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1 Einleitung 
 

1.1  Das maligne Melanom 

 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Das maligne Melanom ist eine bösartige Krebserkrankung, die sich aus entarteten 

Pigmentzellen entwickelt. Die häufigste Lokalisation des malignen Melanoms ist die 

Dermis, selten treten Melanome jedoch auch im Bereich der Hirnhäute, der Binde-

haut und Aderhaut des Auges sowie auf Schleimhäuten auf. Obwohl das maligne 

Melanom bei Weitem nicht so häufig auftritt wie Basalzell- und spinozelluläre Karzi-

nome, sind nahezu 90 % aller hautkrebsbedingten Todesfälle dem Melanom zuzu-

schreiben (Riker, Zea, & Trinh, 2010). 

Seit 1980 stieg die Inzidenz des Schwarzen Hautkrebs in Deutschland um mehr als 

das Dreifache des Ausgangswertes, während die Sterberaten jedoch nahezu kon-

stant blieben. Mit einer Inzidenz von 22,1 neuerkrankten Männern auf 100.000 und 

21,2 neuerkrankten Frauen auf 100.000 pro Jahr beträgt der Anteil maligner Mela-

nome an allen bösartigen Neubildungen bei Männern 3,6 % und bei Frauen 4,0 %. 

Somit stellt das maligne Melanom bei Frauen die fünfthäufigste Tumorentität dar, bei 

Männern steht der Schwarze Hautkrebs an achter Stelle. Etwa 1 % aller krebsbe-

dingten Todesfälle ist auf den Schwarzen Hautkrebs zurückzuführen. Das durch-

schnittliche Erkrankungsalter liegt bei Frauen (60 Jahre) etwas niedriger als bei Män-

nern (66 Jahre) (Robert Koch Institut, 2012). Die Inzidenz des malignen Melanoms 

unterscheidet sich nach Bevölkerungsgruppe und Region. Hellhäutige Personen sind 

häufiger betroffen als Zugehörige lateinamerikanischer (4,68/100.000), asiatischer 

(1,46/100.000) und afroamerikanischer Bevölkerungsgruppen (1,04/100.000)  (Wu et 

al., 2011). Mit 41,1 (Frauen) und 55,8 (Männer) Neuerkrankungen auf 100.000 Ein-

wohner besteht die höchste Inzidenz des Melanoms in Australien (Aceituno-Madera, 

Buendia-Eisman, Arias-Santiago, & Serrano-Ortega, 2010).  

Es gibt zahlreiche Faktoren, die zu einem erhöhten Risiko führen, an malignem Me-

lanom zu erkranken. Der wichtigste Umweltfaktor, der zur Entstehung eines Mela-

noms beitragen kann, ist UV-Strahlung. Personen, die in unregelmäßigen Abständen 

starker UV-Strahlung ausgesetzt sind, weisen ein erhöhtes Risiko auf, ein Melanom 
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zu entwickeln (MacKie & Aitchison, 1982) (Elwood & Gallagher, 1998). Sowohl UVA- 

als auch UVB-Strahlung führen durch die Bildung von Pyrimidin-Dimeren in der Ba-

sensequenz der DNA zu Mutationen im Erbgut der Zellen (Ravanat, Douki, & Cadet, 

2001), (Mouret et al., 2006). Ebenfalls wurde beobachtet, dass der Schwarze Haut-

krebs gehäuft bei Personen auftritt, die in der Kindheit häufig starke Sonnenbrände 

erlitten (Green, Siskind, Bain, & Alexander, 1985; Weinstock et al., 1989). Dies führt 

zu der Annahme, dass bestimmte Verhaltensweisen, wie ausgeprägtes Sonnenba-

den sowie die Benutzung von Solarien zu dem starken Anstieg der Melanominzidenz 

in den letzten Jahrzehnten geführt hat (MacKie, 1983). 

Eine erhöhte Inzidenzrate lässt sich nachweisen bei Personen mit heller Haut, roten 

oder blonden Haaren und blauen Augen, die zu Sonnenbrand neigen und sich unter 

UV-Einwirkung kaum bräunen (Rifkin et al., 1988). Obwohl sich der Schwarze Haut-

krebs meist auf gesunder Haut und nur in etwa 25 % der Fälle aus schon bestehen-

den Vorläuferläsionen bildet (Bevona, Goggins, Quinn, Fullerton, & Tsao, 2003), 

entwickeln Personen mit multiplen (>50), atypischen oder kongenitalen Nävi häufiger 

diese Krankheit (Holly, Kelly, Shpall, & Chiu, 1987) (Grob et al., 1990).  

Das gehäufte Auftreten maligner Melanome in manchen Familien deutet auf eine ge-

netische Komponente in der Entstehung des Schwarzen Hautkrebs hin. Das Syn-

drom der dysplastischen Nävi (Familial Atypical Multiple Mole-Melanoma Syndrome) 

ist charakterisiert durch eine hohe Anzahl melanozytärer Nävi, darunter mehrere aty-

pische Nävi (Durchmesser > 6 mm, unregelmäßige Färbung, raue Oberfläche, keine 

scharfe Begrenzung (Cyr, 2008)), und einem gehäuften Auftreten maligner Melano-

me in der Familie (mindestens zwei Familienangehörige ersten Grades). Als Ursache 

wurde eine Mutation des Zellzyklusregulators CDKN2A (p16) identifiziert (Bishop, 

Harland, Randerson-Moor, & Bishop, 2007). Bezogen auf alle Fälle von Schwarzem 

Hautkrebs macht die erbliche Form einen geringen Anteil von 5 – 10 % aus (de Snoo 

et al., 2007).  
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1.1.2 Morphologie 

Es existieren vier Unterformen des malignen Melanoms, die sich in Entwicklung, 

Verhalten und Aussehen der malignen Läsion unterscheiden: das superfiziell sprei-

tende Melanom, das noduläre Melanom, das Lentigo-maligna-Melanom sowie das 

akro-lentiginöse Melanom. Amelanotische Melanome, Schleimhaut- oder extrakutane 

Melanome stellen klinische Sonderfälle dar und machen etwa 5 % aller Melanome 

aus (Barnhill & Mihm, 1993). 

 

Superfiziell spreitendes Melanom 

Das superfiziell spreitende Melanom ist mit 65 % die häufigste Unterform des malig-

nen Melanoms (Barnhill & Mihm, 1993). Es zeigt scharf begrenzte Ränder, ist jedoch 

teilweise auch unregelmäßig geformt mit Einziehungen oder halbinselförmigen Aus-

läufern. Durch seine erhabene, ungleichmäßige Oberfläche ist ein superfiziell sprei-

tendes Melanom meist leicht tastbar. Gelegentlich sind auf der Oberfläche gräuliche 

Tumorknötchen sichtbar. Typisch ist die inhomogene Pigmentierung. Lokalisiert ist 

das superfiziell spreitende Melanom bei Männern meist am Rumpf und bei Frauen an 

den Beinen (Clark, From, Bernardino, & Mihm, 1969). 

 

Noduläres Melanom 

Die zweithäufigste (20 %) Form des malignen Melanoms ist das noduläre Melanom 

(Barnhill & Mihm, 1993). Von den vier Unterformen des malignen Melanoms entwi-

ckelt es sich am schnellsten und neigt zur frühen Metastasierung. Kennzeichnend für 

das noduläre Melanom ist eine einheitliche dunkle blauschwarze Färbung der konvex 

über das Hautniveau erhabenen Läsion (Clark, et al., 1969). Es tritt sowohl an son-

nenexponierten wie auch an unexponierten Hautarealen und Schleimhäuten auf 

(McGovern et al., 1973). 

 

Lentigo-maligna-Melanom 

Das Lentigo-maligna-Melanom wird leicht verwechselt mit einem superfiziell sprei-

tenden Melanom. Es ist jedoch gänzlich irregulär begrenzt und nicht über die Epi-

dermis erhaben (Clark, et al., 1969). Das Lentigo-maligna-Melanom entwickelt sich 

über eine lange Zeitspanne von 5 bis 15 Jahren (Krementz et al., 1982) an sonnen-

exponierter Haut wie Gesicht, Hals und Extremitäten aus einer Vorgängerläsion, der 

Lentigo maligna, die eine obligate Präkanzerose darstellt (McGovern, et al., 1973). 
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Akro-lentiginöses Melanom 

Die vierte Untergruppe des malignen Melanoms bildet das akro-lentiginöse Melanom, 

welches an Fuß- und Handtellern sowie im Bereich von Finger- und Zehennägeln 

auftritt. Die Entstehung beruht nicht auf einem aktinischen Schaden der Haut. Ange-

hörige stark pigmentierter Bevölkerungsgruppen sind häufiger von akro-lentiginösen 

Melanomen betroffen als hellhäutige (Krementz, et al., 1982). 

 

1.1.3 Metastasierung 

Das maligne Melanom metastasiert schon frühzeitig sowohl lymphogen als auch hä-

matogen. Bei 50,2 % aller Patienten mit Metastasierung treten zunächst regionäre 

Lymphknotenmetastasen auf. 21,7 % der Patienten entwickeln Metastasen in Form 

von Satellitenmetastasen (in einem Umfang von 2 cm um den Primärtumor) oder In-

transit-Metastasen (zwischen Primärtumor und der ersten regionären Lymphknoten-

station) und bei 28,1 % können primär Fernmetastasen diagnostiziert werden (Meier 

et al., 2002). Hämatogen metastasiert das maligne Melanom in nahezu alle Organe, 

am häufigsten betroffen sind jedoch Lunge (18 – 36 %), Gehirn (12 – 20 %), Leber 

(14 – 20 %) und Knochen (11 – 17 %) (Tas, 2012). 

 

1.1.4 Klassifikation 

Um Patienten mit malignem Melanom in ein Behandlungsschema einordnen zu kön-

nen, wurden die TNM-Klassifikation sowie eine Stadieneinteilung erstellt. Therapeuti-

sche Optionen und auch die Prognose der Patienten hängen stark von diesen Eintei-

lungen ab.  

Die derzeit gültige TNM-Klassifikation für das maligne Melanom wurde im Jahre 2009 

vom American Joint Committee on Cancer (AJCC) veröffentlicht (Balch et al., 2009) 

(siehe Tabelle 1.1). 
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Tabelle 1.1 TNM-Klassifikation des Primärtumors bei  malignem Melanom 

T-Kategorie  Tumordicke  weitere prognostische Parameter  
Tis  Melanom in Situ, kein invasives Wachstum 
T1 ≤ 1,00 mm a) keine Ulzeration, Mitoserate <1/mm² 

b) Ulzeration oder Mitoserate ≥1/mm² 
T2 1,01 mm – 2,00 mm  

a) keine Ulzeration 
b) mit Ulzeration 
 

T3 2,01 mm – 4,00 mm 
T4 > 4,00 mm 

 

 

N-Kategorie  Anzahl befallener Lymphknoten       Ausmaß der Metastasierung  
N0 keine Lymphknotenmetastasen  
N1 1 a) ausschließlich mikroskopische Me-

tastase(n), klinisch okkult 
b) makroskopische Metastase(n), kli-

nisch feststellbar 
N2 2 – 3  a) Mikrometastase(n) 

b) Makrometastase(n) 
c) In-transit-Metastase(n) oder Satelli-

ten-Metastase(n) ohne regionäre 
Lymphknotenmetastasen 

N3 ≥ 4 oder verbackene Lymphknoten 
oder In-transit-Metastase(n) oder 
Satellitenmetastase(n) mit regionären 
Lymphknotenmetastasen 

 

 
 

 

M-Kategorie  Art der Fernmetastasen  
M0 keine Fernmetastasen 
M1a Metastase(n) in Haut, Subkutis oder Lymphknoten jenseits der regionären 

Lymphknoten 
M1b Lungenmetastase(n) 
M1c Fernmetastase(n) anderer Lokalisation oder 

Fernmetastase(n) jeder Lokalisation mit erhöhten Serumwerten der LDH 
 
 
 

Die derzeit gültige Stadieneinteilung wurde im Rahmen der Erstellung der TNM-

Klassifikation vom AJCC vorgeschlagen und von der Union for International Cancer 

Control (UICC) akzeptiert (siehe Tabelle 1.2). 
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Tabelle 1.2 Stadieneinteilung des malignen Melanoms  

Stage T N M 
0 Tis N0 M0 
IA T1a N0 M0 
IB T1b 

T2a 
N0 
N0 

M0 
M0 

IIA T2b 
T3a 

N0 
N0 

M0 
M0 

IIB T3b 
T4a 

N0 
N0 

M0 
M0 

IIC T4b N0 M0 
IIIA T1-T4a 

T1-T4a 
N1a 
N2a 

M0 
M0 

IIIB T4b 
T4b 
T1-T4a 
T1-T4a  
T1-T4a 

N1a 
N2a 
N1b 
N2b 
N2c 

M0 
M0 
M0 
M0 
M0 

IIIC T4b 
T4b 
T4b 
Alle T 

N1b 
N2b 
N2c 
N3 

M0 
M0 
M0 
M0 

VI Alle T Alle N M1 
 

 

1.1.5 Diagnostik und Therapie 

 

Klinische Untersuchung 

Am Anfang der Diagnostik des malignen Melanoms steht die klinische Untersuchung. 

Eine gängige Methode, suspekte Pigmentmale zu beurteilen, ist die ABCD-Regel   

(A- Asymmetrie, B- Begrenzung unregelmäßig, C- Colorit inhomogen und D- Durch-

messer > 5 mm), die bereits 1985 etabliert wurde (Friedman, Rigel, & Kopf, 1985). 

Mithilfe der Dermatoskopie können Hautläsionen durch eine Lupe vergrößert darge-

stellt werden (Menzies & Zalaudek, 2006). Durch dieses Verfahren wird eine größere 

Genauigkeit der Melanomdiagnostik gewährleistet (Bafounta, Beauchet, Aegerter, & 

Saiag, 2001).  

 

Exzision und histologische Untersuchung 

Der nächste Schritt in der Diagnostik des malignen Melanoms ist die komplette Exzi-

sion der verdächtigen Läsion, um eine histologische Untersuchung zu ermöglichen. 

Dabei sollten möglichst sowohl die seitlichen Ränder wie auch der Absetzungsrand in 

der Tiefe im Gesunden liegen. Empfohlen wird ein seitlicher Sicherheitsabstand von 

2 mm, in der Tiefe sollte der Exzisionsrand im Fettgewebe liegen. Histologisch wird 
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die Diagnose malignes Melanom gesichert, der Melanomtyp bestimmt sowie die Ein-

ordnung in die T-Klassifikation vorgenommen.  

Nach Abschluss der histologischen Diagnostik, besonders wenn primär nur eine 

Teilexzision vorgenommen worden war, sollte eine Nachexzision erfolgen, die Si-

cherheitsabstände dabei variieren je nach Tumordicke. In einer R1 (mikroskopischer 

Residualtumor) oder R2 (makroskopischer Residualtumor) Situation sollte nachrese-

ziert werden, wenn dadurch tumorfreie Ränder erreicht werden können. Ist eine ope-

rative Therapie nicht möglich, so besteht die Möglichkeit der Radiotherapie des Pri-

märtumors (Malignes Melanom, S3-Leitlinie). 

 

Ausbreitungsdiagnostik  

Als weiterführende Untersuchungen zur Ausbreitungsdiagnostik stehen je nach Sta-

dium unterschiedliche Möglichkeiten zur Verfügung. Bis zum Stadium IIB werden ei-

ne Ganzkörperuntersuchung, Palpation aller Lymphabstromgebiete sowie Lymphkno-

tenstationen, Sonographie regionärer Lymphknoten sowie die Bestimmung des Tu-

mormarkers S100B durchgeführt. In Stadium IIC bis IIIC treten ein MRT Kopf, eine 

Schnittbildgebung (vorzugsweise PET/CT) des gesamten Körpers ohne Kopf und die 

Bestimmung des Tumormarkers LDH dazu. Ab Stadium IV werden zusätzlich eine 

Abdomensonographie sowie eine Skelettszintigraphie empfohlen (Malignes Mela-

nom, S3-Leitlinie). 

 

Entfernung des Wächterlymphknotens 

Der Wächterlymphknoten ist der erste Lymphknoten im Abstromgebiet des Tumors 

und filtert somit als erste Station gestreute Tumorzellen. Eine regionäre Lymphkno-

tenmetastasierung kann schon in frühen Stadien des malignen Melanoms auftreten 

und ist prognostisch ungünstig (Balch et al., 2001) (Morton, Wanek, Nizze, Elashoff, 

& Wong, 1991). Die Etablierung der Entnahme des Wächterlymphknotens hat ermög-

licht, Patienten initial eine komplette Lymphadenektomie zu ersparen und die damit 

verbundenen Komplikationen zu vermindern (Kretschmer et al., 2008). Gleichzeitig 

bedeutet es für die Patienten im Gegensatz zu einer rein klinischen Überwachung 

der Lymphabflussgebiete einen Überlebensvorteil (Morton et al., 2006). Ab einer Tu-

mordicke von ≥ 1 mm sollte leitliniengerecht der Wächterlymphknoten entfernt wer-

den, wenn kein klinischer Hinweis auf Metastasierung vorliegt. Ebenso bei dünneren 

Primärtumoren, wenn Risikofaktoren bestehen (Ulzeration des Primärtumors, erhöhte 
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Mitoserate, jüngeres Lebensalter < 40 Jahre). Die Wächterlymphknotenbiopsie ist ein 

kleiner operativer Eingriff. Dabei wird der Lymphabflussweg des Primärtumors durch 

Lymphoszintigraphie mittels radioaktiv markierter Tracer dargestellt und der Wäch-

terlymphknoten mit einer Gammasonde intraoperativ aufgesucht (Alazraki, Glass, 

Castronovo, Olmos, & Podoloff, 2002). In manchen Fällen existieren auch mehrere 

Wächterlymphknoten, die dann alle intraoperativ entfernt werden. Die präoperative 

Injektion eines lymphgängigen Farbstoffs erleichtert zusätzlich das Auffinden des 

Wächterlymphknotens. Nach Entfernung sollte der Wächterlymphknoten histopatho-

logisch beurteilt werden. Hierbei werden zusätzlich zu Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

von Gewebeschnitten immunhistochemische Färbungen mit den Antikörpern HMB-

45, S100B und Melan-A durchgeführt. Beim Fund von Melanomzellen werden zu-

sätzlich prognostisch wichtige Parameter (Eindringtiefe von Melanomzellen in das 

Lymphknotenparenchym, Lymphknotenkapselinfiltration und -durchbruch und Lym-

phangiosis carcinomatosa) und der größte Durchmesser der Mikrometastase ange-

geben (Malignes Melanom, S3-Leitlinie).  

 

Lymphadenektomie 

Die Lymphadenektomie beim malignen Melanom findet immer in therapeutischer und 

nicht in prophylaktischer Absicht statt. Der Nachweis einer lymphogenen Metastasie-

rung kann dabei zytologisch, histologisch, durch Lymphknotensonographie, CT oder 

PET/CT erfolgen. Wurde im Wächterlymphknoten eine Mikrometastase nachgewie-

sen, so sollte je nach Tumorlast und nach Beurteilung weiterer Risikofaktoren wie 

Tumordicke, Ulzeration, Mitoserate, Anzahl positiver Wächterlymphknoten und Loka-

lisation des Primärtumors ebenfalls eine komplettierende Lymphadenektomie vorge-

nommen werden.  

 

Therapeutisches Vorgehen bei Satelliten-, In-transi t-, und Fernmetastasen 

Die operative Entfernung sollte erfolgen, wenn eine R0-Resektion technisch möglich 

ist und keine gravierenden funktionellen Defizite bedingt. Eine geringe Anzahl an Me-

tastasen sowie ein langes metastasenfreies Intervall stellen günstige Voraussetzun-

gen für ein operatives Vorgehen dar (Malignes Melanom, S3-Leitlinie). Liegt eine 

BRAF- oder c-KIT-Mutation vor, so steht eine medikamentöse Therapie mit spezifi-

schen Inhibitoren (BRAF: Vemurafenib, c-KIT: Imatinib) zur Verfügung (Chapman et 

al., 2011) (Guo et al., 2011). Eine weitere therapeutische Möglichkeit im Stadium IV 



9 

 

stellt die Immuntherapie mit dem monoklonalen Antikörper Ipilimumab dar (Hodi et 

al., 2010). Ist die Tumormetastase irresektabel, kann eine Chemotherapie zum Ein-

satz kommen, in ausgewählten Fällen auch eine lokale Radiotherapie. Je nach Loka-

lisation der Metastasen stehen auch noch weitere Therapien zur Verfügung, wie zum 

Beispiel Bisphosphonate bei Knochenmetastasen (Malignes Melanom, S3-Leitlinie).  

 

Adjuvante Therapiemöglichkeiten 

Eine adjuvante Bestrahlung des Lymphabflussgebietes nach Lymphadenektomie 

führt zu einer verbesserten postoperativen Tumorkontrolle, weist jedoch auch toxi-

sche Nebenwirkungen auf (Bibault, Dewas et al. 2011). Ebenfalls in der adjuvanten 

Therapie eingesetzt wird Interferon-alpha (Molife & Hancock, 2002). Durch den Ein-

satz von pegyliertem Interferon-alpha kann ein verlängertes rezidivfreies Überleben 

bei Patienten im Stadium III erreicht werden (Eggermont et al., 2008). Dennoch wer-

den durch die systemischen Therapiemöglichkeiten des metastasierten malignen 

Melanoms keine zufriedenstellenden Erfolge erzielt, sodass die Entwicklung neuer 

Therapiestrategien von besonderer Bedeutung ist. 

 

1.1.6 Nachsorge 

Im Rahmen der Nachsorge, die beim malignen Melanom über 10 Jahre erfolgen soll-

te, werden je nach Stadium eine körperliche Untersuchung, eine Lymphknotensono-

graphie, eine Bestimmung des Tumormarkers S100B und eine Schnittbildgebung 

durchgeführt. Die Selbstuntersuchung wird auch über diese 10 Jahre hinweg emp-

fohlen (Malignes Melanom, S3-Leitlinie). 

 

1.1.7  Prognose 

Das prognostisch wichtigste Kriterium stellt beim malignen Melanom bezüglich der  

T-Klassifikation die Tumordicke dar. Im klinischen Alltag wird dafür die Tumordicke 

nach Breslow angegeben (siehe Tabelle 1.3). Weitere, jedoch nicht so aussagekräf-

tige prognostische Faktoren sind die Eindringtiefe in das Gewebe (Clarks Level, sie-

he Tabelle 1.4) sowie die Ulzeration des Primärtumors (Balch et al., 1978).  
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Tabelle 1.3 Tumordicke nach Breslow 

Tumordicke nach Breslow  

I       (< 0,75 mm) 
II     (0,76 mm - 1,5 mm) 
III     (1,51 mm - 4,0 mm) 
IV    (> 4,0 mm) 
 

 

Tabelle 1.4 Eindringtiefe nach Clark 

Eindringtiefe nach Clark  

1 Basalmembran intakt, entspricht einem Tumor in situ 

2 Durchbruch der Basalmembran, Infiltration des Stratum papillare 

3 Infiltration des gesamten Stratum papillare bis hin zur Grenze des Stratum reti-
culare 

4 Infiltration des Stratum reticulare 

5 Infiltration des subcutanen Fettgewebes 

 

Im Rahmen der N-Klassifikation ist ein tumorzellbefallener Wächterlymphknoten 

prognostisch ungünstig. Weiterhin ist eine hohe Anzahl metastatisch befallener 

Lymphknoten mit einem signifikanten Überlebensnachteil assoziiert, ebenso wie das 

Auftreten klinisch apparenter Lymphknotenmetastasen. Bezüglich der M-Klassi-

fikation haben Patienten mit viszeralen Metastasen sowie einem erhöhten Serumwert 

der LDH eine ungünstige Prognose (Balch, et al., 2001).  

Das 5-Jahres-Überleben von Patienten mit malignem Melanom ist stark vom initialen 

Tumorstadium abhängig (siehe Tabelle 1.5) (Balch, et al., 2009).  

 

Tabelle 1.5 5-Jahres-Überlebensraten gemäß Tumorsta dium 

Stadium Prozentualer Anteil 

I > 90 % 
II 53 - 79 % 
III 40 - 78 % 
VI < 20 % 
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1.2 Die melanozytäre Zelllinie in normaler Entwickl ung und malig-

ner Entartung 

 

1.2.1  Entwicklung von Melanozyten 

Beim Menschen sind Melanozyten größtenteils in der Epidermis sowie in den Haar-

follikeln zu finden. Während der Embryonalzeit entwickeln sich Melanoblasten, Vor-

läuferzellen der Melanozyten, aus SOX10 exprimierenden Progenitorzellen des Neu-

roektoderms. Melanoblasten zeichnen sich zusätzlich zur Expression des Transkrip-

tionsfaktors SOX10 durch die Bildung von MITF (Microphthalmia-assoziierter Tran-

skriptionsfaktor), dem Enzym TRP2 (Dopachromtautomerase) und dem Stammzell-

faktorrezeptor c-KIT (CD117) aus. Differenzierung sowie Proliferation von Melanozy-

ten werden über einen aktiven Wnt-Signalweg reguliert (Ikeya, Lee, Johnson, 

McMahon, & Takada, 1997). Während der Migration zu ihrem Bestimmungsort in der 

Epidermis entwickeln sich die Melanoblasten zu TRP2 und TYR (Tyrosinase) positi-

ven Melanozyten.  

