quelle et al., 1995). INK4a inhibiert €D4/6 und verhindert damit die
Inaktivierung des RB Gens (Serrano et al., 199RFAnhibiert seinerseits mdm2 und
verhindert damit die Inaktivierung von p53 (Kamgo al., 1998 und Pomerantz et al.,
1998). Der Nachweis, dass p53 eine Rolle beim Metarspielt, wurde durch Tyr-
RAS/Trp53-/- Mause erbracht, die Melanome entwieke(Bardeesy et al., 2001). Ferner
konnte in INK4a/ARF doppelt negativen Mausen, disatzlich noch eine Mutation in
HRAS hatten, eine hohe Anfalligkeit fur Melanomecimgewiesen werden (Chin et al.,
1997). Daruber hinaus konnte durch knock-out vorlK4ll oder ARF bei Tyr-RAS
transgenen Mausen gezeigt werden, dass die Emsgfedufigkeit von Melanomen bei

den Mausen zunahm (Sharpless et al., 2001).
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INK4/6 ARF

CDK4/6 MDM2
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Abbildung 2 CDKN2A, INK4A und ARF

CDKN2A kodiert fur die beiden Proteine INK4A und ARINK4A hemmt CDK4/6, wodurch CDK4/6
zusammen mit Cyclin D nicht das Retinoblastom-RnofBB) hyperphosphorylieren kann. Dadurch bleibt
der Komplex von RB und dem Transkriptionsfaktor E2&bil. Dieser Komplex aus RB und E2F blockiert
die Exprimierung von Genen, die den Ubertritt vem @1- in die S-Phase ermdglichen. Das Resultatiist
G1-Arrest der Zellproliferation. ARF seinerseithiisiert MDM2 und verhindert damit die Ubiquitinierg
von p53, wodurch der Abbau von p53 vermindert widée Stabilisierung von p53 fiihrt je nach Zelltyp z
Zellzyklusarrest, Seneszenz oder Apoptose (JinLewthe, 2001).

MC1R

Bei Menschen mit roten Haaren und Sommersprossahsman vom RHC—-Phanotypen
(red hair colour). Bei diesen Patienten spielt Melanokortinl-Rezeptor (MC1R), ein
Rezeptor mit sieben Transmembran-Doméanen und degantlen Melanozyten-
stimulierendes Hormon (MSH) eine grof3e Rolkbljildung 3). Er befindet sich auf
Melanozyten und reguliert Uber eine Signalkaskatdéegden wichtigsten Bestandteilen G-
Protein, cAMP und Protein-Kinase A, die Bildung velelanin. Beim RHC-Phéanotypen
kommen drei MC1R-Isotypen verstarkt vor: Arg151CAsy160Trp und Asp294His (Box
et al., 1997; Smith et al., 1998 und Bastiaensl.e2801). Wenn eine Person auch nur
heterozygot fur eines der Alle fur diese Isotypstnnimmt die Fahigkeit der Haut ab, UV-
Licht bedingte Schaden zu reparieren. Damit nimathadas Risiko zu, ein Melanom zu

entwickeln (Healy et al., 2000). In einer austidiisn Studie mit Familien mit hereditaren
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Melanomen konnte gezeigt werden, dass einige MGbRgben die Penetranz von
Mutationen im CDKN2A Lokus erhéhen (Box et al., 2D0

Interstitium

MC1-Rezeptor

Zellmembran

PKA

Bildung von
DCT und TRP-1

Zytoplasma
MITF = EBox)

e [T II1]
[TTTITI1]

Nukleus

Abbildung 3 MITF-Signalweg

Das Melanozyten-Stimulierende-Hormon (MSH) aktitzden Melanokortin-1-Rezeptor (MC1R). Der MC1-
Rezeptor phosphoryliert ein G-Protein. Dadurch vdad Trimer in @ mit GTP und ein Dimer auspaund

Gy gespalten. @ mit GTP stimuliert die Adenylat-Cyclase (AC). AGkt aus ATP cAMP her, das an
Protein-Kinase A (PKA) bindet. Die aktivierte PKAlgngt in den Zellkern und tbertragt Phosphat an da
CRE-Bindeprotein (CREB). CREB induziert die Expiessvon Genen, die die CRE-Sequenz in ihren
Promotoren enthalten. Dadurch kommt es auch zwtuBd von MITF. MITF bindet an der E-Box der
Promotorregion von TRP-1 (tyrosinase-related pmtend DCT (Dopachrom Tautomerase).
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RAS-RAF-MEK-ERK-MAP Signalweg
Wachstumsfaktoren aktivieren Rezeptor-Tyrosin-Kamas(RTK). Diese stimulieren

ihrerseits Proteine der RAS-Familie (NRAS, HRAS,ASF und diese wiederum Proteine
der RAF-Familie (c-RAF1, BRAF, ARAF) (Avruch et a2001). RAF phosphoryliert
MEK und MEK phosphoryliert dann ERK1 und ERK2. léth aktivieren ERK1 und
ERK2 Transkriptionsfaktoren, die das Zellwachstumregen, wie inAbbildung 4
dargestellt (Peyssonnaux und Eychene, 2001). Eutathdn in dieser Signalkaskade kann
zu einer von Wachstumsfaktoren unabhéngigen Zdligration fuhren. Bei der
Aufrechterhaltung und Entstehung von Melanomenltspia aktivierter RAS-Signalweg
eine erhebliche Rolle (Chin et al., 1999). In 668t ohalignen Melanome kommen BRAF
Mutationen vor (Davies et al., 2002), 80% diesertdtianen stellt die Substitution einer
einzigen Base dar: V599E. Diese Mutation fuhrt zoee standigen Aktivierung von
BRAF. In der Untersuchung der Arbeitsgruppe von Olnkamen BRAF-Mutationen nur
in Tumoren vor, die Wildtyp-Allele fir NRAS besalR3énsgesamt hatten 89% der Tumore
entweder eine Mutation im BRAF oder NRAS Gen (Omhel al. 2003). Diese
Beobachtung unterstreicht die Bedeutung dieseraliigekade bei der Entstehung von
Melanomen. Allerdings sind Mutationen in diesemn@igveg fur sich alleine genommen
nicht ausreichend fur die Entstehung eines Melanotas auch bei 82% aller nicht

entarteten Navi BRAF-Mutationen festgestellt werennten (Moses et al., 2002).
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Interstitium
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Zellmembran
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Abbildung 4 Der RAS-RAF-MEK-ERK Signalweg

Der RAS-RAF-MEK-ERK Signalweg wird durch Bindung rvWachstumsfaktoren an Rezeptor-Tyrosin-
Protein-Kinasen (RTK) initiert. Nach der Dimerigat des Rezeptors kommt es zu einer
Autophosphorylierung des Rezeptors. Dadurch kach §€RB2, ein Adaptorprotein, an den Rezeptor
anlagern. Im nachsten Schritt wird son of seven{8€3S) durch GRB2 aus dem Zytoplasma eingefangen.
SOS und GRB2 bilden mit RAS einen Komplex, durch &AS eine Konformationsdnderung widerfahrt.
GDP kann sich loslésen und statt dessen GTP arggtlagrden. Das aktivierte RAS phosphorylisiert RAF
und RAF dann die MEKs (MEK1 und MEK?2), die ihretsdcRKs (ERK1 und ERK2) phosphorylieren. Die
ERKs gelangen in den Zellkern und aktivieren Traipsionsfaktoren (TF), die fur die Expression einer
Reihe von Genen sorgen.

HGF-MET Signalweg

HGF/SF ist ein Ligand des c-Met Rezeptors, der audlder Oberflache von Melanozyten
vorkommt (Bottaro et al., 1991). HGF/SF schwack Bindung zwischen Melanozyten
und Keratinozyten, indem die Expression von E-Cdadheund Desmoglein-1
herunterreguliert wird. Damit liegt nahe, dass digokrine Wirkung von HGF/SF die
Proliferation und Migration von Melanozyten fordefti et al., 2001). In bereits
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metastasierten Melanomen kann eine erhohte Expressn c-Met nachgewiesen werden
(Natali et al., 1993).

PTEN

Das Tumorsuppressorgen PTEN wurde durch homozyDetetionsversuche auf dem
Chromosomenabschnitt 10923 lokalisiert (Li et #097). PTEN hemmt den PISK-AKT
Signalweg, der in ungedrosseltem Zustand fur Zelifferation und —lberleben sorgt
(Stambolic et al., 1998). Deletionen und Mutatioren PTEN wurden bei Melanomen in
5-15% festgestellt (Guldberg et al., 1997). Beieeialleinigen Mutation von PTEN bei
Mausen konnten keine Melanome festgestellt werDé&s anderte sich bei PTEN +/- und
INK4a/ARF +/- Mausen, bei denen kutane Melanomebbebtet werden konnten (You et
al., 2002). Dieses Zusammenspiel mit einem zweltekannten Melanom-assoziierten

Signalweg macht die PTEN-Mutationen besondersessamt.

1.3 Disseminierte Tumoreinzelzellen

Mit den bisherigen Behandlungsmethoden von meiastels Tumoren, wie

Chemotherapie und Immuntherapie konnten keine lrakbhbnden Erfolge erzielt werden.
Dies kbnnte an der Tatsache liegen, dass diesafibéormen grol3tenteils auf der Basis
von Informationen tber Prim&rtumoren oder Zelliniem Metastasen ruhen. Dabei wird
die enorme Heterogenitat der einzelnen dissemémeftumorzellen nicht berlcksichtigt
(Klein et al., 2002). Dies ist eines der Hauptpeod in der Entwicklung von wirksamen
Wirkstoffen gegen Metastasenbildung und Dissemimgrvon malignen Tumoren. Die
grol3e Anzahl von genetischen Aberrationen in demdren beeintrachtigt das Auffinden
von Genen, die fir die Streuung und das Uberlebeinemden Geweben verantwortlich

sein konnten.

Die Entnahme und anschlieBende zytologische Farlkangdisseminierten Zellen in den
Wachterlymphknoten, stellt eine Moglichkeit dar,esk einzelnen Tumorzellen zu
untersuchen. Dabei wurden immunzytochemische Fgdwunzur Detektion der

disseminierten Tumorzellen verwendet. Bei diesetdidggen kommen epitheliale Marker
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zum Einsatz, die im mesenchymalen Gewebe des Lyngibks nicht exprimiert werden
(Pantel et al., 1994).

Ob diese disseminierten einzelnen Tumorzellen bmalignen Melanom tatséchlich

Ursprung fur Metastasen sein kdnnen, muss nochdsewiwerden. Einen Hinweis, dass
dies tatsachlich der Fall sein kénnte, liefern Wsuehungen zum Mammakarzinom. So
konnte beim Mammakarzinom gezeigt werden, dassemanh mit nachgewiesenen

disseminierten Zellen im Knochenmark eine signifitkialirzere metastasenfreie Zeit haben
(Braun et al., 2000).

Ferner konnte beim Osophaguskarzinom in Mausexeetiem das metastatische Potential
disseminierter einzelner Tumorzellen in Lymphknoteachgewiesen werden. Dabei
wurden von histopathologisch negativen Lymphknotbaim Osophaguskarzinom

immunhistochemisch markierte Zellen isoliert. Ariggfbend wurden Zellinien aus diesen
Zellen generiert. In SCID Mausen eingebracht, antén durch diese Zellen Tumoren

und Metastasen bei den immundefizienten MausencdfiHesal., 2000).

In funf Prozent aller detektierten Metastasen findean keinen entsprechenden
Primartumor (Bell et al., 1989). Eine mogliche Erking fir dieses Phanomen (cancer of
unknown primary, CUP) kdnnte sein, dass sich Zefiklvon Primartumor und Metastase
frih in der Entwicklung des Tumors trennen (Kle#Q00). Tatsachlich konnte diese

Hypothese bei der Untersuchung von Mammakarzinomeiter untermauert werden.

Dabei wurden disseminierte Zellen von metastasiented nicht metastasierten Patienten
mit ihren Prim&rtumoren verglichen. Die ErgebnisBeser Studie legt nahe, dass die
Disseminierung von Tumorzellen nicht wie bisher emgmmen vom am weitesten

fortentwickelten Klon im Primartumor ausgeht, samddas Ereignis viel friiher eintreten

muss. CGH-Untersuchungen zeigten, dass die disgatemm einzelnen Tumorzellen

geringere und andere Aberrationen durchgemachterhatils ihre dazugehdrigen

Primartumore. Ferner wiesen sie im Gegensatz zuPdemartumoren keine Telomerkrise

auf (Schmidt-Kittler et al., 2003).

Inwieweit diese Beobachtungen auch beim malignetaiMen zutreffen, bleibt noch zu
beantworten. Diese Dissertation hat zum Ziel eiBaitrag zur Klarung dieser offen

gebliebenen Fragen beim malignen Melanom zu leisten
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1.4 Zielsetzung der Doktorarbeit

Ziel dieser Dissertation war die genomische Charaierung von disseminierten
Tumorzellen aus Wachterlymphknoten und von Prinmdonen von Patienten mit

Melanomen.

Zunachst galt es, disseminierte Melanomzellen inchM&ilymphknoten zu detektieren.
Hierfir sollte eine Farbung gegen gpl00 (HMBA45)ctigefihrt, die gefarbten Zellen
isoliert und die genomische DNA der einzelnen Zellamplifiziert werden. Der
neoplastische Ursprung der HMB45 positiven dissertien Zellen aus den
Wachterlymphknoten sollte anschlieRend durch denchivais chromosomaler
Veranderungen uber die komparative genomische Higierung (CGH) belegt werden.

