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Zusammenfassung

Der frithe Nachweis einer Metastasierung beim malignen Mela-
nom ist von entscheidender Bedeutung fiir die Prognose der Er-
krankung. Zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen wurden
im Laufe der Jahre zunehmend sensitivere Methoden eingesetzt.
Durch die Entwicklung der revers-transkribierten Polymerase-
kettenreaktion (RT-PCR) wurde ein spezifischer und sensitiver
Nachweis zirkulierender Tumorzellen méglich. Beim malignen
Melanom wurden mittels RT-PCR melanomspezifische Tran-
skripte, insbesondere die Expression des Genes fiir das Enzym
Tyrosinase in umfangreichen Studien untersucht. Weiterfiihren-
de Projekte untersuchten die Expression weiterer Melanom-as-
soziierter Transkripte (,Multimarker RT-PCR"), sowie den Ein-
satz der quantitativen ,real-time“-RT-PCR zur Optimierung der
Sensitivitdt und Spezifitdt zur Detektion von Mikrometastasen.
Einen weiteren noch in der experimentellen Phase befindlichen
Ansatz zum Nachweis von Mikrometastasen stellt die Analyse
von frei zirkulierenden tumorassoziierten Nukleinsduren im
Plasma/Serum dar. Erste Daten bestétigen die prinzipielle Mog-
lichkeit dieser Nachweismethodik als neuen Ansatz fiir den
Nachweis einer Mikrometastasierung.

Begiinstigende Faktoren fiir eine Mikrometastasierung

Die Tumorausbreitung stellt beim malignen Melanom den ent-
scheidenden und Prognose bestimmenden Faktor dar. Zu den
wichtigsten klinischen Parametern, mit denen sich die Tumor-
ausbreitung abschdtzen ldsst, zdhlen die maximale Dicke des Pri-
mdrtumors und eine mogliche Beteiligung der regiondren
Lymphknoten. Beim malignen Melanom hat sich die vertikale
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Abstract

The early detection of metastasis in malignant melanoma is im-
portant for prognosis of disease. For detection of circulating tu-
mor cells more sensitive methods were developed during past
years. Through the development of polymerase-chain-reaction a
specific and sensitive detection of circulating tumor cells is pos-
sible. The expression of melanoma-associated transcripts in ma-
lignant melanoma, especially the expression of the tyrosinase
gene, was analyzed in multiple studies. More recent studies ana-
lyze expression of different melanoma-associated transcripts
(multi-marker RT-PCR) or usage of real-time RT-PCR for optimi-
zation of detection sensitivity and specificity of micrometasta-
ses. A new method under development is the detection of tumor-
associated nucleic acids in plasma/serum. First data confirm the
possible usage of this method for detection of micrometastases.

Tumordicke nach Breslow als wichtigster prognostischer Para-
meter in Primdrstadien erwiesen [1]. Fiir die weiteren Tumorsta-
dien wird als wichtiger Parameter die Beteiligung der Lymph-
knoten bertiicksichtigt. Tumorlokalisation und Geschlecht des
Patienten stellen einen weiteren Prognoseparameter dar [1]. Im
Stadium der Metastasierung werden als unabhdngige Prognose-
parameter eine LDH-Erh6éhung und eine Albuminerniedrigung
[2,3] beschrieben. Die Gesamtzahl dieser Faktoren macht deut-
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lich, dass eine stattgefundene Metastasierung des Primartumors
und deren Etablierung bzw. Progression fiir die Prognose des
Krankheitsverlaufes den entscheidenden Faktor darstellt. Ein
frithzeitiger Nachweis einer beginnenden Metastasierung ist da-
her fiir die Diagnostik und eventuell Therapieeinleitung von gro-
Ber Bedeutung.