In der Epidermis erfolgt schließlich die Reifung zu differenzierten, Melanin produzie-

renden Melanozyten. Ausdifferenzierte Melanozyten stellen eine sehr stabile, kaum 

proliferierende Zellpopulation dar.  

In der Histologie weisen Melanozyten eine ovale oder fusiforme dendritische Zellform 

auf. Melanozyten sind kleiner als die umgebenden Keratinozyten. Im Zytoplasma be-

finden sich die Melanin-produzierenden Zellorganellen, die Melanosomen (Seiji & 

Fitzpatrick, 1961). Es existieren zwei Arten von Melanin: Pheomelanin, das gelb bis 

rötlich erscheint, sowie das bräunlich-schwarze Eumelanin.  

Durch das Enzym Tyrosinase wird Tyrosin über die Zwischenstufe DOPA zu 

DOPAquinon umgewandelt. Ist Cystein vorhanden, so erfolgt die Synthese von Phe-

omelanin. Ist kein Cystein vorhanden, so erfolgt über Zwischenschritte, katalysiert 

durch die Enzyme TRP2 und TRP1, die Synthese von Eumelanin (Simon, Peles, 

Wakamatsu, & Ito, 2009).  
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1.2.2  Melanozytäre Stammzellen 

Ein geringer Anteil der Melanoblasten entdifferenziert durch den Verlust der MITF- 

und c-KIT-Expression und bildet eine Population melanozytärer Stammzellen, die 

sich im Bereich des Haarfollikels (Baxter, Moreland, Nguyen, Wolfsberg, & Pavan; 

Nishimura, 2011) sowie im Bereich der Schweißdrüsen (Okamoto et al., 2014) einnis-

tet. Diese Zellen erreichen durch die Expression von TGFβ (Tumor Growth Factor β) 

einen Ruhezustand, gekennzeichnet durch die Inhibition von Differenzierungsgenen 

sowie durch eine Bcl2-abhängige Verzögerung des Zellzyklus (Nishimura et al., 

2010). Melanozytäre Stammzellen zeichnen sich durch eine geringe Transkriptions-

rate aus (Freter, Osawa, & Nishikawa, 2010). Im Gegensatz zu differenzierenden 

Melanozyten ist bei melanozytären Stammzellen die Signalübertragung durch Wnt 

unterdrückt (Osawa et al., 2005). Melanozytäre Stammzellen können bei Bedarf, wie 

zum Beispiel nach Verletzung der Haut oder auch nach UV-bedingten Strahlenschä-

den, zu ausdifferenzierten Melanozyten reifen und mit der Melaninsynthese beginnen 

(Cui, Shen, & Wang, 1991). 

 

1.2.3  Stammzellen beim Malignen Melanom 

Die Identifikation von Tumorstammzellen, einer Population von Tumorzellen, die die 

Fähigkeit zur Selbsterneuerung sowie zur Zelldifferenzierung besitzen (Reya, 

Morrison, Clarke, & Weissman, 2001), eröffnete neue Perspektiven zum Verständnis 

der Tumorentwicklung sowie neue Angriffspunkte der Krebstherapie. Tumorstamm-

zellen wurden zunächst bei hämatologischen Tumorentitäten identifiziert (Bonnet & 

Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). Inzwischen konnten Tumorstammzellen bei Brust- 

(Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003), Pankreas- (Li et al., 

2007), Colon- (Dalerba et al., 2007; O'Brien, Pollett, Gallinger, & Dick, 2007; Ricci-

Vitiani et al., 2007), Spindelzell- (Prince et al., 2007), Gehirn- (Kondo, Setoguchi, & 

Taga, 2004; Singh et al., 2003) und Lungencarzinomen (Ho, Ng, Lam, & Hung, 2007) 

nachgewiesen werden. Auch beim malignen Melanom wurden Subpopulationen von 

Zellen identifiziert, die die Möglichkeit zur Selbsterneuerung und Zelldifferenzierung 

besitzen. Diese Zellen exprimieren bestimmte zelluläre Marker, durch die sie identifi-

ziert werden können.  

Zu den Markern für Tumorstammzellen des Malignen Melanoms zählen die memb-

ranständigen Marker CD20 (Schmidt et al.), CD133 (Rappa, Fodstad, & Lorico) und 

CD166 (Swart, Lunter, Kilsdonk, & Kempen, 2005).  
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Auch ABCB5, ein Mitglied der Familie ATP-bindender transmembraner Transporter, 

wurde bei Stammzellen des Malignen Melanoms gefunden. Bei ABCB5 handelt es 

sich um ein Transmembranprotein mit zwölf Transmembrandomänen, das Zellen des 

malignen Melanoms in einem signifikant höhreren Ausmaß bilden als normale mela-

nozytäre Zellen. Lymphknotenmetastasen bilden mehr ABCB5 als Primärtumore 

(Schatton et al., 2008). ABCB5, das in normalen Zellen das Membranpotential be-

stimmt und Zellfusionen reguliert, steht beim Melanom in Verbindung mit der Resis-

tenz gegen das Chemotherapeutikum Doxorubicin. Durch ABCB5 kommt es zu einer 

erhöhten Ausschleusung dieses Medikaments aus der Zelle (Frank et al., 2005). 

ABCB5 tritt auch in gutartigen Vorläuferzellen der Haut auf und zeigt in diesen Zellen 

eine Korrelation zur Expression des Stammzellmarkers CD133 (Frank et al., 2003).  

Weiterhin wurde bei Zellen des Malignen Melanoms ein Zusammenhang der Expres-

sion von ABCB5 mit der Expression des Intermediärfilaments Nestin aufgezeigt 

(Schatton, et al., 2008). Nestin, ein Klasse Vl Intermediärfilament, ist bekannt als 

Marker neuronaler Stammzellen. Zellen des Neuroektoderms exprimieren Nestin 

während der Entwicklung, weswegen Nestin als Marker für Proliferation und Migrati-

on gilt (Lendahl, Zimmerman, & McKay, 1990). In ausdifferenzierten Zellen wird die 

Expressionsrate von Nestin abgesenkt, jedoch wurde gezeigt, dass es beim malig-

nen Melanom zur Re-Expression von Nestin kommt (Brychtova, Fiuraskova, 

Hlobilkova, Brychta, & Hirnak, 2007; Ehrmann, Kolar, & Mokry; Florenes, Holm, 

Myklebost, Lendahl, & Fodstad, 1994; W. M. Klein et al., 2007). In einer Studie an 

Zelllinien wurden Zellen mit einem stammzellähnlichen Erscheinungsbild identifiziert, 

die eine Korrelation mit der Expression des Antigens Nestin aufwiesen (Grichnik et 

al., 2006). 

Ein weiterer Marker von Tumorstammzellen des Malignen Melanoms ist CD271 

(Low-affinity nerve growth factor receptor, LNGFR). CD271 befindet sich auf der 

Oberfläche von Zellen ektodermalen Ursprungs und dient als Rezeptor für Nerven-

wachstumsfaktoren, die die neuronalen Zellen zu Wachstum und Differenzierung an-

regen. Weiterhin charakterisiert CD271 eine Zellpopulation, die in xenotransplantier-

ten Mäusen zur Tumorformation führt. Auch sind CD271-positive Zellen für ein stetes 

Tumorwachstum nötig (Civenni et al., 2011). Es wurde weiterhin gezeigt, dass 

CD271-positive Zellen eine Zellpopulation hervorbringen, die fähig ist zur Bildung von 

Metastasen (Boiko et al., 2010).  
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Auch die Histondemethylase Jarid1B (Jumonji AT-rich interactive domain 1B) wurde 

als Marker bei stammzellähnlichen Zellen des Malignen Melanoms beschrieben. Die 

Expression von Jarid1B führt zu einer positiven Zellzykluskontrolle, somit wirkt 

Jarid1B möglicherweise gleichzeitig als Tumorsuppressor (Roesch et al., 2006; 

Roesch et al., 2008). Einzelne Jarid1B-positive Zellen stellen in Metastasen eine 

langsam proliferierende Zellpopulation dar, die jedoch spontan die Jarid1B Expressi-

on reduzieren und in einen Zustand rascher Proliferation eintreten kann. Dadurch 

können diese langsam proliferierenden Zellen auf lange Zeit gesehen das Tumor-

wachstum erhalten. Eine strenge Hierarchie im Sinne des Krebsstammzellmodells 

lässt sich bei der Expression von Jarid1B nicht erkennen, da sowohl Jarid1B-positive 

als auch -negative Zellen Jarid1B-positive und -negative Tochterzellen hervorbringen 

können, was auf einen dynamischen Prozess in der Expression dieses Markers hin-

weist. Jarid1B-positive Zellen sind also von Bedeutung für den Erhalt des Tumor-

wachstums, jedoch nicht für die Tumorformation (Roesch et al., 2010). Jarid1B stellt 

somit keinen typischen Stammzellmarker im Sinne einer hierarchischen Ordnung bei 

Tumorzellen dar, es markiert jedoch eine Zellpopulation, die das Tumorwachstum auf 

lange Sicht erhält. 

Der Nachweis von Tumorstammzellen bei Malignen Melanom ist somit zu hinterfra-

gen. Abhängig von den Voraussetzungen, unter denen die Versuche durchgeführt 

wurden, zeigten sich beim Malignen Melanom unterschiedliche Frequenzen von Zel-

len, die zu einem Tumorwachstum führen. Während bei Studien an NOD/SCID Mäu-

sen nur eine extrem geringe Anzahl (0,0001%) der übertragenen Melanomzellen zur 

Entstehung eines Tumors führte, konnten in einer weiteren Studie mit stärker immun-

supprimierten NOD/SCID IL2γnull Mäusen bis zu 25% der übertragenen Melanomzel-

len einen Tumor bilden (Quintana et al., 2008; Schatton, et al., 2008). Auch zeichne-

ten sich diese in hoher Anzahl auftretenden tumorbildenden Zellen nicht durch die 

Expression bestimmter histogenetischer Marker aus. Die hohe Frequenz tumorbil-

dender Zellen sowie der fehlende Nachweis von Biomarkern sprechen dafür, dass 

die Fähigkeit zur Tumorgenese unter Melanomzellen weit verbreitet ist und gleichzei-

tig gegen das Vorhandensein von Tumorstammzellen beim Malignen Melanom. His-

togenetische Marker, die für eine hierarchische Organisation stehen sind also mög-

licherweise irrelevant beim Malignen Melanom. Bestenfalls reichern diese Zellen 

Jarid1B-positive Zellen, die das Tumorwachstum aufrechthalten, an. 
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1.2.4  Differenzierte Zellen beim Malignen Melanom 

Differenzierte Zellen stellen den Hauptanteil der Tumormasse dar. Sie können nur 

gleichartige Tochterzellen hervorbringen und haben nicht die Fähigkeit in andere 

Zellarten zu differenzieren.  

S100B war der erste Biomarker, der für melanozytäre Tumore gefunden wurde 

(Gaynor, Irie, Morton, & Herschman, 1980). Das kalziumbindende Protein befindet 

sich im Zytoplasma zahlreicher Zellen und steuert unterschiedliche Zellfunktionen, 

darunter auch die Zelldifferenzierung. S100B weist unter den in der Routinediagnos-

tik verwendeten Markern (S100B, Melan-A und HMB-45) die höchste Sensitivität auf, 

jedoch gleichzeitig die geringste Spezifität (Cochran et al., 1983; Cochran, Wen, & 

Herschman, 1984; Messina et al., 1999). Im Lymphknoten reagieren mit dem Anti-

körper gegen S100B nicht nur Zellen des malignen Melanoms, sondern auch benig-

ne Melanozyten, aktivierte Makrophagen, dünne Nervenfasern, Adipozyten und 

dendritische Zellen (Shidham et al., 2001).  

Der in immunhistochemischen Färbungen verwendete Antikörperklon HMB-45 (Hu-

man Melanoma Black-45) ist gegen das im Zytoplasma der Zelle lokalisierte Antigen 

gp100 gerichtet, das als Bestandteil der melanosomalen Oxidoreduktase in die Me-

laninsynthese eingebunden ist. Während bei immunhistochemischen Färbungen 

gp100 bei malignen Melanomen in nahezu 100% der Fälle nachgewiesen werden 

konnte (Blessing, Sanders, & Grant, 1998; Fitzgibbons, Chaurushiya, Nichols, 

Chandrasoma, & Martin, 1989; Jungbluth et al., 1998), sind gutartige Nävi und ru-

hende Melanozyten generell negativ (Abrahamsen, Hamilton-Dutoit, Larsen, & 

Steiniche, 2004; Gown, Vogel, Hoak, Gough, & McNutt, 1986). Auch gutartige Mela-

nozyteneinschlüsse in Lymphknoten bilden kein gp100 (Shidham, et al., 2001). 

Gp100 ist ein spezifischer, jedoch nicht sehr sensitiver Marker für Zellen des malig-

nen Melanoms, der in der Diagnostik zur Unterscheidung zwischen gutartigen und 

bösartigen melanozytären Läsionen verwendet wird.  

Ein weiteres Markergen, das differenzierte Zellen des malignen Melanoms charakte-

risiert, ist Melan-A (MART-1). Melan-A kodiert ein Antigen, das von zytotoxischen T-

Lymphozyten  erkannt wird. Als Markergen für differenzierte Melanozyten lässt sich 

Melan-A sowohl in benignen Melanozyten als auch in Zellen des malignen Melanoms 

nachweisen (Abrahamsen, et al., 2004).  
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Als wichtiges Enzym der Melaninsynthese ist TRP2 ein Marker differenzierter Mela-

nozyten, der schon früh im Prozess der Zelldifferenzierung auftritt. Durch den Nach-

weis der Expression von TRP2 kann demnach eine Zelldifferenzierung gezeigt wer-

den, noch bevor es zur Expression anderer Differenzierungsmarkergene kommt 

(Steel, Davidson, & Jackson, 1992).  

 

 

1.3 Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteog lycan 

 

Ein weiteres, dieser Arbeit zugrunde liegendes Markergen für differenzierte Zellen 

des malignen Melanoms, ist MCSP. 

Während frühe Stadien des malignen Melanoms durch die vollständige Exzision zu 

einem hohen Prozentsatz heilbar sind, erwiesen sich die Therapiemöglichkeiten im 

fortgeschrittenen Stadium bislang als wenig wirksam, sodass die Entwicklung neuer 

Behandlungsstrategien, wie Immuntherapien, immer mehr an Bedeutung gewann. 

Eine Voraussetzung einer möglichen Immuntherapie ist die Identifikation eines Anti-

gens, das von einem Großteil der malignen Zellen, gleichzeitig in gesundem Gewebe 

jedoch kaum ausgebildet wird. Im Rahmen dieser Bestrebungen kam es zur Identifi-

kation unterschiedlicher mit Melanomzellen in Verbindung stehender Zellantigene, 

die als Angriffspunkt antikörpergestützter Therapien dienen können. Darunter auch 

das Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan (MCSP), ein in die Zell-

membran integriertes, stark glykosyliertes Chondroitinsulfat-Proteoglykan, bestehend 

aus einer 280 kDa und einer 450 kDa Untereinheit (Ross et al., 1983). MCSP, auch 

bekannt als High Molecular Weight-Melanoma-Associated Antigen (HMW-MAA, Ho-

molog bei Ratten: NG2), weist eine hohe Expressionsrate in Melanomzellen, sowie 

bei aktivierten Perizyten in deren Nachbarschaft auf (Schlingemann, Rietveld, de 

Waal, Ferrone, & Ruiter, 1990), (M. R. Campoli et al., 2004). Während man anfangs 

von einer stark eingeschränkten Expressionsrate von MCSP in gesundem Gewebe 

ausging, konnten im Laufe der vergangenen Jahre immer mehr MCSP-bildende Ge-

webearten identifiziert werden: die interfollikuläre Epidermis, die basale Schicht der 

Mundschleimhaut, verschiedene Anteile des Haarfollikels (Legg, Jensen, Broad, 

Leigh, & Watt, 2003), Chondrozyten des Gelenkknorpels (Midwood & Salter, 1998), 

glatte Muskelzellen (Tordsson et al., 2000), Microgliazellen, mesangiale Zellen des 
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renalen Glomerulus (Pouly, Becher, Blain, & Antel, 1999), Vorgängerzellen verschie-

denster Gewebe wie Oligodendrozyten, Neuroglia, Kapillarendothelien oder Muskel-

zellen (Stallcup & Huang, 2008) sowie multipotente Zellen des Knochenmarks 

(Kozanoglu et al., 2009). Auch zahlreiche bösartige Neubildungen exprimieren MCSP 

mit einem Anteil von mehr als 50 %. Dazu zählen das Astrozytom, Gliom, Neu-

roblastom, Plattenepithelkarzinom, Mesotheliom, Mammacarzinom, Pancreaskarzi-

nom und das Nierenzellkarzinom (Wang et al., 2010). 

Bei Untersuchungen an gutartigen Nävi sowie bösartigen Melanomen konnte bei ei-

nem Anteil von mehr als 90 % eine Expression von MCSP nachgewiesen werden 

(Natali et al., 1983). Die MCSP-Expressionsrate ist ähnlich hoch bei der Lentigo ma-

ligna, dem superfiziell spreitenden Melanom sowie dem nodulären Melanom. Eine 

niedrigere Expressionsrate findet sich beim uvealen sowie akro-lentiginösen Mela-

nom (Kageshita et al., 1991) (Nishi, Inoue, Kageshita, Takata, & Ihn, 2010).  

MCSP ist verbunden mit Tumorzellproliferation, Beweglichkeit und Invasion von Tu-

morzellen beim malignen Melanom (Yang et al., 2004). Es überträgt Signale, die int-

razellulär zu einer Aktivierung oder Veränderung von Signalwegen führen, die für 

diese Zellfunktionen von Bedeutung sind (siehe Tabelle 1.6). Die Signalwege, mit 

denen MCSP in Verbindung steht, betreffen das Zusammenspiel mit GTPasen, In-

tegrinen, Metalloproteinasen und die Aktivierung verschiedener intrazellulärer Sig-

nalwege. Während der radialen Wachstumsphase begünstigt die Expression von 

MCSP die Veränderung von einem epidermalen zu einem mesenchymalen Zelltyp 

(epithelial to mesenchymal transition, EMT), einhergehend mit einer veränderten 

Zellmorphologie und einem erhöhten Potential zur Metastasierung.  
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Tabelle 1.6 Zelluläre Veränderungen durch die Expre ssion von MCSP 

Funktion von MCSP  Folge  

Rezeptor der Wachstumsfaktoren bFGF (basic 
faibroblast growth factor) und PDGF-AA (pla-
telat derived growth factor-AA) (Goretzki, 
Burg, Grako, & Stallcup, 1999) 

� erhöhte Zellproliferation und -differenzierung  

Korezeptor für α4β1- Integrin (Yang, et al., 
2004) und dadurch 
verstärkte Phosphorilierung von FAK (focal 
adhesion kinase) und ERK1/2 (extracellular 
signal-regulated kinase 1/2) (Yang, et al., 
2004) 
 

� ausbreitendes Tumorwachstum 
 
� Modulation von Regulatoren des Zellzyklus,   
     Eintritt in den Zellzyklus, Zellteilung 
� Aktivierung des Transkriptionsfaktors MITF,  
    Melanogenese 
� Verhinderung des Zelltods 
� Expression von Matrixmetalloproteinasen  
    Gewebsinvasion (Smalley, 2003) 

Interaktion mit Komponenten der extrazellulä-
ren Matrix wie Laminin, Kollagen II, V und VI 
(Fang et al., 1999) 

� Veränderungen des Zytoskeletts,  
    Tumorzellausbreitung und -migration 

Komplexbildung mit der Metalloproteinase 
MT3-MMP (membrane type 3 matrix me-
talloproteinase) (Iida et al., 2001) 

� Proteolyse von Kollagen I, Gewebsinvasion in  
    der vertikalen Wachstumsphase  

Aktivierung von GTPasen der Rho Familie 
(Rho, Rac, Cdc42) sowie des Adaptorproteins 
p130Cas  (Eisenmann et al., 1999) (Stallcup & 
Huang, 2008)  

� Veränderungen des Zytoskeletts, Migration  
� Modulation von Regulatoren des Zellzyklus,  
     Zellteilung 
 

Stimulation von Transkriptionsfaktoren (NFkB, 
STAT3) (Fletcher, Drewry, Shahani, Page, & 
Gunning, 2009) (Grivennikov & Karin, 2010) 

� Transkription antiapoptotischer Proteine und  
     Zykline 
� Transkription von Oncogenen (c-myc) 
� Unterdrückung des Tumorsupressors p53 
� Transkription von VEGF, Angiogenese 
� Herabregulation proinflammatorischer Zyto- und  
    Chemokine (H. Yu, Pardoll, & Jove, 2009) 

Expression von HGF (hepatocyte growth fac-
tor) und c-Met (Boccaccio et al., 2005) 
 

� Verlust von E-Cadherin (Gruss & Herlyn, 2001),  
     EMT (epithelial to mesenchymal transition), Moti 
     lität, systemische Streuung von malignen Zellen 

Erhöhte Expression der EMT-Marker Fib-
ronektin und Vimentin (Yang et al., 2009) 

� Motilität, Invasion 

 

MCSP führt je nach Situation zu einer Lösung der durch Integrine bedingten Zell-

Matrix-Kontakte oder zu einer verstärkten Zelladhäsion. Dadurch kann die Wande-

rung der Zelle in den Lymphknoten sowie die Besiedlung und Bildung von Metasta-

sen gesteuert werden. Zellen, die MCSP exprimieren, haben in ungünstigem Umfeld 

und auch in Konkurrenzsituationen einen Überlebensvorteil, da MCSP die Signal-

übertragung zahlreicher extrazellulärer Liganden verstärkt. Weiterhin begünstigt 

MCSP durch verschiedene zelluläre Mechanismen Zellproliferation und Tumorwachs-

tum und verhindert den Zelltod (siehe Tabelle 1.6). Diese Faktoren begünstigen die 

Einnistung einer gestreuten Zelle in einem neuen Umfeld sowie eine durch Zell-

wachstum und Zellteilung bedingte Bildung von Kolonien und schließlich Metastasen 

(M. Campoli, Ferrone, & Wang, 2010).  
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Weiterhin wurde durch immunhistochemische Färbungen gezeigt, dass MCSP ein 

hochspezifisches wie auch ein hochsensitives Markermolekül für Zellen des malignen 

Melanoms in Lymphknoten darstellt. MCSP zeigte sich in immunhistochemischen 

Färbungen an Metastasen in Wächterlymphknoten als sensitiver und spezifischer als 

die etablierten Marker S100B, MelanA und HMB-45 (Goto et al., 2008). Die Lokalisa-

tion von MCSP als Transmembranmolekül erlaubt eine Färbung, ohne die Membran 

der Zelle dafür aufzulösen. Somit stellt die indirekte Immunfluoreszenzfärbung gegen 

das Antigen MCSP eine Möglichkeit dar, mit hoher Sensitivität und Spezifität lebens-

fähige gestreute Tumorzellen des malignen Melanoms mit der Fähigkeit zu Wachs-

tum, Beweglichkeit und Invasion zu erkennen und zu isolieren. 
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2  Material und Methoden 

 
2.1  Kooperationspartner 

 

Die operativ gewonnenen Wächterlymphknoten, die in dieser Dissertation untersucht 

wurden, sowie die klinischen Daten zu den Patienten wurden von klinischen Koope-

rationspartnern der Abteilung für Dermatologie des Universitätsklinikums Regensburg 

zur Verfügung gestellt. In der Abteilung für Pathologie des Universitätsklinikums Re-

gensburg wurde die Routinediagnostik im Rahmen des Staging der Krebserkrankung 

durchgeführt. Das Ergebnis wurde bereitgestellt für Vergleiche im Rahmen dieser 

und der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler.    