Um einen Vergleich mit den Primarmelanomen derePgtn zu ermoglichen, sollte die
DNA aus den Paraffinblécken durch Mikrodissektioemgnnen und ebenfalls mit der
CGH untersucht werden. Der Vergleich der Datensé@bredisseminierten Melanomzellen

und Primarmelanomen hatte zum Ziel, folgende Fragemeantworten:

1) Weisen disseminierte Melanomzellen aus Wachterlympten ahnliche
chromosomale Aberrationen auf wie ihre Primé&rturfore

2) Lassen sich aufgrund der chromosomalen Aberrati®iekschlisse auf den
Zeitpunkt der Disseminierung oder auf spezifischie&ionsprozesse treffen?

3) Sind disseminierte Melanomzellen aus Wachterlymplam, die histopathologisch
als tumorfrei klassifiziert sind, genetisch anddssTumorzellen, die bereits
erfolgreich eine Lymphknotenmetastase gegriundegriiab

Die Beantwortung dieser Fragen sollte beitragen,Rl®ezess der lymphogenen
Metastasierung beim malignen Melanom besser zteles.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Wachterlymphknoten und die Paraffinblocke vam dlazugehoérigen Primartumoren
wurden von der Hautklinik der Universitatsklinik Giagen zur Verfiigung gestellt. Die
Verwendung der Proben erfolgte nach Genehmigung BEt#ikkommission und

Einwilligung der PatientenT@belle 1).

Tabelle 1: Charakteristika der Patienten
Patienten Anzahl der Patienten (%)
Gesamtzahl 28
Geschlecht
weiblich 10 (36%)
mannlich 18 (64%)
Alter in Jahren
Median (Spannweite) 67,5 (25-79%)
Melanomlokalisation
Extremitaten 15 (54%)
Kdrperstamm 12 (43%)
Kopf und Nacken 1 (3%)
Histopathologie der SLN
Positiv 5 (18%)
Negativ 23 (82%)
Histologischer Typ
Superfiziell spreitendes Melanom 13 (46%)
Nodulédres Melanom 8 (29%)
Akrolentigindses Melanom 3 (11%)
Nicht spezifiziert 4 (14%)
Breslows Tumordicke
Median (Spannweite) 2,0 mm (0.9-10 mm)
T1 (<1 mm) 2 (7%)
T2 (1,01 - 2,00 mm) 13 (47%)
T3 (2,01 - 4,00 mm) 6 (21%)
T4 (> 4,00 mm) 6 (21%)
Nicht spezifiziert 1 (4%)
Ulzeration
Ja 17 (61%)
Nein 6 (21%)
Nicht spezifiziert 5 (18%)
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung der Wachterlymphknoten
Das Staging der Patienten erfolgte nach den Keiteder American Joint Committee on

Cancer guidelines von 2001 (Balch, 2001). Im ers&amritt der Aufbereitung der
Wachterlymphknoten wird vor der Operation Techrmat@Om Nanocolloide mit 100 MBq
Strahlenintensitat und ein bis zwei Milliliter Isdfan blue dye (Patent blue-V, Attana
Pharma, Konstanz) intrakutan injiziert. Die Wackteiphknoten werden intraoperativ
durch Messung der Radioaktivitatt oder den Nachweisn blue dye im

Wachterlymphknoten bzw. durch Detektion von bluee din den abflihrenden
Lymphknoten des Wachterlymphknoten bestimmt. Diesdd@g der Strahlung am
Patienten erfolgt durch ein Gammamel3gerat (C-Tcake, Wise Medical Products, CA).

2.2.2 Aufbereitung und immunohistochemische Farbug des Lymphknotengewebes
Nach der Entfernung von Geweberesten wird mit einetarilen Skalpell der

Wachterlymphknoten in  ein  Millimeter kleine Stlckeh zerkleinert. Die
Lymphknotensttickchen werden in ein Nahrmedium (RB6410, Penicillin, Streptomycin,
FCS und L-Gluthamin) eingebracht und in einer Dakedimaschine (Dako, Hamburg)
mit rotierenden Klingen zerkleinert. Das Homogenwad dann mit Hank’s Balanced Salt
Solution (Life Technology Gibco, Heidelberg) gewaec. Anschlielend wird durch
Zentrifugation (bei 4°C, 205 rpm, RZB 300) fur fuMinuten und darauf folgender
Uberstandbeseitigung Fett entfernt. Das Pellet wind20 mm 1x PBS (pH 7,4)
resuspendiert und dann in eine Tube mit 15 ml 6@¥6d¥ Solution (Amersham, Uppsala,
Schweden) eingebracht. Danach wird entlang einetit@gradienten fur funf Minuten
zentrifugiert (bei 4°C, 205 rpm, RZB 300). Der Ustand mit der Interphase wird
entnommen und in 50 ml 1x PBS resuspendiert unduérrentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und der Rest in 1 ml 1x PBS resugipat Die Zellzahl wird mit der
Zahlkammer von Neubauer bestimmt und auf eine Kainazgon von einer Million Zellen
pro Milliliter eingestellt. Auf jeden Haftobjekttg@ér (Menzel, Deutschland) werden dann
eine Million Zellen in 1 ml 1x PBS aufgetragen. Nageiner Stunde Sedimentationszeit
wird die Suspension vom Objekttrager entfernt. @&ich werden die Objekttrager tber

Nacht zum Trocknen bei Raumtemperatur stehen glass
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Zur Blockierung von nicht spezifischen Bindungdstelwerden die Objekttrager 20 min
lang mit AB-Serum in 1x PBS Uberschichtet. Die k&dp wird dann mit der Alkalische
Phosphatase-Anti-Alkaline Phosphatase (APAAP) Ma¢hdurchgefiihrt. Dazu werden
Antikorper gegen gpl00 (HMB45, Dako, Hamburg) odegen Melan A (A103, Dako,
Hamburg) gegeben und fir 45 min inkubiert. Als Basontrollen dienten Objekttrager
mit Zellen der Melanom-Zellinie Mel 30. Als Negdtontrolle werden die OT mit
MOPC21-Antikoérper als IgG1-Isotypkontrolle versetzZwischen den Antikorper-
auftragungen werden die Objekttrager dreimal mit PBS fur jeweils drei Minuten
gewaschen. Danach wird ein anti-Maus-Briickenar#o(Z259, Dako, Hamburg) eine
halbe Stunde lang inkubiert und anschliel3end geveasmit 1x PBS. Die OT werden dem
Maus-APAAP-Antikorper eine halbe Stunde lang austps Daraufhin werden die
Melanomzellen fir 20 min mit BCIP/NBT-Fertiglosufigakro, Hamburg) behandelt. Im
letzten Schritt werden die Objekttrager fur 10 nmn1% PFA-L6sung zur Fixierung

gebracht. Die Lagerung erfolgt in PBS.

2.2.3 Vereinzelung disseminierter Tumorzellen

Fir jede zu isolierende Melanomzelle wird ein Arase K-Gemisch hergestellt:

H20 1,28 pl
OPA plus Puffer 0,20 pl
Tween 10%ig 0,13 pl
Igepal 10%ig 0,13 ul
Proteinase K 10 mg/ml 0,26 pl
Gesamt pro Tube 2,00 pl

Die Tubes mit dem Gemisch werden auf Eis gelagarhit es zu keinem Selbstverdau des

Enzyms kommt.

Die Objekttrager mit den gefarbten Zellen werdert 200 pl 1x PBS + 0,5% Igepal
benetzt. Danach werden die Melanomzellen mit Hiifees Invertmikroskops (Leica DM

IRB) bei zehnfacher Vergrol3erung auf dem Objekéragesucht.
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Nachdem eine Melanomzelle gefunden worden ist, wlied Zelle unter zwanzigfacher
VergrofRerung mit Hilfe einer Hohlkapillare, die v@ebrauch in FCS eingetaucht wird,
von den sie umgebenden Normalzellen und andereim&igekrial freigelegt. Dazu muss
die Hohlkapillare mit dem Mikromanipulator herabgekt werden und um die
Melanomzelle herum so bewegt werden, dass das wndebMaterial verschoben wird.
Dadurch wird verhindert, dass nach dem vorsichtigésen der Tumorzelle, Normalzellen
durch die Kapillare mit aufgesaugt werden. Die Kap wird anschliel3end mit der Zelle
aus der Flussigkeit des Haftobjekttragers entfemd in die PBS Fllssigkeit eines
achtkammerigen Objekttragers eingefahren. Dort wiedZelle auf dem Boden abgelegt.
Mit einer Pipette wird dann unter mikroskopischemiolle die Zelle zusammen mit 1 pl
PBS-Flussigkeit aufgesaugt und letztendlich in deme mit dem Proteinase-Gemisch

eingebracht.

Die so gewonnenen Zellen werden fur zehn Stundemni@m Thermocycler bei 42°C mit
Proteinase K verdaut. Am Ende wird das Enzym inaerivon zehn Minuten durch die
Erwarmung der Tubes auf 80°C inaktiviert.

2.2.4 Einzelzell-PCR
Die Einzelzell-PCR richtet sich nach den Arbeitem Klein (Klein et al., 1999 und 2002).

Zuerst wird ein Mse |-Verdau mit folgendem Ansatzathgefuhrt:

OPA plus Puffer 0,20 pl
Mse | (50.000 U/ml) 0,25 pl
H,O 1,55 ul

Pro Tube 2,00 pl

Dieser Ansatz wird dem Tube mit der Proteinase Kdaeten Zelle zugegeben. Das
Restriktionsenzym Mse | mit der Schnittstelle T TAdckt dann bei 37°C fur drei Stunden
und wird am Ende fir die Dauer von zehn Minuten &eier Temperatur von 65°C

inaktiviert.

Vor der Ligation der Adapter an die durch den Msmdau entstandenen Uberhange,
mussen die Adapter durch Basenbindungen aneingetigert werden. Dies geschieht im
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Thermocycler in dem das Gemisch der nachfolgenddrelle, in einminttigen Abstanden

jeweils um ein Grad schrittweise von 65°C auf 1at@ekuhlt wird.

H,O 1,50 pl
OPA plus Puffer 0,50 pl
LIB1 (100 pM) 0,50 pl
ddMSE11 (100 pM) 0,50 pl
Pro Tube 3,00 pl

Die so entstandene Adapterlésung wird dem Msedawgen DNA-Material zugefligt. Das
Gemisch wird mit je 1 pul T4 DNA-Ligase (5 U/ul) udd mM ATP versetzt und uber
Nacht bei 15°C ligiert. SchlieBlich findet am naems Tag die Amplifikation der DNA

Uber folgenden Reaktionsansatz statt:

H,0 35,0 pl

Expand Long Template Puffer 1 3,0 pl

dNTP’s (10 mM) 2,0 ul
Expand Long Template PolMix | 1,0 pl
(3,5 U/ul)

Gesamt 41,0 pl

Der Thermocycler ist folgendermal3en programmiert:

1 Zyklus 14 Zyklen 3 Zyklen 22 Zyklen 1 Zyklus

94°C 40 s 40 s 40 s

57°C 30s 30 s+ 1°C
pro Zyklus

65°C 30s

68°C| 3 min 1min30s 1min45s 1min53s Von 68°C auf 4°C

+ 1 s pro Zyklus |+ 1 s pro + 1 s pro Zyklus in 3 min 40 s

Zyklus
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Der erste Zyklus im Programm dient zum Aufflllenr 8 Enden der Adapter-Fragment
Bindungsstelle. Erst dadurch wird die komplement&8&dungsstelle des Primers

zusammengefugt.

2.2.5 Kontroll-PCR

Um zu prifen, ob das primare PCR-Produkt sich féiteve Experimente eignet, muss
eine Kontroll-PCR auf spezifische Mse-Fragmenteckigefihrt werden. Dazu werden die
Primerpaare p53 Exon 2/3 und CK 19 fur dissemieidimorzellen und D17S800 und
D5S1360 fur Primartumordissektate verwendet. Aller WPrimer liegen auf MSE |-
Fragmenten und ermdéglichen durch ihre erfolgreshmplifikation einen Hinweis auf die

Verwendbarkeit des Primaramplifikats in CGH-Expeziten.

H.0 7,55 pl
PCR-Puffer (10 mM Mg(%l 100 | 1,00 pul
mM Tris pH 8,5, 500 mM KClI, 1
mM dNTP)
dNTP’s 10 mM 0,10 pl
BSA 0,25 pul
3’-Primer 0,50 pl
5"-Primer 0,50 pl
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,10 ul
Gesamt 10,00 pl
1 Zyklus 14 Zyklen 24 Zyklen 1 Zyklus
94°C 2 min 15s 15s
58°C 30s 30s 30s
72°C 2 min 20s 30s 2 min
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese
Zuerst werden die Kontroll-PCR Produkte mit 1 p 1S@old und 2 pl Dye versetzt und

anschlieBend in Geltaschen eingebracht. Die Predigt Kontroll-PCR werden in einem
1,5 Agarose-Gel in TBE in einem elektrischen FeltdX60 V und 400 mA fur 45 min mit
Hilfe eines Horizontal-Gelelektrophorese-Systentsegmt. Danach wird das Gel auf einen
UV-Schirm aufgelegt. Abschlielend wird mit einer &amera ein digitales Photo

generiert und mit einem Thermodrucker ein Ausdruetgestellt.

