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1. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der prognostischen Relevanz von routinemalig erho-
benen Blutparametern, I6slichen Serummarkern sowie immunhistochemischen Biomarkern im
Sentinellymphknoten von Melanompatienten in den Stadien Il und lll. Von den Blutparametern
war ausschlieRlich das CRP signifikant mit dem fernmetastasenfreien Uberleben assoziiert,
insbesondere im Stadium Il. LDH, Glukose und S100B zeigten keine signifikante prognosti-

sche Relevanz.

Die I6slichen Marker IL-4 und HAPLN1 konnten aufgrund technischer Limitationen nicht aus-
gewertet werden. Fur IL-6, CCL1, CCL21 und CXCL10 ergaben sich keine signifikanten Un-

terschiede zwischen progressionsfreien und progressiven Verlaufen im Stadium Il

Immunhistochemisch zeigten sich insbesondere eine erhéhte CXCL10-Expression sowie eine
reduzierte CD45-Expression im Stadium Il als potenziell pradiktiv flir eine Tumorprogression.
Eine niedrige CD45-Expression war dabei signifikant mit einem schlechteren fernmetastasen-
freien Uberleben assoziiert. Eine hohe CCL21-Expression im Wachterlymphknoten korrelierte
zudem mit einem ungunstigeren Gesamtuberleben. Im Stadium IIl war eine vermehrte sub-
kapsulare Makrophagenanzahl mit einem signifikant schlechteren Gesamtuberleben verbun-

den.

Andere immunhistochemische Befunde im Stadium Il konnten aufgrund der Metastasengréfe
nicht unabhangig interpretiert werden und erscheinen daher nur bedingt prognostisch verwert-

bar.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass — zusatzlich zu etab-
lierten klinischen Risikofaktoren — einzelne immunologische Marker, insbesondere im Stadium
I, ein Potenzial zur verbesserten Risikostratifizierung besitzen. Die frihzeitige Identifikation
progressionsgefahrdeter Patienten konnte so die individuelle Entscheidung Uber adjuvante

Therapien und engmaschige Nachsorge unterstutzen.



2. Einleitung

2.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Hauttumor, welcher von den Melanozyten innerhalb
der Epidermis ausgeht (1). Es gehdrt bei Mannern und Frauen in Deutschland zu den funf
haufigsten soliden Tumoren und weist in den letzten Jahren eine steigende Inzidenz auf. Fur
eine Tumorprogression prognostisch relevante Faktoren sind die Tumordicke nach Breslow,
das Vorliegen einer Ulzeration des Primartumors, eine erhéhte Mitoserate, und das Vorliegen
einer Metastasierung bei Erstdiagnose (2).

Die Stadieneinteilung des Melanoms erfolgt anhand der TNM-Klassifikation, sowie der klini-
schen Stadieneinteilung nach dem American Joint Committee on Cancer (AJCC). Trotz eines
friihen klinischen Stadiums zum Zeitpunkt der Erstdiagnose entwickelt ein Teil der urspriing-
lich in sano exzidierten Patienten ein Rezidiv. Das Risiko eines Rezidivs bei Patienten mit
negativer Sentinellymphknotendissektion (SLND) liegt zwischen 6 und 29% (3). Folglich be-
steht der Bedarf, bei Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko im Stadium Il dieses durch ent-
sprechende TherapiemalRnahmen zu reduzieren. Den Patienten mit unauffalliger SLND kann
im Stadium IIA — bzw. soll — im Stadium 1IB/C — laut Leitlinie eine adjuvante Therapie mittels
Interferon alpha offeriert werden (4). Dieser Empfehlung wird jedoch aufgrund einer nur gerin-
gen Wirksamkeit und einer hohen Nebenwirkungsrate des Interferon-a nicht mehr gefolgt. Seit
2022 sind nun besser wirksame und besser vertragliche programmed cell death protein-1 (PD-
1) -Antikorper fur die adjuvante Therapie des Melanoms im Stadium Il zugelassen. Zuvor wa-
ren PD-1-Antikorper lediglich fur die adjuvante Behandlung von Melanompatienten ab dem
Stadium 11l zugelassen (4). Die Zulassung flr die adjuvante Therapie mittels PD-1-Antikdrper
im Stadium |l beruht auf den Placebo-kontrollierten, doppelverblindeten und randomisierten
Phase-lll-Studien KEYNOTE-716 (Pembrolizumab) und Checkmate-S76K (Nivolumab) im
Stadium Il. In beiden Studien konnte eine Verbesserung des fernmetastasenfreien Uberlebens
bei einem resezierten Melanom im Stadium 1IB/C durch eine adjuvante Therapie mit Pembro-
lizumab beziehungsweise Nivolumab gezeigt werden (5,6,7,8). Die Ergebnisse dieser Studien
zeigen, dass auch Patienten ohne eine lokale oder Fernmetastasierung, welche jedoch ein
erhdhtes Risiko einer spateren Metastasierung aufweisen, von einer adjuvanten PD-1-Antikor-
pertherapie mit Pembrolizumab profitieren kdnnen (9). Dabei handelt es sich um einen bedeu-
tenden Meilenstein in der Therapie des malignen Melanoms. Auch wenn sich die Lebensqua-
litdt der Studienteilnehmer durch die Pembrolizumabgaben im Rahmen der KEYNOTE-716-
Studie nicht wesentlich verschlechtert hat (10), missen hier jedoch auch finanzielle und 6ko-
nomische Gesichtspunkte beachtet werden, wenn die Entscheidung getroffen wird, einer so
grolien Patientengruppe eine adjuvante Antikdrpertherapie mit Pembrolizumab zukommen zu
lassen (7). Dies ist insbesondere kritisch zu hinterfragen, da ein Grol3teil der Patienten auch