 

 

2.2  Methoden 

 

2.2.1  Aufarbeitung der Gewebeproben 

 

Herstellen einer Zellsuspension 

Um eine Zellsuspension zu erhalten, wird die Gewebeprobe zunächst in Stücke von 

etwa 2 x 2 x 2 mm zerkleinert. Die mechanische Auflösung der Gewebestücke erfolgt 

mithilfe der Medimachine, in der das Gewebe bei einer konstanten Geschwindigkeit 

von 100 rpm aufgelöst wird. Als Flüssigkeit zum Auffangen der einzelnen Zellen dient 

das Nährmedium RPMI1640 ohne L-Glutamin. Die Flüssigkeit mit den gelösten Zel-

len wird in ein 50 ml Falcon-Gefäß überführt. Nach der Auflösung  des letzten Gewe-

bestückes in der Medimachine wird mit Nährmedium nachgespült, um Lymphknoten-

zellen, die am Gerät haften, zu sammeln.  

 

Percoll-Dichtegradientenzentrifugation 

Das Falcon-Gefäß mit den in Nährmedium gelösten Lymphknotenzellen wird dann 

mit Hanks` Salzlösung auf 50 ml aufgefüllt und mit 200 g 10 Minuten bei 4°C zentri-

fugiert, um grobe Verunreinigungen wie Fett und Thrombozyten zu entfernen. Der 

Überstand wird bis auf etwa 8 ml abgenommen und verworfen. Das Zellpellet befin-

det sich am Boden des Gefäßes und wird in den restlichen 8 ml resuspendiert.         
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In einem 15 ml Falcon-Gefäß werden 7 ml Percoll 60 % vorgelegt und mit den 8 ml 

Zellsuspension überschichtet. Die Dichte des Percollgradienten wird auf 1,077 g/ml 

eingestellt, so dass Zellen höherer Dichte (Erythrozyten) bei der Zentrifugation den 

Gradienten durchwandern, während mononukleäre Zellen auf dem Percoll eine In-

terphase bilden. Bei der darauffolgenden Zentrifugation (1000 g, 20 Minuten) trennen 

sich dadurch Erythrozyten von mononukleären Zellen. Um die Zellen ein weiteres 

Mal aufzureinigen und Percollreste zu entfernen wird die Interphase in ein 50 ml Fal-

con-Gefäß überführt, mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und erneut zentrifugiert (500 g, 10 

Minuten). Der Überstand wird komplett verworfen, das Zellpellet in 2 ml PBS resus-

pendiert. In einer Neubauer-Zählkammer wird die Anzahl der Zellen bestimmt. Für 

die MCSP-Immun-Fluoreszenzfärbung werden 2x106 Zellen in ein 1,5 ml Eppendorf-

Gefäß überführt. Die restliche Zellsuspension wird mit PBS auf eine Konzentration 

von 500.000 Zellen pro ml aufgefüllt und ungefärbt auf Adhäsions-Objektträger ge-

geben, mit einer Dichte von 250.000 Zellen pro Feld. Nach einer Stunde sind die Zel-

len sedimentiert und der Überstand kann abgekippt werden. Über Nacht trocknet der 

Adhäsions-Objektträger in einer bedeckten, jedoch nicht abgedichteten Kammer. Bis 

zur weiteren Bearbeitung werden die Adhäsions-Objektträger bei -20°C gelagert. 

 

2.2.2  Immunzytochemische Färbung   

 

MCSP-Immunfluoreszenzfärbung lebender Zellen in Sus pension  

Nach der Aufarbeitung der Gewebeprobe werden nun 2x106 Zellen mit dem Antikör-

perklon 9.2.27 gefärbt, der gegen das Oberflächenantigen MCSP gerichtet ist. Dazu 

werden 2x106 Zellen in ein Eppendorf-Gefäß überführt und zentrifugiert (1500 rpm, 

5 Minuten). Der Überstand wird abgenommen und das Zellpellet wird in 95 µl 10 % 

AB-Serum in PBS/Pepton (2 % Pepton in PBS) resuspendiert. Um unspezifische 

Bindungen zu blockieren, bleiben die in 10 % AB-Serum gelösten Zellen 10 Minuten 

bei ständiger Bewegung auf einem Rollgerät. Danach werden 5 µl des Primäranti-

körpers (monoklonaler muriner Antikörperklon 9.2.27, 25 µg/ml) zugegeben und die 

Zellsuspension wird für weitere 10 Minuten auf dem Rollgerät belassen. Im An-

schluss wird bei 1500 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand abgenom-

men, das Zellpellet in 500 µl PBS/Pepton gewaschen und erneut zentrifugiert 

(1500 rpm, 5 Minuten). Nun wird das Zellpellet in 98 µl AB-PBS gelöst, 2 µl des Se-

kundärantikörpers (Cy3-gekoppelter Anti-Maus Antikörper aus der Ziege, 15 µg/ml) 
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zugegeben und wiederum für 10 Minuten auf dem Rollgerät im Dunklen inkubiert. 

Erneut wird die Zellsuspension zentrifugiert (1500 rpm, 5 Minuten), mit 500 µl 

PBS/Pepton gewaschen und zentrifugiert (1500 rpm, 5 Minuten). Nach einem letzten 

Waschschritt mit 500 µl PBS wird der Überstand abgenommen und das Zellpellet für 

den Nachweis MCSP-positiver Zellen in 210 µl PBS gelöst. 

 

HMB-45-APAAP-Färbung auf Adhäsions-Objektträgern 

Zunächst werden die Adhäsions-Objektträger aufgetaut und getrocknet. Unspezifi-

sche Bindungen werden nun für 30 Minuten mit 10 % AB-Serum in PBS blockiert. Im 

Anschluss werden die Zellen für 45 Minuten mit dem Primärantikörper Monoclonal 

Mouse Anti-Human Melanosome Clone: HMB451 (19 µg/ml, Verdünnung 1/50) inku-

biert. Nun wird der Primärantikörper über den Brückenantikörper, einen Rabbit-anti-

Maus-Antikörper (30 Minuten, 125 µg/ml, Verdünnung 1:20 in 10 % AB-Serum) mit 

dem APAAP-Komplex verbunden (30 Minuten, 1,5 µg/ml, Verdünnung 1:100 in 10 % 

AB-Serum). Der enzymatischen Entwicklung mit dem AP Conjugate Substrate Kit für 

10 Minuten folgt die Fixierung mit 1,35 ml 37 % Formaldehydlösung in 100 ml PBS 

für 5 Minuten. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wird jeweils dreimal eine Mi-

nute mit PBS pH 7,4 gewaschen. Als Positivkontrolle dient bei jeder Färbung ein Ad-

häsions-Objektträger mit Zellen der Melanomzelllinien Mel-Juso oder Mel-Wei, der 

parallel zu den Lymphknotenpräparaten gefärbt wird. Als Negativkontrolle wird von 

jedem Patienten je ein Adhäsions-Objektträger statt mit dem Primärantikörper 

HMB451 mit dem Antikörper MOPC 21 versetzt (45 Minuten, 1 mg/ml, Verdünnung 

1/2600) und anschließend mit dem APAAP-Komplex entwickelt. MOPC 21 dient als 

Isotypkontrolle, da es wie auch der HMB-451-Antikörper vom IgG1-Typ ist, jedoch 

keine menschlichen Epitope bindet. 

 

2.2.3  Isolierung einzelner Tumorzellen 

 

Isolierung aus Suspension 

Nach der MCSP-Färbung befinden sich 2x106 Zellen gelöst in 210 µl PBS in einem 

1,5 ml Eppendorf-Gefäß. Zum Mikroskopieren der Zellsuspension wird ein                 

8-Felder-Objektträger zunächst mit Rinderserumalbumin beschichtet, um ein Anhaf-

ten der Zellen zu verhindern. Ein Feld wird als Pickfeld mit 200 µl PBS aufgefüllt, auf 

die restlichen sieben Felder werden je 170 µl PBS und 30 µl der Zellsuspension   
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gegeben. Nach dem Absinken der Zellen (15 – 20 Minuten) werden die Felder nach 

fluoreszierenden Zellen durchsucht. MCSP-positive Zellen werden mithilfe einer 

Glaskapillare aufgesogen und in das nur mit PBS angefüllte Pickfeld überführt. Im 

Pickfeld werden nochmals die Färbung sowie die Intaktheit der Zelle überprüft, bevor 

die gefärbte Einzelzelle unter mikroskopischer Kontrolle mit einer 2 µl Pipette aufge-

nommen wird. Die isolierte Zelle wird in ein 200 µl Reaktionsgefäß überführt, in das 

4 µl mTRAP Lysis-Buffer und 0,4 µl tRNA vorgelegt werden. Nach Möglichkeit wer-

den bei jeder positiven Gewebeprobe fünf MCSP-positive und zwei MCSP-negative 

Zellen sowie ein Zellpool isoliert. Bis zur weiteren Bearbeitung werden die Zellen bei 

-80°C eingefroren. Die Gewebeaufarbeitung, MCSP-Färbung, Isolation sowie die 

weitere Bearbeitung der MCSP-positiven Einzelzellen der Patienten 1-57 wurde von 

Sebastian Scheitler im Rahmen seiner Doktorarbeit durchgeführt. 

 

Isolierung von Adhäsions-Objektträgern 

Um die gefärbten Zellen mittels Mikromanipulation von den Adhäsions-Objektträgern 

isolieren zu können, werden diese zunächst mit PBS + 0,5 % Igepal überschichtet 

und in ein Invertmikroskop eingespannt. Mit einer Glaskapillare werden die einzelnen 

Zellen nun vorsichtig von der Oberfläche des Adhäsions-Objektträgers gelöst und 

aufgesaugt. Ein Feld eines 8-Feld-Objektträgers wird als Pickfeld mit PBS + 0,5 % 

Igepal überschichtet. Isolierte Einzelzellen werden in das Pickfeld überführt, wo sie 

unter Sicht mit einer 2 µl Pipette in 1 µl PBS + 0,5 % Igepal aufgenommen werden. In 

einem 200 µl Reaktionsgefäß werden 2 µl Proteinase K-Mix vorgelegt: 

 

OnePhorAll plus Puffer 0,2 µl 
Igepal 10 % 0,13 µl 
Tween 10 % 0,13 µl 
Proteinase K (10 mg/ml) 0,26 µl 
H2O dest 1,27 µl 
 

Die isolierte Zelle wird in dieses 200 µl Reaktionsgefäß überführt und bei 42°C über 

10 Stunden in der PCR-Maschine inkubiert. In dieser Zeit findet der Verdau zellulärer 

Proteine statt. Danach erfolgt die Inaktivierung der Proteinase K für 10 Minuten bei 

80°C. Diese Temperatur verhindert eine Denaturierung des DNA-Doppelstranges.  
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2.2.4  Globale Genomamplifikation von Adhäsions-Obj ektträgern isolier-

ter Zellen 

Das Restriktionsenzym Mse I mit der Schnittstelle T/TAA führt zur Fragmentation der 

genomischen DNA in gleichmäßigen Abständen, so dass die Fragmente etwa gleich 

lang sind und später gleichmäßig amplifiziert werden können. Mse I lässt sich bei 

einer Temperatur von 65°C inaktivieren, wodurch die Intaktheit der DNA-Doppel-

stränge gewährleistet ist. Nach Zugabe von 2 µl des Ansatzes zum Mse-Verdau läuft 

dieser in der PCR-Maschine bei 37°C für drei Stunden: 

 

OnePhorAll plus Puffer 0,2 µl 
Mse I (50.000 U/µl) 0,2 µl 
H2O dest 1,6 µl 
 

Im Anschluss wird das Enzym für 5 Minuten bei 65°C inaktiviert. Durch den Verdau 

werden an den 5‘-Enden TA-Überhänge generiert, an die nun ein Adapter aus den 

beiden Oligonukleotiden LIB1 und ddMSE11 ligiert wird. Durch ein langsames Ab-

kühlen in der PCR Maschine nach einem programmierten Gradienten (von 65°C auf 

15°C in Temperaturschritten von 1°C pro Minute) kommt es zu der Basenpaarung 

der beiden Primer vor der Ligation, wodurch doppelsträngige Adaptoren gebildet 

werden. Der Ligationsansatz wird in einem 200 µl Reaktionsgefäß vorbereitet und die 

Basenpaarung der beiden Primer wird in einer zweiten PCR-Maschine parallel zum 

Mse-Verdau durchgeführt. Pro Probe befinden sich im Ansatz: 

 

OnePhorAll plus Puffer 0,5 µl 
LIB1 Primer (100 mM) 0,5 µl 
ddMse11 Primer (100 mM) 0,5 µl 
H2O dest 1,5 µl 
 

Um die Ligation des Adapters an die fragmentierte DNA zu ermöglichen, werden dem 

Ligationsansatz pro Probe 1 µl ATP (10 mM) sowie 1 µl T4 DNA-Ligase (hochkon-

zentriert) zugegeben. Den Reaktionsgefäßen mit der fragmentierten DNA werden 

dann je 5 µl des Ligationsansatzes beigefügt. Die Ligation erfolgt über Nacht in der 

PCR-Maschine bei 15°C. Im Anschluss an die Ligation des Adapters erfolgt die Amp-

lifikation der genomischen DNA. Dazu muss zunächst der Hilfsprimer abgespalten 

werden (3 Minuten bei 68°C), um eine Auffüllreaktion am 3`-Ende zu ermöglichen.  
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Der Ansatz zur primären Amplifikation ist zusammengefügt aus: 

 

Expand-Long-Template Puffer 1 3,0 µl 
dNTPs (10 mM) 2,0 µl 
Expand-Long-Template PolMix 
(3,5 U/µl) 

1,0 µl 

H2O dest 35,0 µl 
 

Jedem Reaktionsgefäß werden 40 µl des Ansatzes zugegeben, dann wird das Pro-

gramm zur Primäramplifikation gestartet: 

 

 1 Zyklus 15 Zyklen 8 Zyklen 22 Zyklen 1 Zyklus 
94°C  40 sec 40 sec 40 sec  
57°C  30 sec 30 sec  

+ 1°C/Zyklus 
  

65°C    30 sec  
68°C 3 min 1 min 30 sec  

+ 1 sec/Zyklus 
1 min 45 sec  
+ 1 sec/Zyklus 

1 min 53 sec 
 + 1 sec/Zyklus 

3 min 40 sec 

  

Das PCR-Produkt ist bei -20°C stabil und wird bis zur weiteren Bearbeitung für Ana-

lysen der genomischen DNA aufbewahrt. 

 

2.2.5  Kontroll-PCR 

Zur Bestimmung der Qualität des Produkts der Primäramplifikation werden zwei spe-

zifische genomische Mse I-Fragmente nachgewiesen. Von weiteren Analysen aus-

geschlossen werden Proben, bei denen keines der beiden Fragmente nachgewiesen 

werden kann. Der PCR-Ansatz (pro Probe 10 µl) zum Nachweis einer spezifischen 

Sequenz besteht aus: 

 

PCR-Puffer   1,0 µl 
Primer 1 0,5 µl 
Primer 2 0,5 µl 
BSA 0,25 µl 
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,1 µl 
H2O dest 7,65 µl 
  
Für jede isolierte Einzelzelle werden zwei der folgenden Primerpaare überprüft: TP53 

Exon 2/3 oder TP53 Exon 8/9 sowie CK19 (Zytokeratin). Jedem Ansatz werden 

0,5 µl der zu überprüfenden Probe zugegeben.  
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Das Programm der Kontroll-PCR läuft wie folgt ab: 

 1 Zyklus 15 Zyklen 25 Zyklen 1 Zyklus 
94°C 2 min 15 sec 15 sec  
58°C 30 sec 30 sec 30 sec  
72°C 2 min 20 sec 30 sec 2 min 

 

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Das Produkt der Kontroll-PCR wird durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wer-

den 1,5 g Agarose durch Erhitzen in 100 ml TBE-Puffer gelöst und dann 3 µl Ethidi-

umbromid zugegeben. Wenn das Gel ausgehärtet ist, werden jeder Probe der Kon-

troll-PCR 2 µl Ladepuffer zugemischt und die Proben sowie ein Marker (1 kb-Leiter) 

in die Geltaschen geladen. In einem Gelelektrophorese-System werden die Proben 

bei 160 V und 400 mA über 45 Minuten aufgetrennt. Das Ergebnis der Gelelektro-

phorese wird mit UV-Licht ausgewertet und abfotografiert.  

 

2.2.7  Isolierung und globale Amplifikation von mRN A und DNA  

Nach dem Auftauen der bei -80°C aufbewahrten Einzelzellen werden in jedes Reak-

tionsgefäß 1 µl biotingekoppelte Oligo-dT-PNAs und 1 µl mTRAP Lysis-Puffer + Pro-

tease im Verhältnis 20/1 zugegeben. In der PCR-Maschine erfolgt die Lyse der Zelle 

(10 min 45°C, 1 min 70°C). Nach der Auflösung der zellulären Membranen wird das 

Reaktionsgefäß zur Bindung der biotinylierten Polynukleotide an den Poly-A-

Schwanz der mRNA für weitere 15 min bei 22°C in der PCR-Maschine belassen. An-

schließend werden in jedes Reaktionsgefäß 4 µl mTRAP Beads (magnetische Strep-

tavidin-gekoppelte Beads) hinzugefügt und die Proben für 45 Minuten auf einem 

Rollgerät in ständiger Bewegung gehalten. Die hohe Affinität der Streptavidin-Biotin-

Bindung ermöglicht nun die Isolierung der mRNA mithilfe eines Magneten. Nach den 

45 Minuten auf dem Rollgerät folgt die Zugabe von 10 µl Igepal-Waschpuffer. Die 

Reaktionsgefäße werden in einen mit Magneten versehenen Ständer platziert, 

wodurch die magnetischen Beads mit der daran gebundenen mRNA am Gefäßrand 

immobilisiert werden. Die genomische DNA befindet sich im Überstand, der abge-

nommen und in ein silanisiertes 200 µl Reaktionsgefäß mit 0,8 µl Polyacryl-        

amid-Carrier überführt wird. Das Pellet mit den magnetischen Beads wird in 20 µl 

Tween-Waschpuffer vorsichtig resuspendiert, das Reaktionsgefäß wieder im magne-

tischen Ständer platziert und der Überstand in das gleiche Reaktionsgefäß wie im 
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vorgegangenen Schritt überführt und mit diesem vereinigt. Dieser Waschschritt wird 

mit 20 µl Igepal-Waschpuffer wiederholt. Bevor sie bis zur weiteren Bearbeitung bei   

- 20°C eingefroren werden, wird den Überständen zur Fällung der DNA 120 µl eiskal-

tes Ethanol 100 % zugefügt.  

Die Beads werden nun in 10 µl des RT-Mix1 resuspendiert: 

 

5x RT-Puffer 2,0 µl 
DTT (0,1 M) 1,0 µl 
Igepal (10 %) 0,5 µl 
H2O dest 0,5 µl 
CFL15CT24 (100 µM) 3,0 µl 
CFL15CN8 (200 µM) 3,0 µl 
 

Zur Bindung der Primer (CGL15CT24 und CFL15CN8) zur reversen Transkription 

inkubieren die Reaktionsgefäße für 10 Minuten bei Raumtemperatur. Dann erfolgt die 

Zugabe von 10 µl des RT-Mix2: 

 

5x RT-Puffer 2,0 µl 
DTT (0,1 M) 1,0 µl 
dNTPs (je 10 mM) 1,0 µl 
H2O dest 5,0 µl 
SS II RT 1,0 µl 
 

Während der folgenden 45 Minuten rotieren die Reaktionsgefäße bei 44°C. In dieser 

Zeit katalysiert das Enzym SS II RT die reverse Transkription der mRNA in cDNA. 

Nach der cDNA-Synthese folgt das Tailing, wobei an die cDNA ein Poly-G-Schwanz 

synthetisiert wird, der im nächsten Schritt, der Primäramplifikation, zur Bindung des 

Primers CP2 dient. Dazu wird im Magnetständer der Überstand abgenommen und 

verworfen. Es folgt ein Waschschritt mit Tailing-Waschpuffer, der Überstand wird 

wiederum verworfen. Anschließend werden die Beads in 10 µl des Tailing-Mix      

resuspendiert: 

 

MgCl2 1,0 µl 
DTT (1 mM) 1,0 µl 
dGTP (2 mM) 1,0 µl 
KH2PO4 (0,2 M) 0,5 µl 
H20 dest 6,5 µl 
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Der Ansatz wird mit 40 µl PCR-Öl überschichtet und in einer auf 94°C vorgeheizten 

PCR-Maschine für 4 Minuten denaturiert. Danach werden die Proben auf Eis gelagert 

und zu jedem Ansatz werden 0,8 µl TdT zugegeben. Die Tailingreaktion erfolgt in der 

PCR-Maschine bei 37°C für 60 Minuten, dann wird das Enzym TdT für 5 Minuten bei 

70°C inaktiviert. Anschließend werden in jedes Reaktionsgefäß 35 µl des PCR-Mix1 

zugegeben: 

 

Puffer 1  4,0 µl 
Formamid (20 %) 7,5 µl 
H2O dest 24,0 µl 
 

Danach werden die Reaktionsgefäße in die PCR-Maschine gestellt und das PCR-

Programm zur Amplifikation der cDNA gestartet. Bei Erreichen von 78°C werden je-

dem Ansatz 5,5 µl des PCR-Mix2 zugefügt: 

 

CP2 (24 µM) 2,5 µl 
dNTPs (je 10 mM) 1,75 µl 
PolMix 1,5 µl 
 

Dann wird das PCR-Programm für die cDNA-Primäramplifikation gestartet: 

 1 Zyklus 20 Zyklen 21 Zyklen 1 Zyklus 
94°C  15 sec 15 sec  
65°C  30 sec 30 sec  
68°C  2 min 2 min 30 sec  

+ 10 sec/Zyklus 
7 min 

78°C 30 sec    
 

Das PCR-Produkt ist bei -20°C stabil und wird für weitere Analysen zur Genexpres-

sion konserviert. Wie in 2.2.5 für die Produkte der Primäramplifikation der globalen 

Genomamplifikation beschrieben, wird auch mit den Produkten der cDNA-

Primäramplifikation eine Kontroll-PCR durchgeführt. Um die Qualität des PCR-

Produkts zu bestimmen, wird mit passenden Primern die Sequenz spezifischer 

Haushaltsgene nachgewiesen. Es werden alle Proben auf die Sequenzen von EF1α 

sowie β-Actin getestet. Proben, die für mindestens eines der beiden Haushaltsgene 

positiv sind, werden des Weiteren auf die Sequenz von GAPDH überprüft. Der PCR-

Ansatz sowie das Programm sind wie in 2.2.5 beschrieben. Die Gelelektrophorese 

wird durchgeführt wie in 2.2.6 dargestellt. 
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2.2.8  Globale Genomamplifikation  

Die globale Amplifikation der genomischen DNA kann auch mit den bei der mRNA-

Isolierung gesammelten Überständen (siehe 2.2.7) durchgeführt werden. In den ers-

ten beiden Arbeitsschritten unterscheidet sich die Vorgehensweise von der Methode 

bei kompletten Einzelzellen. Die gesammelten und mit Ethanol versetzten Überstän-

de werden zunächst aufgetaut. Nach der Zentrifugation der Reaktionsgefäße 

(14000 rpm für 45 Minuten bei 4°C) wird der Überstand abgenommen und verworfen. 

Es werden nun 180 µl Ethanol 70 % zugegeben und die Reaktionsgefäße werden für 

10 Minuten mit 350 rpm bei 18°C in einem Thermoblock geschüttelt. Danach werden 

die Reaktionsgefäße wiederum zentrifugiert (14000 rpm für 45 Minuten bei 4°C). 

Dieser Waschschritt wird noch zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt 

wird das Pellet mit der genomischen DNA der Zelle in 3,48 µl H2O dest gelöst und 

über Nacht im Thermoblock bei 18°C und 350 rpm inkubiert. Nun folgt auch hier der 

Proteinase K-Verdau, bei dem ein anderer Ansatz verwendet wird als bei Einzelzel-

len. Pro Reaktionsgefäß wird 1 µl zugegeben: 

 

OnePhorAll plus Puffer 0,5 µl 
Igepal 10 % 0,13 µl 
Tween 10 % 0,13 µl 
Proteinase K (10 mg/ml) 0,26 µl 
 

Der Verdau wird für 15 Stunden bei 42°C in der PCR-Maschine durchgeführt. Da-

nach erfolgt die Inaktivierung der Proteinase K bei 80°C für 10 Minuten. Im nächsten 

Schritt, dem MSE I-Verdau, wird der folgende Ansatz (0,5 µl pro Reaktionsgefäß) 

benötigt: 

 

MSE I (50.000 U/µl) 0,25 µl 
H2O dest 0,25 µl 
  

Die Ligation und primäre Amplifikation werden durchgeführt wie in 2.2.4, die        

Kontroll-PCR und die Gelelektrophorese erfolgen wie in 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben. 
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2.2.9  Etablierung der PCR zum Nachweis spezifische r Markergene 

Im ersten Schritt wird in einer PCR (Ansatz und PCR-Programm siehe 2.2.5) mit der 

cDNA verschiedener Melanom-Zelllinien eine passende Positivkontrolle für den im 

nächsten Schritt durchgeführten Temperaturgradienten bestimmt. Beim Temperatur-

gradienten wird die Wärme in einem Block der PCR-Maschine so abgestuft, dass 

jedes Reaktionsgefäß zum Primerannealing auf eine andere Temperatur eingestellt 

wird. Der Temperaturgradient wird mit einer passenden Temperaturspanne         

(55°C – 65°C) durchgeführt. 

