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1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein von den Melanozyten ausgehender, bdsartiger
Tumor. Melanozyten sind Zellen neuroektodermalen Ursprungs, deren Vorlaufer
wahrend der Embryonalentwicklung aus der Neuralleiste in die Haut migrieren.
Als ausdifferenzierte Melanozyten bilden sie dort das pigmentgebende Melanin.
Weitere Melanozytenpopulationen finden sich u.a. in den Schleimhauten, der
Uvea und im zentralen Nervensystem, sodass neben einer kutanen Lokalisation

eines Melanoms auch mukosale und okulare Formen auftreten (Ali et al., 2013).

1.1.1 Epidemiologie

Das Melanom ist nach dem Basalzellkarzinom und dem Plattenepithelkarzinom
die dritthaufigste maligne Hauttumorentitat. Weltweit sind 2020 rund 325.000
Menschen am Melanom erkrankt und 57.000 Menschen an der Erkrankung

verstorben (Sung et al., 2021).

Die Inzidenzen unterscheiden sich im internationalen Vergleich. Die hochste
Inzidenz weist Australien auf (rund 37 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
innerhalb eines Jahres). In groRen Teilen Asiens und Afrikas ist das Melanom
hingegen eine Seltenheit (<1 Neuerkrankung pro 100.000 Einwohner innerhalb
eines Jahres). Diese Diskrepanz kann vor allem auf unterschiedliche klimatische
Bedingungen und genetisch festgelegte Hauttypen zurtckgefuhrt werden (Ferlay
et al., 2021).

In Deutschland hat sich die Inzidenz des Melanoms zwischen 1970 und 2015
verfunffacht. Insbesondere die EinfUhrung des gesetzlichen
Hautkrebsscreenings 2008 fiuhrte zu einem sprunghaften Anstieg der
Neuerkrankungsraten. Die Mortalitat ist hingegen durch Fruherkennung und

neue Therapieformen annahrend gleichgeblieben (Robert Koch-Institut, 2016).

Langfristig werden sich die Inzidenzen vermutlich stabilisieren. Durch

Bevolkerungswachstum und -alterung wird die Pravalenz jedoch weiterhin



steigen und das Melanom eine hochrelevante Erkrankung bleiben (Whiteman et
al., 2016).

1.1.2 Risikofaktoren

Wichtigster exogener Risikofaktor ist die UV- Exposition der Haut (Robert Koch-
Institut, 2016). Etwa 90% der kutanen Melanome in Deutschland sind auf den
Einfluss von UV- Strahlen zurlckzufiihren (Keim et al., 2021). Sowohl eine
chronische UV- Exposition, die Nutzung von Sonnenbanken als auch schwere
Sonnenbrande sind hierbei relevant. Die Hauttypen | und Il sind besonders
suszeptibel fur UV- induzierte DNA- Schaden (Olsen et al., 2010).

Wichtige endogene Risikofaktoren sind eine hohe Anzahl melanozytarer Navi
oder deren atypische Konfiguration (Gandini et al.,, 2005). Wurde in der
Vorgeschichte ein Melanom oder ein anderer nicht- melanozytarer Hautkrebs
diagnostiziert, ist das Melanomrisiko deutlich erhéht (Wheless et al., 2010; Van
Der Leest et al., 2015). Dauerhaft immunsupprimierte Patienten haben ein zwei-
bis dreifach erhodhtes Risiko zu erkranken (Robbins et al., 2015). Ebenfalls
steigert eine positive Familienanamnese das Erkrankungsrisiko. In diesen
familiaren Melanomen scheinen Veranderungen in Genen wie p16 fir die

Erkrankung zu pradisponieren (Hussussian et al., 1994; Soura et al., 2016).

1.1.3 Einteilung

Auf Basis des klinischen und histologischen Bildes entstand um das Jahr 1970
das Clark-McGovern- Klassifikationssystem. Das System wird nach wie vor in
Leitlinien und Lehrbichern verwendet. Hierbei werden vier Subtypen des
malignen Melanoms unterschieden. Sie variieren hinsichtlich des
Erscheinungsbildes, des mittleren Erkrankungsalters, der
Metastasierungsneigung, der Lokalisation und der Prognose (McGovern, 1971;
Mihm et al.,, 1971; Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF,
2020).

Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) ist die haufigste Form des Melanoms
(ca. 65%). Meist tritt es im mittleren Erwachsenenalter auf und manifestiert sich
stammnah. In ca. 30% lasst sich anamnestisch die Entstehung aus einem

vorbestehenden Navus nachvollziehen. Makroskopisch zeigt sich das SSM als
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unscharf begrenzte Makula oder Plaque mit einer ungleichmalligen braun-
schwarzen Farbung. Mit fortschreitender Erkrankungsdauer kdnnen sich zudem
Ulzerationen und Noduli ausbilden. Das SSM breitet sich zunachst langsam
horizontal aus, weshalb es meist in einem frihen Stadium entdeckt wird. Die
Prognose ist daher vergleichsweise glinstig (Roesch and Berking, 2018; Kempf
et al., 2020).

Etwa 15% der Melanome sind noduléare Melanome. Im Gegensatz zum SSM
wachst diese Form frih invasiv und hat daher im Vergleich zu den anderen
Subtypen die schlechteste Prognose. Oft findet sich das nodulare Melanom im
Rumpf- und Kopf- Hals- Bereich. Neben der knotigen Struktur sind Ulzerationen
und die Neigung zu Kontaktblutungen fur diesen Subtyp charakteristisch (Roesch
and Berking, 2018; Kempf et al., 2020).

Dem Lentigo- maligna- Melanom (LMM) konnen ca. 15% der Melanome
zugeordnet werden. Es entwickelt sich Uber Jahre auf einer Lentigo maligna an
den lichtexponierten Arealen der Haut und gilt als Melanom des alteren
Patienten. Makroskopisch manifestiert sich das LMM als braun gescheckte
Makula. Die umliegende Haut weist oft UV- induzierte Schaden wie aktinische
Elastosen auf (Roesch and Berking, 2018; Kempf et al., 2020).

Ein seltener Subtyp (ca. 5%) ist das akrolentigindse Melanom (ALM). Zwar
wachst das ALM eher langsam, doch aufgrund der Lokalisation an Hand- und
FuRinnenflachen wird es oft erst im Spatstadium diagnostiziert. Auch eine
subungale Manifestation mit Ulzerationen, Kontaktblutungen und Nagelverlust ist
maoglich. Differentialdiagnostisch ist das subungale ALM von einer subungalen
Hamorrhagie abzugrenzen. Eine Beteiligung des Nagelfalzes kann hierbei
wegweisend sein (Hutchinson- Zeichen) (Roesch and Berking, 2018; Kempf et
al., 2020).

Auf Basis der Einteilung nach Clark und McGovern und unter Einbeziehung neuer
Erkenntnisse Uber die molekularen Entstehungsmechanismen von Melanomen
entwickelte die Weltgesundheitsorganisation ein neues Klassifikationssystem.
Hier werden neun verschiedene Subtypen beschrieben, die nach solarer und

nicht- solarer Genese eingeteilt werden. Bei den UV- induzierten Melanomen
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erfolgt zusatzlich eine Unterteilung anhand der kumulativen Sonnenschadigung
der umgebenden Haut (Elder et al., 2020).

1.1.4 Diagnostik

1.1.4.1 Klinische Diagnose

Der Verdacht auf ein Melanom entsteht in der Regel aufgrund einer auffalligen
Hautlasion. Zur groben Einschatzung kann die ABCDE- Regel hilfreich sein.
Hierbei werden Asymmetrien, Begrenzung, Colorit, Durchmesser und
Erhabenheit beurteilt. In der Anamnese sollten Auffalligkeiten und
Veranderungen hinsichtlich dieser Kriterien erfragt werden (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

Bei der korperlichen Untersuchung soll die Inspektion des gesamten Integuments
inklusive der Schleimhaute erfolgen. Die Dermatoskopie durch geschultes
Personal kann die diagnostische Genauigkeit erhdhen (Dinnes et al., 2018;
Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

Zusatzliche Bildgebungsverfahren werden zunehmend eingesetzt. Die
Ganzkorperfotografie eignet sich v.a. flir Risikopatienten (z.B. hohe Anzahl
atypischer Navi). Im Rahmen der sequentiellen digitalen Dermatoskopie (SDD)
kénnen Aufnahmen von Hautlasionen aufgenommen, gespeichert und analysiert
werden. Lasionen, die die Malignitatskriterien primar nicht erflllen, kénnen
mithilfe der SDD in ihrer Dynamik beobachtet werden (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.4.2 Primarexzision und histopathologisches Staging
Jede malignitatsverdachtige Hautlasion soll, wenn maoglich, im Kompletten und
mit Sicherheitsabstand exzidiert werden. Ist die vollstandige Exzision aufgrund
einer ungunstigen Lokalisation (z.B. flachige Ausbreitung im Gesicht) nicht
mdglich, so kann eine Teilexzision oder Biopsie angewandt werden (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

Die histopathologische Begutachtung ist der Goldstandard in der
Melanomdiagnostik. Immunhistochemie und molekulargenetische Verfahren

kénnen erganzend eingesetzt werden (Long et al., 2023). Das American Joint
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Committee on Cancer (AJCC) definiert die Tumordicke nach Breslow und das
Vorhandensein von Ulzerationen als Stagingkriterien (Gershenwald et al., 2017).
Der Zusammenhang zwischen Invasionstiefe des Primartumors und den
Uberlebensraten von Melanompatienten wurde 1970 von Alexander Breslow
beschrieben (Breslow, 1970) und qilt bis heute als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren. Die Tumordicke nach Breslow wird von der Oberseite
des Stratum granulosum bis zur tiefst gelegenen Melanomzelle gemessen und in
0,1 mm Schritten angegeben. Anhand der Grenzwerte <1 mm, <2 mm, <4 mm
und >4 mm kann der Tumor einer T- Klasse zugeordnet werden. Ob Ulzerationen
vorhanden sind, wird mit dem Zusatz ,a“ (keine Ulzerationen) oder ,b*
(Ulzerationen vorhanden) angegeben. Die Mitoserate wird in der AJCC-
Klassifikation nicht mehr als Kriterium fur die T- Klassifikation verwendet, bleibt
aber ein wichtiger prognostischer Faktor (Gershenwald et al., 2017; Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.4.3 Initiale Ausbreitungsdiagnostik

Die  Ausbreitungsdiagnostik  beinhaltet in jedem  Stadium eine
Ganzkorperuntersuchung, sowie eine Palpation der Lymphknoten und
Lymphabflusswege. Zusatzlich kann der Spiegel des Tumormarkers S100B
erhoben werden (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF,
2020). Zwar ist der prognostische Wert von S100B strittig, jedoch eignet er sich
insbesondere in den Stadien Ill und IV als Verlaufsparameter (Frauchiger et al.,
2019). Aufgrund der geringen Invasivitat der Untersuchung wird die Bestimmung
des S100B- Werts in den deutschen Leitlinien, insbesondere in spaten Stadien,
empfohlen (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

Die Sonographie der regionalen Lymphknoten ermdoglicht eine genauere
Differenzierung als die Palpation (Bafounta et al., 2004). Allerdings variiert die
Sensitivitat je nach Tumorstadium, sodass unter Abwagung des Nutzen- Risiko-
Verhaltnisses die Sonographie der Lymphknoten ab Stadium IB empfohlen wird
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020). Im
Frihstadium kann die periphere Perfusion des Lymphknotens auf einen malignen
Befall hinweisend sein. Mit Progress der Metastasierung nimmt der Lymphknoten
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zunehmend eine ballonierte Form an und fallt durch einen Verlust des zentralen
Echos auf (Voit et al., 2010). Mithilfe der Lymphknotensonographie kdnnen
makroskopische Metastasen dargestellt werden. Um bereits einzelne
disseminierte Melanomzellen in den Lymphknoten (Mikrometastasen) zu

detektieren, eignet sich die Wachterlymphknotenbiopsie (siehe 1.1.4.4).

Erganzende bildgebende Diagnostik (Ganzkorper-CT/ -MRT oder PET/CT
exklusive Kopf, sowie eine Schadel- MRT) wird ab Stadium |IC empfohlen
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.4.4 Wachterlymphknotenbiopsie

1.1.4.4.1 Indikation der Wachterlymphknotenbiopsie
Lymphknoten, die sich im unmittelbaren Drainagegebiet des Primartumors
befinden, werden als Wachterlymphknoten (WLK) bezeichnet. Die WLK sind der

wahrscheinlichste Ort der primaren lymphogenen Metastasierung.

Morton et al. beschriecben 1992 den kombinierten Einsatz von
Lymphszintigraphie und WLK- Biopsie, um die Lymphabflusswege zu kartieren,
WLK zu lokalisieren und enthaltene Mikrometastasen in klinisch okkulten
Lymphknoten zu detektieren. Eine komplettierende Lymphadenektomie konnte
so gezielt bei Patienten mit befallenen Lymphknoten eingesetzt werden und eine
Ubertherapie bei Patienten ohne lymphogene Metastasierung vermieden werden
(Morton, 1992).

Lymphszintigraphie und WLK- Biopsie haben heute einen festen Stellenwert im
diagnostischen Vorgehen. In der S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und
Nachsorge des Melanoms (Stand 2018) wird eine WLK- Biopsie ab einer
Tumordicke nach Breslow von = 1mm empfohlen. Bei Risikokonstellationen wie
Ulzerationen, einer hohen Mitoserate oder einem geringen Erkrankungsalter
(<40 Jahre) soll die WLKB auch bei einer geringeren Tumordicke (0,75- 1 mm)
durchgefuhrt werden (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF,
2020).
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1.1.4.4.2 Detektion der Wachterlymphknoten

Praoperativ werden WLK mittels Lymphszintigraphie lokalisiert. Hierfur erfolgt
eine intradermale Injektion von Tc-99m-markierten Nanokolloid nahe der
Exzisionsstelle des Primartumors. Uber die Lymphabflusswege gelangt dieses in
die WLK und reichert sich dort an. Durch eine SPECT wird die Position der WLK
bildgebend dargestellt werden. Abhangig vom Protokoll wird die operative
Exzision einige Stunden oder einen Tag nach der Lymphszintigraphie
durchgefuhrt. Die Detektion der WLK im Patientensitus erfolgt durch den
kombinierten Einsatz einer Gammasonde und manueller Palpation. Zusatzlich
kann zu Beginn der Operation ein lymphgangiger Farbstoff wie Isosulfanblau in
die Exzisionsstelle injiziert werden. Dies ermoglicht die farbliche Unterscheidung
vom umliegenden Gewebe (Gershenwald et al., 1998; Morton et al., 2005;
Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.4.4.3 Aufarbeitung der Wachterlymphknoten

Der Status der WLK hat einen maligeblichen Einfluss auf die Prognose und ist
ein wichtiger Parameter im Staging. Bereits das Vorhandensein einer einzelnen
Tumorzelle bewirkt eine Heraufstufung in das Stadium Il der AJCC-
Klassifikation (Gershenwald et al., 2017). Eine mdglichst prazise Detektion von
Mikrometastasen ist daher essenziell. In den meisten Kliniken erfolgt nach der
Dissektion der WLK die Aufarbeitung mit Fixation des Gewebes,
Paraffineinbettung und Anfertigung von Schnitten. Diese werden
histopathologisch mit Hamatoxylin- Eosin und immunhistochemisch mit
Melanozyten- spezifischen Antikdrpern eingefarbt (Deutsche Krebsgesellschaft,
Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

Die histopathologische Aufarbeitung hat den Nachteil, dass sich die Metastase
zur Detektion genau in der examinierten, zweidimensionalen Schnittebene
befinden muss. Oft sind die Metastasen jedoch nicht gleichmafig im
Lymphknoten verteilt, sondern in Zellclustern vorliegend. Die Detektionsrate ist
daher stark abhangig von der Anzahl der examinierten Schnitte (van Diest, 1999).

Im klinischen Alltag ist eine Kompromisslosung aus praktischer und finanzieller
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Machbarkeit und einer ausreichenden Zahl examinierter Schnitte notwendig
(Mellemgaard et al., 2023).

Eine Homogenisierung des WLK umgeht dieses Problem und erhoht die
Wahrscheinlichkeit, Metastasen zu detektieren. Ein Ansatz ist der Nachweis von
Transkripten Melanozyten- spezifischer Antigene wie Melan A oder Tyrosinase
durch Realtime- PCR. Diese Methode ist sehr sensitiv, hat allerdings den
Nachteil, dass nur die Anzahl der Transkripte und nicht die Anzahl der
Tumorzellen im WLK erfasst wird. Zudem kann nicht zwischen malignen und
benignen melanozytaren Zellen unterschieden werden, weshalb diese Methode

eine geringe Spezifitat aufweist (Abrahamsen et al., 2005).