Nachweis zirkulierender Tumorzellen mittels
Lichtmikroskopie und Immunhistochemie

Als erste Nachweistechnik zirkulierender Tumorzellen diente die
Lichtmikroskopie. In Blutausstrichen wurde versucht, Tumorzel-
len anhand ihrer Morphologie zu identifizieren. Die Sensitivitat
dieser Technik war jedoch gering (s. Tab.1). Mit der Einfiihrung
von immunhistochemischen Nachweismethoden konnte die
Sensitivitdt verbessert werden (s. Tab.1). Eine Bedeutung in der
Routinediagnostik zum ,Staging” von Krebspatienten hat die
Methodik jedoch nicht erlangt [4]. Falsch negative Resultate wa-
ren insbesondere durch den Verlust melanomspezifischer Anti-
gene sowie Antikdrperkreuzreaktionen etc. bedingt [5,6].

Nachweis von Melanommikrometastasen mittels
Polymerasekettenreaktion

Ein verbesserter Nachweis einer Mikrometastasierung wurde
durch den Einsatz der Polymerasekettenreaktion méglich. Diese
Technik erlaubt im Vergleich zu immunhistochemischen Nach-
weismethoden einen spezifischeren und sensitiveren Nachweis
zirkulierender Tumorzellen (s. Tab.1). Das Verfahren wurde
kurz nach der eigentlichen Entwicklung im Jahre 1987 zum
Nachweis zirkulierender Tumorzellen von Melanompatienten
eingesetzt. Smith et al. [7] wiesen 1991 im peripheren Blut bei
drei von fiinf Patienten mRNA fiir das melanomassoziierte Anti-
gen Tyrosinase nach. Brossart et al. [8] fanden im peripheren Blut
bei 100% der untersuchten Patienten im Tumorstadium IV und
bei 35% der Patienten im Stadium III im peripheren Blut Tyrosi-
nase mRNA. In den darauf folgenden Jahren wurden zahlreiche
Studien zum Nachweis von Tyrosinase mRNA im peripheren
Blut von Melanompatienten publiziert (s. Tab.2). Die Resultate
waren jedoch dufSerst divergent und die Anzahl der Tyrosinase-
mRNA-positiven Patienten variierte sehr stark (s. Tab. 2). Im Tu-
morstadium IV waren in einigen Studien 0%, in anderen Studien
100% der Patienten positiv fiir Tyrosinase mRNA. Im Durch-
schnitt waren im Stadium IV 20-30%, in den Stadien I-IIl 0-15%
der Patienten positiv fiir den Tumormarker Tyrosinase. Eine Ur-
sache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse bestand moglicher-
weise in unterschiedlichen methodischen Details des Nachweis-
verfahrens. So wurden verschiedene Techniken zur Isolation von

Tab.1 Nachweisgrenze zirkulierender Tumorzellen im peripheren

Blut

Technik Nachweisgrenze

Lichtmikroskopie 1 Tumorzelle in 102-103 Blutzellen
Immunhistochemie 1 Tumorzelle in 10*-105 Blutzellen

PCR 1 Tumorzelle in 106-108 Blutzellen

RNA bzw. mRNA aus dem peripheren Blut, sowie unterschiedli-
che PCR-Protokolle zur Amplifikation der Transkripte eingesetzt.
Daher wurde zur Qualitdtssicherung 1997 von der Europdischen
Organisation zur Erforschung und Behandlung von Krebserkran-
kungen (EORTC) ein Ringversuch in neun verschiedenen Labora-
torien in Europa durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde festgestellt,
dass die Heterogenitdt beim Nachweis von Tyrosinase mRNA
hauptsdchlich in der Probenvorbereitung, der RNA-Extraktion
und cDNA-Synthese begriindet ist und weniger durch unter-
schiedliche PCR-Protokolle bedingt ist [9]. Mit der spateren Ver-
fiigbarkeit eines kommerziellen Kit zum Nachweis von Tyrosi-
nase mRNA war ein standardisiertes Verfahren zur besseren Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse der einzelnen Zentren verfiigbar. Es
wurde daher in Deutschland ein Ringversuch der Arbeitsgemein-
schaft Dermatologische Onkologie (ADO) in sieben verschiede-
nen deutschen Zentren durchgefiihrt, der ein standardisiertes
PCR-Verfahren zum Nachweis von Tyrosinase auf seine Sensitivi-
tdt, Spezifitat und Reproduzierbarkeit und damit Eignung fiir die
Routinediagnostik von Mikrometastasen evaluieren sollte. Von
allen teilnehmenden Laboren wurde {ibereinstimmend eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitdt der standardisierten Methodik
bestdtigt. Allerdings zeigen die Analysen von identisch aliquo-
tierten Blutproben von Melanompatienten eine duferst geringe
Ubereinstimmung der Ergebnisse, so dass der Nachweis von zir-
kulierenden Melanomzellen mittels PCR weiter als experimen-
tell angesehen werden muss und derzeit fiir die Routinediagnos-
tik nicht geeignet ist [10].