Die optimale Temperatur zum Annealing der Primer wird durch die stärkste Bande 

bei der Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Im letzten Schritt wird eine PCR bei 

der optimalen Temperatur mit der cDNA verschiedener Einzelzellen von Melanom-

zelllinien durchgeführt, um für die folgende PCR zum Nachweis der Expression der 

Markergene eine Positivkontrolle zu bestimmen. Der Ansatz erfolgt bei allen PCR-

Analysen wie in 2.2.5 beschrieben, die verschiedenen PCR-Programme sind in 

2.2.10 aufgeführt. Die Gelelektrophorese wird durchgeführt wie in 2.2.6 dargestellt.  

 

2.2.10 PCR zum Nachweis der Expression spezifischer  Markergene 

Zum Nachweis der Expression spezifischer Markergene wird das Primäramplifikat 

der cDNA zunächst mit H2O dest im Verhältnis 1(cDNA)/ 5(H2O dest) verdünnt. Für 

den Nachweis der mRNA werden für jedes Markergen spezifische Primersequenzen 

verwendet. Dem PCR-Ansatz (siehe 2.2.5) werden 0,5 µl der verdünnten cDNA-

Probe zugegeben. Die PCR-Programme unterscheiden sich je nach der passenden 

Temperatur zur Hybridisierung der einzelnen Primerpaare. Die PCR für MCSP, HMB-

45, Melan-A, S100B, ABCB5, Jarid1B, Nestin und CD271 läuft bei 62°C nach folgen-

dem Schema: 

  

 1 Zyklus 15 Zyklen 25 Zyklen 1 Zyklus 
94°C 2 min 15 sec 15 sec  
62°C 30 sec 30 sec 30 sec  
72°C 2 min 20 sec 30 sec 30 sec 
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Die PCR für TRP2 läuft bei 58°C ab: 

 

 1 Zyklus 15 Zyklen 25 Zyklen 1 Zyklus 
94°C 2 min 15 sec 15 sec  
58°C 30 sec 30 sec 30 sec  
72°C 2 min 20 sec 30 sec 2 min 
 

Die Gelelektrophorese wird durchgeführt, wie in 2.2.6 dargelegt. 

 

2.2.11 Statistische Berechnungen 

Der Chi-Quadrat-Test wurde angewandt, um zwei Kollektive in Bezug auf eine Ei-

genschaft zu vergleichen. Um einen Zusammenhang von zwei Ereignissen darzustel-

len, wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Die Verteilung ei-

ner Größe in verschiedenen Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test vergli-

chen. Um eine Verfälschung der Ergebnisse durch extrem abweichende Werte zu 

vermeiden, wurde zum Vergleich von Mittelwerten nicht der Durchschnitt, sondern 

der Median bestimmt. 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten statistischen Berechnungen wurden mit dem Sta-

tistikprogramm PASW Statistics 18 für Windows durchgeführt. 

 

 

2.3  Verwendete Materialien 

 

Enzyme und Antikörper 

APAAP-Komplex     DAKO Diagnostica, Hamburg 

Brückenantikörper Rabbit-anti-Maus (Z259)  DAKO Diagnostica, Hamburg 

Cy3 Ziege-anti-Maus     Dianova, Hamburg 

HMB451      DAKO Diagnostica, Hamburg 

MCSP, Klon 9.2.27     Becton Dickinson, Heidelberg 

MOPC 21      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

MSE I       New England Biolabs, Frankfurt  

PolMix (Expand Long Template PCR System) Roche, Mannheim 

Protease (mTRAP midi Kit)    Active Motif, La Hulpe, Belgien  

Proteinase K      Roche, Mannheim 

SS II RT      Invitrogen, Karlsruhe 

T4-DNA-Ligase     Roche, Mannheim 
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Taq-Polymerase     Roche, Mannheim 

TdT       USB Europe, Staufen 

 

Chemikalien 

2-Log DNA Ladder     New England Biolabs, Frankfurt  

5x RT-Puffer      Invitrogen, Karlsruhe 

AB-Serum      Bio-Rad Medical Diagnostics, Dreieich 

Acrylamid Fertiglösung 40 %    VWR International, Ismaning 

Agarose      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Ammoniumpersulfat     AppliChem, Darmstadt 

AP Conjugate Substrate Kit    BioRad Laboratories, München 

ATP       Roche, Mannheim 

Borsäure      AppliChem, Darmstadt 

BSA       Roche, Mannheim 

BSA solution      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Dinatriumhydrogenphosphat    VWR International, Ismaning 

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)   GE Healthcare Europe, Freiburg 

DTT       Invitrogen, Karlsruhe 

EDTA       CLN, Niederhummeln 

EDTA - Lösung pH 8,0    AppliChem, Darmstadt 

Ethanol      CLN, Niederhummeln 

Ethidiumbromid     Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Formaldehydlösung 37 %    VWR International, Ismaning 

Formamid      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Hanks` Salzlösung     Biochrom, Berlin 

Igepal       Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Kaliumchlorid      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Kaliumdihydrogenphosphat    VWR International, Ismaning 

Magnesiumchlorid     AppliChem, Darmstadt 

mTRAP Lysispuffer (mTRAP midi Kit)  Active Motif, La Hulpe, Belgien 

Natriumchlorid     AppliChem, Darmstadt 

Natriumacetat      Fluca, Deisenhofen 

One-Phor-all PLUS Puffer    GE Healthcare Europe, Freiburg 

PCR-Öl      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Pepton       Becton Dickinson, Heidelberg 

Percoll       GE Healthcare Europe, Freiburg 

PNA (mTRAP midi Kit)    Active Motif, La Hulpe, Belgien 
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RPMI 1640 ohne L-Glutamin    Pan Biotech, Aidenbach 

Puffer 1 (Expand Long Template PCR System) Roche, Mannheim 

Silanisierungslösung     Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Streptavidin Beads (mTRAP midi Kit)  Active Motif, La Hulpe, Belgien 

TEMED      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Tris HCl      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

Tris-Puffer pH 8,0     AppliChem, Darmstadt 

tRNA       Roche, Mannheim 

Tween 20      Sigma Aldrich, Deisenhofen 

 

Puffer 

Polyacrylamid-Carrier:  Acrylamid (5 %), Tris-HCl pH 7-8 (40 mM), Natriumacetat 

pH 7,8 (20 mM), EDTA pH 7,8-8,0 (1 mM), Ammoniumpersulfat 

(1 %), TEMED (0,1 %) 

PBS:     Na2HPO4 
(8,5 mM), KH2PO4 

(2 mM), NaCl (150 mM); pH 7,4 

PCR-Puffer:    Tris (100 mM), MgCl2 
(10 mM), KCl (500 mM), dNTPs (1 mM);  

pH 8,5 

cDNA-Igepal-Waschpuffer:  Tris-HCl pH 8,0 (50 mM), KCl (75 mM), DTT (10 mM), Igepal  

(0,25 %) 

cDNA-Tween-Waschpuffer:  Tris-HCl pH 8,0 (50 mM), KCl (75 mM), DTT (10 mM), Tween  

(0,5 %) 

Tailing-Waschpuffer:  KH2PO4  
pH 7,0 (50 mM), DTT (1 mM), Igepal (0,25 %)  

TBE-Puffer:    Tris (89 mM), Borsäure (89 mM), EDTA (2 mM); pH 8,3 

 

Oligonukleotide und Primer 

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion in München synthetisiert. 

 
Oligonukleotide und Primer für cDNA-Primäramplifika tion  

CFL5CN8  CCC CCC CCC CCC CCC GTC TAG ANN NNN NNN 

CFL5CT24   CCC CCC CCC CCC CCC GTC TAG ATT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 

TTT TVN  

CP2   TCA GAA TTC ATG CCC CCC CCC CCC CCC 

 

Oligonukleotide und Primer für humane genomische DN A 
ddMSE11     TAA CTG ACA G-dideoxy-C 

LIB1      AGT GGG ATT CCT GCT GTC AGT 
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Gen 3‘ 5‘ 
CK19 TTC ATG CTC AGC TGT GAC TG GAA GAT CCG CGA CTG GTA C 
TP53 Exon 2/3 CAG CCC AAC CCT TGT CCT TA GAA GCG TCT CAT GCT GGA TC 
TP53 Exon 8/9 GAG GTC CCA AGA CTT AGT AC AGG ACC TGA TTT CCT TAC TGC 
 

Primer für genspezifische PCR, humane cDNA 

Gen 3‘ 5‘ 
β-Aktin CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA 
EF1α CTG TGT CGG GGT TGT AGC CA TGC CCC AGG ACA CAG AGA CT 
GAPDH GCC ATC ACG CCA CAGT TTC C AAT CCC ATC ACC ATC TTC CAG 
ABCB5 TTC ATC CTC CGT GGC TTA TC CAT AGG CGA TGT TCT CAG CA 
CD271 GCT GTT CCA CCT CTT GAA GG GAG GCA CCT CCA GAA CAA GA 
HMB-45 CCT CTT GCT CAT TCC AGC TC TCC AAA GTC CCA GGT GTA GG 
Jarid1B AAT CAC AAA CTC CCC AGC AC GGT GAG CCA AAA ACC TGG TA 
MCSP CTG TGT GAC CTG GAA GAG CA GTC TTT TGA GGC TGC CTG TC 
Melan-A ATA AGC AGG TGG AGC ATT GG GCT CAT CGG CTG TTG GTA TT 
Nestin TGG GAG CAA AGA TCC AAG AC CAG GAG AAA CAG GGC CTA CA 
S100B CGT GGC AGG CAG TAG TAA CC ATT CTG GAA GGG AGG GAG AC 
TRP2 AAC CCT TCC AAA GCA TTC CT CCA GCT GGG AAA CTG TCT GT 
 

Geräte 

DNA Engine Thermal Cycler    BioRad Laboratories, München 

Floureszenzmikroskop Axiovert 200M   Zeiss, Göttingen 

Geldokumentation     INTAS, Göttingen 

Gelkammer      BioRad Laboratories, München  

Invertmikroskop Olympus BX 41   Olympus, Hamburg 

Medimaschine     DAKO Diagnostica, Hamburg 

Mikromanipulator     Eppendorf, Hamburg 

Zentrifugen (Centrifuge 5424 und 5810 R)  Eppendorf, Hamburg 

MJ Research Thermal Cycler    BioRad Laboratories, München 

 

Verbrauchsgegenstände 

Acht-Felder-Objektträger     Fisher Scientific, Ingolstadt 

Adhäsions-Objektträger    CLN, Niederhummeln 

Neubauer-Zählkammer    Brand, Wertheim  

Pipettenspitzen     CLN, Niederhummeln 

Reaktionsgefäße 1,5 ml     CLN, Niederhummeln 

Reaktionsgefäße 0,2 ml    ABgene House, Surrey, UK  

Zentrifugenröhrchen 15 ml    Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugenröhrchen 50 ml    Sarstedt, Nümbrecht 
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2.4  Verwendete Abkürzungen 

 

Formelgrößen wurden mit den international gebräuchlichen SI-Einheiten und chemi-

sche Elemente gemäß ihrer Bezeichnung im Periodensystem abgekürzt. Die Abkür-

zung gebräuchlicher Wörter der deutschen Sprache erfolgte nach dem Duden.  

 

A      Adenin  

AB      Albumin  

ABCB5    ATP-binding cassette sub-family B member 5 

AK      Antikörper  

AP      Alkalische Phosphatase  

APAAP     Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase  

ATP     Adenosintriphosphat  

BCIP/NBT  5-Bromo-4-chloroindol-3-ol Dihydrogenphosphatester-

Mono-p-toluidiniumsalz Substratlösung  

bp      Basenpaar  

BSA      Bovines Serum Albumin  

C      Cytosin  

cDNA     komplementäre Desoxyribonucleinsäure 

CGH      Komparative genomische Hybridisierung  

CK      Zytokeratin  

CTP      Cytidintriphosphat  

Cy3      Cyanine Dye 3  

DNA      Desoxyribonucleinsäure  

dATP     Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP     Desoxycytidintriphosphat 

dGTP     Desoxyguanosintriphosphat 

dNTP      Desoxynucleosidtriphosphat  

dT     Desoxythymidin 

dTTP     Desoxythymidintriphosphat 

DTT     1,4-Dithiothreitol 

DTZ      Disseminierte Tumorzelle  

EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure  

EF     Elongationsfaktor 

g      Normfallbeschleunigung g = 9,80665 m/s2 

G      Guanin  
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GAPDH    Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

Gp100     Glycoprotein 100 

GTP      Guanosintriphosphat  

HCl     Chlorwasserstoff  

HE      Hämatoxylin-Eosin  

HMB-45    Human Melanoma Black, Antikörper gegen gp100 

H2O dest    destilliertes Wasser 

IgG1      
Immunglobulin G1 (Isotypkontrolle) 

Jarid1B    Jumonji AT-rich interactive domain 1B 

KCl      Kaliumchlorid  

KH2PO4     
Kaliumhydrogenphosphat  

LK      Lymphknoten  

MCSP     Melanoma-associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan 

MgCl2      
Magnesiumchlorid  

MOPC 21    Mouse Oocyte Plasmocytom, IgG1-Isotyp-AK  

mRNA     Messenger Ribonukleinsäure 

NaCl      Natriumchlorid  

Na2HPO4     
Natriumhydrogenphosphat  

PBS      Phosphate buffered Saline  

PCR      Polymerase Kettenreaktion  

PNA     Peptide Nucleic Acid (Peptid-Nukleinsäure) 

RNA      Ribonucleinsäure  

rpm     Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT     Reverse Transkriptase 

SS II RT    SuperScript II Reverse Transkriptase 

T      Thymin  

TBE      Tris-Borat-EDTA Puffer  

TdT     Terminale deoxynucleotidyl Transferase 

TEMED    Tetramethylethylendiamin 

Tris      Trishydroxymethyl  

tRNA     Transfer Ribonukleinsäure 

TRP2     Tyrosinase-related protein 2 

TTP      Tymidintriphosphat  

U     Uracil 

UTP      Uridintriphosphat  

 

  



37 

 

3 Ergebnisse 

 

3.1 Patienten 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vom 22. Juli 2009 bis zum 17. März 2010 Gewebe-

proben aus den Wächterlymphknoten von 51 an malignem Melanom erkrankten Pa-

tienten isoliert. Des Weiteren fließen in diese Arbeit Gewebeproben von 57 Mela-

nompatienten mit ein, die im Vorfeld im Rahmen der biologischen Doktorarbeit von 

Sebastian Scheitler isoliert wurden (09. September 2008 bis 10. Juli 2009). Bei 83 

der insgesamt 108 Patienten wurde intraoperativ je ein Wächterlymphknoten identifi-

ziert und entfernt, bei 24 Patienten waren zwei und bei einem Patienten drei Wäch-

terlymphknoten vorhanden, sodass insgesamt 134 Gewebeproben für die weiteren 

Analysen zur Verfügung standen. Die Biopsie der Wächterlymphknoten wurde jeweils 

nach kompletter Resektion des Primärtumors vorgenommen. Da die Resektion des 

Primärtumors nicht in allen Fällen am Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt 

wurde, fehlten bei manchen Patienten verschiedene Angaben zu den klinischen Da-

ten des Primärtumors. Eine Ulzeration des Primärtumors war nur bei Patienten auf-

geführt, bei denen diese klinisch beobachtet wurde. Daher wurde der Primärtumor 

aller Patienten, bei denen zu diesem prognostischen Faktor keine Angabe gemacht 

worden war, als nicht ulzeriert eingestuft. Neun Gewebeproben enthielten nicht ge-

nügend Zellen für die Immunfluoreszenzfärbung und wurden aus der folgenden Ana-

lyse ausgeschlossen. In drei dieser Fälle war ein zweiter Wächterlymphknoten vor-

handen, der bearbeitet werden konnte, die anderen sechs Patienten wurden aus der 

weiteren Auswertung ausgeschlossen, sodass am Ende 102 Patienten in die vorlie-

gende Studie eingeschlossen werden konnten (siehe Tabelle 3.1). 
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Tabelle 3.1 Klinische Merkmale aller 102 Patienten  

 Anzahl der         
Patienten 

Median  Bereich  Interquartilen -
bereich 

Geschlecht  
männlich  
weiblich 
 

 
50 (49,0 %) 
52 (51,0 %) 

   

Alter (Jahre)  
 

 53,0 19-79 25 

Tumordicke nach 
Breslow (mm) 
keine Angabe 
I   (<0,75 mm) 
II  (0,76 mm-1,5 mm) 
III (1,51 mm-4,0 mm) 
IV (>4,0 mm) 
 

 
 
6 (5,9 %) 
9 (8,8 %) 
35 (34,3 %) 
38 (37,3 %) 
14 (13,7 %) 

1,65 0,2-11,0 1,68 

Ulzeration  
ja 
nein 
 

 
24 (23,5 %) 
78 (76,5 %) 

   

Clark Level  
keine Angabe 
1 
2 
3 
4 
5 
 

 
13 (12,7 %) 
0 (0,0 %) 
5 (4,9 %) 
25 (24,5 %) 
57 (55,9 %) 
2 (2,0 %) 

   

Tumor -Stage 
keine Angabe 
T1a 
T1b 
T2a 
T2b 
T3 
T3a 
T3b 
T4 
T4a 
T4b 
 

 
28 (27,5 %) 
8 (7,8 %) 
1 (1,0 %) 
25 (24,5 %) 
4 (3,9 %) 
1 (1,0 %) 
13 (12,7 %) 
10 (9,8 %) 
1 (1,0 %) 
4 (3,9 %) 
7 (6,9 %) 

   

MCSP 
positiv 
negativ 
 

 
64 (62,7 %) 
38 (37,3 %) 

   

HMB-45 (84 Patienten) 
positiv 
negativ 
 

 
 
38 (45,2 %) 
46 (54,8 %) 

   

DCCD MCSP 
 

 5 1-400000 10 

DCCD HMB-45  2 1-500000 36 
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3.2 Aufarbeitung der Gewebeproben 

 

 

3.2.1 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachwei s des Oberflä-

chenantigens MCSP auf disseminierten Tumorzellen  

 

Nach der Lymphknotenentnahme wurde die Gewebeprobe aufgeteilt. Während eine 

Hälfte der Gewebeprobe die Routinediagnostik in der Abteilung für Pathologie durch-

lief, wurde bei der anderen Hälfte zum Nachweis disseminierter Tumorzellen (DTZ) 

die indirekte Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis des Antigens Melanoma-

associated Chondroitin Sulfate Proteoglycan (MCSP) durchgeführt. Da MCSP ein 

Oberflächenantigen ist, war es nicht nötig, die Zellmembran zu zerstören, um das 

Antigen für die Antikörper der Immunfluoreszenzfärbung zugänglich zu machen. 

Dadurch konnten bei der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung lebende Zellen gewonnen 

werden, in denen neben der Analyse der genomischen DNA zusätzlich die Untersu-

chung der Expression von mRNA möglich war. Hier lag der Vorteil dieser Färbung im 

Gegensatz zu anderen, wie der Färbung gegen das intrazelluläre Antigen gp100 mit 

dem Antikörper HMB-45.  

Vor der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung wurde die Gewebeprobe mechanisch in 

Einzelzellen zerteilt und eine Zellsuspension hergestellt. Zur Detektion MCSP-

positiver Zellen kam ein monoklonaler Antikörper aus der Maus zum Einsatz, der im 

darauf folgenden Schritt mit einem Cy3-konjugierten Sekundärantikörper fluoreszie-

rend markiert wurde (Abbildung 3.1). 

 

Abbildung 3.1 MCSP-Immunfluoreszenzfärbung von Zell en der Melanom-
zellinie Mel-Juso  

A Orangefarben fluoreszierende Zellen in einer Zellsuspension nach Färbung mit dem Cy3-
gekoppelten Antikörperklon 9.2.27 gegen MCSP. Gut erkennbar ist die Lokalisation von MCSP an der 
Zelloberfläche. B  Durchlicht-Mikroskopie des gleichen Bildausschnitts. 

A B 
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Enthielt der Lymphknoten eine ausreichende Anzahl von Zellen (>2 Millionen), so 

wurden pro Gewebeprobe zwei Millionen Zellen gefärbt und unter dem Fluoreszenz-

mikroskop ausgewertet. Mithilfe eines Mikromanipulators wurden diese positiven Zel-

len für weitere Analysen aus der Zellsuspension isoliert. Das Protokoll dieser Fär-

bung wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler etabliert und an 

den Gewebeproben aller 102 ausgewerteten Patienten gleich ausgeführt (Ergebnisse 

siehe Tabelle 3.1). 

3.2.1.1 Anzahl MCSP-positiver Zellen in befallenen Lymphknoten  

Im Regelfall wurden zwei Millionen Zellen gefärbt und unter dem Mikroskop bewertet, 

was jedoch nicht bei allen Gewebeproben möglich war. Um einen vergleichbaren 

Wert zu erhalten, wurde die Zahl gefundener MCSP-positiver Zellen in jedem bear-

beiteten Lymphknoten auf eine Million betrachteter Zellen extrapoliert. Dieser Wert 

ging als „Disseminated Cancer Cell Density“ (DCCD) in die Auswertung mit ein. Die 

Zahl MCSP-positiver Zellen befand sich im Bereich zwischen 1 und 400 000 pro Mil-

lion mit einem Median von 5 MCSP-positiven Zellen pro Million in befallenen Lymph-

knoten (siehe Abbildung 3.2). Der DCCD wurde während des Mikroskopierens aus-

gezählt, einzig der Wert bei 400 000 entstand durch eine prozentuale Bestimmung, 

da eine Zählung aufgrund der großen Zellzahl nicht mehr praktikabel war. 

 

 

Abbildung 3.2 Verteilung der Anzahl MCSP-positiver Zellen  

Verteilung der Anzahl MCSP-positiver Zellen in den 64 positiven Lymphknoten pro 106 Lymphknoten-
zellen 

n=64 

DCCD
MCSP
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3.2.1.2 Unterscheidung MCSP-positiver Zellen nach i hrer Morphologie 

Beim Mikroskopieren der Zellsuspensionen fiel die heterogene Morphologie MCSP-

positiver Zellen auf. Ein Teil der Lymphknoten mit verdächtigen Zellen enthielt 

schwach bis kräftig fluoreszierende Zellen, die der Größe der umgebenden Lympho-

zyten entsprachen (Mittelwert 7,54 µm, Standardabweichung 0,94 µm). Der andere 

Teil enthielt kräftig fluoreszierende Zellen mit in etwa dem doppelten Durchmesser 

der Lymphozyten (Mittelwert 14,63 µm, Standardabweichung 2,07 µm) (siehe Abbil-

dung 3.3). Für die Bestimmung der Größe wurden je 25 große und 25 kleine Zellen 

gemessen und der Mittelwert gebildet. Elf Lymphknoten enthielten große Zellen, 48 

wiesen kleine Zellen auf und in den Zellsuspensionen von fünf Lymphknoten wurden 

beide Zellarten gefunden.  

             

Abbildung 3.3 Kleine und große MCSP-positive Zelle in einem Wäch-
terlymphknoten 

In jeder Spalte wird exemplarisch je eine kleine und eine große MCSP-positive Zelle dargestellt.    
A,C,E  Lymphknoten 63B Zelle 2: Die kleine Zelle ist im Cy3-Filter (F) deutlich als MCSP-positiv zu 
erkennen. Im Hellfeld (C) lässt sich die kleine Zelle nicht von umgebenden Zellen unterscheiden. Legt 
man beide Filter übereinander (A), so lässt sich die Position der kleinen MCSP-positiven Zelle im Be-
zug zu den nicht angefärbten Zellen bestimmen.   B,D,F  Lymphknoten 64 Zelle 5: Im Cy3-Filter (F) 
stellt sich die große MCSP-positive Zelle kräftig fluoreszierend dar. Die Zelle mit etwa dem doppelten 
Durchmesser wie die umgebenden Zellen erkennt man an der gleichen Position auch in der Durch-
lichtmikroskopie (D). Die Position wird bestätigt wenn beide Filter übereinandergelegt werden (B).      
 