Die Lymphozyten- Disaggregations- Immunzytologie (LDI) zielt ebenfalls auf die
Homogenisierung des WLK ab. Der Lymphknoten wird hierfir zunachst entlang
der Longitudinalachse halbiert. Eine Halfte wird fixiert und histopathologisch
aufgearbeitet. Die andere Halfte wird im Rahmen eines standardisierten
Verfahrens mechanisch disaggregiert und so in eine Einzelzellsuspension
uberfuhrt. Mittels Dichtegradienten- Zentrifugation werden die Tumorzellen
angereichert. Die Zellsuspension wird anschlie®Bend auf beschichtete
Objekttrager pipettiert und mit HMB-45 und Anti- Melan-A- Antikorpern
immunzytologisch angefarbt. Anhand definierter Kriterien wie HMB-45-
Positivitat, Granularitat und GroRe wird die Anzahl der disseminierten
Tumorzellen bestimmt. Sie wird durch die disseminated cancer cells density
(DCCD), die Anzahl der Tumorzellen pro Millionen Lymphozyten, angegeben.
Durch die Homogenisierung des Lymphknotens ermoglicht die LDI hohere
Detektionsraten als die standardmafige histopathologische Aufarbeitung.
Zugleich bleiben die Zellen bei der LDI im Gegensatz zur Realtime- PCR
erhalten, sodass die Bestimmung der DCCD und eine Sequenzierung des
Genoms einzelner Tumorzellen mdglich ist, woraus Rickschlisse auf das

Patienten- Outcome gezogen werden kénnen (Ulmer et al., 2014, 2005)
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1.1.5 Therapie

1.1.5.1 Operative Verfahren

Durch die Exzision des Primartumors mit Sicherheitsabstand sollen lokale
Rezidive vermieden werden. Der Sicherheitsabstand wird abhangig von der
Tumordicke nach Breslow festgelegt. Bei einer Tumordicke von unter 2 mm (T1-
T2) wird in der deutschen Leitlinie ein Resektionsabstand von 1 cm empfohlen.
Melanome mit mindestens 2 mm Dicke (T3-T4) sollen mit einem
Sicherheitsabstand von 2 cm reseziert werden (Deutsche Krebsgesellschaft,
Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020). Eine weitere Vergrolierung des
Resektionsabstands auf 4 cm scheint keine weitere Verbesserung des Melanom-
spezifischen Uberlebens zu bewirken (Utjés et al., 2019). Der optimale
Resektionsabstand ist nicht unumstritten. Einerseits muss er ausreichend grol3
sein, um Rezidive zu vermeiden, andererseits steigt mit dem Resektionsradius
auch das Risiko operationsbedingter Komplikationen. Ob sich eine Verringerung
des Resektionsabstands von 2 cm auf einen 1cm auf das Gesamtiberleben von
Patienten mit Stadium Il Melanomen auswirkt, wird aktuell in der MelMarT-I|
Studie untersucht (NCT: 03860883) (Rossi et al., 2022).

Hinsichtlich der Resektionstiefe gibt es wenig aktuelle Literatur. Ublich ist die
Resektion bis auf die Faszie. Eine Resektionstiefe, ab der die Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit signifikant sinkt, ist jedoch nicht definiert (Grotz et al., 2011).
Sowohl Resektionsabstand als auch -tiefe konnen bei einer besonderen

Lokalisation oder grof3flachigen Melanomen individuell angepasst werden.

1.1.5.2 Lymphadenektomie

Die Lymphadenektomie zielt darauf ab, durch die radikale Entfernung der
lokoregionaren Lymphknoten Tumornester zu entfernen und das Risiko einer
Fernmetastasierung zu minimieren. Eine elektive Lymphadenektomie bei
unauffalligen Lymphknotenstatus, um einer Metastasierung frihzeitig
entgegenzuwirken, flhrt nicht zu einem signifikanten Uberlebensvorteil, sodass
eine prophylaktische Lymphadenektomie nicht empfohlen wird. Liegen hingegen
klinisch manifeste Lymphknotenmetastasen ohne Fernmetastasen vor, so ist

eine therapeutische Lymphadenektomie indiziert (Lens et al., 2002; Deutsche
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Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020). Durch die WLK- Biopsie
ist die Detektion von Mikrometastasen in klinisch unauffalligen Lymphknoten
moglich. Diese Metastasen werden als okkulte Lymphknotenmetastasen
bezeichnet. Ob eine komplettierende Lymphknotendissektion (CLND) im Falle
einer okkulten Metastasierung notwendig ist, ist strittig. Okkulte
Lymphknotenmetastasen wurden in der Vergangenheit wie klinische manifeste
Lymphknotenmetastasen durch eine unmittelbare CLND behandelt. In
randomisierten Studien konnte jedoch kein Uberlebensvorteil durch eine
unmittelbare  CLND bei okkulter Metastasierung im Vergleich zu einem
beobachtenden Vorgehen mit regelmaRigen sonographischen Kontrollen
festgestellt werden (Faries et al., 2017; Leiter et al., 2019). Aktuell werden daher
verschiedene Scores herangezogen, um die Wahrscheinlichkeit weiterer
Lymphknotenmetastasen abschatzen zu konnen. Entscheidend sind hierbei
Faktoren wie das Vorliegen einer Kapselinfiltration, die GroRe der Metastase und
Risikokonstellationen beim Primarius (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.5.3 Medikamentdse Therapie

Im lokalisierten Stadium ist das Melanom durch eine operative Therapie meist
gut beherrschbar und mit hohen Uberlebensraten einhergehend. Im
metastasierten Stadium war die Prognose hingegen auch unter kombinierten
Einsatz von operativen Verfahren und Chemotherapie lange sehr ungunstig. Der
Einsatz neuer zielgerichteter Therapien fuhrte zu einem deutlichen Abfall der
Mortalitat. In Abgrenzung zur Chemotherapie wirkt ,targeted therapy” gezielt auf
bestimmte biologische Eigenschaften eines Tumors. Immuncheckpoint-
Inhibitoren (ICI) und BRAF- & MEK- Inhibitoren sind heute fest in die Behandlung

des fortgeschrittenen Melanoms etabliert (Berk-Krauss et al., 2020).

Etwa 40% der Melanome tragen eine Mutation im BRAF- Onkogen. Am
haufigsten ist die BRAF- V600E- Mutation mit einem Austausch der Aminosaure
Valin gegen Glutaminsaure, seltener ist der Austausch durch andere
Aminosauren, beispielsweise Valin gegen Lysin bei der BRAF- V600K- Mutation.
Es entsteht eine daueraktive Form des BRAF- Onkogens, einem wichtigen
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Bestandteil der MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinasen) - Signalkaskade,
welche unter anderem die Zellteilung und Differenzierung reguliert. BRAF-
Mutationen kdnnen so einen standigen Proliferationsreiz auslosen (Long et al.,
2011). Der Einsatz von BRAF- und MEK- Inhibitoren ermdglicht es, gezielt in
diese molekulare Signalkaskade einzugreifen. Eine Kombination eines BRAF-
mit einem MEK- Inhibitoren scheint der Monotherapie Uberlegen zu sein (Long et
al., 2014). Die Kombinationstherapie kann bei Stadium Il Patienten mit BRAF-
V600- Mutation unter Berucksichtigung des individuellen Patientenprofils als
gleichwertige Alternative zur Immuncheckpoint- Inhibition (ICI) erwogen werden
(Bloem et al., 2025).

Eine weitere Form der zielgerichteten Therapie, die die Behandlung des
Melanoms revolutioniert hat, ist die Imnmuncheckpoint- Inhibition. Mittels ICIl kann
den Immun- Escape- Mechanismen entgegengewirkt und eine intrinsische
Immunaktivitat gegen den Tumor erzielt werden (Farrow et al., 2020). Der Anti-
CTLA-4- Antikorper Ipilimumab war der erste ICI, mit dem ein Uberlebensvorteil
gegenuber einem Placebo erzielt werden konnte (Eggermont et al., 2015).
Aufgrund ihres geringeren Nebenwirkungsprofils und des verlangerten
rezidivireien Uberlebens gegeniiber Ipilimumab werden PD-1- Inhibitoren heute
im klinischen Setting bevorzugt verwendet (Robert et al., 2019). Der Vorteil einer
Kombination eines PD- 1- Inhibitoren mit einer geringen Dosis Ipilimumab ist
umstritten. Im Rahmen der CheckMate 915 Studie wurden Patienten in Stadium
[1IB-D und Stadium IV mit Nivolumab & niedrig dosierten Ipilimumab, Nivolumab
& Placebo oder zwei Placebos behandelt. In der Gruppe Nivolumab & Ipilimumab
traten mehr als doppelt so viele schwere therapieassoziierte Nebenwirkungen
auf. Eine Reduktion des rezidivfreien Uberlebens im Vergleich zu einer
Monotherapie mit Nivolumab konnte nicht erzielt werden (Weber et al., 2023). Zu
einem anderen Ergebnis kam die IMMUNED Studie, in deren Rahmen Patienten
im Stadium IV nach vollstandiger Resektion sichtbarer Erkrankungszeichen
adjuvant mit einer Nivolumab- Monotherapie, einer Nivolumab- Ipilimumab-
Kombinationstherapie oder einem Placebo behandelt wurden. Beide
Therapieregime wiesen gegenuber dem Placebo einen signifikanten Vorteil im

progressionsfreien Uberleben auf. Eine Verlangerung des Gesamtiiberlebens
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gegen das Placebo konnte nur durch die Nivolumab- Ipilimumab-
Kombinationstherapie erzielt werden, nicht jedoch durch die Nivolumab-
Monotherapie. Allerdings traten auch in dieser Studie die meisten schweren
therapieassoziierten = Nebenwirkungen unter Kombinationstherapie auf
(Livingstone et al., 2022). In der deutschen Leitlinie wird aktuell empfohlen, den
Patienten in Stadium Ill und IV eine alleinige adjuvante PD-1- Inhibitor- Therapie
anzubieten (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020) .

Einen Paradigmenwechsel in der Therapie des Melanoms konnte der
neoadjuvante Einsatz von ICI bedeuten. Die SWOG S1801 Studie ergab ein
langeres ereignisfreies Uberleben fir Patienten in Stadium Il bei neoadjuvant-
adjuvanten Einsatz von Pembrolizumab gegenuber der adjuvanten Therapie mit
Pembrolizumab (Patel et al., 2023). In der NADINA Studie konnte ein signifikanter
Uberlebensvorteil durch eine neoadjuvante Kombinationstherapie mit Nivolumab
plus Ipilimumab mit anschlieBender Operation gegenuber einer primaren

Operation mit adjuvanter Nivolumab- Therapie erzielt werden (Blank et al., 2024).
1.2 Tumorimmunantwort beim malignen Melanom

1.2.1 Tumorantigene und immune- related adverse events

Tumore, die durch kumulative DNA- Schaden entstehen, weisen eine hohe
Mutationslast auf. Eine hohe Mutationslast fihrt zu einer hohen Zahl in Struktur
und Expression veranderter Proteine. Werden diese als Antigene auf den HLA-
Molekulen auf der Zelloberflache prasentiert, kann das Immunsystem diese
Zellen als maligne identifizieren und gezielt bekampfen. Die Antigene kdnnen
zwei verschiedenen Kategorien zugeordnet werden: Den Tumor- spezifischen
Antigenen (TSAs) und den Tumor- assoziierten Antigen (TAAs) (Haen et al.,
2020).

TSAs werden nur auf den HLA- Molekilen entarteter Zellen prasentiert, jedoch
nicht auf gesundem Gewebe. Die Aminosauresequenz kann dabei verandert sein
oder dem Wildtyp entsprechen. Veranderte Aminosauresequenzen
(Neoantigene) entstehen im Rahmen von Mutationen im Exom oder durch
alternatives Splicing. Ihre Proteinstruktur weicht von der Struktur in gesunden
somatischen Zellen ab. Von den Neoantigenen werden Wildtyp- TSAs
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unterschieden. Sie basieren auf der abnormen Expression von Antigenen, die auf
gesunden Zellen kaum oder nicht exprimiert werden. Das Immunsystem ist
diesen Antigenen im gesunden Zustand nicht ausgesetzt, sodass keine
Ausbildung von Immuntoleranzmechanismen erfolgt. Aufgrund ihrer
ausgepragten Immunogenitat sind Wildtyp- TSAs, insbesondere die Gruppe der
Cancer- Testis- Antigene, in den vergangenen Jahren als Zielstruktur
verschiedener Immuntherapien in den Fokus geruckt. Die Wildtyp- TSAs werden
in manchen Klassifikationen auch den TAAs zugeordnet, da sie auch auf wenigen
,gesunden® Zellen wie beispielsweise auf Keimzellen exprimiert werden und
damit nicht absolut tumorspezifisch sind. Um sie jedoch von den TAAs
abzugrenzen, denen das Immunsystem in deutlich hdheren MalRen ausgesetzt
ist, wird hier die Zuteilung zu den TSAs Ubernommen. Eine Form zwischen
Neoantigenen und Wildtyp- TSAs sind TSAs, die durch posttranslationale
Modifikationen entstehen. Ihre Proteinstruktur entspricht der Wildtyp- Sequenz.
Durch geringe Veranderungen der Proteineigenschaften, wie beispielsweise
durch Anlagerung geladener Molekile, werden diese Antigene jedoch trotzdem

vom Immunsystem als verandert erkannt (Haen et al., 2020).

Zusammengefasst kdnnen maligne Zellen durch TSAs als fremd erkannt werden,
was TSAs zu vielversprechenden Zielstrukturen fir Immuntherapien macht.
Insbesondere Neoantigene sind jedoch interindividuell verschieden, sodass
darauf abzielende Immuntherapien fir jeden Patienten individualisiert hergestellt
werden mussen. Ob ein TSA ausreichend immunogen ist, um eine suffiziente
Tumorimmunantwort hervorzurufen, ist zudem schwer vorhersagbar. Cancer-
Testis- Antigene gelten als vielversprechende Zielstrukturen
immuntherapeutischer Ansatze, da sie Tumorspezifitat, eine hohe
Immunogenitat und eine geteilte Expression in vielen Patienten und Tumoren
verbinden (Haen et al., 2020).

Im Gegensatz zu den TSAs finden sich TAAs sowohl auf Tumorzellen als auch
auf gesundem Gewebe. In der Regel werden sie jedoch auf Tumorzellen stark
Uberexprimiert. Einerseits ermdglicht die Uberexpression eine relativ gezielte
Erkennung durch das Immunsystem, andererseits kdonnen bei einer hohen Dichte
prasentierter TAAs Immuntoleranzmechanismen induziert werden (Wolchinsky et
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al., 2014). Werden diese Toleranzmechanismen im Rahmen einer ICI- Therapie
durchbrochen, so kann es zu immunvermittelten Nebenwirkungen kommen
(immune- related adverse events (irAEs)). Sie treten meist in den ersten
Behandlungswochen auf, kdnnen sich aber auch Monate nach Einstellung der
Behandlung  manifestieren.  Haufig  betroffen sind  Haut, Lunge,
Gastrointestinaltrakt und endokrine Organe (Nufiez et al., 2023). Verschiedene
Publikationen deuten auf eine Assoziation zwischen einem Therapieansprechen
auf ICls und dem Auftreten von irAEs hin. Dies spricht daflr, dass geteilte
Antigene auf Tumorgewebe und auf von irAEs betroffenen Organen als T- Zell-
Epitope dienen und entsprechende Immunantworten auslésen (Eggermont et al.,
2020; Hussaini et al., 2021; Maher et al., 2019). Fir eine Therapie, die sich gegen
TAAs richtet, gilt es daher Antigene zu identifizieren, deren Expression sich auf
wenige Zelltypen beschrankt, um weitreichende irAEs zu vermeiden.
Andererseits mussen sie ausreichend immunogen sein, um eine wirksame T-
Zell- Immunantwort zu induzieren. TAAs, die diese Kriterien erfullen, sind
vielversprechende Kandidaten fur Tumorvakzinierungen, ggf. in Kombination mit
anderen immunstimulierenden Therapien wie ICl. Nach dem Off- the- shelf
Prinzip konnte eine entsprechende Therapie individuell fir den Patienten
kombiniert werden. Im Gegensatz zu Therapien, die auf Neoantigenen basieren,
musste jedoch kein fur jeden Patienten individuelles Molekul entwickelt werden
(Haen et al., 2020; Hollingsworth and Jansen, 2019). Entsprechende Risiken und

Kosten kdnnten so reduziert werden.

