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Zielsetzung

e Ziel dieser Studie war die Charakterisierung der Wachstums- und
Metastasierungseigenschaften von intravitreal injizierten HCmell2-Zellen,
welche eine neue, murine, kutane Melanomzelllinie darstellen und sich durch
eine hohe Entziindungszellinfiltration, angiotropes Wachstum und spontanes
Metastasierungsverhalten auszeichnen.

e Durch den Vergleich mit Eigenschaften von B16LS9-Zellen, welche
intraokular injiziert das einzige bisher etablierte metastasierende
Aderhautmelanom-Modell darstellen, sollte die Eignung von HCmel12-Zellen
fur ein murines Aderhautmelanom-Modell evaluiert werden.
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Ergebnisse

¢ HCmell2-Zellen zeichneten sich aus durch solides Tumorwachstum mit
aggressiven Wachstumseigenschaften: Destruktion der Retina, Invasion der
Aderhaut, Angiotropismus, teilweise extraokuldre Ausbreitung (Abb.1A-C).

Histologisch zeigten sie Entziindungszellinfiltrate und verschiedene Formen
der Mikrozirkulation: ErschlieBung retinaler BlutgefaRe und Bildung
blutfihrender Strukturen aus extrazellularer Matrix (Abb.1D-F).

Bei fuinf mit HCmell2-Zellen inokulierten Augen blieb Tumorwachstum auf
das Auge beschrankt, wohingegen weitere finf Augen extraokulare Anteile
aufwiesen (Abb.1G-H). B16LS9-Tumorwachstum blieb in zwei Fallen auf das
Augeninnere beschrankt, in acht Augen fanden sich extraokulare Anteile.

Metastasen von HCmel12-Tumoren fanden sich in Lungen und drainierenden
Lymphknoten (Abb.2A-C), fir B16LS9 zusétzlich in der Leber (Abb.3B-C).

Die Metastasierungsrate fir HCmell12-Zellen betrug 30%, wobei Metastasen
ausschlieBlich in Mausen mit extraokularen Anteilen des Primartumors
auftraten.

Metastasen nach subkutaner Injektion konnten fur beide Zelllinien in den
drainierenden Lymphknoten, der Lunge, der Leber und der Milz gefunden
werden. Damit unterschieden sich die sekundaren Manifestationsorte
zwischen der subkutanen und intravitrealen Injektion nicht wesentlich.

A Okularer Tumor mit extraokularen Anteilen

Methoden

* Untersuchungen wurden an zwanzig CX;Crl-GFP knock-in  Mausen
durchgefiihrt, welche eine einseitige intravitreale Injektion von jeweils 1x10°
HCmel12 (n=10) oder B16LS9 Zellen (n=10) erhielten (Tag 0).

Enukleierte Augen (Tag 9 HCmel12; Tag 5 B16LS9) wurden histologisch (H&E,
PAS) auf PAS-positive Strukturen, Immunzellinfiltrate, intraokuléare
Wachstumseigenschaften und exktraokuldare Anteile untersucht und
vergleichend beurteilt.

Je zwei CX;Cr1-GFP knock-in M&use erhielten eine subkutane Injektion von
1x105 HCmell2- bzw. B16LS9-Melanomzellen und wurden an Tag 10
euthanasiert.

Nach Euthanasie (Tag 42 HCmel12; Tag 28 bzw. 73-91 B16LS9) wurden die
Metastasen histologisch und immunhistochemisch (HMB45/Melan-A-Marker)
identifiziert.

Abbildung 2. A-C HCmel 12 Metastasen
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Schlussfolgerungen

« Intravitreal injizierte HCmel12-Zellen fihrten zu malignem Tumorwachstum mit
Entziindungszellinfiltraten und Bildung von blutfihrenden, matrixreichen
Strukturen, die “Vasculogenic Mimicry” vermuten lassen.

Ein rein hamatogener Metastasierungsweg, wie er fir das humane uveale
Melanom beschrieben ist, erscheint fir HCmell2-Zellen unwahrscheinlich, da
keine Metastasierung bei strikt intraokularen Tumoren erfolgte. Letztere fand
somit vermutlich unter Beteiligung des Lymphsystems der Orbita statt.

Bis zum Zeitpunkt der Enukleation nimmt das intraokuldre Mikromilieu
demnach keinen Einfluss auf die Art der Dissemination der Melanomzellen
und deren Kolonisation in sekundéaren Manifestationsorten.

Damit eignen sich HCmell2-Melanomzellen nur bedingt als potentielles
Modell fir das humane metastasierende uveale Melanom, allerdings weisen
sie  melanomtypische Wachstumseigenschaften auf und erlauben somit
Untersuchungen zur allgemeinen Tumorbiologie.
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