A 

kleine MCSP-positive Zelle             große MCSP-positive Zelle      
 (Lymphknoten 63B  Zelle 2)                    (Lymphknoten 64  Zelle 5) 

 

B 

C D 

E F Cy3-Filter  

Hellfeld  

Merge  
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In Lymphknoten, die große Zellen enthielten, lag die Anzahl MCSP-positiver Zellen 

(Median 51) signifikant höher als bei einem Fund von kleinen MCSP-positiven Zellen 

(Median drei) (Chi-Quadrat, p<0,001). Lymphknoten mit sowohl kleinen als auch 

großen MCSP-positiven Zellen lagen mit der Anzahl der MCSP-positiven Zellen (Me-

dian zwölf) zwischen diesen beiden Gruppen (siehe Abbildung 3.4). Für eine bessere 

Vergleichbarkeit von Gewebeproben mit morphologisch unterschiedlichen Zellen 

wurden die Gewebeproben mit beiden Zellarten in der weiteren Auswertung den 

Proben mit großen Zellen zugerechnet.  

Der Median des DCCDMCSP aller 64 MCSP-positiven Lymphknoten lag bei fünf positi-

ven Zellen pro Million. Alle elf Lymphknoten mit großen Zellen wiesen einen 

DCCDMCSP auf, der höher war als der Median der Gesamtheit MCSP-positiver 

Lymphknoten (siehe Tabelle 3.2).   

 

 

Abbildung 3.4 Verteilung des DCCD MCSP in Lymphknoten mit morpholo-
gisch unterschiedlichen Zellen 

Die Balken schließen den DCCDMCSP von je 50 % der betrachteten Lymphknoten mit morphologisch 
unterschiedlichen Zelltypen ein, die Linien markieren die Spannweite. Der Median wird durch die 
schwarze Linie markiert und lag bei großen Zellen signifikant höher als bei kleinen Zellen (Chi-
Quadrat, p<0,001). Um die Darstellung übersichtlich zu halten, sind Ausreißer mit über 10000 positi-
ven Zellen pro Million in dieser Abbildung nicht dargestellt. In die Berechnungen wurden diese Werte 
miteinbezogen. 
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Tabelle 3.2  Anzahl MCSP-positiver Zellen in Lymphk noten mit morphologisch 
unterschiedlichen Zellen 

 große Zellen  
n=11 

beide Zelltypen  
n=5 

kleine Zellen  
n=48 

DCCDMCSP >5 11 
(100 %) 

3 
(60 %) 

15 
(31,3 %) 

 
DCCDMCSP <5 0 2 

(40 %) 
 

33 
(68,7 %) 

DCCDMCSP Median  
 

51 12 3 

Spannweite  des 
DCCDMCSP 

6-400.000 1-2308 1-47 

 

 

3.2.2 Nachweis gestreuter Tumorzellen durch die Imm unzytochemische 

Färbung zum Nachweis des Antigens HMB-45  

 

In einer dieser Studie vorausgegangenen Arbeit (Promotionsarbeit von Isabelle Ho-

dak) diente eine immunzytochemische Färbung mit dem Antikörper HMB-45 gegen 

das intrazelluläre Antigen gp100 zum Nachweis gestreuter Melanomzellen im Wäch-

terlymphknoten. Um die Ergebnisse aus der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung zu 

überprüfen, wurde parallel eine Färbung mit HMB-45 durchgeführt. Für den im-

munzytochemischen Nachweis disseminierter Tumorzellen wurden Adhäsionsobjekt-

träger mit der aus der Gewebeprobe gewonnenen Zellsuspension beschichtet. Da 

bei 22 Patienten die Zellzahl der Gewebeprobe so gering war, dass sie nur zur Aus-

wertung der MCSP-Färbung ausreichte, konnte in diesen Fällen die Immunzytoche-

mie gegen gp100 nicht durchgeführt werden. Wenn möglich, wurden in der HMB-45-

Färbung eine Million Zellen bewertet. In manchen Fällen standen für die Auswertung 

jedoch nur noch eine halbe Million Zellen zur Verfügung, daher wurde in diesen Fäl-

len das Ergebnis auf eine Million Zellen hochgerechnet. Um eine unspezifische Fär-

bung auszuschließen, wurde parallel bei jeder Gewebeprobe auch immer eine Nega-

tivkontrolle (IgG
1
-Isotypkontrolle mit MOPC21) mitgeführt. Bei zwei Patienten wurden 

in dieser Negativkontrolle unspezifisch gefärbte Zellen gefunden, weshalb diese Ge-

webeproben aus der weiteren Auswertung der HMB-45-Färbung ausgeschlossen 

wurden. Letztlich war der Vergleich beider Färbungen bei 84 von 108 Patienten 



44 

 

(77,8 %) möglich. Bei diesen 84 Patienten war die Gewebeprobe in 64,3 % der Fälle 

positiv für MCSP-gefärbte Zellen, der Anteil MCSP-positiver Gewebeproben war bei 

den 84 Gewebeproben somit fast gleich dem Anteil bei allen 102 Gewebeproben 

(62,7 %), sodass die Ergebnisse vergleichbar sind. Insgesamt befanden sich in den 

Gewebeproben von 38 der 84 auswertbaren Patienten HMB-45-positive Zellen.  

Lymphknoten mit MCSP-positiven Zellen enthielten signifikant oft auch HMB-45-

positive Zellen (Chi-Quadrat, p<0,001) (siehe Tabelle 3.3).  

Tabelle 3.3 Nachweis HMB-45-positiver Zellen bezoge n auf die Ergebnisse der 
MCSP-Färbung 

 

 

 

 

Der größte Unterschied beim Nachweis gestreuter Tumorzellen durch die beiden 

Färbemethoden bestand bei Gewebeproben, die kleine MCSP-positive Zellen ent-

hielten. In diesen Fällen konnten bei 42,5 % keine HMB-45-positiven Zellen gefunden 

werden. Bei Lymphknoten mit großen MCSP-positiven Zellen zeigte sich jedoch ein 

Trend zu einem positiven Ergebnis in der HMB-45-Färbung (Chi-Quadrat, p=0,160). 

Auch zeigte sich ein Zusammenhang zwischen morphologisch großen MCSP-

positiven Zellen und einer hohen Anzahl HMB-45-positiver Zellen (siehe Abbildung 

3.5). Es bestand ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Anzahl HMB-45-

positiver Zellen in Lymphknoten mit großen und kleinen MCSP-positiven Zellen 

(Mann-Whitney-U-Test, p=0,003). 

In Vergleichen zwischen Routinediagnostik und HMB-45-Färbung konnte in einer 

Studie gezeigt werden, dass ab einem DCCD >100 von der Bildung von Lymphkno-

tenkolonien auszugehen ist (Scheitler, Hodak et al., Manuskript eingereicht, bislang 

unveröffentlicht). In der HMB-45-Färbung trat ein DCCD >100 bei neun Lymphknoten 

auf. Von diesen neun Lymphknoten enthielten sieben Lymphknoten (77,8 %) große 

und zwei Lymphknoten (22,2 %) kleine MCSP-positive Zellen. Bei alle Lymphknoten 

mit einem DCCDHMB-45 >100 wurde in der Routinediagnostik eine Lymphknotenbetei-

ligung nachgewiesen. 

 
HMB-45-Färbung 

Gesamt negativ positiv 

MCSP- 

Färbung 

  negativ 26 4 30 

  positiv 20 34 54 

                        Gesamt 46 38 84 

 Chi-Quadrat, p<0,001 
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Abbildung 3.5 Verteilung der Anzahl HMB-45-positive r Zellen in Lymphkno-
ten mit großen und kleinen MCSP-positiven Zellen 

Der Median HMB-45-positiver Zellen lag bei Lymphknoten mit großen (Median 93,5) signifikant höher 
als bei Lymphknoten mit kleinen MCSP-positiven Zellen (Median eins). 

 

Für eine Analyse der genomischen DNA der HMB-45-positiven disseminierten Tu-

morzellen, welche Gegenstand der Arbeit von Isabelle Hodak und Sebastian Scheit-

ler war, wurden diese Zellen durch Mikromanipulation mit einer Glaskapillare isoliert 

(siehe Abbildung 3.6). Das ermöglichte eine vergleichende Untersuchung der geno-

mischen Veränderungen von MCSP- und HMB-45-positiven Zellen des gleichen    

Patienten.  

 

                   

Abbildung 3.6 Isolation einer HMB-45-positiven Zell e 

A  Die blau angefärbte Zelle unterscheidet sich in ihrer Größe deutlich von den umgebenden Zellen, 
die die Färbung nicht angenommen haben.  B, C  Mithilfe einer Glaskapillare wird die HMB-45-positive 
Zelle isoliert. 

A  B C 
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HMB-45-positive Zellen wiesen keinen Unterschied bezüglich ihrer Morphologie auf. 

Alle HMB-45-positiven Zellen waren größer als die umgebenden Lymphozyten und 

stark gefärbt. Die Anzahl positiver Zellen lag im Bereich zwischen eins und 500 000 

mit einem Median von zwei HMB-45-positiven Zellen pro Million. Die Anzahl HMB-45-

positiver Zellen pro Million korrelierte positiv mit der Anzahl MCSP-positiver Zellen 

(Spearman ρ=0,543, p<0,001) (siehe Abbildung 3.7).  

 

 

Abbildung 3.7 Verteilung des DCCD bei HMB-45- und M CSP-positiven 
Lymphknoten  

Positive Korrelation HMB-45-positiver Zellen mit der Anzahl MCSP-positiver Zellen (Spearman 
ρ=0,543, p<0,001). 
 

 

3.2.3 Vergleich der Ergebnisse aus Immunfluoreszenz  und Immunzyto-

chemie mit der Routinediagnostik in der Abteilung f ür Pathologie 

 

Die Zellsuspension für die Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis von MCSP-

positiven Zellen wie auch für die Immunzytochemie zum Nachweis HMB-45-positiver 

Zellen wurde aus einer Hälfte des Wächterlymphknotens hergestellt. Die andere Hälf-

te der Gewebeprobe durchlief die Routinediagnostik in der Abteilung für Pathologie. 

Diese Aufteilung der Gewebeprobe ermöglichte einen Vergleich der Ergebnisse von 

drei unterschiedlichen Methoden der Lymphknotenaufarbeitung. Die Aufarbeitung der 

Gewebeprobe in der Abteilung für Pathologie bestand aus der Anfertigung von    

DCCD
MCSP
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Gewebeblöcken im Abstand von 1 mm. Aus jedem Block wurde je ein Gewebeschnitt 

von 3-5 µm Dicke immunhistochemisch mit Antikörpern gegen HMB-45, S100B und 

Melan-A gefärbt. Zusätzlich wurde aus jedem Block ein Schnitt, bei einem negativen 

Ergebnis zur Kontrolle mehrere Schnitte, mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Die Diagno-

se pN1 erhielten Patienten, in deren Gewebeprobe Einzelzellen, Mikro- (bis 0,2 cm) 

oder Makrometastasen (größer 0,2 cm) nachgewiesen werden konnten.  

Die Routinediagnostik in der Abteilung für Pathologie zeigte bei 26 von 102 Patienten 

(25,5 %) eine Lymphknotenbeteiligung der malignen Erkrankung. Durch die Methode 

der Immunfluoreszenzfärbung konnten bei 64 Patienten (62,7 %) MCSP-positive Zel-

len nachgewiesen werden. Die Methode der Immunfluoreszenzfärbung ermöglichte 

somit scheinbar signifikant häufiger den Nachweis eines Lymphknotenbefalls      

(Chi-Quadrat, p=0,028). Hier stellte sich jedoch die Frage, ob wirklich alle MCSP-

positiven Zellen disseminierten Tumorzellen entsprachen, was weiter abgeklärt wer-

den musste (siehe 3.3.1). 

Insgesamt wurden MCSP-positive Zellen 2,46-fach häufiger gefunden als eine 

Lymphknotenbeteiligung durch die Routinediagnostik in der Abteilung für Pathologie 

nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 3.8). 

Bei den 84 der 108 Patienten, bei denen zusätzlich zur MCSP-Immunfluoreszenz 

auch die HMB-45-Immunzytochemie durchgeführt werden konnte, zeigte sich, dass 

die HMB-45-Färbung wie auch die MCSP-Färbung im Vergleich zur Routinediagnos-

tik signifikant häufiger gefärbte Zellen in den Lymphknoten zeigten (Chi-Quadrat,    

p=0,001) (siehe Abbildung 3.8). Ebenfalls korrelierte eine hohe Anzahl HMB-45-

positiver Zellen mit der Diagnose pN1 (Mann-Whitney-U-Test, p<0,001). Wies die 

Gewebeprobe mehr HMB-45-positive Zellen als den Median von zwei auf, so        

erbrachte die Routinediagnostik signifikant häufiger ein positives Ergebnis              

(Chi-Quadrat, p<0,001).  
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Abbildung 3.8 Nachweis einer Lymphknotenbeteiligung  bei Routinedia-
gnostik und MCSP-Färbung sowie HMB-45-Färbung 

Dargestellt sind die Ergebnisse aus Routinediagnostik und MCSP-Färbung sowie HMB-45-Färbung. 
MCSP-positive Zellen traten 2,46-fach häufiger auf als verdächtige Zellen in der Routinediagnostik. 
HMB-45-positive Zellen traten 1,81-fach häufiger auf als verdächtige Zellen in der Routinediagnostik. 

 

Bei der Auswertung des DCCDMCSP fiel ein Zusammenhang zwischen einer hohen 

Zellzahl und einem positiven Ergebnis in der Routinediagnostik auf. Die mediane An-

zahl MCSP-positiver Zellen pro Million bei einem negativen Resultat in der Routine-

diagnostik war 2, während bei einem positiven Ergebnis im Median 8 MCSP-positive 

Zellen gefunden wurden (siehe Abbildung 3.9). Die Verteilung der Anzahl MCSP-

positiver Zellen unterschied sich signifikant in Lymphknoten mit der Diagnose pN1 

und pN0 (Mann-Whitney-U-Test, p=0,001). 
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Abbildung 3.9 Verteilung des DCCD MCSP in Lymphknoten, die in der Routi-
nediagnostik positiv beziehungsweise negativ waren 

Signifikanter Unterschied der Verteilung der Anzahl MCSP-positiver Zellen in Routinediagnostik-
positiven und -negativen Lymphknoten (Mann-Whitney-U-Test, p=0,001).  

 

Auch die Morphologie der MCSP-positiven Zellen zeigte einen Zusammenhang mit 

den Ergebnissen in der Abteilung für Pathologie. So wurden alle elf Gewebeproben 

mit großen MCSP-positiven Zellen in der Pathologie positiv befundet, von den 48 

Lymphknoten mit kleinen Zellen erhielten nur acht die Diagnose pN1 (siehe Abbil-

dung 3.10). Daraus folgt, dass Patienten, deren Lymphknoten ausschließlich große 

MCSP-positive Zellen enthielten, signifikant häufiger die Diagnose pN1 erhielten 

(Chi-Quadrat, p<0,001). Bei Lymphknoten, welche sowohl große als auch kleine 

MCSP-positive Zellen enthielten konnte in der Routinediagnostik bei 2 von 5 ein 

Lymphknotenbefall nachgewiesen werden. 
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Abbildung 3.10 Auftretenshäufigkeit der Ergebnisse der Routinediagnostik 
bei Lymphknoten mit morphologisch unterschiedlichen  
MCSP-positiven Zellen 

Alle Lymphknoten, die große MCSP-positive Zellen enthielten, wurden in der Routinediagnostik als 
positiv eingestuft. Lymphknoten mit beiden Zelltypen waren zu 40 % in der Routinediagnostik positiv, 
während Lymphknoten mit kleinen Zellen nur in 16,7 % der Fälle die Diagnose pN1 erhielten.  

 

3.2.4  Zusammenhang von Patientencharakteristika mi t den Ergebnissen 

aus Pathologie, Immunfluoreszenzfärbung und Immunzy tochemie  

 

Einige klinische Daten des Tumors, darunter auch der Status des Wächterlymphkno-

tens, sind von prognostischer Bedeutung für den Patienten. Daher war es von Inte-

resse, ob ein Zusammenhang zwischen verschiedenen Charakteristika von Patient 

und Primärtumor und den Ergebnissen der drei Nachweismethoden für disseminierte 

Tumorzellen den Wächterlymphknoten betreffend bestand. Die betrachteten Eigen-

schaften des Patienten waren Geschlecht und Alter bei Lymphknotenentnahme. Als 

Charakteristika des Primärtumors wurden Ulzeration, Clark Level und die Tumordicke 

nach Breslow gewählt.  

Die Ergebnisse der Pathologie korrelierten positiv mit der Tumordicke nach Breslow 

(Mann Whitney-U-Test, p<0,001). Patienten mit einem Primärtumor dicker als der 

Median von 1,65 mm erhielten signifikant häufiger die Diagnose pN1 in der Routine-

diagnostik (Chi-Quadrat p=0,02). Der Nachweis MCSP-positiver Zellen korrelierte 
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nicht mit der Tumordicke, auch nicht die Anzahl MCSP-positiver Zellen in der Gewe-

beprobe (Spearman ρ=0,154, p=0,134). In der HMB-45-Immunzytochemie zeigte 

sich wie bei der MCSP-Immunfluoreszenz kein Zusammenhang zur Tumordicke. Für 

die weiteren untersuchten Charakteristika von Patient und Primärtumor konnte so-

wohl für die Routinediagnostik als auch für die Immunfluoreszenzfärbung und die 

Immunzytochemie kein Zusammenhang nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.4). 

 

Tabelle 3.4 Zusammenhang von Patientencharakteristi ka mit den Ergebnissen 
der drei Nachweismethoden für disseminierte Tumorze llen 

 

 Routine -diagnostik  
n=102 

 

MCSP-Färbung  
n=102 

HMB-45-Färbung  
n=84 

positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert 

 
 
Geschlecht 

 
m 

 
11 

 
39 

  
27 

 
23 

  
21 

 
20 

 
 

w 15 37 0,428a 37 15 0,073a 17 26 0,282a 
 
 
Alter 

 
 
Median 
(Jahre) 

 
 

55,5 

 
 

53,0 

 
 

0,806b 

 
 

51,0 

 
 

55,0 

 
 

0,060b 

 
 

56,0 

 
 

48,2 

 
 

0,200b 

 
 
Ulzeration 

  
 
9 

 
 

15 

 
 

0,123a 

 
 

18 

 
 
6 

 
 

0,156a 

 
 
9 

 
 

10 

  
  
0,832a 

 
 
 
Clark Level 

 
 
1 

 
 
0 

 
 
0 

  
 
0 

 
 
0 

  
 
0 

 
 

0 

 

2 0 5  1 4  1 3  

3 6 19 0,491a 17 8 0,234a 8 13 0,675a 

4 15 42  36 21  23 23  

5 1 1  1 1  1 1  
 
 
Tumordicke 
nach  
Breslow 
 

 
 
Median 
(mm) 

 
 

2,6 

 
 

1,4 

 
 

<0,001b 

 
 

1,8 

 
 

1,4 

 
 
 0,082b 

 
 

1,8 

 
 

1,4 

 
 

0,122b 

  a Chi-Quadrat 
b Mann-Whitney-U 

 

Es konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen Zellmorphologie und der Tumordicke 

nach Breslow (Mann-Whitney-U-Test, p=0,049) aufgezeigt werden. Große Zellen 

traten signifikant häufiger auf, wenn der Durchmesser des Primärtumors größer war 

als der Median von 1,65 mm (Chi-Quadrat, p=0,050). Außerdem waren große Zellen 

signifikant mit einem höheren Patientenalter assoziiert (Mann-Whitney-U-Test, 

p=0,043) (siehe Tabelle 3.5). 
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Tabelle 3.5   Zusammenhang von Patientencharakteristika mit der Z ellmorpho-
logie MCSP-positiver Zellen 

 MCSP-positiv  
n=64 

groß klein 
 

Geschlecht  m 8 19 
w 8 29 
 
Chi-Quadrat 

 
p=0,534 

 
Alter  Median (Jahre) 61,5 46,0 

 
Mann-Whitney-U 

 
p=0,043 

 
Ulzeration   5 13 

 
Chi-Quadrat 

 
p=0,103 

 
 
 
Clark Level 

1 0 0 
2 0 1 
3 6 11 
4 7 29 
5 1 0 
 
Chi-Quadrat 

 
p=0,185 

 
Tumordicke 
nach  
Breslow 

Median (mm) 2,8 1,6 
 
Mann-Whitney-U 

 
p=0,049 

 

 

3.3 Isolation disseminierter Tumorzellen, reverse T ranskription 

der mRNA und Einzelzell-PCR 

 

3.3.1 Isolation MCSP-positiver Zellen zur Analyse v on Transkriptom und 

Genom 

 

Da sich die Detektionsraten in der Routinediagnostik und bei beiden Färbemethoden 

so stark unterschieden, stellte sich die Frage, ob wirklich alle Zellen, die durch die 

MCSP-Färbung und die HMB-45-Immunzytochemie gefunden wurden, disseminierte 

Tumorzellen waren. In Analysen des Genoms HMB-45-positiver Zellen, die im Rah-

men einer anderen Arbeit durchgeführt wurden, konnte gezeigt werden, dass     
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HMB-45-positive Zellen melanomtypische Veränderungen aufweisen (Ulmer et al., 

2014; Ulmer et al., 2005).  

Um die Bedeutung der MCSP-positiven Zellen zu klären, wurden Analysen des Tran-

skriptoms dieser Zellen durchgeführt. Für die molekulare Analyse der MCSP-

positiven Zellen mussten die einzelnen fluoreszenzmarkierten Zellen aus der Sus-

pension isoliert werden. Dazu wurde die Zellsuspension auf einen Objektträger auf-

gebracht und so verteilt, dass die Zellen gut mit einer Glaskapillare unter mikroskopi-

scher Kontrolle einzeln aufgesogen werden konnten. Fluoreszierende Zellen wurden 

dann in ein leeres Feld überführt, wo nochmals die Färbung und die Intaktheit der 

Zelle überprüft wurden. So konnte sichergestellt werden, dass wirklich einzelne le-

bende MCSP-positive Zellen isoliert wurden. Bei jedem Lymphknoten mit MCSP-

positiven Zellen wurden als Kontrolle auch Zellpools und einzelne ungefärbte Zellen 

entnommen und parallel mit den positiven Zellen weiter bearbeitet.  

Der nächste Schritt nach der Isolation einzelner disseminierter Tumorzellen war die 

Extraktion von mRNA und DNA. Nach der Auflösung der zellulären Membranen wur-

de die mRNA isoliert. Die DNA der Zelle wurde in ein neues Reaktionsgefäß über-

führt und für genomische Analysen konserviert. Die mRNA diente als Vorlage zur 

Synthese von cDNA, welche im letzten Schritt, der globalen Amplifikation, vervielfäl-

tigt wurde, um über genügend Material für PCR-Analysen zu verfügen. Abschließend 

musste überprüft werden, dass die Zelle bei der Überführung in das Reaktionsgefäß 

nicht verloren wurde und dass die mRNA der isolierten Zelle nicht geschädigt oder 

ungenügend amplifiziert war. Dazu diente eine Kontroll-PCR auf drei Haushaltsgene, 

also Gene, welche unabhängig von Zellzyklus und Zelltyp weitgehend konstant ex-

primiert werden. Die Expression des zellulären Strukturproteins β-Aktin, des Elonga-

tionsfaktors EF-1α und des Enzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) wurden als Kontrolle gewählt.  

Insgesamt wurden 333 MCSP-positive Zellen isoliert, 140 davon im Rahmen der 

Doktorarbeit von Sebastian Scheitler. Um eine gute Qualität der mRNA analysierter 

Zellen zu garantieren, gingen in die weitere Genexpressionsanalyse nur Zellen ein, 

die nachweislich wenigstens zwei der drei Haushaltsgene EF-1α, β-Aktin und 

GAPDH exprimierten. War eine Zelle sowohl für EF-1α als auch für β-Aktin negativ, 

wurde die Expression von GAPDH nicht mehr überprüft, da die Zelle bei der Verein-

zelung verloren gegangen oder die mRNA so geschädigt oder unzureichend        
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vervielfältigt war, dass sie für eine weitere Analyse der Genexpression nicht mehr in 

Frage kam. Insgesamt wiesen 126 der 333 MCSP-positiven Zellen eine gute Quälität 

der isolierten mRNA auf (siehe Tabelle 3.6).  