1.2.2 Melanozyten- Differenzierungs- Antigene

Vitiligo ist eine Erkrankung, die sich durch flachige Depigmentierungen der Haut
manifestiert. Ursachlich ist eine Autoimmunreaktion gegen Melanozyten. Bereits
1969 wurde eine Assoziation zwischen Melanomen und Vitiligo- ahnlichen
Hautreaktionen beschrieben (Balabanov et al., 1969). Bald wurde die Bedeutung
dieser Hautreaktionen als positiver prognostischer Faktor beim Melanom erkannt
(Koh et al., 1983; Quaglino et al., 2010). Mit dem Aufkommen immunvermittelter
Therapien wurden irAEs in Form von Vitiligo- ahnlichen Hautreaktionen
beobachtet (Yee et al., 2000).
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Palermo und Kollegen konnten im Blut von Vitiligo- Patienten eine hohe Zahl
zytotoxischer T- Zellen (CTLs) nachweisen, die spezifisch fur Melanozyten-
Differenzierungs- Antigene (MDA) sind (Palermo et al., 2001). In gesunden
Melanozyten sind MDAs Proteine des Melanin- Stoffwechsels. Wichtige MDAs
sind Melan- A, Tyrosinase, Glykopeptid 100 (gp100) und tyrosinase- related-
peptide 2 (TRP2). Auf Melanom- Zellen werden sie oft Uberexprimiert und zahlen
zu den TAAs.

1.2.2.1 Glykopeptid 100

Das Glykopeptid 100 (gp100) ist an der Formierung von Melanosomen beteiligt.
Vor allem in den fruhen Stadien der Melanosomenreifung wird gp100 exprimiert,
in ruhenden Melanozyten findet dagegen kaum gp100 Expression statt. Mit dem
Antikérper HMB-45 kann gp100 immunhistochemisch angefarbt werden, sodass
Zellen melanozytaren Ursprungs von anderem Gewebe mittels HMB-45

unterschieden werden kénnen (De Vries et al., 2001).

Seit 2022 ist das Fusionsprotein Tebentafusp fur die Behandlung des
metastasierten, uvealen Melanoms bei HLA A*02:01- positiven Patienten
zugelassen. Es besteht aus einem Antikorper gegen gp100 und einem anti- CD3-
Effektor und induziert so bispezifisch eine T- Zell- Aktivitat gegen den Tumor.
Gegenuber Vergleichstherapien fur uveale Melanome im metastasierten Stadium
konnte durch Tebentafusp eine Verlangerung des Gesamtiberlebens erzielt
werden (22 vs. 16 Monate) (Hassel et al., 2023). Ob eine Wirksamkeit auch fur
das kutane Melanom besteht, ist Gegenstand aktueller Studien (NCT05549297).

Im Rahmen der SCOPE Studie befindet sich aktuell der Impfstoff SCIB1/iISCIB1+
in Kombination mit Nivolumab/ Ipilimumab in der Phase Il. Der DNA- Impfstoff
kodiert flr einen modifizierten Antikérper, der Epitope aus gp100 und TRP2
(siehe 1.2.2.4) exprimiert. Die Fc- Komponente des Antikdrpers soll an CD64 auf
Antigen- prasentierenden Zellen binden, die Prasentation verstarken und so eine

wirksamere T- Zellantwort induzieren (Shaw et al., 2024) .

1.2.2.2 Melan- A/ MART- 1
Melan- A ist ein Transmembranmolekil auf Melanozyten. Es besteht aus 118
Aminosauren. Auf HLA A*02 prasentiert wird das darin enthaltene Nonamer
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AAGIGILTV durch zytotoxische T- Zellen erkannt. Aufgrund dieser Eigenschaft
wird das Protein auch als melanoma antigen recognized by T cells (MART- 1)
bezeichnet (Coulie et al., 1994; Kawakami et al., 1994). 80- 95% aller Melanome
exprimieren Melan- A (Chen et al., 1996). Melan- A ist daher ein wichtiger
immunhistochemischer Marker und gilt als sensitiver als HMB- 45 (Orosz, 1999).
Auch bei der LDI wird mit einem Anti- Melan- A- Antikorper gearbeitet (Ulmer et
al., 2005).

1.2.2.3 Tyrosinase

Tyrosinase ist ein kupferhaltiges Enzym der Melanin- Biosynthese. Als
Transmembranmolekul wird es auf den pigmentbildenden Melanosomen
exprimiert. Dysregulationen des Enzyms konnen in Hypo- oder
Hyperpigmentierung resultieren, was die charakteristische uneinheitliche

Pigmentierung eines Melanoms erklart (Lai et al., 2018).

Brichard et al. identifizierten Tyrosinase als Zielantigen Melanom- spezifischer
CTLs, die aus dem Blut HLA A*02 positiver Melanompatienten isoliert wurden.
Bereits hier wurde Tyrosinase als potentielles Ziel einer Immuntherapie diskutiert
(Brichard et al., 1993). Der mRNA- Impfstoff BNT111 codiert u.a. flr Tyrosinase.
Aktuell wird er in Kombination mit dem PD- 1- Inhibitor Cemiplimab bei Patienten
mit therapierefraktarem, inoperablem Melanom im Stadium Ill und IV in einer
Phase Il Studie untersucht (Sahin et al., 2020).

1.2.2.4 Tyrosinase- related- peptide 2 (TRP2)

TRP2, auch bekannt als Dopachrom-Tautomerase (DCT), ist ein Melanozyten-
spezifisches Enzym. In gesunden Melanozyten katalysiert TRP2 die
Umwandlung von Dopachrom in 5,6-Dihydroxyindol-2-carbonsaure (DHICA) in
der Melaninsynthese. Die Expression von TRP2 ist in diesen Zellen streng
reguliert und tragt zur Aufrechterhaltung der Hautpigmentierung bei. In
Melanomen findet eine abnorme Expression und Aktivitat von TRP2 statt (Spritz
and Hearing, 2013). Ein Nonamer aus der Proteinstruktur von TRP2 konnte als
Epitop fur Melanom- spezifische CTLs bei HLA-A*02 positiven Patienten
identifiziert werden (Wang et al., 1996). In Zellkulturen und Mausmodellen konnte

durch sich replizierende virale Vektor- basierte Vakzine, die fir TRP2 codieren,
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eine tumorspezifische T- Zell- Reaktivitat induziert werden (Purde et al., 2024).
Der DNA- Impfstoff SCIB1 (siehe 1.2.2.1) wird aktuell in einer Phase |l Studie bei
Patienten mit inoperablem Melanom in Stadium ll/IV  untersucht
(NCT04079166).

1.2.3 Wechselbeziehung von Tumor und Immunsystem

Tumor und Immunsystem stehen in einer komplexen Wechselbeziehung
zueinander. Absterbende Tumorzellen setzen TAAs und TSAs frei, die von
Antigen- prasentierenden Zellen (APCs) aufgenommen werden. Uber die
Lymphabflusswege gelangen die APCs in die Lymphknoten, wo sie die Antigene
prasentieren und T- Zellen primen und aktivieren (Chen and Mellman, 2013).
Aktivierte T- Zellen exprimieren den Oberflachenmarker CD40L, der an CD40 auf
den APCs bindet und costimulatorisch auf die Antigen- Prasentation und T-
Zellaktivierung wirkt (Elgueta et al., 2009). Die aktivierten T- Zellen wandern ins
Tumorgewebe. Dort erkennen sie Uber den T- Zell- Rezeptor (TZR) auf MHC |
prasentierte Antigene und zerstéren als Tumor- infiltrierende Lymphozyten (TILs)
maligne Zellen durch die Ausschittung von intrazellularen Granula,
Tumornekrose Faktor a (TNFa) und Interferon y (INFy). Zu den TlLs zahlen auch
CD4*-T-Lymphozyten, B-Zellen und naturliche Killerzellen (NK-Zellen), die
ebenfalls direkt oder indirekt an der Zerstérung von Tumorzellen mitwirken und
wiederum weitere Tumorantigene freisetzen. Jede Phase kann durch
stimulatorische und inhibitorische Faktoren beeinflusst werden (Chen and
Mellman, 2013). In einer aktualisierten Version dieses Krebs- Immunitats- Zyklus
wird auch die Bedeutung des Tumormikromilieus betont. Dieses umfasst nicht
nur die TILs, sondern auch Zellen der angeborenen Immunantwort, APCs und
umliegendes Stroma- Gewebe. Das Tumormikromilieu ist nicht nur entscheidend
bei der Aufrechterhaltung einer antitumoralen T- Zellaktivitat, sondern auch im
Rahmen von Immuntoleranzmechanismen und T- Zellerschépfung.
Insbesondere bei sehr hoher Antigenexpression auf dem Tumor scheinen diese

Mechanismen zu greifen (Mellman et al., 2023)
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1.3 Zusammenfassung und Studienziel

Wichtigster Risikofaktor fir das Melanom ist die UV- Exposition, die zu
kumulativen DNA- Schaden fuhrt. Entsprechend hoch ist die Mutationslast beim
Melanom. Eine hohe Mutationslast ist einhergehend mit vielen in Struktur und
Expressionsmuster veranderten Antigenen. Das Immunsystem ist in der Lage
diese zu erkennen, sodass sich das Melanom durch seine ausgepragte
Immunogenitat auszeichnet. Der Erfolg verschiedener Immuntherapien

unterstreicht diese Eigenschaft.

Der WLK ist der erste Lymphknoten im Lymphabflussgebiet des Tumors.
Entsprechend tragend ist seine Rolle bei der Tumorimmunantwort. Die LDI ist
eine immunzytologische Methode, um Melanommetastasen im WLK zu
detektieren, und an der Universitatsklinik Tubingen fest in die diagnostischen
Ablaufe etabliert. Im Rahmen der LDI verbleibt Suspension mit vitalen Zellen.
Dies eroffnet neue Mdoglichkeiten, das immunozellulare Milieu in den WLK von
Melanompatienten in groRer Zahl zu untersuchen. Eine Kryokonservierung
ermoglicht eine gesteigerte Praktikabilitat bei der Arbeit mit den

Zellsuspensionen.
Versuchsteil I:

Ziel war es zunachst, den Einfluss des Zeitpunkts der Aufarbeitung auf die
Vitalitat der Zellen in den Zellsuspensionen zu untersuchen. Da die WLK
gesammelt am Nachmittag aus dem OP- Saal abgeholt werden, erfolgt die
Aufarbeitung normalerweise am Folgetag. Fur diese Arbeit wurde eine Gruppe
WLK direkt am Tag der Exzision aufgearbeitet, eine andere am Folgetag. Im
zweiten Schritt wurde der Einfluss der Kryokonservierung auf die Vitalitat der
Zellen untersucht. Hierfir wurde die Vitalitat in den WLK vor und nach der
Kryokonservierung verglichen. Der erste Versuchsteil erfolgte mit einer kleinen
Probenzahl und diente dazu, orientierend zu evaluieren, ob eine

Kryokonservierung der WLK generell sinnvoll ist.

26



Versuchsteil Il:

MDAs waren die ersten Tumorantigene, die als Zielstruktur einer antitumoralen
Immunantwort identifiziert werden konnten. Fast alle Melanome exprimieren
zumindest eines der vier MDAs gp100, Melan- A, Tyrosinase oder TRP2. Sie sind
potentielle Kandidaten fir eine Off- the Shelf Immuntherapie, da sie im
Gegensatz zu Neoantigenen nicht patientenindividuell sind. Zugleich sind
Immuntoleranzmechanismen bei MDAs oft besonders ausgepragt, da sie auch
auf gesunden Melanozyten exprimiert werden. Entsprechend ist es wichtig, die
Mechanismen des Tumor- Immunitatszyklus und die Rolle der WLK als erster
Lymphknoten im Lymphabflussgebiet des Tumors zu verstehen. Im zweiten
Versuchsteil wurden die WLK von Melanom- Patienten auf T- Zell- Reaktivitat

gegen MDAs untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Probenmaterial

2.1.1 Ethikstatement

Die Verwendung der Patientenproben zu Forschungszwecken wurde in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (1975, revidiert in 2013) durch
die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat Tubingen und am
Universitatsklinikum Tubingen unter der Antragsnummer 118/2021 BO2
genehmigt. Eine schriftliche Einwilligung aller eingeschlossenen Patienten liegt

VOr.

2.1.2 Herkunft der Proben

Als Probenmaterial wurden WLK von Patienten mit malignem Melanom
verwendet. Alle WLK wurden im Rahmen der WLK- Biopsie am
Universitatsklinikum  Tdbingen exzidiert. Die WLK- Biopsie erfolgte
standardmalig ab einer Tumordicke von = 1 mm oder bei einer Tumordicke von
0,75- 1 mm und dem gleichzeitigen Vorliegen weiterer Risikofaktoren (siehe
1.1.4.4.1). Der Ausschluss von Makrometastasen war zuvor im Rahmen der
initialen Ausbreitungsdiagnostik erfolgt (siehe 1.1.4.3). Die Patienten waren zum
Zeitpunkt der Operation volljahrig und Uber den Eingriff und die Verwendung des

Materials zu Forschungszwecken aufgeklart.

Die Aufarbeitung erfolgte zweigleisig. Eine Halfte des WLK wurde in
Formaldehyd eingelegt an das Institut fur Pathologie der Universitat Tibingen
gesandt. Dort wurde der halbierte WLK histopathologisch und
immunhistochemisch angefarbt und mikroskopisch auf metastasierte

Tumorzellen untersucht.

Unabhangig davon wurde die andere Halfte unfixiert im Labor der Hautklinik
Tldbingen aufgearbeitet. Im Rahmen der LDI wurde der WLK mechanisch zu einer
Zellsuspension disaggregiert, immunzytologisch angefarbt und auf Tumorzellen
untersucht (siehe 2.2). Nach der Routinediagnostik verbliebene Zellsuspension,

konnte fur die folgenden Versuche verwendet werden.
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2.2 Gemeinsame Methodik fiir beide Versuchsteile

2.2.1 Materialien und Reagenzien

Produkt Hersteller Katalognummer
Medimaschine DAKO

Countess Cell Counter Thermo Fisher Scientific  C10227
Verstellbare Pipetten (10, 1000 ul) Gilson

Pipettierhilfe Brand 7637637
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific 12004376
Pipettierhilfe Brand 7637637
Kiihlschrank (4°C) Liebherr

Tiefkiihlschrank (-80°C) sanyo MDF-U5386S
Tiefkiihlschrank (-150°C) PHC MDEF-1156

Tabelle 1: Liste der fiir die LDI und Kryokonservierung der Lymphknoten verwendeten Geréte

Produkt Hersteller Katalognummer
Schneidebrett

Messer

Pinzette

Lineal

Medicon BD 340592

50 ml Réhrchen greiner Bio- One 210261
Zellsieb greiner Bio- One 542000

15 ml R6hrchen Thermo Fisher Scientific 11507411
Countess Cell Counting Chamber

Slides Thermo Fisher Scientific  C10228
Objekttrager Langenbrinck 03-0085/E
Pipettenspitzen (10, 1000ul) Eppendorf

Cryo.s storage vials greiner Bio- One 122263
CoolCell Container Biozym 210000
CryoLabels scienova 80060

Tabelle 2: Liste der fiir die LDI und Kryokonservierung der Lymphknoten verwendeten
Verbrauchsmaterialien
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https://www.sigmaaldrich.com/DE/de/product/sigma/z637637
https://www.sigmaaldrich.com/DE/de/product/sigma/z637637
https://shop.gbo.com/de/germany/products/bioscience/roehrchen-mehrzweckgefaesse/15ml-cellstar-polypropylen-roehrchen/210261.html
https://www.fishersci.de/shop/products/falcon-15ml-conical-centrifuge-tubes-5/11507411
https://shop.gbo.com/de/germany/products/bioscience/cryos-und-biobanking-roehrchen/cryos/cryos-2ml-innengewinde/122263.html

Produkt Hersteller Katalognummer

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot Biochrom F1275

L- Glutamin Biochrom K0283
Hepes (1M) Biochrom L1613
Penicillin/Streptomycin Biochrom A2213
Fetales Kéalberserum (FCS) Biochrom S0115
Percoll Plus GE Healthcare GE17-5445-01
HBSS 10x mit Phenolrot Thermo Fisher Scientific  14180-046
NaCl 0,9 % Universitdtsapotheke

Hanks Salt Solution Biochrom L2045
Phosphat Bufferend Albumin (PBS) Biochrom L1825
Trypan Blau (0,4%) Thermo Fisher Scientific  T10282
DPBS Sigma- Aldrich D8537
CryoStor STEMCELL 7930

Tabelle 3: Liste der fiir die LDI und Kryokonservierung der Lymphknoten verwendeten Reagenzien und
Chemikalien

2.2.2 Aufarbeitung der Wéachterlymphknoten

2.2.2.1 Reagenzvorbereitung
RPMI Medium

Zu RPMI Medium ohne Phenolrot wurden 5ml L- Glutamin, 50 ml FCS, 5ml
Penicillin/Streptomycin und 5 ml Hepes hinzugegeben. Je 10 ml des Mediums
wurden in sterile Falcon Rohrchen gefullt, die der Zwischenlagerung der

Lymphknoten nach der operativen Dissektion dienten.
Percoll

Zur Herstellung der Stammlésung wurden 100ml Percoll Plus mit 9 ml HBSS 10X
mit Phenolrot angesetzt, anschlieRend wurde der PH- Wert mittels HCI auf 7,4
eingestellt. Um die Gebrauchslésung herzustellen, wurde je 30 ml der
Stammlésung mit 20 ml NaCl (0,9 %) versetzt. Pro 15 ml Tube wurden 3 ml

Gebrauchsldsung fur die Zellseparation verwendet.