2.2.7 Mikrodissektion von Tumorarealen

Bei der Analyse von Priméartumoren ist es insbesangen groRer Bedeutung normales
Gewebe von Tumorgewebe zu separieren. Dies kanohddie Lasermikrodissektion
erreicht werden (Becker et al., 1996; Schiitze.et388; Stoecklein et al. 2002). Von den
in Paraffin eingebetteten Primartumoren werden 5dicke Schnitte mit einem Mikrotom
angefertigt und auf einfache Glasobjekttrager aidrGlasobjekttrdger mit Polyethylen-

Membran aufgetragen.

Zum Zwecke der Entfernung des Paraffins werden Qlgekttrager jeweils zweimal
hintereinander fir 10 min in Xylol-Lésung eingethtiand anschlieRend fur jeweils eine
Minute in 100%, 90% und 70% Ethanollésung eingdfirad/or der Farbung mit
Hamatoxylinlosung (30 s fur Objekttrager mit Polygen-Membran und 45 s fir einfache
Objekttrager) werden die Objekttrager fur eine Ménin destilliertem Wasser rehydriert.
Nach der Farbung werden die Polyethylen-Membranekitsager fir 5 min und die
einfachen Objekttrager fur 30 min in Leitungswassdbewahrt. AnschlieRend werden die
einfachen Objekttrager fur 2 min mit Eosin gefaibanach werden die Objekttrager fur
jeweils eine Minute zuerst in destilliertes Wasserd dann in eine aufsteigende
Alkolholreihe in 70%, 90% und 100% Ethanol einget#u Zum Abschluss werden die
einfachen Objekttrager nochmals fir 15 min Xyloégesetzt.

Mit Hilfe der Schnitte auf den einfachen Objektgéy werden die Tumor-Areale
identifiziert und anschlielBend werden die korresjperenden Tumorgebiete auf den
Folienobjekttragern mit dem PALM-Laser-Microbeams&yn mikrodissektiert. Die so
freigelegten Bereiche kénnen mit einem Laserimpuksinen Tropfen PCR-OI, der sich in
einem Tube-Deckel befindet, hochgeschossen werden.Inhalt des Deckel wird in

einem Tube 5 min lang bei 14.000 rpm zentrifugiert.
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2.2.8 PCR-Protokoll fir mikrodissektierte Tumorareale

Fur die PCR von mikrodissezierten TumorarealendigarCGH muss das Einzelzell-PCR
Protokoll nach Stoecklein (Stoecklein et al., 208Byewandelt werden. Als erstes werden
die gelaserten Zellen, nachdem sie von dem Tubé&ddeanit 14.000 rpm

herunterzentrifugiert worden sind mit einem etwésveichenden Proteinase K-Ansatz

verdaut:
H20 3,61 ul
OPA plus Puffer 0,50 pl
Tween 10% 0,13 pl
Igepal 10% 0,13 pl
Proteinase K (10mg/ml) 0,13 pl
Gesamt pro Tube 4,50 pl

Der PK-Verdau muss im Gegensatz zur Einzelzell-R@Bh empirischer Erfahrung 15
Stunden lang bei 42°C durchgefiihrt werden. Die timekung findet zehn Minuten bei
80°C statt. Eine hohe Konzentration und lange Eikeeit von Proteinase K sind essentiell
fur die DNA-Extraktion von mit Paraffin behandelt&eweben (Speicher et al., 1993). Als
nachstes wird das genetische Material durch Msedest Schnittstelle T TAA zerstlckelt.
Dadurch entstehen an den 5°-Enden TA-Uberhange VBetau findet bei 37°C fiir drei
Stunden statt. Die Enzyminaktivierung dauert 5 ben65°C.

H,0 0,25 pl

Mse | (50 000 U/ul) 0,25 pl

Das Preannealing der Adapter fangt bei 65°C anwind jede Minute um einen Grad

Celsius reduziert bis eine Temperatur von 15°Ciartést:

H20 1,5 pl
OPA plus Puffer 0,5 pl
LIB1 (100 uM) 0,5 pl
ddMse11 (100 pM) 0,5 ul
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Zu den 3 pl preannealten Adaptern wird ATP und DNgase pipettiert und tber Nacht

bei 15 °C ins Thermocycler gestellt:

ATP 10 mM 1,0 pl

T4-DNA-Ligase 5U/ul 1,0 ul

Ein PCR-Mix wird hergestellt:

Expand Long Template Puffer 1 3,0 pl

dNTP’s (10 mM) 2,0 pl

Expand Long Template PolMix 1,0 ul

HO 35,0 pl

Nun wird dem PCR-Mix das ligierte DNA-Material zdggt. Das PCR-Programm ist mit

dem fir die Einzelzell-PCR identisch.
2.2.9 Markierung genomischer DNA

In der Markierungs-PCR wird das amplifizierte Tumal-Genom mit Digoxigenin-11-
dUTP und das Genom einer diploiden Referenz-ZeildBotin-16-dUTP nach folgendem

Schema markiert:

Priméres PCR-Produkt 1,00 pl

H,0 28,35 l

Expand Long Template Puffer 1 4,00 pl

LIB 1 10 pM 4,00 pl

7/8-Nucleotid-Mix (8,75 mM 1,40 ul
dTTP, 10 mM dATP, 10 mM
dCTP und 10 mM dGTP)

1 mM Biotin-dUTP (Referenz) 1,75 ul

1 mM Dig-dUTP (Melanom) 1,75 pl
Tag-Polymerase 5 U/ul 1,00 pl
Gesamt 41,50 ul
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Diese Mischung muss noch im PCR-Cycler nach folgen®rogramm behandelt werden:

Temperatur 1 Zyklus 10 Zyklen

94°C 1 min 30s

60°C 30s 30s

72°C 2 min 2 min + 20 s/Zyklus

Nach dem Labeln missen noch die Primer entferndever Dies geschieht mit dem
Restriktionsenzym Tru I. Dazu wird das Reamplifikiei Stunden lang mit Tru | im

Thermocyler inkubiert:

Puffer R 2,0l
Tru | (50 U/ul) 1,0 ul
Gelabeltes PCR-Produkt 41,0 ul
Gesamt 44,0 pl

2.2.10 Metaphasen-Objekttrager Praparation

Im ersten Schritt werden 20 ml vendses Blut voremirgesunden mannlichen Probanden
entnommen. Das Blut wird heparinisiert und ans@ared mit 37,5 ml Kalberserum, 250
ml RPMI Medium, 2,5 ml Streptomycin (200 U/ml), 2Bl Penicillin (200 U/ml), L-
Glutamin 2 mM und 3 mg Phytohamagglutinin gemisdbés Gemisch wird in 10 ml

Kulturflaschen aliquotiert und dann bei 37°C UbB2rStunden inkubiert.

Die Arretierung des Zellzyklus wird durch die Zugaton Colcemidlésung (10 pg/ml)
eine Stunde vor dem Ende der Inkubationszeit drreizanach wird die Suspension in 15
ml Tubes umgeschuttet. Die Lymphozytenkulturen wardnschlie3end 10 min lang bei
1500 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert. Deretstand wird verworfen und das
Pellet in 10 ml 0,075 mM hypotoner KCI-Losung rgsersdiert. Die Zellen werden dann
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20 min lang bei 37°C aufgequollen. Daraufhin werdenZellen wieder zentrifugiert und
in 10 ml 4°C kaltem Fixativ (Eisessig-Methanol Misoig im Verhdltnis 1:3)
resuspendiert. Das Zentrifugieren und Resuspendiar€ixativ wird mindestens dreimal
wiederholt, bis die Losung eine klare Farbe anninumd damit Erythrozyten aus der
Suspension entfernt wurden. Die Suspension kann dan-20°C Uber mehrere Monate
gelagert werden.

Uber Nacht werden die Glasobjekttrager in 100% tgidéem Ethanol zur Entfettung
gelagert. Vor dem Auftragen der Metaphasen werdenQbjekttrager in 4°C kaltem
destilliertem Wasser abgekuhlt. Je Slide werdeni ZWepfen (pro Tropfen 70 ul)
Suspensionslosung mit Hilfe einer Pipette auf jé&wveiine Halfte der Objekttrager
herunterfallen gelassen. Die aufgetropften Objagtr werden auf feuchten Papierttichern
auf einer Heizplatte fur drei Stunden gelagert. Wbeld kommt es zur Spreitung der
Metaphasen. Die so gewonnen Objekttrager werdef0% Ethanollésung in einem 4°C

kalten Kuhlschrank gelagert.

2.2.11 Komparative Genom-Hybridisierung (CGH)

Die Reamplifikate vom Tumor- und Referenz-Genomdeariber Nacht bei -20°C in der

Gefriertruhe zur Fallung gebracht:

Digoxigenin-markiertes PCR- 44 ul
Produkt (Melanom)

Biotin-markiertes PCR-Produkt | 44 pl
(Referenz)

Humane Cot-1 DNA (1pg/pl) 75 pl

Heringssperm DNA (10 pg/ul) | 10 pl

Natrium-Acetat (3 M pH 5,2) 17 ul

100% Ethanol -20°C kalt und |490 pl
unvergallt

Gesamt 680 pl
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Als erstes wird die geféllte Proben-DNA fir 45 nneiner Kihlzentrifuge bei 4°C mit
14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird mitfelieiner Pipette verworfen. Danach
werden der Probe 700 ml 70% unvergdllter Ethanglefiigt und das ganze wird bei
Raumtemperatur fur funf Minuten mit 14.000 rpm ziémgiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wird das Pellet luftgetrocknet, daioh ger restliche Alkohol verfliichtigen
kann. AnschlieBend wird 7 pl Formamid-Losung zugefund die Probe wird in einem
Thermoschttler bei 37°C fur eine halbe Stunde gehti Dasselbe wird dann mit 7 pl
Mastermix (Dextran Sulfat 30% in 4x SSC, Mr >50@p@iederholt. Nun kénnen die
DNA-Strange bei 78°C fur sechs Minuten denatumeztden. Vor dem Auftragen auf die
Metaphasenobjekttrager muss der Cot-1 DNA fir @hende bei 37°C die Moglichkeit
geboten werden, sich an die Proben-DNA anzulagBamnach ist die Probe bereit fur die

Hybridisierung auf die Metaphasen.

Parallel dazu wird der Metaphasenobjekttrager farHiybridisierung vorbereitet. Zuerst
wird eine geeignete Auftragsstelle im Phasenkontaser dem Mikroskop (Leica DM
IRB) bei zehnfacher Vergrol3erung aufgesucht. Daliel eine Stelle ausgewahlt, die in
ausreichendem Mal3e gut gespreizte Metaphasen.hfetetspateren Wiederauffindung
wird dieser Ort mit einem Glasschneider markierer @bjekttrager wird dann fur drei
Minuten in 2x SSC eingetaucht und anschliel3end eve@D0 pul RNase A Losung (100
pg/ml in 2x SSC) auf den Objekttrager aufgetragere Inkubation findet in einer
Feuchtkammer bei 37°C statt. Dadurch wird RNA atér@6Re der Hybridisierung
eliminiert. Zur Entfernung der RNAse wird der Olje&ger dreimal fir jeweils 5 min in
2x SSC gewaschen. AnschlieRend werden die Objgkttia 100 ml 10 mM HCI Lésung
mit 50 ul Pepsin-Lésung (100 mg/ml) bei 37°C fueidMinuten und flinfzig Sekunden
eingetaucht. Durch den Pepsin-Verdau werden Peitfernt, die an den Chromosomen
angelagert sind und fir eine effektive Hybridisregthinderlich sind. Durch zweimaliges
funfmindtiges waschen in 1x PBS wird der Pepsineder gestoppt. Anschliel3end wird
der Objekttrager fur funf Minuten in 50 mM Magnesichlorid in 1x PBS eingebracht.
Danach kénnen die Chromosomen mit 200 pul 1% PFA#§$50 mM Magnesiumchlorid
in PBS mit PFA 1%) auf dem Objekttrager fixiert veen. Im Anschluss daran wird der
Objekttrager zweimal fur jeweils funf Minuten in 1RBS gewaschen. Nach einer
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihé \oer Grad Celsius fur jeweils drei

Minuten mit 70%, 85% und 100% unvergalltem Ethamadrden die Chromosomen auf
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dem Objekttrager in einer 70°C heil3en Denaturiesldsging (70 ml Formamid 100%, 10
ml 20x SSC, 20 ml kD, eingestellt auf 7,5 pH) fir eine Minute und fimdvierzig
Sekunden denaturiert. Anschliel3end wird die Alkodibe wiederholt.

Nun wird die denaturierte Probe auf das markiedlel Bes Objekttragers aufgetragen und
mit einem 18 x 18 mm Deckglaschen bedeckt. Das egamizd mit einem Kleber
(Fixogum) verschlossen und in einer Feuchtkammer ®&C fir zwei Na&chte

untergebracht.