Einsatz von Multimarker RT-PCR und ,,Real-time* RT-PCR
fiir den Nachweis einer Mikrometastasierung

Multimarker RT-PCR

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Diskrepanz der Ergebnisse
zwischen den zahlreichen Studien zum Nachweis von Tyrosinase
mRNA (s. Tab. 2) ist der hdufige Verlust der Expression von mela-
nomassoziierten Antigenen in Tumorzellen [11]. 1995 setzten
Hoon et al. [12] eine PCR-Technik, die so genannte Multimarker-
PCR zum Nachweis von Mikrometastasierung ein. Der Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass die Expression mehrerer me-
lanomassoziierter Transkripte gleichzeitig analysiert wird, und
somit auch Tumorzellen nachweisbar sind, die einen partiellen
Verlust von Tumorantigenen aufweisen. In einer ersten Studie
untersuchten Hoon et al. [12] an Melanomzelllinien neben der
Expression des Tyrosinase-Genes die Expression weiterer mela-
nomassoziierter Antigene wie P97, MAGE-3 und MUC-18. In die-
ser Untersuchung wurde bei 80% der Melanomzelllinien eine
mRNA-Expression aller vier untersuchten melanomassoziierten
Antigene beobachtet. Die Spezifitit dieser Methodik wurde da-
durch bestdtigt, dass in nur 2 von 39 Blutproben gesunder Spen-
der Transkripte fiir MUC-18 nachweisbar waren. In einer anderen
Untersuchung [13] wurde die Expression von mRNA fiir insge-
samt fiinf Gene der Melaninbiosynthese (Tyrosinase, TRP-1,
TRP-2, Pmel 17/gp100 und MART-1/MelanA) analysiert [ 13]. Mit-
tels dieser Multimarker-PCR wurden bei 47% der Patienten im
Stadium I -1V alle fiinf Tumorantigene und bei 86 % der Patienten
im Stadium I-1V mindestens ein Tumorantigen im Vollblut de-
tektiert. In einem Kontrollkollektiv war in keinem der unter-
suchten Fille einer der Tumormarker nachweisbar [14]. Von
den Tumorantigenen wurde mit 86% am hdufigsten Tyrosinase
im Blut von Patienten mit metastasiertem Melanom nachgewie-
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Tab.2 Studien zum Nachweis von Tyrosinase mRNA im peripheren Blut von Melanompatienten™

Gesamtzahl Stad. | Stad. Il

Patienten
Smith 1991 7 0 0
Brossart 1993 56 0/4 1/6
Battayani 1995 60 NS NS
Hoon 1995 119 0 0
Foss 1995 6 0 0
Kunter 1996 64 NS NS
Mellado 1996 91 4/17 10/22
Stevens 1996 12 0/12 13
Glaser 1997 102 NS NS
Reinhold 1997 65 NS NS
Jung 1997 50 0 0
Tessier 1997 85 0 0
Farthmann 1998 123 NS NS
Ghossein 1998 73 NS NS
O’Connell 1998 16 NS NS
Voit 1999 64 0/18 2/10
Palmieri 1999 235 27(87 26/67
Mellado 1999 57 NS NS
Le Bricon 1999 30 0 0
Schittek 1999 225 13/74 8/45
Curry 1999 186 4/13 30/76
Hanekom 1999 165 476 6/67
Alao 1999 21 0 0
Kopreski 1999 6 0 0
de Vries 1999 106 0 0
Proebstle 2000 212 12/106 10/56
Brownbridge 2001 299 38/91 56/86
Reinhold 2001 60 3/15 2/15
Insges. 2595 105/503 152/453