2.2.2.2 Probenvorbereitung
Postoperativ wurden die exzidierten WLK in RPMI eingelegt und im Kuhlschrank
gelagert. Die Abholung aus dem OP zur Aufarbeitung erfolgte in der Regel am

Folgetag. Um den Einfluss der Zwischenlagerungszeit zu untersuchen, wurde ein
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Teil der WLK jedoch bereits am Tag der OP abgeholt und direkt aufgearbeitet
(siehe 3.2.2).

Im Rahmen der Aufarbeitung wurden die Lymphknoten zunachst freiprapariert,
vermessen und entlang ihrer Longitudinalachse halbiert. Eine Halfte wurde in
3,5% Formaldehyd dem Institut fir Pathologie zugesandt, die andere Halfte

wurde im Labor der Hautklinik aufgearbeitet.

2.2.2.3 Durchfuhrung

Der halbierte Lymphknoten wurde mechanisch mit dem Messer in ca. 1 mm
grole Stiicke zerkleinert. Die Stlickchen wurden mit 1 ml RPMI Medium in
Medicons geflillt und in der Medimaschine disaggregiert. Die entstandene
Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb in 50 ml Falcon Réhrchen gegossen und
mit Hanks Losung aufgefullt. Die Rohrchen wurden zentrifugiert (5 Minuten, 300
x g), der Uberstand auf 7,5 ml abpipettiert, resuspendiert und vorsichtig auf
Percoll Losung aufgeschichtet. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 800 x g fur 15
Minuten ohne Bremsen. Die entstandene Grenzschicht wurde zusammen mit der
darlber liegenden Flussigkeit durch ein Zellsieb in ein 50 ml Falcon Rohrchen
uberfuhrt. Das Zellsieb wurde mit PBS ausgewaschen und das Réhrchen auf 50
ml aufgefillt. Nach einer weiteren Zentrifugation (300 x g, 5 Minuten) wurde der
Uberstand auf 1 ml abgesaugt. Das Zellpellet wurde resuspendiert und 10ul der
Zellsuspension wurden in 10 ul Trypanblau (0,4%) angefarbt. Nach einer
automatisierten Zellzahlung wurde die Zellsuspension mit PBS verdinnt, sodass
pro Milliliter FlUssigkeit je eine Millionen Zellen enthalten waren. Auf die Kammern
der mit LDI Nummer und Datum versehenen Objekttrager wurden je 500 ul der
Zellsuspension aufgetragen. Pro WLK wurden maximal acht Objekttrager
verwendet, sodass Ubriggebliebene Zellsuspension mit Einverstandnis des
Patienten kryokonserviert oder direkt fir die Versuche verwendet werden

konnten.

2.2.3 Kryokonservierung der Zellsuspension
Fir die Kryokonservierung wurde die verbliebene Zellsuspension auf 50 ml mit
PBS aufgeflllt und zentrifugiert (10 Minuten, 300 x g). Das Zellpellet wurde

anschlieBend in CryoStor Medium gel6st, sodass pro ml Medium 10x10° Zellen
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vorlagen. Nach 10 Minuten im Kihlschrank wurden die Rohrchen in einem
CoolCell Container in einen -80°C Gefrierschrank tberflhrt. Durch den CoolCell
Container wurde ein schonendes Einfrieren mit einer Rate von etwa 1°C/min
ermadglicht. Fur die langfristige Kryokonservierung wurden die Rohrchen alle zwei

Wochen in eine -150°C Tiefkuhltruhe transferiert.

2.3 Versuchsteil I: Einfluss des Aufarbeitungszeitpunkts und der
Kryokonservierung auf das immunzellulare Milieu im

Wachterlymphknoten

2.3.1 Material und Reagenzien

Produkt Hersteller Katalognummer
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific 12004376
Pipetten (10ul, 100ul, 200ul, 1000

ul) Gilson

FACS Gerit Becton Dickinson

Tabelle 4: Liste der fiir Versuchsteil | verwendeten Geréte

Produkt Hersteller Katalognummer

sterile Pipettenspitzen
96-Well-Platten greiner Bio- One M2186
Probenrdhre SARSTEDT 551.579

Tabelle 5: Liste der fiir Versuchsteil | verwendeten Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Katalognummer
DPBS Sigma- Aldrich D8537
Albumin Fraktion V ROTH 8076.4

Tabelle 6: Liste der fiir Versuchsteil | verwendeten Chemikalien
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Produkt Hersteller Katalognummer
Brilliant Violet 421™ anti-human

CDll1c BioLegend 337225
Brilliant Violet 510™ anti-human CD3 BioLegend 317331
FITC anti-human CD4 BioLegend 300505
PE anti-human CD56 (NCAM) BioLegend 304605
PE/Cyanine7 anti-human CD8 BioLegend 344711
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD19 BioLegend 302229
Zombie NIR™ Fixable Viability Kit BioLegend 423105

Tabelle 7: Liste der fiir Versuchsteil | verwendeten FACS- Antikérper

Produkt Hersteller

FACS Diva Becton Dickinson
FlowJo Becton Dickinson
SPSS IBM

Tabelle 8: Liste der fiir Versuchsteil | verwendeten Software

2.3.2 Vorgehen

2.3.2.1 Reagenzvorbereitung
FACS Puffer

Der FACS Puffer wurde in 50 ml Falcon Réhrchen angesetzt. Hierfur wurden 0,25
g BSA in 50 ml PBS gelost.

2.3.2.2 Probenvorbereitung
Zielsetzung dieses Versuchsteils war es, die Vitalitat der Zellen im WLK und die
immunzelluldare  Zusammensetzung im  WLK unter  verschiedenen

Aufarbeitungsbedingungen zu vergleichen.

Alle WLK wurden entsprechend 2.2.2 entweder am Tag der OP oder am Folgetag
aufgearbeitet. Fur die Immunzytologie werden bis zu 8 Millionen Zellen
verwendet. Nur wenn Zellsuspension Ubrigblieb, konnte diese flir den
Versuchsteil verwendet werden. Der Schwellenwert wurde auf eine Millionen
Zellen gesetzt, um bei der FACS Analyse eine ausreichend hohe Zellzahl zu

erreichen.

Fir die Untersuchung des Einflusses der Kryokonservierung wurde ab einem
Schwellenwert von 10 Millionen Zellen eingefroren, insgesamt mussten also

min. 19 Millionen Zellen in der aufgearbeiteten Lymphknotenhalfte enthalten
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https://www.biolegend.com/en-us/products/brilliant-violet-421-anti-human-cd11c-antibody-10462
https://www.biolegend.com/en-us/products/brilliant-violet-510-anti-human-cd3-antibody-8009
https://www.biolegend.com/en-us/products/fitc-anti-human-cd4-antibody-825
https://www.biolegend.com/en-us/products/pe-anti-human-cd56-ncam-antibody-1605
https://www.biolegend.com/en-us/products/pe-cyanine7-anti-human-cd8-antibody-6390
https://www.biolegend.com/en-us/products/percp-cyanine5-5-anti-human-cd19-antibody-4226
https://www.biolegend.com/en-us/products/zombie-nir-fixable-viability-kit-8657

sein. Der Einfluss der Kryokonservierung wurde nur bei der Aufarbeitung am

selben Tag untersucht, um die Ergebnisse vergleichbar zu machen.

Sentinellymph-
knotenbiopsie (SNB)

4 4
AufarbeitungamTag AufarbeitungamTag
derSNB nach der SNB

< 8 Mio Zellen fiir
> Immunzytologie <

Falls > 1 Mio Falls > 1 Mio
verbleibende Zellen verbleibende Zellen

FACS Analyse

Falls
>10 Mio
verbleibende Zellen

Kryokonservation
(1 Cryotube pro 10
Millionen Zellen)

Abbildung 1: Workflow fiir Versuchsteil |

2.3.2.3 Durchfuhrung

Die kryokonservierte Zellsuspension wurde zunachst in einem warmen
Wasserbad aufgetaut. Der Inhalt der Cryo- Réhrchen wurde in ein 50ml Falcon
Roéhrchen transferiert, mit RPMI auf 20 ml aufgefillt und zentrifugiert (490 x g, 5

Minuten, mit Bremsen). Nach Abschiitten des Uberstands wurde das Zellpellet in
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1ml DPBS geldst und der Zellgehalt der Suspension bestimmt. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde das verbliebene Zellpellet in FACS Puffer gelost,

sodass pro 100 ul eine Millionen Zellen enthalten war.

Frische Zellsuspension wurde direkt gewaschen und auf eine Millionen Zellen pro

100 pl gelost.

Die fur die FACS Analyse verwendeten Antikérper und Farbstoffe sind
zusammen mit Hersteller und Katalognummer unter 2.3.1 gelistet. Die Antikorper
wurden in einem Verhaltnis von 1:20 im FACS Puffer verdinnt. Der Zombie-
Farbstoff wurde in einem Verhaltnis von 1:1000 verdinnt. Um Fehlmessungen
aufgrund der Uberschneidung der Emissionsspektren der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern, wurde eine Kompensation durchgeflhrt.
Fur die Kompensationen wurden die Zellen jeweils nur mit einem Fluoreszenz-
gekoppelten Antikorper markiert. Als Positivkontrolle fur die Zombie Farbung
wurden Zellen mittels funfminutiger Inkubation in Ethanol abgetdtet. Aus den
Messdaten der Kompensationsproben wurde eine Kompensationsmatrix
errechnet, um durch Uberlappende Emissionsspektren falsch positive Signale zu

minimieren.

Fir die eigentliche Probenfarbung wurden jeweils mindestens eine Millionen
Zellen verwendet. Die Messung erfolgte an einem BD LSR Il Gerat mithilfe der
BD FACSDiva Software. Die Daten wurden mit der FlowJo Software Version 10

ausgewertet.

35



2.4 Versuchsteil ll: In- vitro T- Zellstimulation mit Melanozyten-

Differenzierungsantigenen

2.4.1 Material und Reagenzien

Produkt Hersteller Katalognummer
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific 12004376
Pipetten (10ul, 100 pl, 1000 ul) Gilson
Pipettierhilfe INTEGRA Biosciences 155021
Neubauer Zahlkammer Hecht Assistent 40442002
Mikroskop Zeiss
CO2- Inkubator Binder
FACS Gerit Becton Dickinson
Tabelle 9: Liste der fiir Versuchsteil Il verwendeten Geréte
Produkt Hersteller Katalognummer
sterile Pipettenspitzen Eppendorf
50 ml Réhrchen greiner Bio- One 210261
24-well Platte corning 3527
15 ml R6éhrchen Thermo Fisher Scientific 11507411
Probenrohre SARSTEDT 551.579
Tabelle 10: Liste der fiir Versuchsteil Il verwendeten Verbrauchsmaterialien
Produkt Hersteller Katalognummer
RPMI 1640 Sigma- Aldrich R&758
Penicillin/ Streptomycin
Nicht essentielle Aminosduren-
Losung Sigma- Aldrich M7145
Na- Pyruvat Lonza BE-13-115E
2B3- Mercaptoethanol Gibco 31350-010
Humanes Serum bioWest S419H-100
IL-2 (Proleukin) Novartis
Trypan Blue Stain (0,4%) gibco 15250061
DPBS Sigma- Aldrich D8537
EDTA
Saponin
Natriumazid
Fixier- und Permeabilierungslosung  BioLegend 750000133
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https://shop.gbo.com/de/germany/products/bioscience/roehrchen-mehrzweckgefaesse/15ml-cellstar-polypropylen-roehrchen/210261.html
https://www.fishersci.de/shop/products/falcon-15ml-conical-centrifuge-tubes-5/11507411

Permeabilisierungslosung BioLegend 750000135

deionisiertes Wasser
Tabelle 11: Liste der fiir Versuchsteil Il verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Produkt Verdiinnung Hersteller Katalognummer
APC anti-human TNF-a 1:100 BioLegend 502913
APC/Cyanine7 anti-human CD3 1:100 BioLegend 317341

Brilliant Violet 421™ anti-human

CD45RA 1:400 BioLegend 304129

FITC anti-human CD154 1:100 BioLegend 310804
PE/Cyanine7 anti-human CD4 1:100 BioLegend 317413

PerCP anti-human CD8 1:100 BioLegend 344707

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit 1:1000 BioLegend 423101

INFy Monoclonal Antibody (B27) PE 1:100 Invitrogen MHCIFG04

Tabelle 12: Liste der fiir Versuchsteil Il verwendeten FACS- Antikérper und Farbstoffe

Produkt Hersteller Katalognummer

CEF Pool (extended) JPT Peptide Technologies PM-CEF-E-4

PepMix Human (Melan-A/MART-1) JPT Peptide Technologies PM-MelA
PepMix Human (Melanocyte protein

Pmel 17 gp100) JPT Peptide Technologies PM-GP100
PepMix Human (Tyrosinase) JPT Peptide Technologies PM-Tyr
PepMix Human (Tyrosinase-related

protein 2) JPT Peptide Technologies PM-TRP-2

Tabelle 13: Liste der fiir Versuchsteil Il verwendeten Peptidpools

2.4.2 Vorbereitung

Auswahl| des Probenmaterials

Der Nodalstatus der WLK war zu Beginn von Versuchsteil || bekannt. Gezielt

wurde eine 1:1 Verteilung von positiven und negativen Nodalstatus angestrebt.

Ansatz IVS Medium

In eine unbenutzte Flasche mit RPMI Medium wurden 5ml Penicillin/
Streptomycin, 5ml nicht essentielle Aminosauren- Ldsung, 5ml Na- Pyruvat,
500ul 2B- Mercaptoethanol und 40ml humanes Serum pipettiert. 50ml der

entstandenen Losung wurden in ein Falcon Rohrchen Uberfihrt und 15l
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Interleukin-2 (IL-2) hinzugegeben, sodass ein Ansatz ohne Interleukin in der

RPMI Flasche und ein Ansatz mit Interleukin im Falcon Réhrchen vorlag.
FACS Puffer
Zu PBS wurden 0,1% Natriumazid und 2mM EDTA hinzugegeben.

Permeabilisierungspuffer

1ml der Permeabilisierungslosung wurde in 9ml deionisierten Wasser gelost.

2.4.3 Vorgehen

Fir die T- Zell in vitro Stimulation (IVS) wurden kryokonservierte
Zellsuspensionen aus aufgearbeiteten WLK verwendet (siehe 2.2). Zunachst
wurden diese in einem Wasserbad aufgetaut. Der Inhalt der Cryo- Roéhrchen
wurde in ein 50ml Falcon Réhrchen transferiert, mit RPMI Medium auf 20 ml
aufgefullt und zentrifugiert (490 x g, 5 Minuten, mit Bremsen). Nach Abschutten
des Uberstands wurde das Zellpellet in 1ml RPMI Medium gelost und der
Zellgehalt der Suspension bestimmt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
die Zellkultur vorbereitet. Hierfir wurden pro Well eine Millionen Zellen
verwendet, in 2ml des IVS Mediums ohne IL gelost und bei 37°C und 5%CO:2
uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Stimulation. Ohne den Grund
der Platte und damit die Zellschicht zu berthren, wurde 1 ml des Mediums
abpipettiert und verworfen. Die Peptide wurden in einer Konzentration von 2ng/ul
hinzugegeben. Als Positivkontrolle diente ein CEF- Peptidpool, fur die
Negativkontrolle wurde auf die Peptidzugabe verzichtet. Um eine unspezifische
Reaktion der T- Zellen auszuschliellen, wurde eine Kontrollgruppe mit Actin
stimuliert. Nachdem 1ml des IVS Mediums ohne IL-2 in die Wells pipettiert
worden war, wurden die Zellen wieder bei 37°C und 5%CO: inkubiert. Alle zwei
Tage erfolgte ein Wechsel des Mediums. Hierfir wurde 1ml des Mediums nahe
der Wasseroberflache abpipettiert und durch 1ml des frischen Mediums mit IL-2

ausgetauscht.