Nach der Hybridisierung wird das Deckglaschen entfand der Objekttrager dreimal in
4x SSC + Tween auf dem Variospeed-Schiittler furejswfinf Minuten gewaschen.
Damit soll das Dextransulfat, der Hauptbestandie$ Mastermixes, entfernt werden.
Anschlie3end wird der Objekttrager fur je funf Mieo in Formamid-Losung bei 42°C
eingetaucht, um gleich im nachsten Schritt dreifaaffinf Minuten bei 42°C in 1x SSC
eingebracht zu werden. Vor dem néachsten Schrittl wigr Objekttrager kurz fur funf
Sekunden in 1x PBS + 0,2% Tween eingetaucht. Batrt der Objekttrager mit 1 ml 3%
Blocking-Reagenz (1x PBS pH 7,5, Tween 0,2%, BSakfion V 3%, FCS 5%) uber-
schichtet werden und in der Feuchtkammer flr 45 Ipein42°C gelagert werden. Dieser
Schritt dient dem Besetzen von ungesattigten Rroi@iiungsstellen. Das Uberschissige
Blocking-Reagenz wird durch 1x PBS + 0,2%Tweenentf Als nachstes wird auf den
Objekttrager 200 pl Antikdrperldésung, bestehendI®8&pl 1 % Blocklosung (1x PBS pH
7,5, Tween 0,2%, BSA Fraktion V 1 %, FCS 5%), 1&nti-Digoxigenin-FITC und 2 pl
Avidin-Cy 3.5) aufgetragen. Damit eine Eintrocknungrhindert wird, wird der
Objekttrager mit einem 24 x 55 mm grol3en Deckglésarersehen. Die Inkubation findet
in der Feuchtkammer bei 42°C statt. Alle folgendshritte missen unter Lichtschutz
erfolgen, da die Fluorochrome lichtempfindlich siidhch der Anlagerung der Antikorper
werden die ungebundenen Antikoérper durch dreimali® Waschen in 4x SSC + 0,2%
Tween beseitigt. Zur Darstellung der Chromosomedéamg wird der Objekttrager mit 1
ml Dapi-Losung (1 ml 4x SSC + 10 pg DAPI) fur zvidinuten Uberschichtet. Die Dapi-
L6ésung wird mit destilliertem Wasser weggespultciNader Trocknung wird ein Tropfen
von ca. 20 ul Vektashield auf den Objekttrager gegeund mit einem Deckglas (24 x 55

mm) verschlossen.
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2.2.12 CGH-Auswertung

Fur die Auswertung wird mit einem Fluoreszenz-Ms&op, das an eine CCD Kamera
gekoppelt ist, jeweils ein digitales Foto von eildetaphase mit den Fluoreszenzfiltern
DAPI, Cy 3.5 und FITC aufgenommen. Bei der Auswadll zehn bis zwolf Metaphasen
muissen mehrere Faktoren beachtet werden: Die Hgiendngssignale sollten stark und
homogen sein, granulare Metaphasen sind von dewdtisng auszuschliel3en und sich
Uberlappende Chromosomen mussen ausselektiert nvefde& Chromosomen der
fotografierten Metaphasen sollten sich in einemli@hen Gréf3enbereich befinden (Weil3
et al., 1999).

Anschlie3end werden die Daten mit dem Programm Q@G Leica weiter verarbeitet.
Das Programm normalisiert die FITC- und Cy 3.5-0Offiszenzintensitaten automatisch,
jedoch erfolgen die Definition der ZentromerposiBa und die Sortierung der
Chromosomen manuell. Danach kann mit Hilfe des Rragis ein graphisches Profil
erstellt werden, wobei eine Abweichung von der &lgerade nach links einen Verlust und
nach rechts einen Gewinn darstellt. Der optischéekEf wird noch durch eine
Farbkodierung  unterstrichen. Dabei steht Rot fir e diDeletion von
Chromosomenabschnitten und Grin fir deren Amptiftke Wenn das Verhaltnis von
FITC zu Cy 3.5 groRRer als 1,25 ist liegt ein Gewimwmenn es kleiner als 0,75 ist liegt ein

Verlust im korrespondierenden Chromosomenabschmitt
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2.3 Statistik

2.3.1 Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse

Die Software Cluster und Tree View (Eisen et a8099) ist gut geeignet zur Analyse von
Ahnlichkeiten in CGH-Datenséatzen. Diese Programime swf folgender Internetseite
http://rana.Ibl.gov/EisenSoftware.htm frei verfligb@luster kam in der Version 2.11 und
Tree View in der Version 1.60 in dieser Arbeit zuinsatz. Durch sie kdnnen
Ahnlichkeiten in einem Dendrogramm graphisch daejitswerden. Die Ahnlichkeiten

genomischer Veranderungen zweier verschiedenernBétize werden dabei durch ihre

N&he im Dendrogramm visualisiert.

2.3.2 t-Test

Mit dem t-Test wurde getestet, ob es in den duluhitiichen Anzahlen der
chromosomalen Aberrationen pro Zelle bzw. Primadunstatistisch signifikante

Unterschiede gibt.

2.4 Material

2.4.1 Primer und Oligonukleotide

Lib1-Primer 5 -AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT- 3"
ddMse-Primer 5 -TAA CTG ACA GCdd- 3

p53 exon 2/3-5 5 -GAA GCG TCT CAT GCTA TC- 3°

p53 exon 2/3-3° 5 -CAG CCC AAC CCT TGTTTA- 3

CK 19-5 5" -GAA GAT CCG CGATG GTAC- 3

CK 19-3° 5 -TTC ATG CTC AGGST GAC TG- 3°
D17S800-5 5-CTT ATG GTC TCATCC ATC AGG- 3
D17S800-3 5-GAC AGA AAG ATG GAT AAG ACA AG- 3
D5S1360-5 5-ACA AAC AAA ACC AAG AGT GC- 3
D5S1360-3 5-TGG CTC ATG TAT CCC TAT GT- 3
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Die Oligonukleotide wurden von Metabion in MincH®zogen.

2.4.2 Gerate

Brutschrank

CCD-Kamera fur das Agarose-Gel
CCD Kamera fur CGH

Fluoreszenzmikroskop

Heizblock

Heizplatte

Horizontal Gelelektrophorese
Invertmikroskop

Kryotom

Lasermikroskop

Mikromanipulator
Mikrotom

Robocycler-PCR-Maschine

Spannungsquelle fur das Agarose-Gel

Thermoprinter
UV-Schirm

Wasserbad

Heraeus 6000
INTASitBgen
Photometrix, Tucson, USA

Leica DMXA-RF8, Cambridge,
England

Thermomixer 5436, Eppendorf
Bachofer, Reutlingen

Invitrogen, Karlsuh
Leica DM IRB, Cambridge, Englian
Leica Jung Frigocut 2800 E

P.A.L.M. Microlaser Technologies,
Bernried

Microinjector 5242, Eppendorf
Leica RM 2025, Candge, England

Robocycler Gradient 9@t&gene,

Amsterdam, Niederlande

HFS Amersham Biosciences,

Freiburg
Sony, Kdln
INTAS, Gottingen

Lauda MT2, Konigshofen
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2.4.3 Verbrauchsmaterialien
Deckglaschen

Falcon

Glas-Kuvetten

Objekttrager mit Mattrand

Pipetten
Camberg

Polyethylenmembran

Tubes 1,5 ml
Tubes 200 pl

Handschuhe

Handschuhe fir den Umgang mit Syber

2.4.4 Antikoérper und Enzyme

Anti-Digoxigenin-Fluorescein Fab Fragments

APAAP

Avidin-Cy3.5
Biotin-16-dUTP
DNA-Polymerase |
Expand Long Template
Mse | 50 U/ul

Pepsin

Proteinase K

RNase A

T4 DNA Ligase

Langenbrinck
Sarsted
Roth
Langenbrick

Gilson International B.V., Bad

P.A.L.M. Microlaser Technolasgie

Bernried
Eppendorf

Thermo-Fast 96, Abgene

Gentle Skin, Meditrade GmbH,

Kiefersfelden, Deutschland

TNT Blue, An€®shocton, USA

Rochaniheim
Dako, Hamburg
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfur

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
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Tag-Polymerase

Tru l

2.45 Chemikalien

Agarose GTG Seaken
Borsaure

BSA

ATP

BSA fir PCR

BSA Fraktion V
Borsaure
Di-Natiumhydrogen-phosphat-Dihydrat
Colcemid

DAPI

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Digoxigenin-11-dUTP
EDTA

Eisessig 100%

Eosin

Ethanol unvergallt
Ethanol vergallt

FCS

Formamid

L-Glutamin
Hamatoxylinldsung

Hering Sperm DNA

Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Biozym, Hameln
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Paesel + Lorei, Hanau
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darndsta
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Amersham Biosciencesbbrg
Roche, Mannheim
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
JT Baker, Griesheim
Roth, Karlsruhe
PAA Laboratories, Colbe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe
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Human Cot-1 DNA Invitrogen, Karlsruhe

Igepal Sigma, Deisenhofen
Kaliumchlorid Sigma, Deisenhofen
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Sigma, Deisenhofen
Montagekleber, Fixogum Marabu, Tamm

Natriumchlorid J.T. Baker, Deventer, Niederland
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid-Platzchen Merck, Darmstadt

OPA Amersham Biosciences, Freiburg
PCR-OI Sigma, Deisenhofen

Penicillin Sigma, Deisenhofen
Paraformaldehyd Merk, Darmstadt
Phytohamaglutinin M-Form Invitrogen, Karlsruhe

RPMI ohne L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Salzsaure, rauchend Merck, Darmstadt

SDS Sigma, Deisenhofen
Streptomycin Sigma, Deisenhofen

SYBER Gold Molecular Probes, Leiden, Niededlkan
Tween 20 Sigma, Deisenhofen

Tris Biomol, Hamburg

Vectashield Linearis, Hamburg

Xylol Roth, Karlsruhe
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2.4.6 Puffer

PBS PO, 8,5 mM
HKPO4 2 mM
NaCl 150 mM
pH 7.4
SSC Na&tit 15 mM
adl 150 mM
Hp 7,4
TBE Tris 89 mM
BRor 89 mM
ER 2 mM
pH 8,3
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3 Ergebnisse

3.1 Gewinnung der Wachterlymphknoten in der Hautkinik der
Universitat Tubingen

Die Biopsie von Wéachterlymphknoten gehort inzwistlzeim Standard im Staging von
primaren Melanomen (Topar et al, 2006). Die Gewngnuer Wachterlymphknoten
erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Fierlbeak der Hautklinik der Universitat
Tlbingen in den Jahren 2003 und 2004. Alle Pattentaren zur Zeit des Eingriffs
metastasenfrei und hatten weder eine Chemothenagie eine Strahlentherapie erhalten.
Um den Vergleich der genomischen Verdnderungen Romartumoren und ihren
disseminierten Tumorzellen in den Wachterlymphknate erleichtern, wurde jede Probe
mit einem Code versehen bestehend aus drei Zitfedrewei Buchstaben. Die ersten zwei
Ziffern ergeben die Patientennummer. Die folgenzi®ai Buchstaben PT oder LK stehen
fur die Art des Probenmaterials. PT steht fur Priovdor und LK fur den
Wachterlymphknoten. Die letzte Ziffer numeriert ifalle der Primartumoren das
Gewebedissektat und im Falle der Wéachterlymphknatien disseminierte Tumorzelle.
Insgesamt wurden bei 28 Patienten (10 Frauen und1d®ner) Wéachterlymphknoten
operativ entferntfabelle 2. Im ersten Schritt der Aufbereitung der Wachtahknoten
wurden vor der Operation Technetium 99m Nanoco#laidt 100 MBq Strahlenintensitat
und 1-2 ml Isosulfan blue dye (Patent blue-V, AtdafPharma, Konstanz) intrakutan
injiziert. Die Identifizierung der Wachterlymphkmot erfolgte intraoperativ durch
Messung der Radioaktivitat oder durch den Nachwemnsblue dye im Lymphknoten bzw.
durch Detektion von blue dye in den abfiihrenden fykmoten des Wachterlymphknoten.
Die Messung der Strahlung am Patienten wurde miérei GammamefRgerat (C-Trak,
Care, Wise Medical Products, CA) durchgefuhrt. BinschlieBende klinische Einstufung
der Patienten erfolgte nach den Kriterien der Aogasri Joint Committee on Cancer
guidelines von 2001 (Balch, 2001).
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Tabelle 2: Charakteristika der einzelnen Proben sid geordnet nach Patientennummern.
. s |3 Sg
c. |8 S |3 c t os| B2
29 | g Tels |=28c 058 [ 9.2 S8c
g E g EE |3 |8282 |5 |26%|Sss|gsgd
g2 5 Fec |8 |&T%Y | |8/ |35 §|T83¢%
1 nein 1,35 w 1 69 SSM E negativ
2 nein 1,45 w 3 53 SSM E negativ
3 nein 2,85 w 98 78 SSM T negativ
4 ja 5 m 190 67 NM T positivi
5 n.s. 1,12 m 5 68 ALM E negativ
6 nein 1,7 w 2 48 SSM E negativ
7 ja 2,35 m 153 68 SSM T negativ
8 ja 7 m 80 72 SSM T negativ
10 nein 1,02 w 2 50 SSM E negativ
11 nein 1,06 m 248 65 SSM T positiv
12 n.s. 1,55 m 5 69 n.s. T negativ
13 n.s. 10 w 16 70 ALM E negativ
14 nein 1 w 1 70 SSM E negativ
15 nein 1,35 w 5 68 SSM E negativ
27 nein 1,25 m 38 46 SSM E negativ
28 ja 7,2 m 57000 56 NM T positiy
29 ja 8 m 412 62 ALM E positiv
30 ja 1,3 m 11 76 NM T negatiy
31 nein 4,8 m 20 39 NM E negatiy
35 ja 2 m 3 64 SSM T positiv
37 nein 2 w 7 60 NM E negatiy
39 n.s. 0,9 m 388 65 n.s, T negativ
42 nein 3,1 m 48 25 n.s. E negativ
43 n.s. n.s. m 3 37 n.s. E negativ
44 nein 2,3 m 1 77 NM HN negatiy
46 nein 1.4 m 215 79 SSM T negativ
50 ja 2,7 m 32 77 NM T negatiy
52 nein 3 w 5 68 NM E negatiy

aw (Weiblich),b m (mannlich)$ NM (Priméar noduléares malignes Melanorﬁ)ﬁ,\LM (Akrolentigindses

malignes Melanomyf, SSM (Superfiziell spreitendes Melanoﬁm.s. (nicht spezifiziert)? E

(Extremitaten)? HN (Kopf und Hals)! T (Kérperstamm).