(21%) (36%)

Stad. Ifll Stad. Il Stad. IV Negativ-
kontrollen
0 0/1 4/6 0/8
1/10 6/17 29/29 0/56
2[10 8/18 16/32 0/14
13/17 31/36 63/66 0/39
0 0 0/6 2/31
0/16 0/14 9/34 0/9
14/39 717 33/35 0/50
1/5 2/4 2/3 0/25
1/43 0/15 12/44 0/35
0/31 1/21 5/13 0/20
0 0 13/50 0/15
0/42 0/202 16/23 0/20
6/46 741 16/36 0/20
2/16 6/40 117 0/25
2/4 3/9 2/3 0/5
2/28 11/24 9/12 0/15
53/154 24/49 24/32 0/41
2/11 6/33 2/13 0/8
0 1/10 4/20 0/1
21/119 8/48 21/58 0/40
34/89 55/97 0 0/50
10/143 0/10 0/12 0/1
0 1/4 5/17 0/12
0 0 4/6 0/20
2/6 4/27 15/73 0/10
22/162 8/26 16/24 0
94/177 70/85 30/37 0/52
5/30 5/14 7/16 2/28
287/1198 264/680 358/737 4/650
(24 %) (39%) (49%) (0,6%)

* Die Daten zeigen die Anzahl Tyrosinase-positiver Patienten/Gesamtanzahl der Patienten des jeweiligen Tumorstadiums. NS: nicht separiert. @ Proben waren bei
der ersten Testung negativ. Patienten wurden ein zweites Mal getestet und waren bei einer Testung positiv fiir Tyrosinase mRNA.

sen. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit Hilfe der
Multimarker-PCR im Vergleich zur Detektion nur eines Markers
der Nachweis von zirkulierenden Melanomzellen in einem ho-
hen Prozentsatz gelingt. Zukiinftige Studien miissen untersu-
chen, ob und inwieweit dies erweiterte Verfahren fiir die Stan-
darddiagnostik des malignen Melanoms geeignet ist.

»Real-time“-RT-PCR

Ein Nachteil der qualitativen RT-PCR-Techniken ist, dass die
Konzentration von tumorassoziierten Transkripten nicht quanti-
tativ gemessen werden kann. Uber die Entwicklung der ,Real-
Time"“-RT-PCR-Technik wurde es jedoch méglich, die Schritte
der Amplifikation, Detektion und Quantifizierung von Transkrip-
ten bzw. PCR-Produkten zu kombinieren. Die Technik zeichnet
sich durch eine einfache Handhabung und kurze Analysezeiten
aus. Weiterhin sind die einzelnen Amplifikationsreaktionen gut
reproduzierbar und fiir einen hohen Probendurchsatz standardi-
sierbar. Der Einsatz der ,real-time“-RT-PCR zum Nachweis einer
Mikrometastasierung bietet besonders Vorteile gegeniiber den
bisherigen RT-PCR-Techniken. Zum einen sind Aussagen zur An-
zahl der in der Probe vorhandenen Transkripte méglich, zum an-
deren erhdlt man Informationen tiber die Qualitdt der isolierten