Bevor die Zellen zehn Tage nach Beginn des Versuchs fir die FACS Analyse
angefarbt wurden, erfolgte eine Restimulation mit den Peptiden. Hierfir wurden
die Zellen mit einer Pipettenspitze vom Boden der Wellplatte abgelost und der
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Inhalt der einzelnen Wells in 15ml Réhrchen Uberfuhrt. 5 ml des IVS Mediums
wurden hinzugegeben und die Zellsuspension zentrifugiert (490 x g, 5 Minuten).
Nach Abschiitten des Uberstands wurde das Pellet in 5ml des IVS Mediums
gel6st und bei 37°C und 5%CO:2 inkubiert. Nach 20 Minuten wurde zentrifugiert
(490 x g, 5 Minuten). Das Pellet wurde in einer entsprechenden Menge Medium
geldst, in eine 96 Well Platte transferiert und erneut zentrifugiert (490 x g, 5
Minuten). Der Uberstand wurde abgeschiittet und 160 ul des IVS Mediums
hinzugegeben. Die Restimulation erfolgte mit den Peptiden in einer
Konzentration von 2ng/ul. Brefeldin A in einer Konzentration von 5mg/ml wurde
in einem separaten Behaltnis im Verhaltnis 1:100 in IVS Medium verdinnt und je
40ul der Losung in die Wells pipettiert. Es folgte eine Inkubation fur vier bis sechs
Stunden bei 37°C und 5% CO..

Die Vitalitatsfarbung erfolgte nach einem Waschschritt durch Zugabe von Zombie
Farbstoff im Verhaltnis 1:1000 verdunnt in DPBS. Die Zellen wurden fur 30
Minuten inkubiert und anschlielend mit 150 yl FACS Puffer gewaschen. Die
Antikoérper fur die Markierung von Oberflachenantigenen wurden im Verhaltnis
1:100 (CD3, CD4, CD 8, CD40L) bzw. 1:400 (CD45RA) in FACS Puffer verdinnt.
Auf eine weitere Inkubation fir 30 Minuten und einen Waschschritt mit 150l
FACS Puffer folgte die intrazellulare Farbung. Die Zellen wurden mit 100ul Fix/
Perm Puffer flir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieiend wurden
100ul Permeabilisierungspuffer hinzupipettiert und zentrifugiert (491 x g, 5
Minuten). Es folgte eine Waschschritt mit 150 yl Permeabilisierungspuffer. Die
Antikorper  fur die intrazellulare  Markierung  wurden  1:100 im
Permeabilierungspuffer verdinnt. Nach einer Stunde Inkubation und der Zugabe
von 150yl Permeabilisierungslosung folgten zwei Waschschritte mit DPBS.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension fur die durchflusszytometrische

Untersuchung in die Probenréhren Uberfuhrt.
2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ermdglicht die quantitative Analyse verschiedener

Zellpopulationen und -subtypen. Die Zellen werden einzeln in einer mobilen
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Phase durch eine dunne Messkammer geleitet und mit einem Laser mit
definierter Wellenlange bestrahlt. Aufgrund der physikalischen und chemischen
Eigenschaften der Zellen wird das Licht gestreut. Zusatzlich konnen Proteine auf
und in den Zellen mit Antikdrper- gekoppelten fluoreszierenden Farbstoffen
markiert werden. Detektoren erfassen die gestreuten Lichtstrahlen und
Floreszenzen. Die gesammelten Daten werden dann in Form von
Punktdiagrammen oder Histogrammen dargestellt, die eine detaillierte Analyse

der Zellpopulationen ermaglichen.
2.5.2 Gating

2.5.2.1 Versuchsteil I: Einfluss des Aufarbeitungszeitpunkts und der
Kryokonservierung auf das immunzellulare Milieu im
Wachterlymphknoten
Nach der Farbung (siehe 2.3.2) erfolgte die Messung an einem BD LSR Il Gerat
mithife der BD FACSDiva Software. Aus den Messdaten der
Kompensationsproben wurde eine Kompensationsmatrix errechnet, um durch
Uberlappende Emissionsspektren falsch positive Signale zu minimieren. Vor
jeder Messung wurden die Proben gevortext. Die Daten wurden mit der FlowJo
Software Version 10 ausgewertet. Das Gating erfolgte entsprechend der
Abbildung 2.
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Abbildung 2: Gating- Strategie fiir Versuchsteil | am Beispiel eines WLK

Entlang der Pfeile (1) Gating der Lymphozyten- Popoulation (2) Ausschluss von Zelldubletten durch
graphische Gegenliberstellung von Vorwértslichtstreuung (FSC) und Seitwértslichtstreuung (SSC) (3)
Ausschluss avitaler Zellen (4) Gating der Lymphozyten- Subpopulation in B- und T- Lymphozyten (5)

Unterteilung der T- Zell- Subpopulation in CD4+- und CD8+- Zellen
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2.5.2.2 Versuchsteil Il: In- vitro T- Zellstimulation mit Melanozyten-
Differenzierungsantigenen

Die Messung nach Stimulation und Farbung der Zellen (siehe 2.4.2) erfolgte

ebenfalls an einem BD LSR |l Gerat mithilfe der BD FACSDiva Software und

wurde mit der FlowJo Software Version 10 ausgewertet. Das Gating ist am

Beispiel eines WLK nach Stimulation mit dem CEF- Pool in Abbildung 3

dargestellt.
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Abbildung 3: Gating- Strategie fiir Versuchsteil I| am Beispiel eines WLK nach Stimulation mit dem CEF-

Pool

Entlang der Pfeile (1) Gating der Lymphozyten- Population (2) Ausschluss verklumpter Zellen durch
Einzelzell- Gating (3) Die Lebend- Tot- Diskriminierung erfolgte durch den Amin- reaktiven Zombie- Farbstoff
(4) Gating aktivierter T- Zellen (5) Unterteilung der aktivierten Zellen in CD4+- und CD8+- Subpopulationen
(6) Férbung der CD40L+- Zellen als Marker fiir Antigen- responsive CD4+- Zellen (7) Intrazelluldre INFy-
und TNF- Expression in der CD4+- T- Zell- Subpopulation (8) Intrazelluldre INFy- und TNF- Expression in
der CD8+- T- Zell- Subpopulation
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2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mithilfe der Statistiksoftware SPSS Version 29.
Zur graphischen Gegenuberstellung der verschiedenen Aufarbeitungszeitpunkte
wurden Boxplots verwendet. Punkte aullerhalb der Whiskers wurden als
AusreilRer dargestellt und sind Datenpunkte, die signifikant von der restlichen

Datenverteilung abweichen.

Zur statistischen Auswertung wurden der Mann- Whitney- U- Test, der Wilcoxon-
Vorzeichen- Rang- Test, der Pearson- Chi- Quadrat und der Exakte Test nach

Fisher genutzt.

FUr die graphische Darstellung der Zellzusammensetzung vor und nach
Kryokonservierung wurde aufgrund der geringen Fallzahlen Balkendiagramme
gewahlt. Die Vitalitat vor und nach Kryokonservierung wurde in einem

Liniendiagramm abgebildet.

Die Ergebnisse der TZS wurden tabellarisch dargestellt. Um die Reaktivitat der
CD4+- und CD8+- T- Zellen zu untersuchen, wurde eine Kreuztabelle verwendet.
Hierbei wurden die kategorialen Variablen Lymphknotenstatus positiv/ negativ
und Reaktivitat auf MDAs ja/ nein gegenubergestellt. Als reaktiv gewertet wurden
alle WLK, in denen in mindestens 1% der Zellen intrazellulares TNFa und/ oder
INFy nachgewiesen werden konnten. Zeigte ein WLK im Medium ebenfalls eine
T- Zell- Reaktivitat, so musste der Prozentsatz der INFy+- bzw. TNFa+- Zellen in
den Peptid- stimulierten Proben mindestens doppelt so hoch wie in der Medium-
Kontroll- Probe sein, um als reaktiv gewertet zu werden. Mittels des Chi- Quadrat-
Test wurde anschlieRend untersucht, ob ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen den beiden Variablen Lymphknotenstatus und
Reaktivitat auf MDAs besteht.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

3.1.1 Patienten

Die WLK wurden zwischen September 2021 und Mai 2022 in der Hautklinik des
Universitatsklinikums Tubingen exzidiert. Insgesamt wurden 41 WLK von 36
Melanom- Patienten fur die Versuche verwendet. Fur Teil | konnten 24 WLK von
22 Patienten genutzt werden. In Teil Il wurden 20 WLK von 17 Patienten
stimuliert. 3 WLK hatten eine ausreichend hohe Zellzahl, um sie in beiden

Versuchsteilen zu verwenden.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 20 (55,6 %) mannlichen und 16 (44,4%)
weiblichen Patienten zusammen. Die Altersverteilung der Patienten ist in
Abb.4 dargestellt.
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Abbildung 4: Altersverteilung des Patientenkollektivs

Der Median lag bei 59,5 Jahren. Der jiingste Patient war 27 Jahre alt, der é&lteste Patient war 85 Jahre alt.
Das 25%- Quantil lag bei 46 Jahren, das 75%- Quantil bei 70 Jahren.
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3.1.2 Primartumor

In Abb.5 ist die Verteilung der Subtypen des Primarius dargestellt. Am haufigsten
waren die vier Haupttypen SSM, NM, ALM und LMM, doch auch seltenere
Subtypen waren im Patientenkollektiv vertreten. In zwei Fallen lag ein
amelanotisches Melanom vor. Bei einem Patienten wurde ein spitzoides

Melanom beschrieben.

Subtyp

M ssm

M

El L
WAL

M Anm

M spitzoides M
[In.d.

Abbildung 5: Prozentualer Anteil verschiedener Melanom- Subtypen im Patientenkollektiv
Supeffiziell spreitendes Melanom (SSM); noduldres Melanom (NM); Lentigo- maligna- Melanom (LM);

akrolentiginéses Melanom (ALM); amelanotisches Melanom (AMM); spitzoides Melanom (spitzoides M);
Subtyp nicht ndher definiert (n.d.)
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Die Tumordicke des Primarius variierte zwischen 0,8 mm und 12,0 mm. Im

Median betrug sie 1,9 mm (vgl. Abb.6).
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Abbildung 6: Tumordicke des Primarius im Patientenkollektiv dargestellt als Boxplot

Der Median lag bei 1,9 mm. Das Minimum war 0,8 mm, das Maximum 12,0 mm. Bei 25 % der Patienten
betrug die Tumordicke 1,1 mm oder weniger. 75 % der Patienten wiesen eine Tumordicke von 4,1 mm

oder weniger auf.

Die Verteilung der T- Stadien im Patientenkollektiv ist Tabelle 1 zu entnehmen.

Aufgrund der Indikationsstellung zur WLK- Biospie ab einer Tumordicke von = 1

mm oder dem zusatzlichen Vorliegen von Risikofaktoren lagen tendenziell

héhere T- Stadien vor. Mit steigendem T- Stadium nahm die Haufigkeit von

Ulzerationen zu.

Llzerationen

nein ja nicht definiet  Gesamt
T-Stadium 1 7 0 ] 7
2 10 0 2 12

3 3 4 1

4 1 7 1

Tabelle 14: Verteilung von Ulzerationen nach T- Stadium im Patientenkollektiv

Dargestellt sind absolute Haufigkeiten. Ulzerationen traten im Patientenkollektiv ab T- Stadium Il auf. In
vier Féllen war das Vorliegen von Ulzerationen nicht definiert.
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3.1.3 Eigenschaften der Wéachterlymphknoten
Von den untersuchten WLK waren 31 (75,6%) aus der Axilla und 10 (24,4%) aus

der Leiste exzidiert worden.

Die Verteilung des Nodalstatus ist in Abb.7 dargestellt. In Versuchsteil | waren 18
WLK (75,0%) negativ und 6 WLK (25,0%) positiv. Fur Versuchsteil Il wurde
gezielt eine gleiche Verteilung von positiven und negativen Nodalstatus

angestrebt (siehe 2.4.2).

Nodalstatus

E negativ
M positiv

Nodalstatus

Enegativ
O positiv

Abbildung 7: Prozentuale Verteilung des Nodalstatus der WLK im Patientenkollektiv (Diagnostik
durch kombinierten Einsatz von Histopathologie und LDI)

Oben: Versuchsteil I; Unten: Versuchsteil Il
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3.2 Versuchsteil I: Durchflusszytometrische Untersuchung des

immunzellularen Milieus der Wachterlymphknoten

3.2.1 Workflow

Far Versuchsteil | wurden insgesamt 48 WLK aufgearbeitet, davon 22 (46%) am
Nachmittag des OP Tages und 26 (54%) einen Tag nach der OP. 50 % der
erhaltenen Zellsuspensionen konnten aufgrund einer zu geringen Zellzahl nicht
weiter fur die Versuche verwendet werden. Die verbliebenen 50%, davon 13 vom
Tag der OP und 11 vom Folgetag, konnten fur die FACS Analyse verwendet
werden. Funf Zellsuspensionen enthielten ausreichend viele Zellen, um einen
Teil direkt per FACS zu analysieren und einen weiteren Teil abzufrieren, zu einem

spateren Teil aufzutauen und ebenfalls durchflusszytometrisch zu untersuchen.

Lymphknoten aus dem
OP
48 (100%)

A 4 y

Aufarbeitung am selben

Aufarbeitung am

Tag (ST) folgenden Tag (FT)
22 (46%) 26 (54%)
N <8 Millionen Zellen P
(ST 9 (19%)/ FT 15 (31%))
Falls >1 Mio Falls > 1 Mio
verbleibende Zellen verbleibende Zellen
FACS Analyse

> 24 (50%)
(ST 13 (27%)/ FT 11 (23%))
Y

Falls
>10 Mio verbleibende
Zellen

Kryokonservierung

(5)

A 4

Abbildung 8: Flussdiagramm der Probenselektion fiir Versuchsteil |
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3.2.2 Einfluss des Zeitabstands zwischen OP und Aufarbeitung der WLK

3.2.2.1 Anzahl der untersuchten Lymphozyten in den Zellsuspensionen

Die Anzahl der Lymphozyten in den untersuchten Zellsuspensionen ist im

folgenden Boxplot dargestellt (Abb.9). Der Gesamtmedian lag bei 137.000

Lymphozyten. Beim Vergleich nach Zeitpunkt der Aufarbeitung war der Median

bei Aufarbeitung am Folgetag um rund 30.000 Lymphozyten geringer. Die

Spannweite der Lymphozytenzahl war bei Aufarbeitung am Folgetag groRer,

ebenso der Interquartilsabstand.

Im Mann- Whitney- U- Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied der

Lymphozytenzahl zwischen den beiden Gruppen (U= 50,0; z= -1,246; p= 0,228;

r=-0,254).

Lymphozyten

200000

150000

100000

50000

selber Tag (n=13)

Folgetag (n=11)

Aufarbeitung

Abbildung 9: Lymphozytenzahl in den Zellsuspensionen nach Aufarbeitung der WLK am OP- Tag vs. am
Folgetag in Boxplot- Darstellung

Lymphozyten

Aufarbeitung Median Minimum

selber Tag 151480,00 57356
Folgetag 12334500 36212
Insgesamt 13658400 36212

Maximum  Spannweite M
183563 126207 13
180724 144512 11
183563 147351 24

Tabelle 15: Lymphozytenzahl in den Zellsuspensionen nach Aufarbeitung der WLK am OP- Tag vs. am
Folgetag
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3.2.2.2 Anteil vitaler Zellen

In Abb.10 ist der Anteil vitaler Zellen an der Gesamtlymphozyten- Population in
den Zellsuspensionen bei Aufarbeitung am OP- Tag bzw. am Folgetag als
Boxplot dargestellt. In beiden Gruppen waren im Median Uber 98% der Zellen
vital, wobei der Median in der Gruppe mit Aufarbeitung am Folgetag sogar etwas
héher lag. Im Mann- Whitney- U- Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (U= 59,0; z= -0,724; p= 0,494, r= -0,148). Durch
einen Ausreilder bedingt war die Spannweite in der Gruppe mit Aufarbeitung am

OP- Tag deutlich gréfRer als bei Aufarbeitung am Folgetag.
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Abbildung 10: Anteil vitaler Zellen an der Lymphozyten- Population nach Aufarbeitung der WLK am OP-
Tag vs. am Folgetag in Boxplot- Darstellung

Anteil vitale Zellen in Prozent

Aufarbeitung  Median Minimum  Maximum  Spannweite M
selber Tag 98 2% 50,4% 98 8% 49 3% 13
Folgetag 99 3% 90,9% 98 8% 8,9% 11
Insgesamt 99 2% 50.4% 98 8% 49 4% 24

Tabelle 16: Anteil vitaler Zellen an der Lymphozyten- Population nach Aufarbeitung der WLK am OP- Tag
vs. am Folgetag

3.2.2.3 Vergleich der zellularen Zusammensetzung der WLK

Abb.11 stellt den Anteil der CD19+- B- und CD3+-T- Lymphozyten an der
Gesamt- Lymphozytenzahl in den Zellsuspensionen bei Aufarbeitung am selben
Tag bzw. am Folgetag dar. Unabhangig vom Aufarbeitungszeitpunkt waren in

51



beiden Gruppen mehr CD3+- als CD19+- Lymphozyten enthalten. Beim
Vergleich nach Zeitpunkt der Aufarbeitung war der Median flr beide
Populationen bei Aufarbeitung am Folgetag hoher, ebenso vergrolRerten sich der

Interquartilsabstand und die Spannweite.