 

Tabelle 3.6 Kontroll-PCR zum Nachweis der Expressio n der Haushaltsgene 
EF-1α (E), β-Aktin (A) und GAPDH (G) bei MCSP-positiven Zellen 

 E A G 
+ + + 

E A G 
+ + - 

E A G 
+ - + 

E A G 
- + + 

E A G 
+ - - 

E A G 
- + - 

E A G 
- - + 
- - - 

MCSP-
positive 
Zellen 

(n=333) 

70 
 

(21,0 %) 

36 
 

(10,8 %) 

19 
 

(5,7 %) 

1 
 

(0,3 %) 

75 
 

(22,5 %) 

7 
 

(2,1 %) 

125 
 

(37,5 %) 

 

MCSP-negative Kontrollzellen wurden nur auf die Expression zweier Haushaltsgene 

untersucht (Tabelle 3.7). Für Negativkontrollen im weiteren Verlauf der Auswertung 

wurden nur Kontrollzellen verwendet, die nachweislich sowohl EF-1α als auch β-

Aktin exprimierten.  

 

Tabelle 3.7  Kontroll-PCR zum Nachweis der Expression der Hausha ltsgene 
EF-1α (E) und β-Aktin (A) bei MCSP-negativen Zellen   

 E A 
+ + 

E A 
+ - 

E A 
- + 

E A 
- - 

MCSP-negative   
Zellen 

(n=127) 

47 
 

(37,0 %) 

41 
 

(32,3 %) 

1 
 

(0,8 %) 

38 
 

(29,9 %) 
 

Auffällig war ein Unterschied in der Expression der Haushaltsgene bei morphologisch 

differenten MCSP-positiven Zellen. Insgesamt waren 60 große und 66 kleine MCSP-

positive Zellen in der Kontroll-PCR für wenigstens zwei Haushaltsgene positiv. Bei 

großen Zellen war davon die Kontroll-PCR in 80,0 % für die mRNA aller drei Haus-

haltsgene positiv. War die Zelle nur für zwei der drei Haushaltsgene positiv, fiel in 

den meisten Fällen (75 %) das Haushaltsgen GAPDH aus. Anders war das Verhält-

nis bei den kleinen Zellen. Hier waren von den 66 weiter analysierten Zellen nur 

33,3 % in der Kontroll-PCR dreifach positiv (siehe Tabelle 3.8). Somit exprimierten 

die großen Zellen signifikant häufiger alle drei Haushaltsgene (Chi-Quadrat p<0,001).  
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Tabelle 3.8 Expression der Haushaltsgene bei morpho logisch unterschiedli-
chen Zellen, bezogen auf die 126 weiter analysierte n Zellen 

 drei Haushaltsgene  zwei Haushaltsgene  
Große Zellen  

(n=60) 
48 

(80 %) 
12 

(20 %) 
Kleine Zellen  

(n=66) 
22 

(33,3 %) 
44 

(66,7 %) 
 Chi-Quadrat, p<0,001 

 

Neben der cDNA wurde bei den isolierten disseminierten Tumorzellen auch die DNA 

gewonnen, indem sie mit 100 % Ethanol aus den Überständen bei der Aufreinigung 

der mRNA gefällt wurde. Für die weitergehende genomische Analyse dieser Einzel-

zellen ist es genauso wie auch für die Genexpressionsanalyse nötig, das Ausgangs-

material zunächst zu amplifizieren. Dies wurde mithilfe der globalen Genomamplifika-

tion durchgeführt, die speziell für die Analyse von Einzelzellen entwickelt worden war 

(C. A. Klein et al., 1999). Diese globale Genomamplifikation basiert auf einer gleich-

mäßigen Fragmentation der gesamten DNA, der darauffolgenden Ligation eines 

Adapters und schließlich der Amplifikation des gesamten Genoms mithilfe eines ein-

zigen Primers. Zur Kontrolle des Gelingens der Adapter-Linker-PCR wurde eine PCR 

zum Nachweis von zwei spezifischen MSE-Fragmenten (TP53 Exon 8/9 und CK19) 

durchgeführt (siehe Abbildung 3.11).  

 

Abbildung 3.11 PCR zur Kontrolle der Adapter-Linker -PCR MCSP-positiver 
Zellen 

Neben dem Marker (1kb-Leiter) sind von links nach rechts elf PCR-Amplifikate von Zellen, die im Zuge 
der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung gewonnen worden waren, sowie Positiv- und Negativkontrolle 
aufgetragen.  

 

Es zeigte sich, dass manche Zellen, die bei der Kontroll-PCR der cDNA keine Ban-

den aufwiesen, trotzdem DNA enthielten und somit für die genomische Analyse   

TP53 Exon  

CK19 
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verwendet werden konnten. Andererseits traten auch Zellen auf, die mRNA enthiel-

ten, jedoch in der Kontroll-PCR der Adapter-Linker-PCR keine Banden aufwiesen 

(siehe Tabelle 3.9).  

 

Tabelle 3.9 Vergleich der Ergebnisse der Kontroll-P CR für mRNA und DNA 

 mRNA + 
DNA + 

mRNA + 
DNA – 

mRNA – 
DNA + 

mRNA – 
DNA – 

DNA verloren 
durch Stromaus-

fall 
Isolierte MCSP -
positive Zellen 

(n= 333) 

89 
 

(26,7 %) 

31 
 

(9,3 %) 

81 
 

(24,3 %) 

108 
 

(32,4 %) 

24 * 
 

(7,2 %) 
 

* von diesen Zellen enthielten 6 mRNA 

 

War die Kontroll-PCR für mRNA wie auch DNA mehrfach positiv, so war die isolierte 

Zelle intakt. Traten bei der Kontroll-PCR nur wenige Banden auf, deutete das auf ei-

nen schlechten Zustand der Zelle hin. Von einem Verlust der Zelle war auszugehen, 

wenn sowohl die Kontroll-PCR für mRNA als auch die Kontroll-PCR für DNA negativ 

ausfiel (siehe Abbildung 3.12). 

 
 

Abbildung 3.12 Vergleich der Ergebnisse der Kontrol l-PCR auf m-RNA und 
DNA  

Dargestellt sind die Anzahl gleichzeitig nachweisbarer Haushaltsgene und DNA-Fragmente der unter-
suchten MCSP-positiven Zellen. Bei Zellen mit einer mehrfach positiven Kontroll-PCR für mRNA und 
DNA ist von einer guten Qualität von Genom und Transkriptom auszugehen. 
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Insgesamt waren bei der Kontroll-PCR für DNA 170 von 333 Zellen positiv für we-

nigstens ein Fragment. 24 Zellen gingen für die weitere Analyse aufgrund eines län-

geren Stromausfalls während der Ligation der Adapter verloren (siehe Tabelle 3.10).   

 

Tabelle 3.10 Ergebnisse der Kontroll-PCR der Adapte r-Linker-PCR MCSP-
positiver Zellen auf die beiden MSE-Fragmente TP53 Exon8/9 (T) 
und CK19 (C) 

 

 

3.3.2 Isolation und globale Genomamplifikation von HMB-45-positiven 

Zellen 

 

Bei den disseminierten Tumorzellen, die im Zuge der HMB-45-Immunzytochemie von 

Adhäsionsobjektträgern gewonnen worden waren, war keine Genexpressionsanalyse 

möglich. Die globale Genomamplifikation wurde bei diesen Zellen ohne eine vorge-

schaltete Extraktion der mRNA durchgeführt. In der Kontroll-PCR wurde auf zwei 

spezifische MSE-Fragmente getestet, wobei bei 32 Zellen die MSE-Fragmente CK19 

und TP53 Exon2/3 und bei 64 Zellen die MSE-Fragmente CK19 und TP53 Exon8/9 

überprüft wurden (siehe Abbildung 3.13). 

 

Abbildung 3.13 PCR zur Kontrolle der Adapter-Linker -PCR 

Neben dem Marker (1kb-Leiter) sind von links nach rechts zehn PCR-Amplifikate der DNA HMB-45-
positiver Zellen sowie Positiv- und Negativkontrolle aufgetragen.  

 T C 
+ + 

T C 
+ – 

T C 
– + 

T C 
– – 

DNA verloren 
durch Stromaus-

fall 
Isolierte MCSP -
positive Zellen 

(n= 333) 

98 
 

(29,4 %) 

43 
 

(12,9 %) 

29 
 

(8,7 %) 

139 
 

(41,7 %) 

24 
 

(7,2 %) 

TP53 Exon 8/9 

CK 19 



58 

 

Von 96 isolierten HMB-45-positiven Zellen zeigten 61 in der Kontroll-PCR Banden für 

zwei spezifische MSE-Fragmente, 17 waren für ein Fragment positiv und 18 wiesen 

keine Banden auf (siehe Tabelle 3.11). Bei jeder Gewebeprobe, die disseminierte 

Tumorzellen aufwies, wurden zur Kontrolle HMB-45-negative Zellen und Zellpools 

entnommen. Die Analyse der genomischen DNA dieser HMB-45-positiven Zellen mit-

tels CGH (comparative genome hybridization) war, wie auch die genomische Analyse 

der MCSP-positiven Zellen, Gegenstand der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler.  

 

Tabelle 3.11 Kontroll-PCR der Adapter-Linker-PCR HM B-45-positiver Zellen auf 
die MSE-Fragemente CK19, Exon2/3 und Exon8/9 

 CK19 + 
TP53 

Exon2/3 + 

CK19 + 
TP53 

Exon8/9 + 

nur  
CK19 + 

nur  
TP53 

Exon2/3 + 

nur  
TP53 

Exon8/9 +  

Doppelt 
negativ 

HMB-45-positive 
Zellen  
(n=96) 

20 
 

(20,8 %) 

41 
 

(42,7 %) 

6 
 

(6,3 %) 

4 
 

(4,2 %) 

7 
 

(7,3 %) 

18 
 

(18,8 %) 
 

 

3.4 Analyse der Expression ausgewählter melanomspez ifischer 

Markergene durch PCR 

 

3.4.1 Analyse histogenetischer Markertranskripte zu r Überprüfung der 

Herkunft und Malignität isolierter MCSP-positiver Z ellen 

 

Der Fund MCSP-positiver Zellen in Lymphknoten, die in der Abteilung für Pathologie 

negativ eingestuft worden waren sowie der fehlende Zusammenhang mit Patienten- 

und Tumorcharakteristika führte zu dem Schluss, dass nicht alle isolierten MCSP-

positiven Zellen malignen Ursprungs waren. Um Herkunft und Malignität der isolier-

ten Zellen zu überprüfen, wurde nun im nächsten Schritt die Expression ausgewähl-

ter Gene überprüft.  

Um die isolierten MCSP-positiven Zellen auf molekularer Ebene zu charakterisieren 

und ihre melanozytäre Abstammung zu beweisen, wurde die extrahierte, in cDNA 

umgeschriebene und amplifizierte mRNA der Einzelzellen durch eine PCR auf die 

Expression ausgewählter, mit ausdifferenzierten Melanozyten und Melanomzellen 
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assoziierter Markergene überprüft (siehe Abbildung 3.14). In der Routinediagnostik 

der Pathologie werden immunhistochemische Färbungen gegen die Antigene gp100 

(Antikörper: HMB-45), Melan-A und S100B ausgewertet, weshalb sie für diese PCR 

gewählt wurden. Zusätzlich untersucht wurde die Expression von TRP2, einem Mar-

ker, der schon früh in der melanozytären Entwicklung auftritt (Steel, Davidson, & 

Jackson, 1992). Als fünftes Markergen wurde MCSP gewählt. Der Nachweis des An-

tigens MCSP war durch die Immunfluoreszenzfärbung gezeigt worden, nun sollte die 

Genexpression von MCSP nachgewiesen werden. 

 

 

Abbildung 3.14 PCR zum Nachweis der Expression der Markergene für aus-
differenzierte Melanozyten und Zellen des malignen Mela-
noms  

Neben dem Marker (1kb-Leiter) sind von links nach rechts die PCR-Amplifikate der cDNA von neun 
MCSP-positiven Zellen aufgetragen, sowie Positiv- und Negativkontrolle.  

 

Die PCR zum Nachweis der Expression der Markergene HMB-45, Melan-A, S100B 

und MCSP wurde bereits im Rahmen der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler etab-

liert, die PCR zum Nachweis der Expression von TRP2 im Rahmen dieser Arbeit 

(siehe Abbildung 3.15). Eine passende Primersequenz wurde hierfür über eine freie 

Software aus der Gensequenz ermittelt. In einem Restriktionsverdau des in der PCR 

amplifizierten Abschnitts wurde durch die spezifische Länge der erzeugten Teilab-

schnitte bestätigt, dass von den gewählten Primern die richtige Sequenz abgegriffen 

wird. Als nächster Schritt wurde mittels PCR mit Kontrollzellpools verschiedener Me-

lanomzelllinien eine passende Positivkontrolle für die Durchführung des Temperatur-

gradienten bestimmt. Die optimale Temperatur zur Hybridisierung der ausgewählten 

Primer wurde mithilfe dieser Positivkontrolle durch einen Temperaturgradienten er-

mittelt. Dafür erfolgte die PCR mit identischem Ansatz bei abgestuften Temperaturen 



60 

 

einer Spanne von 55,0°C bis 65,0°C. Starke Signale traten bei Temperaturen von 

55,0°C bis 61°C auf. Für die Kontroll-PCR auf TRP2 wurde im Weiteren eine Anneal-

ing-Temperatur von 58°C gewählt. Im letzten Schritt konnte nach Bestimmung der 

passenden Temperatur eine geeignete Positivkontrolle aus einer Auswahl verschie-

dener Einzelzellen von Melanomzelllinien ermittelt werden. Die deutlichste Bande 

markierte die Zelle Mel28(1) (siehe Abbildung 3.16), die weiterhin als Positivkontrolle 

der Kontroll-PCR auf TRP2 diente. 

 

 

Abbildung 3.15 Etablierung der PCR zu Nachweis der Expression des 
Markergens TRP2 

A  PCR mit Kontrollpools verschiedener Melanomzelllinien zur Bestimmung einer passenden Kontrolle 
für die Durchführung des Temperaturgradienten.  
B  Temperaturgradient zur Bestimmung der optimalen Temperatur für die Hybridisierung der Primer.  
C  Bestimmung einer passenden Positivkontrolle aus einer Auswahl verschiedener Einzelzellen von 
Melanomzelllinien.  
 

Um sicherzustellen, dass die Expression aller überprüften Markergene nur bei den 

MCSP-positiven Zellen nachgewiesen werden konnte, wurden 10 der MCSP-

negativen Kontrollzellen auf die Expression der Markergene untersucht (siehe Abbil-

dung 3.16). Dabei zeigte sich, dass neun der MCSP-negativen Kontrollzellen negativ 

für die Expression aller Markergene waren. Eine Zelle war positiv für die Expression 

der Markergene Melan-A, S100B und TRP2. Sie stammte aus einem Lymphknoten 

mit einem DCCDMCSP von 45 MCSP-positiven Zellen pro Million, in dem in der Abtei-

lung für Pathologie eine Mikrometastase diagnostiziert wurde. Möglicherweise     
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handelte es sich bei dieser Zelle also um eine MCSP-negative gestreute Tumorzelle, 

die im Rahmen der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung als negative Kontrollzelle iso-

liert wurde.   

 

 

Abbildung 3.16 PCR zum Nachweis der Expression der Markergene für aus-
differenzierte Melanozyten und Melanomzellen bei MC SP-
negativen Kontrollzellen 

Neben dem Marker (1kb-Leiter) sind von links nach rechts zehn PCR-Amplifikate von negativen Kon-
trollzellen aufgetragen sowie Positiv- und Negativkontrolle. Nur Zelle 9 zeigt die Expression der 
Markergene Melan-A, S100B und TRP2. 

 

3.4.1.1 Expression der Differenzierungsmarkergene b ei MCSP-positiven Zellen  

 

Insgesamt konnte bei 87 der 126 isolierten MCSP-positiven Zellen (69,0%) die Ex-

pression von wenigstens einem der gewählten Markergene nachgewiesen werden. 

Auffällig war, dass MCSP nur von 17 Zellen exprimiert wurde. Somit war die mRNA 

des Markergens, gegen dessen Proteinprodukt gefärbt wurde, mit 13,5% am seltens-

ten nachweisbar (siehe Abbildung 3.17). Manche Zellen exprimierten mehrere 

Markergene gleichzeitig (siehe Tabelle 3.12). 
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Abbildung 3.17 Häufigkeit der Expression der Differ enzierungsmarkergene 

Dargestellt ist die Häufigkeit der Markergenexpression bezogen auf alle 126 MCSP-positiven Zellen. 
Insgesamt exprimierten 69,0 % der MCSP-positiven Zellen wenigstens eines der Markergene, wäh-
rend 31,0 % negativ waren. Die absoluten Zahlen der Expressionshäufigkeiten sind in den Säulen 
aufgeführt. 

 

Tabelle 3.12 Anzahl der von den einzelnen Zellen co -exprimierten Markergene 

 

 Anzahl co -exprimierter Makergene  
 Keine 

Markergen-
expression  

 
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

Isolierte 
MCSP-positive 

Zellen 
n=126 

39 
 

(31,0 %) 

26 
 

(20,6 %) 

23 
 

(18,3 %) 

16 
 

(12,7 %) 

20 
 

(15,9 %) 

2 
 

(1,6 %) 

 

3.4.1.2 Unterschied in der Differenzierungsmarkerge n-Expression bei großen 

 und kleinen MCSP-positiven Zellen 

 

In die weiteren Analysen gingen auch die zuvor beschriebenen morphologischen Un-

terschiede MCSP-positiver Zellen mit ein. In vorausgehenden Abschnitten wurden 

signifikante Unterschiede bei Lymphknoten mit kleinen und großen Zellen dargelegt 

den DCCDMCSP, das Ergebnis der Routinediagnostik sowie der HMB-45-Färbung be-

treffend. Nun sollte überprüft werden, ob signifikante Unterschiede der Markergenex-

pression bestanden. 

In Anbetracht der beiden Untergruppen MCSP-positiver Zellen zeigten die Ergebnis-

se der PCR, dass signifikant mehr große als kleine MCSP-positive Zellen wenigstens 

eines der fünf Markergene exprimierten (Chi-Quadrat p<0,001). Von den 60 großen 
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Zellen konnte in 51 Fällen mRNA für wenigstens einen der Marker nachgewiesen 

werden, während nur 36 von 66 kleinen Zellen die mRNA wenigstens eines Marker-

gens bildeten (Abbildung 3.18). 

 

 

Abbildung 3.18 Markergenexpression bei großen und k leinen MCSP-
positiven Zellen 

Dargestellt ist die Expression mindestens eines Markergens bei kleinen und großen MCSP-positiven 
Zellen.  

 

Ein ähnliches Bild ergab sich für die Expression der einzelnen Markergene. Es zeigte 

sich ein signifikanter Unterschied zwischen großen und kleinen Zellen in der Expres-

sion der Marker gp100, Melan-A, S100B und TRP2 (Chi Quadrat p<0,001). Einzig in 

der Genexpression von MCSP bestand kein signifikanter Unterschied zwischen gro-

ßen und kleinen MCSP-positiven Zellen (Chi Quadrat p=0,129) (siehe Tabelle 3.13). 
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Tabelle 3.13 Expression der Differenzierungsmarkerg ene bei großen und klei-
nen MCSP-positiven Zellen 

 gp100 Melan-A S100B TRP2 MCSP 
Große Zellen  

n=60 
 

33 
(55,0 %) 

45 
(75,0 %) 

44 
(73,3 %) 

21 
(35,0 %) 

11 
(18,3 %) 

Kleine Zellen  
n=66 

13 
(19,7 %) 

12 
(18,2 %) 

21 
(31,8 %) 

4 
(6,0 %) 

6 
(9,1 %) 

 
Chi-Quadrat 

 
p<0,001 

 
p<0,001 

 
p<0,001 

 
p<0,001 

 
p=0,129 

 

 

Der Unterschied zwischen großen und kleinen MCSP-positiven Zellen zeigte sich 

auch in der Anzahl der co-exprimierten Markergene einzelner Zellen. Während Diffe-

renzierungsmarkergen-positive kleine Zellen lediglich in 8,4 % der Fälle mehr als 

zwei Markergene gleichzeitig exprimierten, trat bei großen MCSP-positiven Zellen in 

68,7% die Co-Expression von drei oder mehr Markergenen zur gleichen Zeit auf 

(siehe Abbildung 3.19). 

 

 

Abbildung 3.19 Anzahl co-exprimierter Markergene be i großen und kleinen 
MCSP-positiven Zellen 

Dargestellt ist der Anteil von Zellen, die mehrere Markergene gleichzeitg exprimierten, bezogen auf 
große und kleine MCSP-positive Zellen, die mindestens ein Markergen bildeten.  
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3.4.2 Expressionsnachweis typischer Stammzellmarker gene als Hinweis 

für das maligne Potential MCSP-positiver Zellen  

 

Wie zuvor gezeigt, exprimierten sowohl die großen als auch die kleinen MCSP-

positiven Zellen – wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß – Markergene für ausdif-

ferenzierte Melanomzellen. Von Interesse war nun, ob sich in beiden Gruppen Zellen 

mit dem Potential zur Bildung von Metastasen befanden oder ob sich dieses Charak-

teristikum auf die Zellen einer Untergruppe MCSP-positiver Zellen beschränkte.  

Durch genspezifische PCR wurde die Expression von vier Markergenen überprüft, 

die einen Stammzell-ähnlichen Zustand von Melanomzellen anzeigen: ABCB5, Nes-

tin, Jarid1B und CD271 (siehe Abbildung 3.20). 

 

 

Abbildung 3.20 PCR zum Nachweis der Expression der Stammzellmarkerge-
ne ABCB5, Nestin, Jarid1B und CD271 

Neben dem Marker (1kb-Leiter) sind von links nach rechts die PCR Amplifikate der cDNA von neun 
MCSP-positiven Zellen aufgetragen, sowie Positiv- und Negativkontrolle.  

 

48 der 126 überprüften MCSP-positiven Zellen bildeten die mRNA mindestens eines 

der Stammzellmarkergene (siehe Tabelle 3.14).  
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Tabelle 3.14 Häufigkeit der Expression der Stammzel lmarkergene bei MCSP-positiven 
Zellen 

 Stammzellmarker -positiv  Stammzellmarker -
negativ 

 
 
 

Isolierte MCSP-
positive Zellen 

n=126 

48 
(38,1 %) 

 

78 
(61,9 %) 

 
ABCB5 Nestin Jarid1B CD271 

 9 
(7,1 %) 

16 
(12,7 %) 

32 
(25,4 %) 

6 
(4,8 %) 

 

 

 

Von den Markergenen für melanozytäre Stammzellen wurde meist nur eines pro Zel-

le gebildet (siehe Tabelle 3.15). 

 

Tabelle 3.15 Anzahl der von den einzelnen MCSP-posi tiven Zellen co-
exprimierten Stammzellmarkergene 

 

 Anzahl co -exprimierter Stammzellmakergene  
 

 Keine 
Markergen-
expression  

 
1 

 
2 

 
3 
 

 
4 

 
Isolierte 

MCSP-positive 
Zellen 
n=126 

78 
 

(61,9 %) 

35 
 

(27,8 %) 

11 
 

(8,7 %) 

2 
 

(1,6 %) 

0 

 

 

In der Expression der Stammzellmarkergene CD271 und Nestin bestand ein signifi-

kanter Unterschied zwischen großen und kleinen MCSP-positiven Zellen (CD271: 

Chi Quadrat p=0,008 und Nestin: Chi Quadrat p=0,001) (siehe Tabelle 3.16). 

 

Tabelle 3.16  Expression der Stammzellmarkergene bei großen und k leinen 
MCSP-positiven Zellen 

 ABCB5  Nestin  Jarid1B  CD271 
Große Zellen  

n=60 
 

3 
(5,0 %) 

14 
(23,3 %) 

17 
(28,3 %) 

6 
(10,0 %) 

Kleine Zellen  
n=66 

6 
(9,1 %) 

2 
(3,0 %) 

15 
(22,7 %) 

0 
(0 %) 

 
Chi-Quadrat 

 
p=0,373 

 
p=0,001 

 
p=0,470 

 
p=0,008 
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Wurden alle Stammzellmarkergene zusammengefasst, so bestand ein tendenzieller 

Unterschied in der Expression zwischen großen und kleinen MCSP-positiven Zellen 

(Chi Quadrat p=0,059). Nach Ausschluss der Differenzierungsmarkergen-negativen 

kleinen Zellen aus der weiteren Auswertung bestand kein Unterschied mehr in der 

Expression von Stammzellmarkergenen zwischen den Differenzierungsmarkergen-

positiven kleinen und großen MCSP-positiven Zellen (Chi-Quadrat p=0,63) (siehe 

Abbildung 3.21). Dadurch konnte gezeigt werden, dass diese beiden Zellgruppen 

sich bezüglich der Expression von Stammzellmarkergenen gleichen, ein Hinweis auf 

das maligne Potential dieser beiden Untergruppen MCSP-positiver Zellen. 