RNA. De Vries et al. [15] setzten erstmals eine ,Real-time“-RT-
PCR in Kombination mit Multimarker-PCR fiir den Nachweis
von Tumormarkern im peripheren Blut von Melanompatienten
ein. Sie fanden heraus, dass die geringe Reproduzierbarkeit der
Detektion zirkulierender Melanomzellen nicht auf Unterschiede
in der mRNA-Qualitdt zuriickzufiihren ist, sondern durch eine
geringe Anzahl von amplifizierbaren Tumortranskripten bedingt
ist. In einer weiteren Studie wurden im Detail die Spezifitdt und
Sensitivitdt der ,Real-time“-RT-PCR zum Nachweis disseminier-
ter Melanomzellen untersucht [16]. Als Ergebnis konnte mittels
»nested“-RT-PCR 1 Tumorzelle in 1 ml Vollblut spezifisch detek-
tiert werden. Das RT-PCR-Protokoll zeichnete sich durch eine
hohe Sensitivitdt, Effizienz, Spezifitdit und Reproduzierbarkeit
aus. Die hohe Spezifitdt dieser Methode wird durch den Einsatz
von genspezifischen Sonden zum Nachweis von Amplifikations-
produkten, Schmelzkurvenanalysen und anschliefender Agaro-
segelelektrophorese der PCR-Produkte moglich.
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Nachweis tumorassoziierter zirkulierender mRNA

im Plasma/Serum von Melanompatienten

Neue Perspektiven zum Nachweis einer Mikrometastasierung
ergeben sich aus der erstmals 1998 beschriebenen Beobachtung,
dass bei Patienten mit malignem Melanom tumorassoziierte
extrazellulire RNA frei im Serum zirkuliert [17]. In eigenen Stu-
dien konnten diese ersten Beobachtungen bestdtigt werden [18].
Neuere Daten konnen diese Befunde auch bei anderen Tumoren-
tititen bestitigen (Ubersicht in: Reinhold & Schréder) [19]. Es
gibt erste Hinweise darauf, dass zirkulierende extrazelluldre
RNA im Serum/Plasma in fragmentierter Form (Grof3e bis ca.
400bp) vorliegt (M. Fleischhacker et al. pers. Mitteilung). Die
Existenz freier mRNA im Serum/Plasma wurde zundchst infrage
gestellt, da im Serum/Plasma hohe Konzentrationen RNA-abbau-
ender Enzyme (RNasen) vorhanden sind [20] und erwartungsge-
madfR einen sofortigen Abbau von freien mRNA-Molekiilen bewir-
ken sollten. Es wird allerdings vermutet, dass zirkulierende RNA
vor dem Angriff von Serum-RNasen durch assoziierte Molekiile
(zum Beispiel als RNA-Proteolipidkomplexe) geschiitzt sind [20].
Eigene Untersuchungen deuten speziell darauf hin, dass extra-
zelluldre RNA im Serum innerhalb von Apoptosekoérperchen vor-
liegen koénnte und so vor einem Angriff RNA-abbauender Enzy-
me geschiitzt wird [21]. Als Ursprungsquelle tumorspezifischer
zirkulierender mRNA im Serum/Plasma kommen der Zerfall von
nekrotischen Tumorzellen in RNA-enthaltende Vesikel [22] und
eine aktive Sekretion von RNA-Molekiilen durch Tumorzellen
[23] in Betracht. Da bisher nur sehr wenige Daten zum Nachweis
zirkulierender mRNA bei Tumorpatienten vorliegen, ist die prog-
nostische Bedeutung dieser Analysetechnik derzeit unklar. Un-
tersuchungen zur Expression extrazellulirer mRNA bei Patienten
mit Mammakarzinom konnten bestdtigen, dass in einem Teil der
Fdlle der Tumormarker im Plasma, nicht aber in den parallel ana-
lysierten Vollblutproben nachweisbar ist [24]. Weiterhin gelang
der Nachweis extrazelluldrer tumorassoziierter mRNA teilweise
bereits in sehr frithen Tumorstadien [24]. Die vorliegenden Stu-
dien zum Nachweis freier RNA bei Tumorpatienten geben Anlass
zur Hoffnung, dass neue diagnostische Ansdtze entwickelt wer-
den konnen, deren zukiinftige Anwendung in der Friihdiagnos-
tik, Therapieeffizienzkontrolle und im Patientenmonitoring
nach erfolgter Therapie liegen. Weitere Forschungsanstrengun-
gen zur Etablierung und Optimierung der Methodik und zur
Standardisierung der Technik sind erforderlich, um den klini-
schen Wert dieses neuen diagnostischen Ansatzes sicher beur-
teilen zu kénnen.
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