Im Mann- Whitney- U- Test ergaben sich flr den Anteil der B- Lymphozyten und
der T- Lymphozyten keine signifikanten Unterschiede bei Aufarbeitung am OP-
Tag bzw. am Folgetag (CD19+ - Lymphozyten: U= 42,0; z= -1,709; p= 0,093; r=
-0,349; CD3+- Lymphozyten: U= 41,0; z= -1,767; p= 0,082; r= -0,361).

B cD19+- Zellen

70 W CD 3+- Zellen

) (] £ o [=r]
(=) (=] (=] (=] (=]

Anteil an Gesamtlymphozytenpopulation [%]

selber Tag (n=13) Folgetag (n=11)
Aufarbeitung

Abbildung 11: Anteil der CD19+- B- und CD3+- T- Lymphozyten an der Gesamtlymphozytenzahl bei
Aufarbeitung der WLK am OP- Tag bzw. am Folgetag in Boxplot- Darstellung
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Statistik (alle

Aufarbeitung Angaben in %)
Anteil CD159+- Zellen selber Tag Median 17,5
Minimum 6,3
Maximum 34,8
Spannweite 285
Interquartilbersich 95
Faolgetag Median 28,0
Minimum 10,0
Maximum 448
Spannweite 348
Interquartilbersich 16,7
Anteil CD3+ Zellen selberTag Median 35,6
Minimum 13,0
Maximum 56,1
Spannweite 431
Interquartilbersich 211
Falgetag Median A6 6
Minimum 16,8
Maximum 69,5
Spannweite 52T
Interquartilbersich 30,4

Tabelle 17: Anteil der CD19+- B- und CD3+- T- Lymphozyten an der Gesamtlymphozytenzahl bei
Aufarbeitung der WLK am OP- Tag bzw. am Folgetag

Zur weiteren Differenzierung der T- Lymphozyten wurde in der CD3+ Population
der Anteil CD4+ bzw. CD8+ Subpopulationen bestimmt (vgl. Abb.12).

Comp-PE-Cy7-A:: CD8

Comp-FITC-A:: CD4

LK_L012_22_1fcs
Teells
52707

Abbildung 12: Beispiel flir Bestimmung der T- Zell- Subpopulationen aus den CD3+ T- Zellen
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Beim Vergleich nach Zeitpunkt der Aufarbeitung ergaben sich die beiden
untenstehenden Boxplots (Abb.13). Unabhangig vom Aufarbeitungszeitpunkt
war der Anteil CD4+- Zellen hoher als der Anteil CD8+- Zellen. Im Mann-
Whitney- U- Test zeigte sich fur beide Subpopulationen kein signifikanter
Unterschied bei unterschiedlichen Aufarbeitungszeitpunkt (CD4+- Zellen: U=
54,0; z= -1,014; p=0,331; r=-0,207; CD8+- Zellen: U= 58,0; z= -0,782; p=0,459;
r=-0,160).
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Abbildung 13: Oben: Anteil der CD4+- Zellen an den CD3+- positiven Lymphozyten bei Aufarbeitung am
OP- Tag bzw. am Folgetag in Boxplot- Darstellung; Unten: Anteil der CD8+- Zellen an den CD3+-
positiven Lymphozyten bei Aufarbeitung am OP- Tag bzw. am Folgetag in Boxplot- Darstellung
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Statistik (allz Angaben

Aufarbeitung in %)
Anteil CD4+- Zellen  selber Tag  Median 745
Minirmum 61,7

Maximum 2483
Spannweite 276
Interquarilbereich 144

Falgetag Median 835
Minirmum 4548

Maximum 921
Spannweite 46,3
Interquartilbereich 445

Anteil CDB+- Zellen selberTag  Median 10,3
Minimum 6,4

Maximum 1.7
Spannweite 14,8
Intergquarilbersich 98

Folgetag Median 121
Minimum 43

Maximum 16,3
Spannweite 12,0
Interquarilbersich 7.5

Tabelle 18:Anteil der CD4+- und CD8+- Zellen an den CD3+- Lymphozyten bei Aufarbeitung am OP- Tag

bzw. am Folgetag

3.2.3 Einfluss der Kryokonservierung

3.2.3.1 Anteil vitaler Zellen

Funf der untersuchten WLK enthielten eine ausreichend hohe Zellzahl, um eine

FACS- Analyse vor und nach Kryokonservierung durchzufuhren. Abb.14 zeigt

exemplarisch die Bestimmung des Anteils vitaler Zellen zu den beiden

Messzeitpunkten.
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Abbildung 14: Anteil vitaler Zellen in den Zellsuspensionen eines WLK vor (links) und nach (rechts)
Kryokonservierung in einer SSC-A versus APC Dotplot- Darstellung
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Fir alle funf Zellsuspensionen zeigte sich ein deutlicher Abfall des Anteils vitaler
Zellen nach Kryokonservierung (Abb.15). Um zu Uberprtfen, ob sich der Anteil
vitaler Zellen durch die Kryokonservierung in gerichteter Weise verandert, wurde
ein Wilcoxon- Vorzeichen- Rang- Test fur verbundene Stichproben durchgefuhrt.
Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Messzeitpunkten (Z= -2,023; p= 0,043; r= -0,905).
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Abbildung 15: Anteil vitaler Zellen in fiinf aufgearbeiteten WLK vor und nach Kryokonservierung

3.2.3.2 Zellulare Zusammensetzung

Die folgenden beiden Abbildungen stellen den Anteil der CD19+- B Lymphozyten
sowie der CD3+- T- Lymphozyten an der Gesamtlymphozytenpopulation vor und
nach der Kryokonservierung dar. In beiden Subpopulationen zeigte sich ein
Anstieg des Medians nach Kryokonservierung (CD3+- Zellen: 52, 04% auf
54,74%; CD19+- Zellen: 19,80% auf 37,17%). Ein signifikanter Unterschied im
Wilcoxon- Vorzeichen- Rang- Test beim Vergleich der verbundenen Stichproben
vor und nach Kryokonservierung zeigte sich jedoch nicht (CD3+- Zellen: Z= -
1,483; p=0,138; r=-0,663; CD19+- Zellen: Z= -1,753; p= 0,080; r=-0,784).
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Abbildung 16: Anteil der CD19+- B- Lymphozyten (oben) und der CD3+- T- Lymphozyten (unten) an der
Gesamt- Lymphozytenpopulation in den Zellsuspensionen von fiinf WLK vor und nach Kryokonservierung

Bei Betrachtung des Anteils der CD4+- Zellen an den T- Lymphozyten zeigte sich
eine signifikante Abnahme (Median frisch: 87,45 %, aufgetaut: 83,40 %; Z = -
2,023, p = 0,043; r= -0.905). Die CD8*-T-Lymphozyten hingegen wiesen eine
Zunahme auf (Median frisch: 7,87 %, aufgetaut: 9,34 %; Z=-2,023, p= 0,043; r=
-0,905).
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3.3 In-vitro T- Zellstimulation mit Melanozyten-

Differenzierungsantigenen

3.3.1 Workflow

Far diesen Versuchsteil wurden 163 WLK im Rahmen der standardmalfigen LDI
durch medizinische Technologen fur Laboratoriumsanalytik aufgearbeitet. Davon
enthielten 51 Lymphknoten (31%) ausreichend viele Zellen, dass eine Diagnostik

moglich und die Kryokonservierung sinnvoll waren.

Um genug Zellen fur die Stimulation zu erhalten, wurden nur WLK, von denen
mindestens zwei Cryotubes vorhanden waren, aufgetaut. Trotzdem konnten 11
Zellsuspensionen (7%) aufgrund einer zu niedrigen Zellzahl nach dem Auftauen
nicht fur die Stimulationen verwendet werden. Von insgesamt 163
aufgearbeiteten WLK konnten daher nur 20 (12%) fur die T- Zell- Stimulation

verwendet und ausgewertet werden.

Aufarbeitung der WLK fir
LDI
durch MTLs
163 (100 %)

o| 112 (69%)

Falls > 18 Mio
enthaltene Zellen v

Kryokonservierung

51 (31%)
> 20 (12%)
Falls 2 2 Cryotubes
\4
Auftauen der
Zellsuspension
31 (19%)
> 11 (7%)
Falls > 2 Mio

enthaltene Zellen
nach dem Auftauen v

T- Zell Stimulation
20 (12%)

Abbildung 18: Flussdiagramm der Probenselektion fiir die T- Zell- Stimulationen. Alle Arbeitsschritte, die
durch Medizinische Technologen fiir Laboratoriumsanalytik (MTL) durchgefiihrt wurden, sind in grau
hinterlegt.
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3.3.2 T- Zell- Aktivierungsmarker nach Stimulation mit MDAs
3.3.2.1 Intrazellulare INFy- und TNFa- Expression

3.3.2.1.1 CD8+- Zellen

Von 20 WLK zeigten 19 eine Reaktivitdt der CD8+-T- Zellen auf die
Positivkontrolle mit dem CEF- Peptidpool (95%). Mit Ausnahme eines WLK
aulderte sich die Reaktivitat auf die Positivkontrolle v.a. in einer gleichzeitigen
INFy- und TNFa- Expression der CD8+- Zellen.

In vier WLK zeigte sich eine Reaktivitat in der Negativkontrolle. Ein WLK wurde
aufgrund der erhdhten T- Zell- Reaktivitat in der Negativkontrolle von den
weiteren Auswertungen ausgeschlossen. In den weiteren drei WLK wurde zwar
eine geringgradige Reaktivitat in der Negativkontrolle nachgewiesen, allerdings
war die Reaktivitat in der Positivkontrolle mit CEF mehr als doppelt so hoch,
sodass diese WLK zunachst beibehalten wurden. Trotzdem wurde keiner dieser
WLK als reaktiv auf ein MDA gewertet, da in keiner Probe eine doppelt so hohe
Aktivitat auf die MDAs wie das Medium gemessen wurde (zur genauen Definition
von Reaktivitat siehe 2.5.3).

Eine Reaktivitat auf MDAs zeigte sich in funf WLK. In vier der WLK rief ein
einzelnes Antigen eine Reaktion hervor (TRP2, Tyrosinase, 2x MLANA). Ein WLK
reagierte gleichzeitig auf gp100, Tyrosinase und TRP2. In allen Fallen war das
Ausmald der Reaktivitat vergleichsweise gering zur Positivkontrolle. AuRerdem
manifestierten sich die Reaktionen stets entweder in einer erhéhten TNFo-
Expression oder einer erhdhten INFy- Expression, nicht aber in einer simultanen
TNFa- & INFy- Expression. Von den funf MDA- reaktiven WLK hatten zwei einen

positiven Nodalstatus.
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Abbildung 19: Intrazelluldre INFy- und TNFa- Expression in CD3+- CD8+- Lymphozyten aus einem
exemplarischen WLK (WLK 15 in Abb. 20) nach Stimulation mit (a) CEF- Peptidpool, (b) Medium, (c)
gp100- Peptidpool, (d) MLANA- Peptidpool, (e) TRP2- Peptidpool, (f) Tyrosinase- Peptidpool.

Es zeigt sich eine deutliche INFy+- TNFa+- Reaktivitédt auf den CEF- Pool, sowie eine geringer

ausgeprégte INFy—TNFa+- Reaktivitdt auf den MLANA- Peptidpool.
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3.3.2.1.2 CD4+- Zellen

Die Zahl der WLK, deren CD4+- Zellen auf den CEF- Peptidpool reagierten,
sowie das Ausmald der Reaktion verglichen mit den CD8+- Zellen war deutlich
geringer. 95% der WLK reagierten mit den CD8+- Zellen, dagegen nur 30% mit
den CD4+- Zellen. Eine Stimulation durch den CEF- Peptidpool fihrte meist zu
einer erhohten INFy- Expression, eine erhohte TNFa- Expression zeigte sich nur
bei einem WLK. Alle WLK, die eine Reaktion der CD4+- Zellen auf den CEF-
Peptidpool aufwiesen, hatten auch mit den CD8+- Zellen auf den CEF- Pool

reagiert.

Die Negativkontrolle ohne Zusatz von Peptiden verblieb bei allen Proben negativ.
Jedoch wurde ein WLK wegen einer Reaktivitat der CD8+- Zellen in der
Negativkontrolle von den weiteren Auswertungen ausgeschlossen (siehe
3.3.2.1).

Eine Reaktivitat der CD4+- Zellen auf MDAs konnte in sechs WLK nachgewiesen
werden. Davon hatten drei der MDA- reaktiven WLK auch mit den CD8+- Zellen
reagiert. Die Antigene, die eine Reaktion ausldsten, stimmten zwischen CD4+-

und CD8+- Zellen nur teilweise liberein.

Am haufigsten reagierten die CD4+- Zellen auf den TRP2- Peptidpool (50% der
MDA- reaktiven WLK). Auf den MLANA- und den gp100- Petidpool reagierten je
33% der MDA- reaktiven WLK. In einem WLK (16,7%) fuhrte der Tyrosinase-
Peptidpool zu einer CD4+- Reaktivitat. Wie bereits bei den CD8+- Zellen riefen
auch bei den CD4+- Zellen zum Teil mehrere verschiedene MDA- Peptidpools

eine T- Zell- Reaktion hervor.
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Abbildung 21: Intrazelluldre INFy- und TNFa- Expression in CD3+- CD4+- Lymphozyten aus einem
exemplarischen WLK (WLK 15 in Abb. 22) nach Stimulation mit (a) CEF- Peptidpool, (b) Medium, (c)
gp100- Peptidpool, (d) MLANA- Peptidpool, (e) TRP2- Peptidpool, (f) Tyrosinase- Peptidpool

Das Ausmal3 der Reaktion auf den CEF- Peptidpool war deutlich geringer als bei den CD8+-
Lymphozyten. Eine Reaktivitdt gegen MDAs (ber dem festgelegten Schwellenwert von 1% zeigte sich
gegen den MLANA- Peptidpool sowie den Tyrosinase- Peptidpool. Auch bei den CD8+- Zellen wurde
durch den MLANA- Peptidpool eine Reaktion hervorgerufen (siehe Abb. 19).
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3.3.2.1.3 T- Zell- Aktivierung in verschiedenen Lymphknoten desselben Patienten

In zwei Fallen konnten je zwei WLK vom selben Patienten untersucht werden.
Dabei war jeweils ein WLK positiv, der andere negativ. Von diesen WLK
reagierten alle zumindest mit den CD8+- Zellen auf die Positivkontrolle und
zeigten keine Reaktivitat auf die Negativkontrolle. Auf die MDA- Peptidpools
reagierten die WLK eines Patienten. Eine Ubereinstimmung der T- Zell- Antwort
konnte hierbei nicht beobachtet werden. Der negative WLK zeigte eine CD8+- T-
Zellantwort auf TRP 2- Peptide, wohingegen der positive WLK eine CD4+- T-
Zellantwort auf den gp100- Peptidpool aufwies.