 

 

Abbildung 3.21 Expression der Stammzellmarkergene b ei großen und klei-
nen MCSP-positiven Zellen 

Dargestellt ist die Stammzellmarkergenexpression bei kleinen und großen MCSP-positiven Zellen, 
links bezogen auf alle kleinen MCSP-positiven Zellen, rechts bezogen auf Differenzierungsmarkergen-
positive kleine Zellen.   

 

Bezogen auf alle MCSP-positiven Zellen zeigte sich für die Stammzellmarkergene 

gemeinsam, dass Differenzierungsmarkergen-positive Zellen signifikant häufiger 

auch Stammzellmarkergene bildeten (Chi Quadrat p<0,001) (siehe Tabelle 3.17).  
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Tabelle 3.17 Expression von Stammzellmarkergenen be i Differenzierungs-
markergen-positiven und -negativen Zellen 

 

 Stammzellmarkergen -
positiv 

Stammzellmarkergen -
negativ 

Differenzierungsmarkergen -
positive Zellen (n=87) 

 

42 
(48,3 %) 

45 
(51,7 %) 

Differenzierungsmarkergen -
negative Zellen (n=39) 

6 
(15,4 %) 

33 
(84,6 %) 

 
Chi-Quadrat 

 
p<0,001 

 

 

Bei Betrachtung der einzelnen Stammzellmarkergene ließ sich für Nestin und Jarid1B 

ein signifikanter Unterschied der Expression zwischen Differenzierungsmarkergen-

positiven und –negativen Zellen aufzeigen (Nestin: Chi Quadrat p=0,004 und 

Jarid1B: Chi Quadrat p=0,030) (siehe Tabelle 3.18). 

 

Tabelle 3.18 Expression der einzelnen Stammzellmark ergene bei Differenzie-
rungsmarkergen-positiven und -negativen Zellen  

 ABCB5  Nestin  Jarid1B  CD271 
Differenzierungsmarkergen -

positive Zellen (n=87) 
8 

(9,2 %) 
16 

(18,4 %) 
27 

(31,0 %) 
5 

(5,7 %) 
 

Differenzierungsmarkergen -
negative Zellen (n=39) 

1 
(2,6 %) 

0 5 
(12,8 %) 

1 
(2,6 %) 

 
Chi-Quadrat 

 
p=0,373 

 
p=0,004 

 
p=0,030 

 
p=0,438 

   
 

3.4.3  Expressionsmuster der untersuchten Markergen e  

 

In verschiedenen Studien wurde von einer Koexpression verschiedener Markergene 

berichtet (Grichnik, et al., 2006; Schatton, et al., 2008). Aus diesem Grund wurde 

auch bei den MCSP-positiven Zellen überprüft, ob ein Zusammenhang in der Ex-

pression verschiedener Markergene bestand. Dafür wurden das Signifikanzniveau 

sowie die Korrelation nach Spearman für alle Kombinationen von Markergenen be-

rechnet (siehe Tabelle 3.19). Auffällig war, dass die Expression von ABCB5 als ein-

ziges Markergen weder positive noch negative signifikante Korrelationen mit der   
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Expression anderer Markergene aufwies. Signifikante Korrelationen sind in Tabelle 

3.19 blau hinterlegt. 

Tabelle 3.19 Zusammenhang der Expression der versch iedenen Markergene  
(Signifikanzniveau, Korrelation nach Spearman)  

 gp100 Melan-
A 

S100B TRP2 MCSP ABCB5  Nestin  Jarid1B  

Melan-
A 

p<0,001 
ρ=0,470 

       

S100B p<0,001 
ρ=0,537 

p<0,001 
ρ=0,466 

      

TRP2 p<0,001 
ρ=0,408 

p<0,001 
ρ=0,467 

p=0,001 
ρ=0,203 

     

MCSP p=0,335 
ρ=0,087 

p=0,230 
ρ=0,108 

p=0,525 
ρ=0,057 

p=0,373 
ρ=-0,080 

    

ABCB5  p=0,611 
ρ=0,046 

p=0,460 
ρ=-0,066 

p=0,104 
ρ=0,145 

p=0,499 
ρ=-0,061 

p=0,830 
ρ=-0,019 

   

Nestin  p=0,021 
ρ=0,206 

p<0,001 
ρ=0,324 

p<0,001 
ρ=0,322 

p<0,001 
ρ=0,348 

p=0,026 
ρ=0,198 

p=0,054 
ρ=0,172 

  

Jarid1B  p=0,002 
ρ=0,277 

p=0,023 
ρ=0,202 

p=0,008 
ρ=0,237 

p=0,401 
ρ=0,075 

p=0,686 
ρ=0,036 

p=0,574 
ρ=0,051 

p=0,237 
ρ=0,106 

 

CD271 p=0,305 
ρ=-0,092 

p=0,812 
ρ=0,021 

p=0,113 
ρ=0,142 

p=0,843 
ρ=-0,018 

p=0,817 
ρ=0,021 

p=0,357 
ρ=0,083 

p=0,005 
ρ=0,251 

p=0,618 
ρ=-0,045 

 

 

3.4.4 Bestimmung von Kriterien zum Ausschluss nicht -

melanomverdächtiger MCSP-positiver Zellen 

 

Die naheliegende Vermutung, dass nicht alle MCSP-positiven Zellen malignen Ur-

sprungs waren, erforderte die Definition von Kriterien, um aus den isolierten Zellen 

die tatsächlichen gestreuten Tumorzellen herauszufiltern. Eine große Zellform zeigte 

einen Zusammenhang mit einem hohen DCCDMCSP, einem positiven Ergebnis in der 

Routinediagnostik sowie einer hohen Anzahl gleichzeitig exprimierter Markergene. 

Aus diesem Grund wurde eine große Zellform als Kriterium für gestreute Tumorzellen 

gewählt.  

Weiterhin zeigte sich ein Zusammenhang kleiner Differenzierungsmarkergen-

positiver Zellen mit einem höheren DCCDMCSP (Median 8, Spannweite 1-57 Zellen) 

als bei kleinen Differenzierungsmarkergen-negativen Zellen (Median 4,5, Spannweite 

1-47 Zellen). Die Verteilung MCSP-positiver Zellen in den beiden Untergruppen un-

terschied sich signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p<0,001). Wurde als Kriterium die 

Expression von mindestens zwei Differenzierungsmarkergenen gefordert, so glichen 
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sich die Unterschiede der beiden Untergruppen kleiner MCSP-positiver Zellen wieder 

an. Aus diesem Grund wurde als zweites Kriterium für disseminierte Tumorzellen bei 

kleinen MCSP-positiven Zellen die Expression wenigstens eines Differenzierungs-

markergens gefordert. 

In der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler wurde  bei Analysen mit Normalzellen 

aus Kontrolllymphknoten gezeigt, dass die Expression von S100B nicht spezifisch für 

melanozytäre Zellen war. Eine alleinige Expression dieses Markergens wurde daher 

als weiteres Ausschlusskriterium gewählt. Zellen, die als einziges Differenzierungs-

markergen S100B exprimierten wurden aus der Gruppe gestreuter Tumorzellen aus-

geschlossen.  

Nach Anwendung dieser Kriterien (große Zellform, Expression mindestens eines Dif-

ferenzierungsmarkergens, keine alleinige Expression von S100B) wurden 28 Lymph-

knoten mit MCSP-positiven Zellen für die weitere Auswertung als negativ eingestuft, 

36 Lymphknoten wurden als positiv gewertet. Bei den nun als positiv definierten 

Lymphknoten bestand ein DCCDMCSP mit einer Spannweite von 1 bis 400000 und 

einem Median von 8 MCSP-positiven Zellen (siehe Abbildung 3.22). 

Bezogen auf die untersuchten Einzelzellen wurden 39 kleine Zellen ausgeschlossen, 

welche kein Differenzierungsmarkergen oder als einziges Differenzierungsmarkergen 

S100B exprimierten.  

 

                  

Abbildung 3.22 Verteilung der Anzahl MCSP-positiver  Zellen nach Anwen-
dung der Ausschlusskriterien 

Verteilung der Anzahl MCSP-positiver Zellen pro 106 Lymphknotenzellen in den 36 Lymphknoten, die 
nach Anwendung der Ausschlusskriterien als positiv definiert wurden. 

DCCD
MCSP

 

n=36 
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Von den 36 Lymphknoten enthielten 11 Lymphknoten (30,6 %) große MCSP-positive 

Zellen und 20 Lymphknoten (55,6 %) kleine Zellen. In fünf Lymphknoten (13,9 %) 

kamen beide Zelltypen vor. 

Es zeigte sich weiterhin ein signifikanter Zusammenhang eines positiven Ergebnis-

ses der MCSP-Färbung mit einem positiven Ergebnis in der HMB-45-Färbung (Chi-

Quadrat p=0,001). Die Anzahl HMB-45-positiver Zellen pro Million korrelierte positiv 

mit der Anzahl MCSP-positiver Zellen (Spearman ρ=0,539, p=0,003) (siehe Abbil-

dung 3.23). 

 

 

 
 
 
Abbildung 3.23 Verteilung des DCCD bei HMB-45- und MCSP-positiven 

Lymphknoten vor und nach Anwendung der Ausschlusskr i-
terien 

Nach Anwendung der Ausschlusskriterien weiterhin positive Korrelation HMB-45-positiver Zellen mit 
der Anzahl MCSP-positiver Zellen (Spearman ρ=0,539, p=0,003). 

 

Nach Anwendung der Ausschlusskriterien zeigte sich ein signifikanter Zusammen-

hang der MCSP-Färbung mit dem Ergebnis der Routinediagnostik (Chi-Quadrat, 

p<0,001), ebenso wie ein signifikanter Zusammenhang von HMB-45-Färbung und 

Routinediagnostik (Chi-Quadrat, p<0,001) (siehe Tabelle 3.20). Bei der HMB-45-

Färbung war nach Korrektur häufiger eine Lymphknotenbeteiligung nachweisbar als 

bei der MCSP-Färbung. Es waren nach Anwendung der Ausschlusskriterien aber 

weiterhin Lymphknoten vorhanden, die MCSP- jedoch keine HMB-45-positiven Zellen 

enthielten (siehe Abbildung 3.24).   

 

  

DCCD
MCSP

 
DCCD

MCSP
 

Vor Anwendung der Ausschlusskriterien Nach Anwendung der Ausschlusskriterien 

Spearman ρ=0,539 
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Tabelle 3.20 Vergleich der Ergebnisse der MCSP-Färb ung und der Routinedi-
agnostik sowie der HMB-45-Färbung und der Routinedi agnostik 
nach Anwendung der Ausschlusskriterien  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.24 Nachweis einer Lymphknotenbeteiligun g bei Routinediag-
nostik und MCSP-Färbung korrigiert  sowie HMB-45-Färbung 

Dargestellt sind die Ergebnisse aus Routinediagnostik und MCSP-Färbung nach Korrektur sowie 
HMB-45-Färbung.  

 

Ein signifikanter Zusammenhang der MCSP-Färbung mit Charakteristika der Patien-

ten und Primärtumore konnte auch nach Anwendung der Ausschlusskriterien nicht 

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.21).  
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MCSP-Färbung 

Gesamt negativ positiv 

Routine-

diagnostik 

   negativ 57 19 76 

   positiv 9 17 26 

                         Gesamt 66 36 102 

 Chi-Quadrat, p<0,001 

 

 
HMB-45-Färbung 

Gesamt negativ positiv 

Routine-

diagnostik 

   negativ 41 22 63 

   positiv 5 16 21 

                             Gesamt 46 38 84 

 Chi-Quadrat, p<0,001 
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Tabelle 3.21 Zusammenhang von Patientencharakterist ika mit den Ergebnissen 
der MCSP-Färbung nach Anwendung der Ausschlusskrite rien 

 MCSP-Färbung vor 
Anwendung der 

Ausschlusskriterien 
n=102 

 MCSP-Färbung nach 
Anwendung der Aus-

schlusskriterien 
n=102 

 

positiv negativ p-Wert positiv negativ p-Wert 
 
Geschlecht 

 
m 

 
27 

 
23 

  
16 

 
34 

 
 

0,495a w 37 15 0,073a 20 32 
 
Alter 

 
Median (Jahre) 

 
51,0 

 
55,0 

 
0,060b 

 
52,0 

 
53,0 

 
0,531b 

 
Ulzeration 

  
18 

 
6 

 
0,156a 

 
12 

 
12 

 
0,085a 

 
 
 
Clark Level 

 
1 

 
0 

 
0 

  
0 

 
0 

 

2 1 4  0 5  
3 17 8 0,234a 12 13 0,193a 
4 36 21  19 38  
5 1 1  1 1  

 
Tumordicke 
nach  
Breslow 
 

 
Median (mm) 

 
1,8 

 
1,4 

 
0,082b 

 
1,4 

 
2,1 

 
0,113b 

  a Chi-Quadrat 
b Mann-Whitney-U 

 

 

Nach Anwendung der Ausschlusskriterien glichen sich die zuvor signifikanten Unter-

schiede der Markergenexpression zwischen kleinen und großen MCSP-positiven Zel-

len an. Es bestanden weiterhin signifikante Unterschiede in der Expression von Me-

lan-A, S100B und Nestin (siehe Tabelle 3.22). Bezogen auf alle Differenzierungs-

markergene, wurden diese weiterhin signifikant häufiger von großen Zellen exprimiert 

(Chi-Quadrat p=0,034). Bei der Expression der Stammzellmarkergene bestand kein 

Unterschied zwischen beiden Zellgruppen (Chi-Quadrat p=0,847). 
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Tabelle 3.22 Verteilung der Markergenexpression nac h Anwendung der Aus-
schlusskriterien 

Differenzierungsmarkergene  
 

gp100 Melan-A S100B TRP2 MCSP 

Gesamt  46 
(52,9%) 
 

57 
(65,5%) 

56 
(64,4%) 

25 
(28,7%) 

17 
(19,5%) 

Große Zellen  
n=60 

33 
(55,0 %) 

45 
(75,0 %) 

44 
(73,3 %) 

21 
(35,0 %) 

11 
(18,3 %) 

Kleine Zellen  
n=27 

13 
(48,1 %) 

12 
(44,4 %) 

12 
(44,4 %) 

4 
(6,0 %) 

6 
(22,2 %) 

 
p-Wert (Chi-Quadrat) 

 

 
0,554 

 
0,006 

 
0,009 

 
0,054 

 
0,672 

 
 

 

Stammzellmarkergene  
 

ABCB5  Nestin  Jarid1B  CD271 

Gesamt  
 

6 
(6,9%) 

 

15 
(17,2%) 

 

26 
(29,9%) 

 

6 
(6,9%) 

 
Große Zellen  

n=60 
3 

(5,0 %) 
14 

(23,3 %) 
17 

(28,3 %) 
6 

(10,0 %) 
Kleine Zellen  

n=27 
3 

(11,1 %) 
1 

(3,7 %) 
9 

(33,3 %) 
0 

(0 %) 
 

p-Wert (Chi-Quadrat) 
 

0,298 
 

0,025 
 

0,637 
 

0,089 
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4 Diskussion 
 

4.1 Immunfluoreszenzfärbung 

 

Aufgrund seiner prognostischen Aussagekraft gewinnt der Nachweis disseminierter 

Tumorzellen in Lymphknoten von Patienten mit malignen Erkrankungen immer mehr 

an Bedeutung. Aus diesem Grund sollten in der vorliegenden Arbeit gestreute Tu-

morzellen aus Lymphknoten von Patienten mit malignem Melanom durch den Nach-

weis spezifischer mRNA genomisch charakterisiert werden.  

In vorausgehenden Studien wurde zur Isolation einzelner disseminierter Tumorzellen 

(DTZ) eine immunzytochemische Färbung gegen das im Zytoplasma lokalisierte An-

tigen gp100 durchgeführt (Ulmer, et al., 2005). Bei der Färbung mit dem Antikörper 

HMB-45 können jedoch keine intakten, lebensfähigen DTZs gewonnen werden, da 

die Plasmamembran der Zelle aufgelöst werden muss, um das Antigen für den Anti-

körper zugänglich zu machen. Somit ist bei dieser Färbung eine Analyse der Genex-

pression durch den Nachweis spezifischer mRNA nicht möglich. Um die Genexpres-

sionsanalyse zu ermöglichen, wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung gegen 

MCSP, ein an der Zelloberfläche befindliches Antigen, durchgeführt. 

 

Hohe Detektionsrate von Tumorzellen durch MCSP-Immu nfluoreszenzfärbung 

sowie HMB-45-Immunzytochemie  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben aus Lymphknoten von 102 Patien-

ten mit malignem Melanom auf das Auftreten disseminierter Tumorzellen untersucht. 

Die MCSP-Immunfluoreszenzfärbung wurde parallel durchgeführt zur Routinediag-

nostik der Abteilung für Pathologie, bestehend aus immunhistochemischen Färbun-

gen mit den Antikörpern HMB-45, S100B und Melan-A, zusätzlich zu Hämatoxylin-

Eosin-Färbungen von Gewebeschnitten. Zur Bestätigung der Ergebnisse der MCSP-

Immunfluoreszenz wurde die HMB-45-Immunzytochemie nach dem gleichen Proto-

koll wie in vorausgegangenen Veröffentlichungen (Ulmer, et al., 2014; Ulmer, et al., 

2005) ausgeführt, um eine Vergleichbarkeit der Studien zu gewährleisten.  
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Mit 25,5 % lag die Auftretenshäufigkeit positiv diagnostizierter Gewebeproben in der 

Routinediagnostik im gleichen Rahmen wie in veröffentlichten Studien, in welchen bei 

immunhistochemischen Färbungen in 9 % bis 34 % ein Lymphknotenbefall nachge-

wiesen wurde (Abrahamsen, et al., 2004; Cook et al., 2003; Gogel et al., 1998; L. L. 

Yu et al., 1999). Der Anteil an HMB-45-positiven Gewebeproben zeigte sich mit 

45,2 % ebenfalls übereinstimmend mit Studien, in welchen die Rate HMB-45-

positiver Gewebeproben bei 44,4 % beziehungsweise 51,1 % lag (Ulmer, et al., 

2014; Ulmer, et al., 2005). Die höchste Erkennungsrate befallener Lymphknoten trat 

bei der MCSP-Immunfluoreszenzfärbung mit 62,7 % auf, passend zu der höheren 

Sensitivität von MCSP im Vergleich zu HMB-45 (Goto, et al., 2008).  

Eine mögliche Erklärung der höheren Erkennungsrate disseminierter Tumorzellen 

durch die HMB-45-Immunzytochemie und die MCSP-Immunfluoreszenz im Gegen-

satz zur Routinediagnostik ist die unterschiedliche Aufarbeitung der Gewebeproben. 

Während für die immunzytochemischen Färbungen eine Zellsuspension hergestellt 

wurde und somit ein Querschnitt aller im Lymphknoten befindlichen Zellen beurteilt 

wurde, ist die Immunhistochemie der Routinediagnostik auf Schnittebenen be-

schränkt. Befinden sich nur einzelne gestreute Tumorzellen oder kleine Zellaggrega-

te im Lymphknoten, so ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass diese Zellen zwischen 

den Schnittebenen der immunhistochemischen Färbungen liegen und nicht entdeckt 

werden. Sind jedoch Mikro- oder Makrometastasen im Lymphknoten vorhanden, ver-

bunden mit einer hohen Tumor-Zellzahl, ist die Wahrscheinlichkeit eines positiven 

Ergebnisses in der Routinediagnostik hoch (Ulmer, et al., 2005). Dieser Ansatz wur-

de bestätigt durch den Zusammenhang eines hohen DCCDMCSP mit einem positiven 

Ergebnis in der Routinediagnostik (siehe Abbildung 3.9).   

 

 

4.2 MCSP-positive Zellen mit unterschiedlicher Morp hologie 

 

Auffällig bei der MCSP-Färbung war das Auftreten morphologisch unterschiedlicher 

MCSP-positiver Zellen. Es traten schwach fluoreszierende, kleine MCSP-positive 

Zellen auf, und kräftig fluoreszierende Zellen mit einem etwa doppelten Durchmesser 

im Gegensatz zu den umgebenden Lymphozyten. Bei einem Auftreten großer 

MCSP-positiver Zellen bestand ein signifikanter Zusammenhang zu einem positiven 
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Ergebnis der Routinediagnostik sowie zu einem positiven Ergebnis der HMB-45-

Färbung. Weiterhin korrelierten große Zellen mit einem hohen DCCDMCSP. Große 

Zellen zeigten außerdem einen Zusammenhang mit einer zunehmenden Tumordicke 

nach Breslow. Diese Zusammenhänge führten zunächst zu der Annahme, dass mög-

licherweise lediglich die großen MCSP-positiven Zellen disseminierten Tumorzellen 

entsprechen könnten. In genomischen Analysen der Doktorarbeit von Sebastian 

Scheitler wurde jedoch gezeigt, dass sowohl große als auch kleine MCSP-positive 

Zellen genomische Aberrationen aufweisen können.  

 

 

4.3 Ausstreuung von Tumorzellen und Bildung von Lym phkno-

tenmetastasen 

 

Nachweis von DTZ in einem frühen Tumorstadium  

In der vorliegenden Arbeit wurden disseminierte Tumorzellen gefunden bei Primär-

tumoren mit einer Tumordicke zwischen 0,5 mm und 11,0 mm, übereinstimmend mit 

einer kürzlich verfassten Arbeit (Scheitler, Hodak et al., Manuskript eingereicht, bis-

lang unveröffentlicht). Gleichzeitig war der Wächterlymphknoten eines Tumors mit 

einer Dicke von 10,0 mm negativ für gestreute Tumorzellen. Diese Ergebnisse zei-

gen, dass disseminierte Tumorzellen schon bei Primärtumoren mit einer geringen 

Tumordicke nach Breslow auftreten können, während auch Wächterlymphknoten von 

Tumoren mit einer großen Tumordicke negativ für DTZ sein können.  

 

Tumordicke nach Breslow als wichtigster prognostisc her Faktor des Primär-

tumors 

Dennoch konnten durch multivariate Analysen sowie Bootstrapping des DCCD, die 

Tumordicke nach Breslow sowie die Ulzeration des Primärtumors als aussagekräf-

tigste prognostische Faktoren für Patienten mit malignem Melanom nachgewiesen 

werden (Ulmer, et al., 2014). Obwohl die Streuung von Tumorzellen schon bei einer 

geringen Tumordicke nach Breslow stattfinden kann (Scheitler, Hodak et al., Manu-

skript eingereicht, bislang unveröffentlicht), haben Patienten mit einer geringen Tu-

mordicke eine sehr gute Überlebensprognose (Leiter, Buettner, Eigentler, & Garbe, 
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2004). Möglicherweise führt also nicht jede Lymphknotenbesiedelung mit nur einzel-

nen gestreuten Tumorzellen zwingend zur Bildung von Lymphknotenmetastasen 

(Scheitler, Hodak et al., Manuskript eingereicht, bislang unveröffentlicht). Diese An-

nahme wird gestützt durch die Ergebnisse der Routinediagnostik. Hier wurde mit zu-

nehmender Dicke des Primärtumors signifikant häufiger eine Lymphknotenbeteili-

gung diagnostiziert und so die Rolle der Tumordicke als wichtigster prognostischer 

Faktor des Primärtumors (Balch, et al., 2001) bestätigt. Ausgehend von der Annah-

me, dass in der Routinediagnostik eher größere Zellansammlungen als einzelne ge-

streute Tumorzellen nachgewiesen werden, ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass 

bei Tumoren mit einer geringen Dicke eher einzelne gestreute Tumorzellen im 

Lymphknoten vorhanden sind, während bei einer größeren Tumordicke schon Zellko-

lonien im Sinne von Lymphknotenmetastasen bestehen.  

 

Prognostische Faktoren für die Detektion gestreuter  Tumorzellen 

Ein signifikanter Zusammenhang von Tumordicke und Ergebnis der immunhistoche-

mischen Färbungen der Routinediagnostik, wie auch in einer anderen Studie be-

schrieben (Abrahamsen, et al., 2004), konnte gezeigt werden. Für HMB-45-

Immunzytochemie und MCSP-Immunfluoreszenz war der Zusammenhang nicht sig-

nifikant, es zeigte sich jedoch ein Trend (pHMB45=0,122 und pMCSP=0,082). Außer der 

Tumordicke zeigten die weiteren analysierten Charakteristika von Patient (Alter, Ge-

schlecht) und Primärtumor (Clark Level, Ulzeration) keine Korrelation zu den Ergeb-

nissen der drei Methoden zur Detektion disseminierter Tumorzellen.  