38



3.2 Aufbereitung der Wachterlymphknoten in der Hauklinik der
Universitat Tubingen

Nach der Entfernung der Gewebereste wurden in detkinik der Universitat Tubingen
die 28 Wachterlymphknoten in 1 mm kleine Stuckclerkleinert. Die Lymphknoten-
stuckchen wurden anschlieRend in ein NahrmediunM(RIB40, Penicillin, Streptomycin,
FCS und L-Gluthamin) eingebracht und in einer Dadkedimaschine (Dako, Hamburg)
mit rotierenden Klingen zerkleinert. Nach der Zdagation hat die medizinisch
technische Assistentin die Zellzahl mit einer NawdraZzéhlkammer bestimmt. Auf jeden
Haftobjekttrager (Menzel, Deutschland) wurden dame Million Zellen in 1 ml 1x PBS
aufgetragen. Nach einer Stunde Sedimentationszeitdev die Suspension vom
Objekttrager entfernt. Schliel3lich wurden die Objéiger Uber Nacht zum Trocknen bei

Raumtemperatur stehen gelassen.

Die Farbung der disseminierten Zellen in den Wathteohknoten wurde dann mit der
Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische PhosphateSBAAP) Methode durchgefihrt.
Zum Einsatz kamen Antikdrper, die gegen Oberfacastamdteile von Melanomzellen
reagieren: gpl00 (HMB45, Dako, Hamburg) oder M&lar{fA103, Dako, Hamburg). Zur
Positivkontrolle wurden Mel 30-Melanomzellen enteatle Objekttrager mit HMB-45-
und Melan A- Antikdrper aufgetragen. Als Negativikkotie wurden die Objekttrager mit
MOPC21-Antikorper als 1gG1-Isotypkontrolle verset®tanach wurden die Objekttrager
mit dem anti-Maus-Briickenantikorper (2259, Dakontharg) inkubiert und dem Maus-
APAAP-Antikdrper ausgesetzt. Die Mel 30-Melanomeellkonnten erfolgreich geféarbt
werden. Es kam zu keiner falsch positiven Farbung.letzten Schritt wurden die
Objekttrager nach der Fixierung mit 1% PFA-LOsungeinfacher PBS Losung gelagert
und in das Institut fur Immunologie der Ludwig Mmilians Universitat Minchen
versendet. Da sich in den weiteren Experimentegteedass die mit Melan A gefarbten
Zellen schwierig zu isolieren und die DNA wenigadgreich zu amplifizieren waren,

wurden von mir nur HMBA45 positive Zellen weitervdraitet.
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3.3 Isolation von disseminierten Zellen aus Wachtgmphknoten und
Einzelzell-PCR

Vor der Amplifikation der DNA mufite die Vereinzelynler disseminierten Tumorzellen
mittels Mikromanipulation mit Glaskapillaren erfelg. Im Median habe ich neun
(Spannweite 1-57.000) HBM45 positive Zellen auf debjekttragern, die ich aus der
Hautklinik der Universitat Tubingen erhalten halwergefunden. Beim Versuch 131

gefarbte Zellen von Adhasions-Objekttragern zundgmgen bei der Mikromanipulation
28 Zellen (21,4%) verloren. Dadurch konnte ich esgnt 103 mit HMB45 gefarbte
Zellen erfolgreich von den zur Verfugung steheng8rAdhasions-Objekttragern isolieren
(Abbildung 5).

Abbildung 5 Mikromanipulation einer disseminierten Tumorzelle bei 20 facher Vergrof3erung.

Zwanzig fache VergréRerung einer Einzelzelle bai Mié&kromanipulation mit einer Glaskapillaren unter
mikroskopischer VergroRerung. In der Umgebung ddénpten Zelle befinden sich zahlreiche ungefarbte
Normalzellen.

Im nachsten Schritt erfolgte die globale Amplifiket des Ausgangsmaterials mit Hilfe der
Mse-Adapter-PCR. Diese Methode ermdéglicht die gesochne Amplifikation der DNA
einer einzelnen Zelle ohne das numerische Verlsattei chromosomalen Aberrationen zu
verandern (Klein et al., 1999). Dabei wird nach Eexgmentierung des gesamten Genoms
mit dem Restriktionsenzym Mse | eine Adaptersequemziie DNA-Bruchstticke ligiert.
Zur Beurteilung der Effizienz der Mse-Adapter-P@Rirden die priméaren PCR-Produkte

jeder einzelnen Zelle auf zwei spezifische Mse-Fragte hin untersucht. In der Kontroll-
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PCR nach der primaren Amplifikation waren dabeil®3/ Zellen (57 %) fur zwei und
37/103 Zellen (36 %) fur ein spezifisches Mse-Fragtmpositiv Abbildung 6). Nur

Zellen die durch die Kontroll-PCR erfolgreich rediigiert werden konnten und damit
eine sichtbare Bande erbrachten, wurden weitersuntbt. Somit wurde die DNA von 96

disseminierten Tumorzellen (Erfolgsquote: 93 %)-B8iarchiviert.

ald T - g . - - - .

L N P 1 2 3 4: 58 OREEES & 9 1l 12 13

Abbildung 6 Kontroll-PCR nach genomischer Reamplifkation von DNA aus disseminierten
Tumorzellen.

Um zu prifen, ob das primare PCR-Produkt sich féiteve Experimente eignet, muss eine Kontroll-PCR
auf spezifische Mse-Fragmente durchgefiihrt werBeau wurde im vorliegenden Fall p53 Exon 2/3 als
Primer verwendet. Diese Sequenz erméglicht dunghehnfolgreichen Nachweis einen Hinweis auf die
Verwendbarkeit der DNA in CGH-Experimenten. L: legjtN: Negativkontrolle, P: Positivkontrolle, 1:
08LK1 2: nicht verwendet, 3: 08LK2, 4: 08LKS3, 511, 6: 07LK2, 7: 07LK3, 8: 40LK1, 9: 40LK2, 10:
40LKS3, 11: 43LK1, 12: 39LK1 13: Zelle nicht verwestd
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3.4 Genomische Charakterisierung disseminierter Tuonorzellen

Zur Qualitatskontrolle der Einzelzell-CGH-Versuclwarden zwei ungefarbte Zellen aus
dem Wachterlymphknoten von Patienten mit malignenmeladiom entnommen.

Anschlie3end wurde wie zuvor mit den disseminieffamorzellen auch Mse-PCR und
Einzelzel-CGH durchgefuhrt. Beide Zellen wiesem dialanciertes Profil auf. Somit

wiesen sie weder Gewinne noch Verluste von Chromesoegionen aufAbbildung 7).

Profiles +Mean +Ratio Loszs =0.75 Gain =1.25

1-15 2-13 3-14 4-16 5-14

|

6-13 7-16 8-16 913 10-13 11-14 12-14

1312 14-15 15-15 16-16 17-11 18-12

28 |l i Bl

19-10 20-16 -14 22-11 X-6 -7

Abbildung 7 CGH einer ungefarbten Einzelzelle ausiaem Wachterlymphknoten.

In dieser Abbildung ist als Beispiel fur ein balantes Profil ein CGH-Profil der DNA einer ungefteb
einzelnen Zelle, die von Wachterlymphknoten isoligorden ist, dargestellt. Grauen Balken kennzeohn
Chromosomenregionen mit repetitiven Sequenzenydieder Auswertung ausgeschlossen werden. Die
erste Zahl steht fur das betreffende Chromosom dirdzweite Zahl in rot steht fir die Anzahl der
Chromosomen, die in die Auswertung eingeschlossaden konnten. Es ist leicht ersichtlich, dassrdien
Zahlen voneinander abweichen. Dies kommt dadurchamnde, dass nicht immer alle Chromosomen einer
fotografierten Metaphase sich fir die Auswertungynen. Im vorliegenden Fall gibt es keine
Uberschreitungen weder der roten Linie nach lifiksl¢tion) noch der griinen Linie (Amplifikation).
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Fur die genomische Charakterisierung habe ich diADvon 47 der archivierten
disseminierten Tumorzellen reamplifiziert. Die kcangitive genomische Hybridisierung
(CGH) erfolgte mit dem Protokoll fur EinzellzellenZuerst habe ich die Mse-Adapter-
PCR amplifizierte DNA mit Digoxigenin-dUTP markierDie markierte Tumor-DNA
wurde dann zusammen mit der Biotin-dUTP markierfddA aus Normalzellen auf
humane Metaphasen von Lymphozyten gesunder Spehgardisiert. Die DNA-
Fragmente der Normalzellen und der Tumorzellenrfageeh dabei an die Chromosomen
der Metaphasen an. AnschlieRend kénnen sie UbereBaierende Antikorper sichtbar
gemacht werden. Im Durchschnitt habe ich 16 Metsg@hdotografiert. Zehn bis zwdlf der
fotografierten Metaphasen wurden ausgewertet. Vogsed Metaphasen habe ich
Karyogramme erstelltAbbildung 8). Das Programm QCGH von Leica normalisiert die
FITC- und Cy 3.5- Fluoreszenzintensitaten autoroati®adurch konnten die numerischen
Veranderungen der genomischen DNA von Einzelzellals Deletionen und

Amplifikationen sichtbar gemacht werdehbbildung 9).

Abbildung 8 Fotografierte Metaphasen

8A Die DAPI Farbung einer Metaphase dienst der Hmteiming der Identifikation der einzelnen

Chromosomen8B Cy-3.5 bindet an hybridisierter Tumor-DNAC FITC Farbung derselben Metaphase zur
Darstellung der hybridisierten Referenz-DI8R beim FITC und Cy-3.5 Uberlagerungsbild werden Tumor
DNA Gewinne und Verluste ab 10 Mb erkennbar.
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Profiles +All +Mean +Ratio Loss =0.75 Gain =1.25
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Abbildung 10  Erstellung eines CGH-Profils.

Chromosomenregionen mit repetitiven Sequenzen wimdder Auswertung ausgeschlossen. Die grauen
Balken kennzeichnen diese Bereiche. Die erste &teht fur das betreffende Chromosom und die zweite
Zahl steht fir die Anzahl der Chromosomen, die il Auswertung eingeschlossen werden konda.
Wenn das durchschnittliche Fluoreszenzverhaltnismamor-DNA (Cy 3.5) zur Referenz-DNA (FITC) Uber
1,25 liegt wird ein Gewinn und wenn es unter 0jégtlein Verlust am jeweiligen Chromosomenabschnitt
festgestellt.10 b: CGH Profil der DNA einer einzelnen disseminierfeamorzelle. Als chromosomaler

Verlust werden Abweichungen registriert, die digerbinie und im Fall von chromosomalen Gewinner, di
die griine Uberschreiten.
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Achtunddrei3ig CGH-Untersuchungen (81%) der Eirgldm waren auswertbar.
Chromosomale Veranderungen wiesen 28 der so gewenr@GH-Profile auf. Die DNA
der disseminierten Tumorzellen aus Wachterlymphdmaetiesen au20q, Chromosom 17,

6p und Chromosom 22 am haufigsten Gewinne auf. Verluste waren inshads@nauf 6q,

9p, 18q und 11q zu beobachtenApbildung 10). Vier CGH-Profile (14%) wiesen keine
genomischen Veradnderungen auf. Diese Einzellzelk&mnten trotzdem durchaus
Tumorzellen sein, da bei diesen Zellen die Veramugen sich unterhalb der
Auflésungsgrenze fiur die CGH von 10-20 MB befindé®nnten. Eine zweite
Erklarungsmadglichkeit ist, dass es sich dabei urbégitefakte handeln kdnnte. Deswegen
wurden diese Profile von der weiteren Auswertunggaschlossen. Uber Gewinne oder
Verluste im X und Y Chromosom kdnnen keine Aussagginoffen werden, da Referenz-

und Tumor DNA gegengeschlechtlich markiert wordien.s
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Abbildung 10 CGH-Ergebnisse der untersuchten disseinierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten

Die Haufigkeit und Ausdehnung der CGH-Verdnderungem 32 disseminierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten (n=32) sind in diesem Histograndargestellt. Die roten Blocke links der
Chromosomen symbolisieren Deletionen, die griingitigi auf der rechten Seite stehen fiir Gewinne. Uber
Gewinne oder Verluste im X und Y Chromosom kdnneimé& Aussagen getroffen werden, da Referenz- und
Tumor DNA gegengeschlechtlich markiert worden sind.
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3.5 Genomische Charakterisierung von Primartmoren

Die Entnahme von zwolf Primartumoren mit ihren uwgehdérigen Wachterlymphknoten
fand in der Hautklinik der Universitat Tubingen tstdDie Biopsien wurden in Parafin-
Blocken eingebettet. Anschliel3end habe ich im tmstiir Immunologie der Universitét
Minchen von den Primartumoren (PT) 5 um dicke Sthaiuf Objekttrager angefertigt.
Von zwei Primartumorerschnitten wurde zur Kontrolem umliegenden Gewebe durch
Lasermikrodissektion Nicht-Melanom-Zellen gewonnéne CGH-Untersuchung dieser
Proben erbrachten ausbalancierte Profile. Somitenlagveder Deletionen noch
Amplifikationen vor Abbildung 11).

Profilezs +Mean +Hatio Lozsz =075 Gain =1_25
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6-14 ¥-16 8-14 9-16 10-16 11-14 12-15
1212 14132 15-15 16-14 17-14 18-9

@D
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il i0)

= 5 Ol

x-8 Y-8

19-14 20-13 -F

Abbildung 11  CGH der DNA vom umgebendem Gewebe eisdPrimartumoren.