3.3.2.2 CD40L- Expression auf CD4+- Zellen

Entgegen den Erwartungen zeigte sich keine vermehrte CD40L- Expression auf
CD3+- CD4+- Lymphozyten nach Stimulation mit dem CEF- oder den MDA-
Peptidpools. In mehreren Mann- Whitney- U- Tests wurden der Anteil der
CDA40L+- CD4+- Zellen zwischen der Negativkontrolle ohne Peptide und je einem
Peptidpool (CEF, gp100, MLANA, TRP 2, Tyrosinase) verglichen. Hier ergab sich
in keinem Test ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(Medium vs. CEF: Z=-0,950; p= 0,342; r= -0,158; Medium vs. gp100: Z= -1,804;
p=0,071; r=-0,301; Medium vs. MLANA: Z=-1,044; p= 0,296; r= -0,174; Medium
vs. TRP 2: Z=-0,317; p= 0,751; r=-0,053; Medium vs. Tyrosinase: Z= -1,331; p=
0,183; r=-0,222).
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Abbildung 23: Logarithmische Boxplot- Darstellung des Anteils CD40L+- Zellen an den CD4+- Zellen [%]
nach Stimulation mit den Peptidpools.

Links die Negativkontrolle, bei der kein Peptidpool hinzugegeben wurde. Rechts daneben die
Positivkontrolle mit einem CEF- Peptidpool, daneben die vier MDAs. Im Mann- Whitney- U- Test zeigte kein
Peptidpool eine signifikante Verdnderung des Anteils CD40L+- Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Ein
WLK wurde wegen einer starken CD8+- Zell- Reaktivitdt in der Negativkontrolle aus der Wertung

genommen, ein weiterer wegen einer fehlenden Reaktivitdt der CD4+- und CD8+- Zellen auf die
Positivkontrolle (siehe 3.2.1.1).

3.3.3 Einfluss des Lymphknotenstatus auf die T- Zell- Reaktivitéit gegen
MDAs

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen T- Zell- Reaktivitat gegen MDAs
und dem Nodalstatus zu untersuchen, wurden eine Kreuztabelle erstellt und ein
Chi-Quadrat-Test, sowie ein Exakter Test nach Fisher bei kleiner
Stichprobenzahl durchgefihrt. Da entgegen der Erwartungen eine vermehrte
CDA40L- Expression auf stimulierten CD4+- Zellen ausblieb, wurden nur die
intrazellulare TNFa- und INFy- Expression zur Bestimmung einer Reaktivitat
gegen MDAs hinzugezogen. Zwei WLK wurden aufgrund einer fehlenden
Reaktivitat auf die Positivkontrolle bzw. einer T- Zell- Reaktivitat auf die
Negativkontrolle aus der statistischen Auswertung ausgenommen. Die
entsprechend geringe Fallzahl (n=18) und die Auswirkungen auf die Teststarke

wird im Diskussionsteil besprochen, soll aber hier bereits erwahnt sein.
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3.3.3.1 CD8+- Zellen

In der Gruppe der nodal-negativen Patienten zeigten 3 von 10 eine Reaktivitat
gegen MDAs, wahrend in der nodal-positiven Gruppe 2 von 8 Patienten reaktiv
waren. Die beobachteten Haufigkeiten wichen dabei nur geringfligig von den

erwarteten Haufigkeiten ab.

Die statistische Auswertung mittels Pearson-Chi-Quadrat-Test (p- Wert= 0,814),
sowie mittels exakten Test nach Fisher (p = 1,000) wiesen keinen signifikanten

Zusammenhang zwischen der MDA-Reaktivitat und dem Nodalstatus auf.

Modalstatus

negativ positiv Gesamt

Realtivitdt gegen MDAS  nein Anzahl 7 i} 13
Erwartete Anzahl 72 a8 13,0

ja Anzahl 3 2 5

Erwartete Anzahl 28 22 5,0

Gesamt Anzahl 10 8 18
Erwartete Anzahl 10,0 2.0 18,0

Tabelle 19: Kreuztabelle CD8+- Reaktivitit gegen MDAs * Nodalstatus

3.3.3.2 CD4+- Zellen

Von den negativen WLK zeigten 3 von 10 eine Reaktivitat der CD4+- Zellen
gegen MDAs und 3 von 8 positive WLK. Wie bei den CD8+- Zellen lag nur eine

geringe Abweichung von den erwarteten Haufigkeiten vor.

Sowohl der Pearson- Chi- Quadrat- Test (p- Wert= 0,737) als auch der exakte
Test nach Fisher (p=1,000) deuteten gegen einen signifikanten Unterschied

zwischen einer CD4+- Reaktivitat gegen MDAs und dem Nodalstatus.

Modalstatus

negativ positiv Gesamt

Realdivitdt gegen MDAS  nein Anzahl 7 ) 12
Erwartete Anzahl 6,7 5,3 12,0

ja Anzahl 3 3 G

Erwartete Anzahl 33 27 6,0

Gesamt Anzahl 10 3 18
Erwartete Anzahl 10,0 a0 18,0

Tabelle 20: Kreuztabelle CD4+- Reaktivitdt gegen MDAs * Nodalstatus
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4 Diskussion

41 Zusammenfassung

Die LDl ist eine akkreditierte Methode und in der Universitatshautklinik Tubingen
fest in die diagnostischen Ablaufe etabliert. Die Verwendung von nach der LDI
ubriggebliebener Zellsuspensionen eréffnet einzigartige Madoglichkeiten, das

Immunrepertoire in den WLK von Melanompatienten zu untersuchen.

Die Zielsetzung von Versuchsteil | war es, den Einfluss verschiedener Faktoren
auf die Qualitdt der disaggregierten WLK zu untersuchen. Aus
Praktikabilitatsgrinden werden die WLK nach der Exzision Uber Nacht in RPMI-
Medium gelagert und am Tag nach der OP aufgearbeitet. Dieses Vorgehen
scheint keinen wesentlichen Einfluss auf die Qualitat der WLK zu haben. Sowohl
die Lymphozyten- Gesamtzahl als auch die Vitalitat der Zellen und die zellulare
Zusammensetzung unterschieden sich nicht signifikant zwischen Aufarbeitung
am OP- Tag und am Folgetag. Hingegen scheint der Einfluss der
Kryokonservierung nicht unerheblich zu sein. In allen untersuchten WLK zeigte

sich ein deutlicher Vitalitdtsabfall nach der Kryokonservierung.

Far Versuchsteil || wurden die WLK aus Grinden der Umsetzbarkeit trotzdem
zwischenzeitig eingefroren. Auf die Funktionalitat der T- Zellen schien dies
keinen wesentlichen Einfluss zu haben, 95 % der WLK zeigten eine Reaktivitat
auf die Positivkontrolle, die sich durch eine intrazellulare Zytokinproduktion
manifestierte. FUnf von 18 WLK zeigten eine CD8+- Reaktivitat auf die MDAs,
sechs von 18 WLK eine CD4+- Reaktivitat. Die Reaktion fiel in der Regel deutlich
schwacher aus als die auf die Positivkontrolle und zeigte sich meist in einer
alleinigen INFy- oder TNFa- Expression (keine gleichzeitige INFy- und TNFa-
Expression). Eine vermehrte CD40L+- Expression auf stimulierten CD4+- Zellen
konnte nicht beobachtet werden. Ebenso konnte kein Zusammenhang zwischen
WLK- Status und T- Zell- Reaktivitat festgestellt werden.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Einfluss des Zeitabstands zwischen OP und Aufarbeitung der WLK

In der vorliegenden Arbeit konnte kein nachteiliger Effekt einer Lagerung der
exzidierten WLK in RPMI/ FCS- Medium (genaue Zusammensetzung siehe
2.2.2.1) bei 4°C uber Nacht festgestellt werden. Diese Beobachtung deckt sich
mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen zur kurzfristigen Lagerung

von lymphatischem Gewebe in RPMI- Medium.

RPMI- 1640, oft erganzt mit Komponenten wie FCS, ist ein gangiges Medium zur
Kultivierung lymphatischer Zellen und kurzfristigen Lagerung von unfixiertem
Gewebsmaterial. Shetuni und Kollegen zeigten eine konstante Vitalitat von 87%
in Gewebsproben aus Feinnadelbiopsien, die Uber 24h bei 4°C in RPMI/ FCS-
Medium gelagert wurden. Auch nach funf Tagen waren die Proben noch fur
durchflusszytometrische Untersuchungen geeignet (Shetuni et al., 2012). Auch
in anderen Arbeiten stellte sich RPMI als geeignetes kurzfristiges Lagermedium
zur Bewahrung der zellularen Integritat heraus, Rani und Kollegen betonten aber
auch die Bedeutung der gleichzeitigen Kihlung der Proben (Rani et al., 2022;
Renshaw et al., 2013).

4.2.2 Einfluss der Kryokonservierung

Die Kryokonservierung von Proben ist ein gangiges Verfahren in Biobanken und
Laboren. Dennoch zeigt sich in zahlreichen Studien ein nicht unerheblicher
Einfluss der Einfrier- und Auftauprozesse auf die Vitalitat und Funktionalitat der

Proben.

In Versuchsteil | zeigte sich ein signifikanter Abfall der Vitalitdt nach der
Kryokonservierung in funf exemplarischen WLK (im Median von 95,0% auf 48,3%
vitale Zellen). Dieser wird auch in anderen Arbeiten beschrieben, allerdings in
geringerem Ausmall. Brincat und Kollegen beschrieben einen signifikanten
Vitalitatsabfall von 88,2% auf 83,5% in 30 Lymphom- verdachtigen Lymphknoten
(Brincat et al., 2012). Der Abfall der Vitalitat scheint nicht nur vom Vorgang des
Einfrierens und Auftauens abhangig zu sein, sondern auch von der
Lagerungsdauer der kryokonservierten Proben. Min und Kollegen zeigten, dass
ein signifikanter Vitalitatsabfall in kryokonservierten Milz- Gewebeproben erst
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nach Uber vier Wochen Lagerungszeit auftritt (Min et al., 2025). Dies kdnnte den
besonders drastischen Vitalitatsabfall nach Kryokonservierung in der
vorliegenden Arbeit teilweise erklaren, da die Lagerungszeit hier bis zu neun
Monate betrug. Zu betonen gilt, dass in den beiden beschriebenen Arbeiten
klassische Dimethylsulfoxid-/ FCS- Ldsungen als Kryokonservierungsmittel
verwendet wurde. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete CryoStor- Medium

gilt jedoch als gleichwertige Alternative (Jantet-Blaudez et al., 2025).

Verschiebungen des prozentualen Anteils der CD3+- und CD19+- Lymphozyten
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet. Dies deckt sich mit der
einschlagigen Literatur. Der leichte Abfall des Anteils der CD4+- Zellen (im
Median von 87,45% auf 83,40%) und die Zunahme des Anteils der CD8+- Zellen
(im Median von 7,87% auf 9,34%) wird in der Literatur nicht beschrieben. Er
koénnte ein Hinweis auf eine héhere Kalte- Empfindlichkeit der CD4+- Zellen sein,
kann in dieser Arbeit jedoch auch der geringen Fallzahl (n= 5) geschuldet sein
(Brincat et al., 2012; Min et al., 2025).

4.2.3 T- Zell- Stimulationen mit MDAs

4.2.3.1 MDA- spezifische T- Zellen in den WLK

In der vorliegenden Arbeit konnten MDA- spezifische T- Zellen in den WLK von
Melanompatienten nachgewiesen werden. Alle vier in der Einleitung
dargestellten MDAs konnten dabei jeweils mindestens einmal als stimulierendes
Antigen identifiziert werden. Aufgrund ihrer Position als erster Lymphknoten in
den Lymphabflusswegen sind WLK sind nicht nur der Ort der primaren
Metastasierung, sondern auch zentral bei der antitumoralen Immunantwort. Es
besteht ein stetiger Austausch von Antigenen und Immunzellen zwischen WLK
und Tumorgewebe. In WLK und Tumorgewebe finden sich identische TZR-
Klonotypen (Straten et al., 2006). Dass T- Zellen mit einer Reaktivitat gegen die,
auf Melanomzellen haufig exprimierten MDAs, in den WLK vorliegen, ist daher

ein erwartbares Ergebnis dieser Arbeit gewesen.

Mit andauernder Antigenexposition und fortschreitender Erkrankung kommt es
jedoch zu funktionellen Veranderungen der T- Zellen in den WLK. Effektorzellen

und -funktionen werden herunterreguliert, hingegen kommt es zu einer Zunahme
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der regulatorischen Zellen und der vermehrten Expression inhibitorischer
Rezeptoren. Dieser Zustand wird als T- Zell- Erschépfung bezeichnet und haufig
in WLK beobachtet (Cochran et al., 2006). Die T- Zell- Erschopfung konnte die,
im Vergleich zur Positivkontrolle, deutlich geringer ausgepragte Reaktion in

dieser Arbeit teilweise erklaren.

4.2.3.2 Reaktivitat der CD4+- Zellen auf die Positivkontrolle trotz Verwendung
eines MHC- I- restringierten Peptidpools

Als Positivkontrolle wurde ein MHC- | restringierter CEF- Peptidpool verwendet,

der kurze Peptidsequenzen aus je neun Aminosauren enthalt. Somit war eine

Stimulation der CD8+- Zellen erwartbar. Tatsachlich reagierten von den

untersuchten WLK 95% mit den CD8+- Zellen auf den CEF- Peptidpool, jedoch

auch 30% mit den CD4+- Zellen.

Dass trotz der Verwendung eines MHC- I- restringierten Peptidpools eine CD4+-
Reaktion vorlag, kann durch mehrere Faktoren erklart werden. So kann eine
ausgepragte Zytokinsekretion der CD8+- Zellen auch die CD4+- Zellen
unspezifisch mitaktivieren und zur Co- Sekretion von Effektorzytokinen anregen
(Bystander- Effekt) (Lee et al., 2020). Ein weiterer Erklarungsansatz ware die
Aufnahme und atypische Prasentation der Peptide auf MHC- Il aufgrund sehr
hoher Peptidkonzentrationen (Kambayashi and Laufer, 2014). Ebenfalls mdglich
ist eine Kreuzreaktivitat des T- Zell- Rezeptors (TZR). TZRs kdnnen neben ihrem
ursprunglichen Zielpeptid auch strukturell ahnliche Antigene erkennen. Dies
ermdglicht eine breite Immunantwort auf eine Vielfalt von Antigenen, ist aber
auch bei Allergien und Autoimmunerkrankungen relevant (Mason, 1998).
Grundsatzlich erkennen CD4+- Zellen Antigene mittels TZR und CD4-
Corezeptor im Kontext von MHC-II. Dabei vermitteln die CD4- Corezeptoren die
Stabilitat und Signalstarke der Interaktion. Bei starker Affinitat des TZRs oder
sehr hohen Peptidkonzentrationen wurden jedoch bereits CD4+- Zellen
beschrieben, die eine Kreuzreaktivitat mit Peptid/ MHC- |- Komplexen zeigten
(Nishimura et al., 1999). Derartige Kreuzreaktivitaten sind seltener und funktionell
instabiler als klassische CD8+- vermittelte Reaktionen, sollten aber bei der

Interpretation der Stimulationen bertcksichtigt werden.
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4.2.3.3 Reaktivitat sowohl der CD4+- als auch CD8+- Zellen auf die MDA-
Peptidpools

Von 18 WLK zeigten sechs eine CD4+- Reaktivitat und funf eine CD8+-
Reaktivitat auf die MDA- Peptidpools. Im Gegensatz zur Positivkontrolle
enthielten die MDA- Peptidpools langere, Uberlappende Sequenzen aus jeweils
15 Aminosauren. Allgemein wird davon ausgegangen, dass MHC- | kurze
Sequenzen aus 8- 10 Aminosauren bindet, die aus dem Zellinneren stammen.
Die Bindungstaschen sind hierbei an beiden Enden geschlossen. MHC-II bindet
hingegen langere Sequenzen aus 13- 25 Aminosauren bei beidseits offenen
Bindungsgruben (Rammensee et al., 1995). Trotzdem konnte gezeigt werden,
dass uberlappende Peptidpools aus 15- meren sowohl eine CD4+- als auch eine
CD8+- Immunantwort stimulieren kdnnen (Maecker et al.,, 2001). Dass auch
kurze Peptide an MHC- Il binden und eine CD4+- Reaktivitat hervorrufen kénnen,
erscheint aufgrund der vorgehend beschriebenen, strukturellen Eigenschaften
des Molekuls nicht verwunderlich. Wie es jedoch zur Bindung von langeren
Peptidsequenzen (> 10 Aminosauren) in die tiefen, an den Enden geschlossenen
Bindungstaschen von MHC- | kommt, ist nicht abschlieRend geklart. Moglich ist
die Veranderung der raumlichen Struktur des gebundenen Peptids (Chen et al.,
1994), ein beobachtetes Phanomen ist hierbei das Hervorwdlben des Peptids
aus der Bindungstasche (Guo et al., 1992). Auch die Bindungseigenschaften
abhangig vom HLA- Typ konnen verschiedene Toleranzen gegenuber
Peptidlangen vermitteln (Bade-Doding et al., 2011). Zuletzt ist eine
Internalisierung und Zerlegung der Peptide nicht auszuschlielen, durch die

Verwendung von Brefeldin A aber unwahrscheinlich (Maecker et al., 2001).