 

Bildung von Lymphknotenmetastasen nicht durch alle verdächtigen Zellen 

Obwohl gestreute Tumorzellen schon bei einer geringen Tumordicke auftreten, ha-

ben Patienten eine schlechtere Prognose, je dicker der Primärtumor bei Entfernung 

ist (Balch, et al., 2001). Das legt die Vermutung nahe, dass einzelne disseminierte 

Tumorzellen nicht zwangsweise eine Lymphknotenmetastase bilden. Des Weiteren 

können in Lymphknoten auch gutartige Melanozyten im Sinne eines Nävus auftreten 

(Abrahamsen, et al., 2004; Baisden, Askin, Lange, & Westra, 2000; McCarthy, 

Palmer, Bale, & Hirst, 1974; Ridolfi, Rosen, & Thaler, 1977). Aus diesen Gründen 

war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, die aus den Wächterlymphknoten iso-

lierten Zellen auf molekularer Ebene zu charakterisieren, ihren melanozytären Ur-
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sprung und ihre Malignität sowie ihr Potential zur Lymphknotenkolonisation betref-

fend. Hierfür wurde eine Analyse der Genexpression der einzelnen isolierten Zellen 

durchgeführt, ermöglicht durch die Entwicklung einer Methode zur Analyse des Tran-

skriptoms einer Einzelzelle (C. A. Klein et al., 2002).   

 

4.4 Expression von Markergenen bei MCSP-positiven Z ellen 

 

Die melanozytäre Abstammung der aus den Lymphknoten isolierten Zellen sowie 

ihre Malignität sollten durch Untersuchungen des Transkriptoms der Zellen nachge-

wiesen werden. Für Zellen des malignen Melanoms sind zahlreiche histogenetische 

Marker bekannt. Es wurden fünf dieser Marker für ausdifferenzierte Melanozyten be-

ziehungsweise Melanomzellen bestimmt, deren mRNA und somit die Genexpression 

mittels einer PCR nachgewiesen werden sollte. 

 

Geringe Transkriptionsrate von MCSP 

Zunächst wurde die Genexpression von MCSP überprüft. Die durch MCSP bedingten 

zellulären Veränderungen ermöglichen Tumorzellproliferation, Beweglichkeit und 

Gewebsinvasion von Tumorzellen. Durch die in dieser Arbeit durchgeführte Färbung 

gegen das Antigen MCSP war sichergestellt, dass das Proteinprodukt in allen Zellen 

vorhanden war. Auffallend war daher die geringe Expressionsrate von MCSP auf 

Ebene der Transkription. Während das Proteinprodukt in 100 % der Zellen vorhan-

den war, konnte die mRNA nur in 13,5 % der isolierten Zellen nachgewiesen werden. 

Eine mögliche Erklärung ist, dass MCSP ein sehr stabiles Protein mit einer langen 

Halbwertszeit darstellt, das nicht permanent neu gebildet werden muss. Eine weitere 

mögliche Erklärung ist, dass es zu falsch negativen Ergebnissen der PCR kam, zum 

Beispiel durch die Bildung von Sekundärstrukturen der mRNA, und somit die mRNA 

von MCSP nur unvollständig nachweisbar war. 

Im weiteren Text ist, wenn nicht anders gekennzeichnet, die Bezeichnung MCSP-

positiv gleichzusetzen mit dem immunhistochemischen Nachweis des Proteins 

MCSP. 
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Häufige Expression der Differenzierungsmarkergene g p100, Melan-A S100B 
und TRP2 bei großen MCSP-positiven Zellen 

Das Markergen, das erwartungsgemäß mit dem höchsten Anteil (51,6 %) exprimiert 

wurde, war S100B. Mit einer Expressionsrate von 45,2 % war Melan-A nach S100B 

das am zweithäufigsten exprimierte Markergen. Gp100 zeigte eine Expressionsrate 

von 36,5 %. Mit 19,8 % wurde TRP2 von nur wenigen Zellen gebildet, hauptsächlich 

von großen MCSP-positiven Zellen. Von den 25 TRP2-positiven Zellen waren 23 

gleichzeitig auch für die Expression weiterer Differenzierungsmarkergene positiv und 

schienen somit schon weiter fortgeschritten im Prozess der Zelldifferenzierung. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass große MCSP-positive Zellen 

diese vier Markergene signifikant häufiger exprimierten als kleine, was den Schluss 

nahelegte, dass große disseminierte Tumorzellen sich schon zunehmend im Prozess 

der Differenzierung befinden und eher das Vorhandensein einer Lymphknotenmeta-

stase anzeigen. Unter den kleinen isolierten MCSP-positiven Zellen befinden sich 

möglicherweise auch gutartige Melanozyten und andere Zellen, die einzelne der 

überprüften Markergene bilden.  

 

Fortgeschrittene Zelldifferenzierung bei großen MCS P-positiven Zellen  

In der Genexpressionsanalyse konnten alle Markergene für ausdifferenzierte Mela-

nozyten und Melanomzellen sowohl bei kleinen als auch bei großen MCSP-positiven 

Zellen nachgewiesen werden. Das lässt den Schluss zu, dass beide Gruppen Mela-

nomzellen enthalten. Bestätigt wurde diese Annahme durch CGH-Analysen im Rah-

men der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler, die genomische Aberrationen bei klei-

nen wie auch großen Zellen aufzeigten. Ein Unterschied zwischen beiden Gruppen 

zeigte sich jedoch deutlich durch signifikante Unterschiede in der Anzahl MCSP- und 

HMB-45-positiver Zellen, des Ergebnisses in der Routinediagnostik sowie durch sig-

nifikante Unterschiede in der Expression der Markergene gp100, Melan-A, S100B 

und TRP2. Außer MCSP wurden alle Markergene signifikant häufiger bei großen Zel-

len exprimiert. Ausserdem bestand bei großen Zellen signifikant häufiger eine Coex-

pression von mehreren Differenzierungsmarkergenen. Große Zellen schienen also im 

Vergleich zu kleinen Zellen weiter fortgeschritten in ihrer Differenzierung zu Zellen 

des malignen Melanoms, entsprechend einer weiter fortgeschrittenen Tumorerkran-

kung. Große Zellen traten häufiger bei Primärtumoren mit großer Tumordicke auf, 

zeigten einen signifikanten Zusammenhang zu einem positiven Ergebnis der Routi-



81 

 

nediagnostik und mit einem höheren Patientenalter. Außerdem waren große MCSP-

positive Zellen mit einem höheren DCCDMCSP assoziiert als kleine Zellen. Der DCCD 

beim Auftreten großer Zellen lag zwischen sechs und 400.000 mit einem Median von 

51 MCSP-positiven Zellen pro Million. In Vergleichen zwischen Routinediagnostik 

und HMB-45-Färbung konnte in einer Studie gezeigt werden, dass ab einem DCCD 

>100 von der Bildung von Lymphknotenkolonien auszugehen ist (Scheitler, Hodak et 

al., Manuskript eingereicht, bislang unveröffentlicht). Ein DCCD >100 trat bei der 

MCSP-Färbung lediglich bei fünf Proben auf. In allen fünf Fällen waren große Zellen 

vorhanden, während beim Auftreten kleiner MCSP-positiver Zellen immer ein DCCD 

<100 bestand. In der HMB-45-Färbung trat ein DCCD >100 bei neun Lymphknoten 

auf. Von diesen neun Lymphknoten enthielten sieben Lymphknoten große und zwei 

Lymphknoten kleine MCSP-positive Zellen. Beim Auftreten großer Zellen ist also mit 

einer höheren Wahrscheinlichkeit bereits eine Lymphknotenkolonie vorhanden. 

Gleichzeitig stellen somit die kleinen Zellen möglicherweise eine weitgehend undiffe-

renzierte Zellpopulation dar, die noch nicht zur Bildung von Lymphknotenkolonien 

geführt hat. Kleine Zellen könnten somit den einzelnen gestreuten Tumorzellen ent-

sprechen, die in den Wächterlymphknoten wandern, um dort Metastasen zu bilden. 

Dort entwickeln sie sich dann weiter zu morphologisch großen, differenzierten Zellen 

des malignen Melanoms und proliferieren zu Lymphknotenmetastasen.  

Diese Möglichkeit wurde auch in einer Studie an Zelllinien beschrieben (Grichnik, et 

al., 2006). In dieser Studie konnten Zellen identifiziert werden, die einen stamm-

zellähnlichen Charakter aufwiesen. Diese langsam proliferierenden Zellen zeigten 

eine kleine Zellform und entwickelten sich im Laufe der Differenzierung zu großen 

Zellen. Um zu untersuchen, ob die isolierten MCSP-positiven kleinen Zellen möglich-

erweise einen stammzellähnlichen Charakter aufweisen, wurde in der vorliegenden 

Arbeit eine Expressionsanalyse von Markergenen, die mit einem stammzellähnlichen 

Status der Zelle in Verbindung stehen, durchgeführt.  
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Expression von Markergenen, die einen stammzellarti gen Zustand der Zelle 

anzeigen 

Der Stammzellmarker ABCB5 wird von Zellen des malignen Melanoms in einem sig-

nifikant höheren Ausmaß gebildet als von gutartigen Nävi. In der vorliegenden Arbeit 

bestand eine Expressionshäufigkeit von 7,1 %. Kleine Zellen exprimierten häufiger 

ABCB5 als große MCSP-positive Zellen, was für einen stammzellähnlichen Charak-

ter kleiner MCSP-positiver Zellen spricht. Gleichzeitig exprimierten 88,9 % der 

ABCB5-positiven Zellen gleichzeitig Markergene der melanozytären Differenzierung, 

lediglich eine der kleinen Zellen war Differenzierungsmarkergen-negativ. 

Es wurde ein Zusammenhang der Expression von ABCB5 mit der Expression des 

Stammzellmarkers Nestin beschrieben (Schatton, et al., 2008). Des Weiteren zeigten 

Nestin-positive Zellen in einer Studie einen Zusammenhang mit einer kleinen Zell-

form (Grichnik, et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Genexpression 

von Nestin bei 12,7 % der isolierten MCSP-positiven Zellen gefunden. Von diesen 

Zellen waren jedoch nur zwei aus der Gruppe der kleinen Zellen, während 14 große 

Zellen Nestin-positiv waren. Der Zusammenhang der Expression von Nestin mit einer 

kleinen Zellform konnte in der vorliegenden Arbeit also nicht nachvollzogen werden. 

Auch eine signifikante Coexpression von ABCB5 und Nestin konnte nicht nachvoll-

zogen werden. Alle Nestin-positiven Zellen exprimierten gleichzeitig auch Differenzie-

rungsmarkergene. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in vivo aus Patienten 

gewonnene Zellen ein dynamischeres Genexpressionsprofil aufweisen als Zelllinien. 

Des Weiteren wurde in der Studie von Grichnik eine Expression des Stammzellmar-

kers nerve growth factor receptor (NFGR, CD271) vor allem bei morphologisch gro-

ßen Zellen beschrieben. Die Beobachtung von Grichnik konnte durch die Genex-

pressionsanalyse in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden, die eine Genexpressi-

on von CD271 ausschließlich bei großen Zellen zeigte. 

Vor Kurzem wurde als Erklärung für die Heterogenität von Melanomzellen und den 

Erhalt des Tumorwachstums eine dynamische Expression verschiedener Marker für 

Melanomzellen vorgeschlagen (Roesch, et al., 2010). Dieser Erklärung liegen Be-

obachtungen der Expression der Histondemethylase Jarid1B (Jumonji AT-rich inter-

active domain 1B) zugrunde. In der Studie von Roesch et al. wurde eine morpholo-

gisch kleine Zellform Jarid1B-positiver Zellen beschrieben (Roesch, et al., 2010).  
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In der vorliegenden Arbeit war Jarid1B mit 25,4 % das am häufigsten exprimierte 

Stammzellmarkergen. Des Weiteren wies Jarid1B unter den Stammzellmarkergenen 

die höchste Expressionsrate bei kleinen Zellen auf. Trotz der hohen Expressionsrate 

bei kleinen MCSP-positiven Zellen (22,7 %) zeigte sich in dieser Arbeit eine ebenfalls 

hohe Expressionsrate bei großen MCSP-positiven Zellen (28,3 %). Jarid1B-positive 

Zellen stellen möglicherweise ausgestreute Zellen dar, die nur langsam proliferieren, 

dadurch jedoch gleichzeitig eine längere Lebenserwartung aufweisen. Wenn sich 

diese Zellen im Lymphknoten eingenistet haben, kann die Expression von Jarid1B 

reduziert werden und die Zellen proliferieren schneller. Ein kleiner Prozentsatz der 

Zellen, möglicherweise auch große Zellen, bleibt jedoch immer Jarid1B-positiv, um 

das Tumorwachstum zu erhalten.  

 

 

4.5 Unspezifische Färbung nicht-maligner Zellen dur ch die MCSP-

Färbung 

 

Es besteht die Möglichkeit, dass es sich nicht bei allen MCSP-positiven Zellen um 

Zellen malignen Ursprungs handelt, was zu einer falsch hohen Detektionsrate führen 

würde. Das Oberflächenantigen MCSP wird in zahlreichen Gewebearten wie Epi-

dermis, Mundschleimhaut, Haarfollikel, Nervengewebe, Knorpel, Muskel und Kno-

chenmark in gesundem Zustand exprimiert (Legg, et al., 2003; Midwood & Salter, 

1998; Stallcup & Huang, 2008; Tordsson, et al., 2000).  

Auch die unterschiedliche Zellmorphologie MCSP-positiver Zellen mit großem und 

kleinem Erscheinungsbild spricht für unterschiedliche Zellpopulationen mit möglich-

erweise abweichendem malignem Potential.  

Bei HMB-45-positiven Zellen konnte durch CGH-Analysen bereits für einen großen 

Anteil der Zellen (80 % bis 97 %) eine maligne Abstammung mit genomischen Aber-

rationen nachgewiesen werden (Ulmer, et al., 2014; Ulmer, et al., 2005). Auch 

MCSP-positive Zellen wiesen in CGH-Analysen genomische Veränderungen auf. 

Durch den Nachweis genomischer Aberrationen bei sowohl kleinen (53 %) als auch 

großen (78 %) MCSP-positiven Zellen (Doktorarbeit von Sebastian Scheitler) konnte 

gezeigt werden, dass beide Zellgruppen maligne Zellen enthielten.  
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Definition von Ausschlusskriterien für die Identifi kation gestreuter Tumorzellen 

Um falsch positive MCSP-positive Zellen aus weiteren Analysen ausschließen zu 

können wurde Ausschlusskriterien bestimmt. Alle Lymphknoten, die große MCSP-

positive Zellen enthielten, wurden als positiv definiert, da diese Zellen einen Zusam-

menhang mit einem hohen DCCDMCSP, einem positiven Ergebnis in der Routinediag-

nostik sowie einer hohen Anzahl gleichzeitig exprimierter Markergene aufwiesen. 

Zusätzlich wurden Lymphknoten, die kleine Zellen enthielten, die mindestens ein Dif-

ferenzierungsmarkergen exprimierten, als positiv eingestuft. Lediglich Zellen, die als 

einziges Differenzierungsmarkkergen S100B bildeten, wurden ausgeschlossen, da in 

der Doktorarbeit von Sebastian Scheitler gezeigt wurde, dass die Expression von 

S100B nicht spezifisch für melanozytäre Zellen war.  

Nach Korrektur zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen MCSP-

Färbung und Ergebnis der Routinediagnositk. Außerdem bestand nach Ausschluss 

der Differenzierungsmarkergen-negativen kleinen  Zellen kein Unterschied mehr zwi-

schen kleinen und großen Zellen in der Expression der Stammzellmarkergene. Dies 

unterstützt die Annahme, dass sich die Metastasen-bildenden Zellen unter den klei-

nen MCSP-positiven Zellen befinden.  

 

In vivo isolierte Zellen weisen ein dynamisches Gen expressionsprofil auf  

Die isolierten MCSP-positiven Zellen zeigten ein heterogenes Bild, die Expression 

der überprüften Markergene betreffend, sowohl für differenzierte als auch für stamm-

zellähnliche Melanomzellen. In der Expression der Stammzellmarkergene zeigten 

sich bei kleinen und großen Zellen keine so deutlichen Unterschiede wie in der Ex-

pression der Differenzierungsmarkergene. Während die Expression der Stammzell-

markergene generell geringer war als die Expression der Differenzierungsmarkerge-

ne, schienen sich unter den kleinen Zellen also mehr stammzellähnliche Zellen zu 

befinden als differenzierte Melanomzellen. Das stützte die Annahme, dass kleine Zel-

len aus dem Primärtumor in die Lymphknoten wandern, um sich dort einzunisten und 

zu großen Zellen zu differenzieren. In den Lymphknoten geht jedoch ein Großteil der 

kleinen disseminierten Tumorzellen zugrunde, bevor sie sich dort einnisten und 

proliferieren können.  
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Wie auch von Roesch et al. vorgeschlagen, könnte die Heterogenität der isolierten 

Zellen auf einen dynamischen Prozess in der Expression der Markergene zurückzu-

führen sein, sodass auch differenzierte Zellen in der Lage sind, Stammzellmarker 

auszubilden (Roesch, et al., 2010).  

 

Um die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Studie erhoben wurden, zu bestätigen und 

sie weiter interpretieren zu können, sind noch ausgedehnte Untersuchungen nötig. 

So sollte das Potential zur Tumorbildung sowohl kleiner als auch großer MCSP-

positiver Zellen in fortführenden Studien in vitro durch das Wachstum von Sphären 

sowie in vivo durch die Bildung von Metastasen in Mäusen überprüft werden.  
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5 Zusammenfassung 
 

Das maligne Melanom ist eine Krebserkrankung mit deutlich steigender Inzidenz. 

Das Auftreten von Lymphknotenmetastasen ist mit einer ungünstigen Prognose für 

den Patienten verbunden, sodass die Entwicklung neuer Therapiemöglichkeiten des 

metastasierten Melanoms von großer Bedeutung ist.  

Das Ziel dieser Arbeit war die Isolation und molekulare Charakterisierung gestreuter 

Tumorzellen beim malignen Melanom. Es wurden insgesamt 333 durch Immunfluo-

reszenz markierte MCSP-positive Zellen aus den Wächterlymphknoten von 102 Pati-

enten mit malignem Melanom isoliert. Eine Färbung gegen das intrazelluläre Antigen 

gp100 (Antikörper HMB-45) wurde, wenn möglich, parallel durchgeführt. Gleichzeitig 

wurde an diesen Wächterlymphknoten die Routinediagnostik in der Abteilung für Pa-

thologie durchgeführt. Bei Vergleichen der unterschiedlichen Aufarbeitungsmetho-

denmethoden zeigte sich, dass durch die MCSP- (62,7 %) und die HMB-45-Färbung 

(45,2 %) häufiger malignomsuspekte Zellen nachgewiesen werden konnten, als 

durch die Routinediagnostik (25,5 %). Aufgrund dieser Diskrepanz stellte sich die 

Frage, ob alle MCSP- und HMB-45-positiven Zellen malignen Ursprungs waren. Wei-

terhin wurde das Auftreten MCSP-positiver Zellen auch in Kontrolllymphknoten ge-

sunder Spender beschrieben. Zur Klärung der Malignität MCSP-positiver Zellen 

schlossen sich weitere moilekulare Analysen dieser Zellen an. Bei HMB-45-positiven 

Zellen waren genomische Aberrationen bereits in vorausgegangenen Studien nach-

gewiesen worden. 

MCSP-positive Zellen unterschieden sich morphologisch in ihrer Größe. Große Zel-

len traten in 16 Lymphknoten (15,7 %) auf und waren assoziiert mit einem hohen 

DCCD sowie mit einem positiven Ergebnis der HMB-45-Färbung und der Routinedi-

agnostik. Des Weiteren bestand ein signifikanter Zusammenhang der Tumordicke 

nach Breslow mit dem Auftreten großer Zellen und mit einem fortgeschrittenen Pati-

entenalter. Kleine Zellen traten in 48 der untersuchten Lymphknoten (47,1 %) auf 

und gingen häufig mit einem geringen DCCD und einem negativen Ergebnis der 

Routinediagnostik einher.  

Um die Bedeutung MCSP-positiver Zellen zu klären wurden PCR-basierte Analysen 

des Transkriptoms dieser Zellen durchgeführt. Hierfür wurde die mRNA der isolierten 
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Einzelzellen extrahiert, was bei 126 der 333 Zellen erfolgreich durchgeführt werden 

konnte. Zur Charakterisierung der Zellen dienten ausgewählte, mit Zellen des malig-

nen Melanoms assoziierte Markergene für ausdifferenzierte Melanomzellen (HMB-

45, Melan-A, S100B, MCSP, TRP2) sowie für melanozytäre Stammzellen (ABCB5, 

Nestin, Jarid1B, CD271), deren Expression mittels PCR getestet wurde. Signifikant 

mehr große (86,7 %) als kleine (62,1 %) MCSP-positive Zellen exprimierten mindes-

tens ein Markergen. Weiterhin exprimierten große Zellen häufiger mehrere Marker-

gene gleichzeitig. Die Markergene HMB-45, Melan-A, S100B, TRP2, Nestin und 

CD271 wurden signifikant häufiger von großen Zellen gebildet. Kein signifikanter Un-

terschied zeigte sich in der Expression von MCSP, ABCB5 und Jarid1B. Das einzige 

Markergen, das  häufiger von kleinen als von großen Zellen gebildet wurde war 

ABCB5. 

Es ist bekannt, dass MCSP-positive Zellen auch ohne malignen Hintergrund in 

Lymphknoten gesunder Probanden auftreten. Hierdurch ist auch die deutlich höhere 

Anzahl MCSP-positiver Lymphknoten im Gegensatz zum Nachweis einer Lymphkno-

tenbeteiligung der malignen Erkrankung in der Routinediagnostik erklärbar. Um nicht-

maligne MCSP-positive Zellen herauszufiltern wurden Kriterien definiert, um diese 

Zellen auszuschließen. Eine große Zellform zeigte einen Zusammenhang mit einem 

hohen DCCDMCSP, einem positiven Ergebnis in der Routinediagnostik sowie einer 

hohen Anzahl gleichzeitig exprimierter Markergene. Aus diesem Grund wurde eine 

große Zellform als Kriterium für gestreute Tumorzellen gewählt. Weiterhin zeigte sich 

ein Zusammenhang kleiner Differenzierungsmarkergen-positiver Zellen mit einem 

höheren DCCDMCSP und mit einer höheren Expressionsrate von Stammzellmarker-

genen als bei kleinen Differenzierungsmarkergen-negativen Zellen, sodass kleine 

Differenzierungsmarkergen-negativen Zellen als nicht-maligne eingestuft wurden. Die 

alleinige Expression des Markers S100B, der nicht spezifisch für melanozytäre Zellen 

ist, wurde als weiteres Ausschlusskriterium gewählt. Ausgeschlossen wurden von 

den 126 MCSP-positiven Zellen also kleine MCSP-positive Zellen, die kein Marker-

gen oder als einziges Markergen S100B exprimierten.  

Nach Anwendung dieser Ausschlusskriterien wurden schließlich 87 MCSP-positive 

Zellen aus 36 Lymphknoten als maligne eingestuft. Nun zeigte sich auch ein signifi-

kanter Zusammenhang von positiven Ergebnissen in MCSP-Färbung und Routinedi-

agnostik. Außerdem glichen sich die zuvor signifikanten Unterschiede der Marker-
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genexpression zwischen kleinen und großen MCSP-positiven Zellen an. Es bestan-

den weiterhin signifikante Unterschiede in der Expression von Melan-A, S100B und 

Nestin. In der Expression der Stammzellmarkergene bestand kein Unterschied mehr 

zwischen beiden Zellgruppen. 

Die Ergebnisse unserer Analysen weisen auf eine dynamische und heterogene Ent-

wicklung gestreuter Tumorzellen bei der Bildung von Lymphknotenmetastasen hin. 

Sowohl unter den großen als auch unter den kleinen MCSP-positiven Zellen befinden 

sich Melanomzellen. Das Auftreten einzelner MCSP-positiver Zellen ist jedoch nicht 

zwingend mit der Bildung von Lymphknotenmetastasen verbunden. Großen MCSP-

positiven Zellen, die in Zusammenhang mit einem hohen DCCD, einem positiven Er-

gebnis der Routinediagnostik sowie einer größeren Tumordicke nach Breslow auftre-

ten, kommt eine entscheidende Bedeutung bei der Bildung von Metastasen zu. Klei-

ne MCSP-positive Zellen sind möglicherweise als Vorstufe großer Zellen zu sehen, 

die sich noch im Prozess der Entwicklung befinden.  

Die weitere Analyse der in den Lymphknoten gestreuten Tumorzellen, mit besonde-

rem Augenmerk auf die großen MCSP-positiven Zellen, kann neue Ansatzpunkte für 

die systemische Therapie beim metastasierten Melanom liefern. 
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