In dieser Abbildung ist als Beispiel fur ein balamtes Profil ein CGH-Profil der DNA des umliegende
Gewebes, die durch Lasermikrodissektion Nicht-MefafZellen gewonnen wurde. Die erste Zahl steht fiir
das betreffende Chromosom und die zweite Zahl irsteht fiir die Anzahl der Chromosomen, die in die
Auswertung eingeschlossen werden konnten.
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Nach der Identifikation der Tumorareale in den ($mEhtsschnitten Abbildung 12a),
wurden anschlie3end die entsprechenden Areale eorM@mbran-Objekttragern mit dem

PALM Mikrodissektionsgerat von dem ubrigen Geweletrgnnt (Hamatoxylin-Farbung,
Abbildung 12b).

Abbildung 12 Primartumorschnitte

12a H/E-Ubersichtsquerschnitt durch ein malignes Meta (40fach vergréRert) 12b Tumorgewebe eines
sich auf einer Polyethylenmembran befindlichen, H#xylin gefarbten Primartumorschnittes eines
malignes Melanoms (40fach vergrof3ert).

Die mikrodissezierten Tumorareale wurden genomiciplifiziert fur die komparative
genomische Hybridisierung. Dabei wurde ein spezselPCR-Protokoll fir in Paraffin
eingebetetes Tumorgewebe eingesetzt (Stoecklaih, &002). Anschlie3end erfolgte eine
Kontroll-PCR. Die DNA von drei Dissektaten konntemcht erfolgreich durch die
Kontroll-PCR erfolgreich amplifiziert werden. Vonieden drei Primartumoren wurden
neue Gewebsschnitte angefertigt und anschlieRenéuermikrodissektiert. Die so
gewonnenen Mikrodissektate konnten in der KontP@lIR nachgewiesen werden. Die
genomische Charakterisierung erfolgte parallel eu der disseminierten Tumorzellen.
Alle Primartumore wiesen Gewinne und Verluste irrd@mosomenregionen oder ganzen

Chromosomen auPpbildung 13).
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Abbildung 13 CGH-Ergebnisse der untersuchten Primétumore

Die Haufigkeit und Ausdehnung der CGH-Verédnderungem zwolf Primartumoren sind in diesem
Histogramm dargestellt. Die roten Blocke links d&tromosomen symbolisieren Deletionen. Die griinen
Blocke auf der rechten Seite stehen fiir Gewinnesilits einzelne prozentuale Aberrationsfrequenzdren
den entsprechenden chromosomalen Loci aufgezeictuteér Gewinne oder Verluste im X und Y
Chromosom kénnen keine Aussagen getroffen werderiReaferenz- und Tumor DNA gegengeschlechtlich
markiert wurden.
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3.6 Vergleich genomischer Aberrationen von Priméartmmoren und
disseminierten Tumorzellen in den Wachterlymphknota

Chromosomale Veranderungen in zwolf Priméartumoren thren 16 dazugehérigen
disseminierten Tumorzellen in den Wachterlymphknoteurden verglichen mit der
Fragestellung nach chromosomalen Aberrationen, idieZusammenhang mit der
Metastasierung von Melanomen gebracht werden kdnniebelle 3 fal3t die

aufgetretenen Gewinne und Verluste fur Primartumaned ihre disseminierten
Tumorzellen in den  Wachterlymphknoten zusammen. Bsurden nur

Aberrationsfrequenzen von tber 20% berlcksichfigerrationen kdnnten involviert sein
im Metastasierungsprozess, da sie in disseminiefi@morzellen und Priméartumoren
haufig vorkommen. Auffallend ist, dass in siebennv82 (22%) disseminierten
Tumorzellen kamen Verluste g zusammen mit Gewinnen iBp vor. Bei den

Primartumoren gab es keine Kombination ég¥erlust undép Gewinn.

Balazs und Mitarbeiter haben beim genomischen ¥eglzwischen Primartumoren und
Metastasen von Melanomen einen Mittelwert der dgscteén Veranderungen von 6,3
(Spannweite 1-14) in Primartumoren und 7,8 (Spaitawg&—16) in metastatischen
Lasionen festgestellt (Balazs et al., 2001). Da @ippe von Balazs mit soliden
Metastasen gearbeitet hatte, war es von besondetenesse, ob diese Beobachtung in
ahnlicher Weise mit disseminierten Einzellzellenedérholt werden konnte. Der
Mittelwert der Anzahl der genetischen Veranderunden primaren Melanome in dieser
Studie war mit 5,4 (Spannweite 1-12) signifikantrigger als der Mittelwert fir
disseminierte Zellen von 7,9 (Spannweite 1-15, $tTe<0,01). Jedoch waren die
Unterschiede zwischen beiden Gruppen beeindruckdredader Unterteilung in Gewinne
und Verluste: Der Mittelwert fir Amplifikationendabei 3 flr Primartumore und bei 5,7
fur disseminierte Zellen und fur Deletionen bei 24 Primartumore und 2,2 fur die
disseminierten ZellemApbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich chromosomaler Aberrationenvon Primartumoren mit ihren dazugehérigen
disseminierten Tumorzellen in den Wachterlymphknota

Der Mittelwert der genetischen Veradnderungen irselieStudie war fur Primartumore (n=12) signifikant
geringer als der Mittelwert von 7,9 (SpannweiteS)-iir disseminierte Zellen (n=16; p < 0,01; T-Test
Grun: Mittelwert der Amplifikationen; Rot: Mittelweder Deletionen.
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Tab. 3: Die haufigsten chromosomalen Verédnderungemie durch CGH bei zwdlf Primartumoren und
ihren 16 dazugehdrigen disseminierten Zellen aus V¢aterlymphknoten festgestellt wurden.

Chromosomale Region

-17p
-18q
-19p
-19q

Frequenz der chromosomalen Frequenz der chromosomalen

Veranderungen in zwolf
Priméartumoren

Anzahl (Prozent)
2 (17)
3 (25)
3 (25)
3 (25)
3 (25)
5 (42)
3 (25)
3 (25)
2(17)
1(8)
1(8)
2(17)
0 (0)
2 (17)
4 (33)
4 (33)
4 (33)
0 (0)
7 (58)
3 (25)

Veranderungen in den 16
disseminierten einzelnen
Tumorzellen

Anzahl (Prozent)
6 (38)
3(19)
0(0)

6 (38)
8 (50)
5 (31)
4 (25)
6 (38)
7 (44)
6 (38)
7 (44)
9 (56)
6 (38)
5 (31)
4 (25)
3 (19)
0 (0)

5 (31)
0 (0)

3(19)

8 @in Plus vor der Chromosomenzahl steht fir einemi@ein diesem Chromosom

b

ein Minus vor der Chromosomenzahl steht fiir ederiust in diesem Chromosom
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3.7 Chromosomale Veranderungen in disseminierten Zen in
Relation zur Dicke des Primartumors

In der Studie von Balazs aus dem Jahre 2001 wastgdstellt, dass bei Primartumoren
dinnere Tumore geringere genomischen Verdnderurgshtaben als dickere Tumore.
Ferner konnte keine Korrelation gefunden wurdensetwen dem Alter der Patienten und
dem Mittelwert der genomischen Verédnderungsratedbei Primartumoren (Balazs et al.,
2001). Es stellte sich die Frage, ob eine &ahnli@@bachtung nicht nur in den
Primartumoren gemacht werden kann, sondern audenrdisseminierten Tumorzellen in

den Wachterlymphknoten.

Die Aberrationsrate bei disseminierten Tumorzellenl5) von Primartumoren, die 2
mm dick sind, betrug 7,1 und war damit signifiktiher als die Aberrationsrate 4,8 von
disseminierten Tumorzellen (n=12) von Primartumocha eine Dicke von mehr als 2 mm
besal3en (p < 0,01, T-Test).

Bei Primartumoren konnte kein signifikanter Untéisd in der Aberrationsrate zwischen

Primartumorerk 2 mm (n=7) und > 2 mm (n=3) festgestellt werder 0,7, T-Test).
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3.8 Vergleich chromosomaler Verdnderungen vonisseminierten
Tumorzellen aus histopathologisch positiven und hispathologisch
negativen Wachterlymphknoten

Der histopathologisch nachweisliche Befall der Wéadiimphknoten stellt einen der
ersten Schritte in der malignen Progression desivehs dar. Der Vergleich genomischer
Aberrationen zwischen diesen beiden Stadien kOAbgrrationen identifizieren, welche
mit dem Fortschreiten der Metastasierung einhergele dieser Studie hatten flnf
Patienten histopathologisch positive Wachterlymitén. Aus ihnen konnten acht
disseminierte Tumorzellen isoliert werden. Fernattdn 23 Patienten histopathologisch
negative Wachterlymphknoten. Aus ihnen konnten @4emninierte Tumorzellen isoliert
werden. Beim Vergleich der Aberrationsmittelwentdschen histopathologisch negativen
und histopathologisch positiven Lymphknoten gibt ksine statistisch relevanten
Unterschiede (p = 0,7, T-Test). Jedoch fallen beinekten Vergleich der einzelnen
Chromosomenregionen auf, dass disseminierten Tuwathenz von histopathologisch
positiven Wachterlymphknoten (5/8, 63%) haufigeneeiDeletion in Chromosom 9
aufgewiesen haben als disseminierten Tumorzellen kistopathologisch negativen
Wachterlymphknoten (8/24, 33 %). Im langen Arm &@hromosom 6 traf es ebenfalls zu,
dass disseminierten Tumorzellen von histopathobtbgigositiven Wachterlymphknoten
(4/8, 50%) haufiger Deletionen besallen als disdent@m Tumorzellen von
histopathologisch negativen Wéachterlymphknoten4625%). In Chromosom 22 hatten
histopathologisch positiven Wachterlymphknoten tgguf Amplifikationen (4/8, 50%) als
disseminierten Tumorzellen von histopathologischatigsen Wéachter-lymphknoten (7/24,
29%,Abbildung 15).
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Abbildung 15 CGH-Ergebnisse von disseminierte Zelle aus histopathologisch negativen und
positiven Wéachterlymphknoten

Die Darstellung erfolgt in einem Histogramm. Digtemo Blocke links der Chromosomen symbolisieren
Deletionen, die grunen Blocke auf der rechten Ssghen fur Gewinne. Abbildung A: disseminiertel&el
von histopathologisch negativen Wachterlymphkndier24) und Abbildung B: disseminierte Zellen von
histopathologisch positiven Wachterlymphknoten (n=8
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3.9 Vergleich chromosomaler Verdnderungen von disegnierten
Tumorzellen aus Wachterlymphknoten von superfiziellspreitenden
Melanomen und nodularen Melanomen

Es gibt nur wenige Untersuchungen uber chromosomaberrationen fur die
verschiedenen Subtypen beim malignen Melanom. Bimersuchung von disseminierten
Tumorzellen von superfiziell spreitenden Melanormad noduldren Melanomen ist in der
Literatur nicht beschrieben. Deswegen habe ich gdisomischen Veranderungen von
insgesamt 13 disseminierten Tumorzellen aus Wdghiphknoten von Primartumoren
von superfiziell spreitenden Melanomen (SSM) unkinzdisseminierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten von Primartumoren von noduldkéglanomen (NM) verglichen
(Abbildung 16). Ein Vergleich beider Subtypen kdnnte untersdited chromosomale
Aberrationen identifizieren, die eventuell einemfkil3 auf das Wachstumsmuster des
jeweiligen Subtyps haben konnte. B€hromosom 12 kam es bei 5/13 (39%) in
disseminierten Tumorzellen aus Wachterlymphknotesn wsuperfiziell spreitenden
Primartumoren zu genomischen Aberrationen. Bei edmssierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten von Prim&rtumoren von nodulaialanomen konnten keine
chromosomalen Verédnderungen bei diesem Chromosstigetellt werden. 145g22qter
konnte bei mehr als der Halfte der untersuchtesednmsnierten Tumorzellen, 7/13 (54%),
von SSM zu Amplifikationen. Wahrend nur eine disseente Tumorzelle von NM, 1/10
(10%), eine Amplifikation de€hromosoms 15 aufwies. Der Lange Arm vo@hromosom

20 von disseminierten Tumorzellen aus SSM, 7/13 (548i@tet eine Amplifikation an.
Bei disseminierten Tumorzellen von NM gab e20q in zwei von zehn Fallen (20%) eine

entsprechende Amplifikation.
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Abbildung 16 CGH-Ergebnisse von disseminierten Tumazellen aus Wachterlymphknoten von
superfiziell spreitenden Melanomen (SSM) und von rdularen Melanomen (NM)

Die Haufigkeit und Ausdehnung der CGH-Verdnderungem A disseminierte Tumorzellen aus
Wachterlymphymphknoten von SSM (n=1B)Tumorzellen aus Wachterlymphymphknoten von NM @)=1
sind in diesem Histogramm dargestellt. Die rotedicBe links der Chromosomen symbolisieren Verludie,
grinen Blécke auf der rechten Seite stehen fiir Gmavi Uber Gewinne oder Verluste im X und Y
Chromosom kénnen keine Aussagen getroffen werderReaferenz- und Tumor DNA gegengeschlechtlich
wurden.
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3.10 Hierarchische Ahnlichkeitsanalysen von Primaamoren ihren
dazugehorigen disseminierten Tumorzellen in Wachtédymphknoten
anhand von chromosomalen Veranderungen

Es konnte bei Brust-, Prostata- und gastrointdstndumoren gezeigt werden, dass
Einzellzellen, die sich frih aus dem Priméartumorahslosen, eine hohe genetische
Instabilitat aufweisen (Klein et al, 2002). Um dasch beim Melanom darzustellen, wurde
anhand eines Vergleichs genomischer Aberrationen dmer hierarchischen

Ahnlichkeitsanalyse die klonale Verwandtschaft ohian den Primartumoren und ihren
dazugehorigen disseminierten Einzellzellen in deracherlymphknoten dargestellt
(Abbildung 17 und 18. Dabei wird deutlich, dass die Primartumore niafit ihren

dazugehorigen disseminierten Zellen gemeinsam gttpperden.
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Abbildung 17 Dendrogramm der Ahnlichkeitsanalyse va Primartumoren und ihren dazugehdrigen
disseminierten Tumorzellen in den Wéachterlymphknota.