4.2.3.4 Unterschiede im Zytokin- Expressionsmuster zwischen Positivkontrolle
und MDAs

In der vorliegenden Arbeit entwickelten die CD8+- T-Zellen auf die

Positivkontrolle mit dem CEF-Pool eine ausgepragte Antwort mit gleichzeitiger

IFN-y- und TNF-a-Produktion. Hingegen blieb die Reaktivitat auf MDAs zumeist

auf die geringere Expression eines dieser Zytokine beschrankt.
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Eine mdgliche Erklarung ist der Einfluss der Kryokonservierung, welcher die
Funktionalitat der Zellen limitieren kann. In der Methodenkritik wurde bereits auf
die beschrankte Aussagekraft des ersten Versuchsteils bezuglich der
Funktionalitat der Zellen nach Kryokonservierung verwiesen (siehe 4.2.3).
Funktionelle Eigenschaften wie etwa die Proliferationsfahigkeit, die
Zytokinproduktion und die zellulare Zytotoxizitat konnen durch die
Kryokonservierung reduziert sein (Gémez-Mora et al., 2020). Linder und
Kollegen gehen in ihrer Arbeit auch auf die Zytokine INFy und TNFa ein, die in
der hier vorliegenden Arbeit als T- Zell- Aktivierungsmarker herangezogen
wurden, und wiesen verschobene INFy/ TNFa- Profile in kryokonservierten
PBMCs nach (Linder et al., 2024). Unter den wenigen MDA- reaktiven T- Zellen
konnen diese Effekte besonders auffallen. Virusspezifische T- Zellen weisen
hingegen eine besonders hohe Klonfrquenz auf (Zhang et al., 2012), sodass sich
die Effekte der Kryokonservierung bei Betrachtung der CEF- reaktiven T- Zellen

weniger manifestieren kdnnten.

Auch immunologische Effekte kdnnten die Zytokin- Profile erklaren. Der CEF-
Peptidpool enthalt virusspezifische Antigene, denen der Organismus regelmallig
ausgesetzt ist. Dies fuhrt zur klonalen Expansion hoch- avider T- Zellen, die eine
ausgepragte Reaktivitat aufweisen (Zhang et al., 2012). Bei den MDAs handelt
es sich hingegen um Selbstantigene. Immuntoleranzmechanismen kénnen die
TZR- Aviditat einschranken und eine starke Costimulation erforderlich machen
(Oliveira et al., 2021). Hinzu kommen modglicherweise die tumorbedingten
immunmodulatorischen Effekte, auf die in 4.2.3.1 bereits naher eingegangen
wurde (Cochran et al., 2006).

4.2.3.5 Fehlende CD40L+- Expression in allen Stimulationen

In keiner Stimulation konnte ein Anstieg des Aktivierungsmarkers CD40L
(CD154) detektiert werden — weder mit dem CEF-Pool noch mit den MDA-
Peptidpools. Fur die Stimulation mit dem CEF- Peptidpools ist dies insofern
plausibel, als dass dieser MHC- | restringierte Sequenzen enthielt, sodass primar
eine CD8+- T- Zell- Reaktion erzielt wurde. CD40L wird hingegen vor allem von
aktivierten CD4+- Lymphozyten exprimiert und vermittelt die Bindung zum CD40-
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Rezeptor auf Antigen- prasentierenden Zellen (Armitage et al., 1992; Frentsch et
al., 2005). Zudem tritt die Expression von CD40L nur sehr kurzzeitig nach TCR-
Stimulation auf. Induziert durch die Bindung an den CD40- Rezeptor wird CD40L
innerhalb der ersten sechs Stunden nach Aktivierung wieder herunterreguliert
und internalisiert. Ohne  spezifische Blockade von CD40 auf
antigenprasentierenden Zellen kann die Detektion daher erschwert sein (Poloni
et al., 2023; Yellin et al., 1994). Zuletzt seien auch hier die Effekte der
Kryokonservierung erwahnt. Ein verandertes Expressionsmuster von CD40L in
CD4+- Zellen ist nicht auszuschlieRen und wurde bereits in kryokonservierten

Thrombozyten nachgewiesen (Wood et al., 2021).

4.2.3.6 Reaktivitat und Status des WLK

Ein Zusammenhang zwischen Reaktivitat und dem Status des WLK konnte in
dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Auf die beschrankte Aussagekraft
durch die geringe Fallzahl ist in der Methodenkritik (siehe 4.3.5) verwiesen. In
anderen Arbeiten mit gréReren Fallzahlen konnte durchaus eine
Wechselbeziehung zwischen WLK- Status und Funktionalitdt der T- Zellen
festgestellt werden. Grundtenor ist hierbei, dass der WLK eine wichtige Rolle bei
der Initialisierung und Erhaltung der Tumorimmunantwort spielt. Kommt es
jedoch zu einer Metastasierung in den WLK, so zeigen sich Veranderungen im
immunozellularen Milieu hin zur Hochregulation regulatorischer T- Zellen,
Herunterregulation dendritischer Zellen und zur T- Zell- Erschépfung (Ma et al.,
2012; Yaddanapudi et al., 2022; Zippelius et al., 2004). Bisher ist unklar, ob die
immunozellularen Veranderungen aufgrund der Metastasen im WLK auftreten
oder ob die verminderte Immunuberwachung die Metastasierung in den WLK
uberhaupt erst ermoglicht. Favorisiert wird jedoch ein bidirektionales Modell, in
dem eine frihe Umprogrammierung des WLK die Metastasierung erleichtert,
wahrend die Metastasen ihrerseits die T-Zell-Erschépfung und Immuntoleranz

weiter verscharfen (Delclaux et al., 2024).

4.2.3.7 Reaktivitat auf mehrere verschiedene MDAs im selben WLK
In einigen WLK konnte eine Reaktivitat auf mehrere MDAs zugleich beobachtet

werden. Dies konnte auf eine breite, polyklonale T- Zell-Antwort hinweisen. Eine
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hohe TZR- Diversitat als Zeichen einer funktionalen Immunantwort konnte als
madglicher positiver prognostischer Faktor identifiziert werden. Hingegen scheint
eine geringere TZR- Diversitat mit einer geringeren Angriffsflache der
Tumorimmunantwort und einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein. Dieser
Zusammenhang wurde zunachst fur PBMCs untersucht (Charles et al., 2020).
FUr andere hoch immunogene Tumorentitaten wie das Zervixkarzinom konnte
jedoch bereits die besondere Bedeutung eines polyklonalen TZR- Repertoires im
WLK gezeigt werden (Cui et al., 2018).

4.2.3.8 T- Zell- Aktivierung in verschiedenen Lymphknoten desselben

Patienten
In dieser Arbeit konnten in zwei Fallen jeweils ein positiver und ein negativer WLK
desselben Patienten verglichen werden. In beiden Patienten zeigte sich keine
Ubereinstimmung der MDAs, die eine Reaktivitat hervorriefen, zwischen den
beiden WLK. Ebenso konnte bezuglich des Einflusses des WLK- Status kein
Muster erkannt werden. Die geringe Fallzahl erlaubt jedoch lediglich deskriptive

Aussagen.

Unterschiede zwischen positiven WLK und Lymphknoten ohne WLK- Status im
selben Lymphabstromgebiet zeigten Ma und Kollegen. Es zeigten sich eine
erhohte Zahl regulatorischer T-Zellen und verringerte Zahl dendritischer Zellen in
den WLK verglichen zu den anderen Lymphknoten (Ma et al., 2012). Diese
Unterschiede im selben Patienten legen nahe, dass auch multiple WLK
desselben Patienten unterschiedliche immunologische Profile aufweisen
konnten. Insbesondere der Status des WLK kdénnte hierbei entscheidend sein.

Systematische Arbeiten mit ausreichender Fallzahl stehen hierzu jedoch aus.
4.3 Limitationen

4.3.1 Patientenkollektiv

Aufgrund der klar definierten Indikationskriterien zur WLK- Biopsie erfolgte eine
gewisse Vorselektion des Patientenkollektivs hin zu hoheren Tumordicken sowie
dem Vorliegen von Risikokonstellationen.
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4.3.2 Auswahl der Wéchterlymphknoten

Fir die LDI kommen nur WLK in Frage, die ausreichend grof3 sind, um den
Lymphknoten longitudinal zu halbieren, sodass die andere Halfte
histopathologisch aufgearbeitet werden kann. Aufgrund der Vorrangstellung der
Diagnostik konnten zudem nur WLK flr weitere Versuche verwendet werden, die
nach der LDI ausreichend viele Zellen enthielten. Entsprechend wurden

ausschlieBlich grof3e, zellreiche WLK untersucht.

4.3.3 Kryokonservierung

In Versuchsteils | wurde der Einfluss der Kryokonservierung in einer kleinen
Stichprobe (n=5) untersucht. Hierbei zeigte sich ein Vitalitatsabfall um bis zu
50%. Die zellulare Zusammensetzung blieb hingegen weitestgehend
unverandert. Zur Lebend/ Tod- Diskriminierung wurde ein Zombie- Farbstoff
eingesetzt. Zu berlcksichtigen ist, dass dieser den Integritatszustand der

Zellwand erfasst, jedoch keine Aussage uber die Funktionalitat der Zelle erlaubt.

Trotz des Vitalitatsabfalls und der mangelnden Aussagekraft bezuglich
Funktionalitat wurde eine Kryokonservierung der Zellsuspensionen durchgeflhrt.
Der Zwischenschritt der Kryokonservierung reduzierte den logistischen Aufwand
fur Versuchsteil Il deutlich, da so eine gleichzeitige In- vitro T- Zellstimulation
mehrerer Proben mdoglich war. Die Anzahl der CryoTubes, die pro WLK flr
Versuchsteil Il aufgetaut wurden, wurde entsprechend angepasst. Dass die
Funktionalitat der Zellen nach dem Auftauen grof3tenteils erhalten blieb, zeigen
die Ergebnisse der TZS. Auf die Positivkontrolle reagierten 95% der Proben mit
einer Zytokinproduktion- wichtige Marker fur eine funktionelle Antwort vitaler
Lymphozyten. Allerdings bleibt zu erwahnen, dass sich funktionelle
Veranderungen auf seltenere Populationen wie die MDA- reaktiven- T- Zellen

starker auswirken kdnnten (siehe 4.3.3).

4.3.4 Fehlende HLA- Typisierung

Ein wesentlicher methodischer Limitationsfaktor besteht darin, dass vor der T-
Zell-Stimulation keine HLA-Typisierung der Patienten erfolgte. Um trotz der HLA-
Abhangigkeit der Antigenprasentation eine breite T- Zell- Antwort zu

ermoglichen, wurden Pools mit Uberlappenden Peptidsequenzen verwendet.
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Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der verwendeten
Peptide in manchen Proben keine adaquate Bindung und Prasentation
vermittelte. Dies kdonnte zu einer Unterschatzung der tatsachlich vorhandenen

Antigen-spezifischen T-Zellantwort gefuhrt haben.

4.3.5 Geringe Fallzahl

Eine weitere Limitation der vorliegenden Arbeit stellen die geringen Fallzahlen in
beiden Versuchsteilen dar. Aufgrund der hohen Zellzahlen, die in den WLK
bendtigt wurden, um weitere Versuche durchzuflhren, konnte ein Grolteil der
WLK nicht verwendet werden (siehe 3.2.1 und 3.3.1). Entsprechend gering sind

die Fallzahlen in beiden Versuchsteilen.

Versuchsteil | diente einer orientierenden Einschatzung verschiedener
Einflussfaktoren auf die Qualitat der WLK, sodass die geringe statistische Power

hierbei bewusst in Kauf genommen wurde.

In Versuchsteil Il ist die statistische Power durch die begrenzte Anzahl an
untersuchten Proben reduziert, wodurch insbesondere schwachere Effekte
moglicherweise nicht erfasst wurden. Zudem schrankt die geringe
Stichprobengrolle die Generalisierbarkeit der Ergebnisse ein. Die Befunde sind
daher mit Vorsicht zu interpretieren und sollten in zukunftigen Studien mit

groleren Kohorten Uberpruft werden.
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5 Zusammenfassung

Erkenntnisse zur Wechselbeziehung zwischen Immunsystem und Tumor haben
die Therapie des Melanoms revolutioniert. Immuntherapien sind heute fester
Bestandteil der Leitlinien und haben die Prognose selbst fortgeschrittener

Stadien verbessert.

Der WLK ist der erste Lymphknoten im Lymphabstromgebiet des Tumors. Er ist
nicht nur Ort der primaren Metastasierung, sondern spielt auch eine zentrale

Rolle bei der Tumorimmunantwort.

Die LDI nach Ulmer und Kollegen ist ein besonders sensitives Verfahren, um
Mikrometastasen in den WLK zu detektieren (Ulmer et al., 2005). Sie ist am
Universitatsklinikum Tdbingen als akkreditierte Methode fest in die
diagnostischen Ablaufe integriert. Dabei Ubriggebliebene Zellsuspension wird
seit 2021 nicht mehr verworfen, sondern zum Aufbau einer Biobank

kryokonserviert, sofern die Zustimmung des Patienten vorliegt.

Die Verwendung von nach der LDI Ubriggebliebener Zellsuspension eroffnet
einzigartige Moglichkeiten, das Immunrepertoire in den WLK von
Melanompatienten zu untersuchen. Im ersten Versuchsteil wurde der Einfluss
des Aufarbeitungszeitpunkts und der Kryokonservierung auf die Vitalitat und
zellulare  Zusammensetzung per FACS- Analyse untersucht. Die
Zwischenlagerung in RPMI/FCS- Medium und Aufarbeitung am Folgetag scheint
keinen wesentlichen Einfluss auf die Vitalitat und zellulare Zusammensetzung
der WLK zu haben. Die Kryokonservierung verursacht einen Abfall der Vitalitat
und eine fragliche Verschiebung des CD4/ CD8- Verhaltnisses. Auswirkungen
auf die Funktionalitdt wurden mit der Methodik nicht ausreichend erfasst. Die
Literaturrecherche ergab jedoch, dass diese wahrscheinlich sind. Da eine
Kryokonservierung der WLK aus Praktikabilitdtsgrinden meist notwendig ist,

sollten mdgliche Auswirkungen auf die Funktionalitat weiter spezifiziert werden.

In Versuchsteil Il erfolgte eine In- vitro- T- Zellstimulation von aufgetauten
Zellsuspensionen mit Protein- Uberspannenden MDA- Peptidpools. MDAs sind
weit verbreitete Tumor- assoziierte Antigene und somit eine potenzielle

Zielstruktur verschiedener Immuntherapien. Jedoch sind
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Immuntoleranzmechanismen besonders ausgepragt, da MDAs auch auf
gesunden Melanozyten exprimiert werden. In einigen untersuchten WLK konnten
MDA- reaktive T- Zellen nachgewiesen werden. Alle vier untersuchten MDAs
(gp100, MLANA, TRP2 und Tyrosinase) riefen mindestens einmal eine T- Zell-
Reaktion hervor. Nach Ausschluss der WLK mit Reaktivitat in der
Negativkontrolle bzw. fehlender Reaktivitat in der Positivkontrolle verblieben 18
WLK. Davon reagierten funf WLK mit den CD8+- Zellen und sechs WLK mit den
CD4+- Zellen auf die MDA- Peptidpools. Die Reaktivitat fiel im Vergleich zur
Positivkontrolle jedoch deutlich geringer und mit einem veranderten Zytokin-
Expressionsmuster aus. Immuntoleranzmechanismen sowie Einflisse der
Krykonservierung sind hierfir mogliche Erklarungen. Ein Einfluss des Status des
WLK auf die Reaktivitat konnte nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte kein
Muster in mehreren WLK desselben Patienten erkannt werden. Jedoch sei hier

auf die geringe Fallzahl verwiesen.

Zusammenfassend verdeutlicht diese Arbeit die Bedeutung der WLK bei der
Immunuberwachung des Melanoms. Es zeigten sich dort nachweisbare T- Zell-
Reaktivitaten gegen MDAs. Eine genauere Charakterisierung dieser Zellen z.B.
mittels TZR- Sequenzierungen sowie Single- Cell- Analysen, sowie der Vergleich
mit TILs und PBMCs kdnnten zum Verstandnis der antitumoralen Immunantwort
und der tumorinduzierten Immunsuppression beitragen. Die Verwendung von
nach der LDI Gbriggebliebener Zellsuspension eroffnet hierflir neuartige

Maglichkeiten.
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