Dendrogramm erstellt durch hierarchische Ahnlictdemalyse von Zelldissektaten von Primartumoren und
ihren dazugehdrigen disseminierten Zellen dar. Pimartumor; LK/LD: disseminierte Tumorzellen aus
Waéchterlymphknoten

57



nmn

05 M

YK —
B3N

15N

NIK —
05 Ik ——
10 IK

08 LK

wn

WM

06 P

3 IK

1 IK

03 LK

13 IK

12 IK

12 IK

06 LK

08 LK

151K —
12n

3 IK

UM —
i3M

0§ M

E—
=™
—
—i

Abbildung 18  Hierarchische Ahnlichkeitsanalyse alle Priméartumore und ihrer dazugehérigen
disseminierten Tumorzellen

Darstellung der genomischen Veranderungen von zwidlimartumoren und ihren 16 dazugehorigen
disseminierten Tumorzellen mit Hilfe hierarchischéhnlichkeitsanalyse. PT: Primartumor; LK und LD
einzelne disseminierte Tumorzellen aus Wachterlyanpten. In den Spalten sind die untersuchten Proben
eingetragen und in den Zeilen die Chromosomenregiot©ben ist ein hierarchisches Dendrogramm
eingezeichnet, das die Ahnlichkeit zwischen zweteDaitzen in der Hohe des Baumchens darstellt, in
welchem beide gerade enthalten sind. Die gleichal Zar der Abkurzung fiur Primartumoren und
disseminierten Tumorzellen bedeutet, dal die Probem selben Patienten abstammen. Griine
Kastchenstehen fur Amplifikationen und rote Késtchtehen fur Deletionen.
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4 Diskussion

Die Inzidenz des malignen Melanoms nimmt in dertlidgen Welt stetig zu (Tucker and
Goldstein, 2003). Meine Untersuchungen beabsi@nighromosomale Aberrationen von
Melanomen mit ihren dazugehdrigen disseminiertemdmaellen zu vergleichen. Zu
diesem Zweck habe ich das Genom einzelner dissert@ni Tumorzellen in
Wachterlymphknoten mit der Mse-Adapter-PCR ampéfiz Diese Methode ermdglicht
eine verlallliche genomische Amplifikation einzelZallen, dabei wird das numerische
Verhéltnis der chromosomalen Aberrationen nich@mdern. Anschliel3end erfolgte die
komparative genomischen Hybridisierung (CGH) miteen Protokoll fir Einzelzellen
(Klein et al., 1999). Das Ziel war die Identifikati von chromosomalen Aberrationen, die
zur Metastasierung von Priméartumoren fuhren kénnied die zu unterschiedlichen
Wachstumsmustern in superfiziell spreitenden undlutizen Melanomen beitragen
konnten. Ein weiteres Ziel war es, chromosomaleiNeéerungen zwischen disseminierten
Tumorzellen aus histopathologisch positiven und topisthologisch negativen
Wachterlymphknoten zu vergleichen. Es wird angenemndass Fernmetastasen durch
lymphogene oder hdmatogene Streuung der Tumorzefiesiehen (Skobe et al., 2001).
Die erste Station bei der lymphatischen Absiedlwogn Melanomzellen stellen die
Wachterlymphknoten dar (Leiter et al., 2004). Darleich genomischer Aberrationen
von histopathologisch positiven und histopathologisiegativen Wéachterlymphknoten
konnte chromosomale Aberrationen identifizieren,lcive mit dem Fortschreiten der
Metastasierung einhergehen. Die bei diesen Vetgheicfestgestellten chromosomalen
Aberrationen kdnnen Anhaltspunkte fir genauere tdotungen erbringen, die zur

Identifizierung von neuen Tumorgenen beitragen k&mn

Vergleich der genomischen Aberrationen zwischenrRértumoren und disseminierten
Tumorzellen in den Wéchterlymphknoten

Die von mir festgestellten chromosomalen Aberraonn den zwdlf Primartumoren
decken sich zum grof3ten Teil mit den Ergebnissam ataderen CGH-Untersuchungen
(Bastian et al., 1998 und Balazs et al., 200a&pelle 4. Jedoch haben Balazs und
Kollegen Primartumore mit soliden Metastasen vehgih. Wohingegen ich in meiner
Arbeit einzelne disseminierte Tumorzellen aus Wédinphknoten verwendet habe. Die
Arbeitsgruppe von Ulmer hat ebenfalls dissemini&eden von Wachterlymphknoten fur
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ihre  CGH-Untersuchungen benutzt. Aber ein Vergleigiit den dazugehérigen
Priméartumoren blieb aus (Ulmer et al., 2008belle 5.

Tabelle 4 Vergleich der haufigsten chromosomalen Veranagen, die durch CGH in dieser Arbeit, in der
Arbeitsgruppe von Bastian et al., 1998 und Balazd.e2001 festgestellt wurden. Die Angabe erfaigProzent.

Chromosomale Region Frequenz der Frequenz der Frequenz der
chromosomalen chromosomalen chromosomalen
Veranderungen Veranderungen in PT bei Veranderungen in PT
Primartumoren (n=12) aus Bastian et al. (n=16) bei Balazs et al.

meiner Arbeit

+1p@ 17 25 31
+1q 25 38
+6p 25 28 63
+7 42 50 56
+8(q 25 34 50
+17 8 13
+20p 8 13
-6q° 17 28
-9 33 81 69

2ein Plus vor der Chromosomenzabhl steht fiir einemi@ein diesem Chromosom

b ein Minus vor der Chromosomenzahl steht fiir eierlust in diesem Chromosom

Vier von den untersuchten disseminierten Einzedrehatten balancierte CGH Profile
(14%). Diese Einzellzellen kénnten Tumorzellen s@iese Zellen kénnten genomische
Veranderungen unterhalb der Auflosungsgrenze vor-®@&rsuchen von 10 bis 20 Mb

besitzen. Eine zweite Erklarungsmaglichkeit istsglas sich dabei um Farbeartefakte
handeln konnte. Deswegen wurden diese Profile ven weiteren Auswertungen

ausgeschlossen. In der Melanom-Studie von Bastianntk bei vier Prozent der

Primartumoren in einer Untersuchungsreihe keinerabsomalen Veranderungen mit der
CGH nachgewiesen werden. Jedoch bildeten sichibeimeTeil der Patienten mit einem

balancierten CGH-Profil im Prim&rtumor zu einem tepgn Zeitpunkt Fernmetastasen
(Bastian et al., 2003).
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Tabelle 5: Vergleich der haufigsten chromosomalen Veréandggon die durch Einzelzell-CGH in der

Arbeitsgruppe von Ulmer (Ulmer et al., 2005) undlieser Arbeit festgestellt worden sind.

Chromosomale Region Frequenz der chromosomalen Frequenz der chromosomalen
Veranderungen in 24 Veranderungen in 28
disseminierten Tumorzellen aus disseminierten Tumorzellen aus

Wachterlymphknoten (Ulmer et Wachterlymphknoten (aus dieser

al., 2005) Arbeit)
+1g2 5 (21%) 7 (22%)
+6p 11 (46%) 15 (47%)
+7q 6 (25%) 6 (19%)
+8q 9 (38%) 4 (13%)
+15¢q 9 (38%) 10 (31%)
+20p 6 (25%) 7 (22%)
+20q 8 (38%) 16 (50%)
-6g° 8 (33%) 11 (34%)
-9q 10 (42%) 12 (38%)
-11q 6 (25%) 8 (25%)

&ein Plus vor der Chromosomenzahl steht fir einemi@ein diesem Chromosom

b ein Minus vor der Chromosomenzahl steht fiir eierlust in diesem Chromosom

Durch den Vergleich zwischen disseminierten Tumigreund Primartumoren kann man
erste Anhaltspunkte fir chromosomalen Veranderumgevinnen, die in Zusammenhang
mit der Metastasierung gebracht werden konnten. ZBeispiel fallt bei der
Gegentberstellung der chromosomalen Aberrationam disseminierten Tumorzellen und
ihren dazugehdrigen Primartumoren chromosomale |emban fir Chromosom 6 ins
Auge. Insbesondere wurden Gewinne &pfmit einer schlechten Prognose bei der
Melanomerkrankung in Zusammenhang gebracht (Naratkial., 2005). Es wurden
zwischen 28% und 63% Gewinne Iépi beim malignen Melanom berichtet (Balazs et al.,
2001; Bastian et al., 1998 und Namiki et al., 200) meiner Studie kam es in der Halfte
der disseminierten Tumorzellen von Wachterlymph&ng8/16, 50%) zu Gewinnen bei
6p. In Primartumoren kam es bei einem Viertel derbBro(4/12, 25%) zu Gewinnen bei
6p. Die erhbhte Gewinnrate bei disseminierten Tunlaaen den Wachterlymphknoten
unterstitzt die Hypothese, dass sich Gene auf depek Arm vonChromosom 6 befinden
kbnnten, die zur Tumorprogression beitragen konrfesntos et al., 2007). Auch bei
anderen Tumorerkrankungen konnten Gewinnespdéstgestellt werden, so zum Beispiel

beim Blasenkarzinom (Veltman et al., 2003). Einer putativen Onkogene a@p kénnte
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beim Melanom E2F3 sein. Es befindet sich im kurxen von Chromosom 6. E2F3 ist ein

Transkriptionsfaktor, der den Ubertritt von der B1die S-Phase kontrolliert (Humbert et
al., 2000). E2F3 wird unter anderem durch das Bbklastoma Protein Rb kontrolliert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass E2F3 bei Meladi@mzenabhangig von &uf3ern

Faktoren im erh6htem Mal3e exprimiert wird (Halabaal., 2000).

Auch der lange Arm vohromosom 6 kdnnte zur Tumorprogression beitragen. In meiner
Studie kam es bei funf disseminierten Tumorzellerlg, 31%) und zwei Primértumoren
(n=12, 17%) zu Verlusten voibg. Damit gab es mehr Verluste auf 6q in den
disseminierten Tumorzellen als in den Primartumo#Aarch in anderen Melanom-Studien
konnten Verluste vorg beobachtet werden: 28% (Bastian et al., 1998) Bilealey
1996) und 40% (Milikin et al., 1991). Darlber hisalonnte gezeigt werden, dass
Tumorsupressorgene sich in der Regi6gl6.3-g23 befinden (Miele et al., 2000).
Deletionen oder Translokationen konnten in dieseegi® in Uber 80% bei
fortgeschrittenen Melanomen festgestellt werdeno(iijrson et al., 1995). Ein weiterer
Kandidat aufg, der die Aussaat von Tumorzellen beginstigen lgjnsit sicherlich Cx43,
das sich in der Regiofg21-g23 befindet und das Protein Connexin 43 kodiert. CisA3
Bestandteil der Gap Junctions und somit beteiligt der Zell-Zell-Kkommunikation,
Zelldifferenzierung, Proliferation und Zelladhasi¢Yamasaki, 1990). Ein Verlust von
Connexin 43 stort den Aufbau der gap junctions kawsh Tumorzellen helfen in fremden
Geweben zu Uberleben (Rivedal, 2001). Tatsachlohnte durch eine Erhtéhte Cx43
Expression in Melanomzelllinien eine Unterdrickurdes Substrat-unabhéangigen
Wachstums erzielt werden (Su et al, 2000). Die h8ucnhach weiteren

Tumorsupressorgenen sollte &qgfviel versprechend sein.

Genomische Instabilitdt beim Melanom

Chromosomale Instabilitat ist einer der Hauptfagaofir die genomische Instabilitat in
malignen Tumoren (Lengauer et al., 1998). Die chsonale Instabilitat tritt sehr frih in
der Entwicklung von Tumoren auf (Duesberg et &1Q1). Ein Hinweis fir die Bedeutung
der chromosomalen Instabilitdt bei der Entstehumig Yumoren ist, dass chromosomale

Instabilitdt auch in pracancerésen Geweben aufiitet al., 1999).

Die mittlere Aberrationsrate disseminierter Tumdere aus Wachterlymphknoten von

dinnen Primartumoren<(2mm) war hoher als die von disseminierten Tumégrein
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Wachterlymphknoten von Primartumoren, die dicker 2lmm waren Abbildung 14).

Diese Beobachtung konnte man dadurch erklaren, dassMutationsrate in nicht
wachsenden Tumoren zunimmt (Richards et al., 199i8.erh6hte Mutationsrate fuhrt
dazu, dass die Wahrscheinlichkeit des Auftretensy berrationen, die einen
Proliferationsvorteil erbringen konnten zunimmtoison und Loeb, 1998). Namiki und
Kollegen konnten beim Vergleich von vier Gruppemv20 Primartumoren, die nach
unterschiedlichen Tumordicken eingeteilt waren,ind&e Unterschied im Mittelwert der
genomischen Verédnderungsrate feststellen (Namikl.e2005). Ich konnte ebenfalls in
diesem Punkt bei Primartumoren keinen Unterschieststellen. Jedoch muss man
hinzufigen, dass ich, wie auch Namiki, durch Mikssdktion von Tausenden
Tumorzellen Prim&rtumore mit CGH untersucht habeadudch erhadlt man einen
Durchschnittswert der Chromosomalen Verdnderungen einem Primartumor. In
Gegensatz dazu habe ich bei der Analyse der diegaten Tumorzellen in den
Wachterlymphknoten einzelne Zellen verwendet. Diggnte die unterschiedlichen

Ergebnisse erklaren.

Eine weitere wichtige Beobachtung war, dass in hderarchischen Ahnlichkeitsanalyse
der klonalen Verwandtschaft zwischen Primartumorend ihren dazugehdrigen
disseminierten Einzellzellen in den Wéachterlymplhtlenodie Primartumore nicht mit ihren
dazugehorigen disseminierten Zellen gemeinsam ggtippurden Abbildung 17 und
Abbildung 18). Dies spricht fir eine hohe genomische Heterdgenier disseminierten
Zellen in den Wachterlymphknoten und ihren dazuggkd Primartumoren. Bei einer
Reihe von Tumoren, Brust-, Prostata- und gastrsimalen Karzinomen, konnte gezeigt
werden, dass Einzellzellen, die sich frih aus demm&tumor herauslésen, eine hohe
genetische Instabilitat aufweisen (Klein et al, 20Man kann die Liste der Tumoren mit
hoher genomischer Instabilitat der frih dissemtererTumorzellen um das maligne
Melanom erweitern. Moglicherweise kdnnten die groReterschiede in chromosomalen
Aberrationen zwischen Primartumoren und ihren daktdggen disseminierten
Tumorzellen in den Wachterlymphknoten an den uokeesllichen selektiven Faktoren
liegen, die auf disseminierte Tumorzellen und Turethen im Primartumor einwirken. Die
starke Heterogenitdt von disseminierten Tumorzellgmnte die Ineffektivitat von
Therapien erklaren, die gegen Ziele in den Prinmdohen entwickelt wurden (Klein et al.,
2002).
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Vergleich chromosomaler Veranderungen zwischen dissinierten Tumorzellen aus
histopathologisch positiven und histopathologischegativen Wachterlymphknoten

Der wichtigste prognostische Faktor fiir Patientehneo Fernmetastasen ist der
histopathologische Befund der WachterlymphknotenaldB et al., 2001). Der
histopathologisch nachweisliche Befall der Wacktaghknoten stellt einen Schritt in der
malignen Progression des Melanoms dar. Der Veltglgenomischer Aberrationen von
disseminierten Tumorzellen aus histopathologischsitpen und histopathologisch
negativen Wachterlymphknoten kodnnte Aberrationeaniifizieren, welche mit dem
Fortschreiten der Metastasierung einhergehen.

In ungefdhr der Halfte der Falle kommt es beim gmdn Melanom priméar zur
Metastasierung in den Lymphknoten. In ungefahr 2@&den Absiedlungen in den
drainierenden Lymphgefal3en entdeckt. In den résticungefahr 30% der Falle werden
Tumorabsiedlungen als Fernmetastasen aufgefundexintg@n et al., 1992). Der
histopathologisch nachweisbarer Befall von Waciwephknoten ist vom hohen
prognostischen Wert (Balch et al., 2003; Robertd Gochran 2004). Die Biopsie von
Wachterlymphknoten dient dazu bei histopathologiseyativen Wéchterlymphknoten
unnotige Lymphadenektomien zu vermeiden (Gad £2606).

Ich mdchte ein Beispiel beim Vergleich chromosomaléeranderungen zwischen
disseminierten Tumorzellen aus histopathologischsitpen und histopathologisch
negativen Wachterlymphknoten stellvertretend flineeimdgliche Betrachtungsweise
dieser Daten herausnehmen. In den von mir analgsi€roben konnte ich keinen Verlust
in 9p21 in den 21 von mir untersuchten disseminierten efelVon histopathologisch
negativen Lymphknoten feststellen. Jedoch konnte i finf von acht (63%)
disseminierten Zellen von histopathologisch positiymphknoten Verluste in diesem
Abschnitt desChromosoms 9 feststellen. Eine mdogliche Erklarung kénnte salass
Verluste von9p2l fur die Disseminierung von Tumorzellen nicht vomtseheidender
Bedeutung ist. Jedoch konnten Verluste &p21 das Wachstum der Metastase
beginstigen. In der Regiddp2l befindet sich das Tumorsuppressorgen CDKN2A/p16
(Nobori et al, 1994 und Kamp et al., 1994). Einemiaderte Expression des Gens p16
wurde in Zusammenhang gebracht mit einer schleditegnose beim malignen Melanom
(Sauter et al., 1998). Die Regi®p2l ist auch bei vielen Zellinien in einer Reihe von
Tumoren (Brustkrebs, Lungenkrebs, usw.) homozygetart (Kamb et al., 1994). In
einer kurzlich veroffentlichten Studie mit 47 Metanzellinien gehorten Verluste auf

Chromosom 9 zu den am haufigsten beobachteten chromosomalerraionen (Jonsson
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et al., 2007). Ferner fand die Arbeitsgruppe voohtabei 35 % der ihnen zur Verfligung
stehenden Melanome, die dicker als 0,75 mm waiags, l€OH in9p21 Region und keine
LOH bei 18 Melanomen, die diinner waren als 0,75 (@achia et al., 2000). Dies fuhrte
die Arbeitsgruppe zu der These, dass die Inaktimgrvon CDKNZ2A eine Rolle bei der
Tumorprogression und nicht bei der Tumorinitiatgpielt. Auch in meiner Studie waren
alle Primartumoren von disseminierten Tumorzellehemem Verlust indp21, dicker als
1,06 mm (Spannweite 1,06 - 15 mm).

Vergleich chromosomaler Veranderungen zwischen disginierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten von superfiziell spreitenden Meanomen und nodularen
Melanomen

Es gibt nur wenige Untersuchungen uber chromosomaberrationen fur die
verschiedenen Subtypen beim malignen Melanom. Eingersuchung von einzelnen
disseminierten Tumorzellen von superfiziell spmilen Melanomen und noduldren
Melanomen ist in der Literatur nicht beschriebemes®egen habe ich die genomischen
Veranderungen von insgesamt 13 disseminierten Tzeflen aus Wachterlymphknoten
von Primartumoren von superfiziell spreitenden Melaen (SSM) und zehn
disseminierten Tumorzellen aus Wachterlymphknoten Rriméartumoren von noduléren
Melanomen (NM) verglichen (Abbildung 19). AGChromosom 12 kam es bei 5/13 (39%)
in disseminierten Tumorzellen aus Wachterlymphkmot@n superfiziell spreitenden
Primartumoren zu genomischen Aberrationen. Bei edmssierten Tumorzellen aus
Wachterlymphknoten von Primé&rtumoren von nodulaiaelanomen konnten keine
chromosomalen Veranderungen von diesem Chromosasitgefgellt werden. Aufl5q
konnte bei mehr als der Halfte der untersuchtesedmsnierten Tumorzellen, 7/13 (54%),
von SSM zu Gewinnen. Wahrend nur eine disseminiastaorzelle von NM, 1/10 (10%),
einen Gewinn ded5q aufwies. Disseminierte Tumorzellen aus SSM wieaah dem
langen Arm vonChromosom 20 in sieben Fallen (n=13, 54%) einen Gewinn aufi Be
disseminierten Tumorzellen von NM gab es20g in zwei von zehn Féallen (20%) eine
entsprechende Amplifikation. Auf dem langen Arm v@hromosom 20 befinden sich die
Onkogene WNT7B, PDGFB und FBLN1 (Freier et al., 200WNT7B enthalt die
Informationen fir einen Bestandteil des WNT-Sigredes, das Bestandteil der Zell-Zell-
Kommunikation, Zellwachstum und Differenzierung (#irikoshi et al., 2002). Eine
Uberexpression von WNT7B wurde schon bei Melanorbeachrieben (Pham et al.,
2003). Inwiefern PDGFB und FBLN1 beim malignen Mam auch zur Tumorbildung

beitragen, mussen weiterfiihrende Untersuchungesbeny
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Einzelne disseminierte Tumorzellen kénnen Vorlawfar Metastasen sein (Wittekind und
Tannapfel, 1996). Jedoch gehen die meisten diesserdinierten Tumoreinzelzellen
unter. Ein Teil der disseminierten Tumorzellen kdwsnsprung einer klinisch manifesten
Metastasierung werden. Dieser Prozess der Metasiagj, ist beim malignen Melanom
noch unzureichend experimentell untersucht wor@eswegen wurden in dieser Arbeit
chromosomale Aberrationen disseminierter Melanolezedus Wachterlymphknoten mit
den chromosomalen Aberrationen der dazugehdrigeimaRumore verglichen.

Anschliessend wurde die klonale Verwandtschaft emgés den Primartumoren und ihren
dazugehdrigen disseminierten Tumoreinzelzellenan Wachterlymphknoten durch den
Vergleich ihrer genomischen Aberrationen in einardrchischen Ahnlichkeitsanalyse
dargestellt. Die untersuchten einzelnen dissemamneTumorzellen wiesen bezuglich
chromosomaler Aberrationen grofl3e Abweichungen mnidazugehérigen Priméartumoren
auf. Dieses Ergebnis ist ein Argument fur eine é&ibisseminierung von Tumorzellen.
Diese disseminierten Tumorzellen entwickeln sichhiréingig vom Primartumor. Dies ist

eines der Probleme bei der Entwicklung spezifisemtimetastatischer Therapien.

Jedoch gibt es neue Anséatze in der Immuntheraptelmterleukin 2, die bereits in
klinischen Studien eingesetzt werden (Atkins, 20aBa die Ansprechrate niedrig ist
(Rosenberg, 2001) und die Nebenwirkungen den Eirstatk limitieren, ist die Interleukin
2 Therapie in Deutschland bis jetzt nicht zugelasgerden. Olbimersen ist ein Antisense-
Oligonukleotid, das Bcl-2 hemmt. In préklinischetuden konnte gezeigt werden, dass es
in Kombination mit dem Chemotherapeutikum Decanbadas metastasenfreie Intervall
vergroRern konnte (Millward et al., 2004). Weitahdrkstoffe, die in Signalkaskaden
eingreifen, sind BRAF-Inhibitoren. An Mausen get¢¢skonnten BRAF-Inhibitoren die
Metastasenbildung unterdriicken (Collisson et al0032. Klinische Versuche an

menschlichen Probanden sind im Moment GegenstamdUntersuchungen.
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5 Zusammenfassung

Der Prozess der Metastasierung, gerade in derrirBhase, ist beim malignen Melanom
noch unzureichend verstanden. In der vorliegendendi& wurden 28 einzelne
disseminierte Melanomzellen, die aus Wéachterlympkdm immunzytochemisch isoliert
wurden, mit der komparativen genomischen Hybridisig auf genomische
Veranderungen untersucht. Fir 16 dieser dissertenieTumorzellen standen die
entsprechenden dazugehdrigen Primartumore zur §lenfji Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war, chromosomale Aberrationen disseminiertdielanomzellen aus
Wachterlymphknoten mit den chromosomalen Aberrationder dazugehdrigen
Primartumore zu vergleichen. Die global amplifimergenomische DNA einzelner
disseminierter Tumorzellen und korrespondierenderim&tumore wurde auf
chromosomale Gewinne und Verluste analysiert. Beeswchgepruft werden, ob sich fir
disseminierte Tumorzellen anhand der chromosomé¥krdnderungen Rickschlisse auf
spezifische Selektionsprozesse ziehen lassen. IDielke Verwandtschaft zwischen den
Primartumoren und ihren dazugehorigen dissemimert€umorzellen in den
Wachterlymphknoten wurde durch den Vergleich ilgemomischen Aberrationen in einer
hierarchischen  Ahnlichkeitsanalyse  demonstriert. e Diuntersuchten einzelnen
disseminierten Tumorzellen wiesen bezlglich chramader Aberrationen zu ihren
dazugehorigen Primartumoren grol3e Abweichungenl@ietes Ergebnis spricht fur eine
frihe Disseminierung von Tumorzellen, die sich &hessend unabhangig vom
Primartumor entwickeln. Die oft nach einer volldi®en Resektion des Primartumors
beobachtete zeitlich verzégerte Entstehung vonrketastasen beim malignen Melanom,
kann durch die frihe Disseminierung der Tumorzediddért werden. Es gab Unterschiede
in den genomischen Aberrationen zwischen dissenbéme Melanomzellen aus
Wachterlymphknoten, die histopathologisch als tumeor klassifiziert waren, und
Tumorzellen, die bereits erfolgreich eine Lymphlemshetastase gegrindet hatten. Mit der
Progression zum histopathologisch nachweisbarerallBaf den Wachterlymphknoten
werden bestimmte genomische Veranderungen in demoizellen beim malignen
Melanom selektiert, die eine Expansion in maniféd&tastasen fordern. Diese Ergebnisse
konnen nur als Ausgangspunkt fur weiterfihrende efen zur Identifizierung von
Tumorgenen sein, da die Auflosung der komparatgemomischen Hybridisierung (CGH)
lediglich zehn Megabasen betragt.
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6  AbkUrzungen
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PTEN Phosphatase and tensin homologue deletedromosome 10

Rb Retinoblastoma
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