ohne adjuvante Therapie im Verlauf keine Metastasierung entwickeln wirde und aufgrund
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dessen von dieser teuren und nebenwirkungsbehafteten Antikbrpertherapie nicht profitiert (7).
Aulerdem wirde ein weiterer Teil der Melanompatienten trotz einer adjuvanten Therapie auf-
grund von primaren und sekundaren Resistenzen eine Tumorprogression entwickeln. Aktuell
ist unklar, welche Melanompatienten in den Stadien |IB-1IC von einer adjuvanten Immuncheck-
pointinhibitor-Therapie profitieren. Um solche Patienten, die im Verlauf ihrer Tumorerkrankung
eine Tumorprogression aufweisen, bereits vor Therapiestart zu identifizieren, werden Biomar-
ker bendtigt. Einige Biomarker wurden bereits in der Literatur als potenziell prognostisch rele-
vante Faktoren diskutiert. Darunter fallen die Tumormutationslast, Serumparameter, Faktoren

des Tumormikromilieus, zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) und Genexpressionsscores (11).

2.2. Wissenschaftlicher Hintergrund

In der Melanomforschung gewinnt zunehmend die Vorstellung an Bedeutung, dass Verande-
rungen in Organsystemen diese aufnahmefahig fur Metastasen machen. Bei der Metastasie-
rung ist nicht lediglich der passive Lymphabfluss fur die lymphatische Tumorausbreitung ver-
antwortlich; vielmehr erfolgt diese hochstwahrscheinlich Gber eine sukzessive Abfolge ver-
schiedener Schritte unter Einbeziehung spezifischer Chemokine, die die Metastasierung ge-
zielt ermdglichen (12). Chemokine, die beispielsweise fir die Melanomzelleinwanderung oder
das T-Zell-Homing und damit fir die Aktivierung sowie Rekrutierung des Immunsystems von
Bedeutung sind, spielen vermutlich eine zentrale Rolle (13). In der aktuellen Forschung wird
ihnen zunehmend gréRere Aufmerksamkeit geschenkt. Grundlegend wird angenommen, dass
Melanomzellen bei der Metastasierung Uber die afferenten LymphgefaRe in den Sentinel-
lymphknoten gelangen und dort Uber die subkapsularen Sinus in das lymphatische Gewebe
eindringen kdnnen. Dabei sind nicht nur I6sliche Faktoren von Bedeutung, sondern auch struk-

turelle Gegebenheiten, wie etwa der Aufbau der extrazellularen Matrix (EZM) (13).

Im Rahmen dieser Arbeit wollten wir daher die prognostische Relevanz I6slicher Serumpara-
meter und solcher im Gewebe von Wachterlymphknoten von Melanompatienten im Stadium |l
und Il auf ihre prognostische Relevanz untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, herauszufin-
den, ob diese Faktoren uns voraussagen kdnnen, welche Melanompatienten ohne adjuvante
PD-1 gerichtete Therapie eine Tumorprogression entwickeln und daher einer adjuvanten The-
rapie bedurfen.

Wir wahlten hierzu verschiedene I6sliche Biomarker im Serum sowie Parameter im Sentinel-
lymphknotengewebe aus, um diese auf ihr Potenzial, eine kinftige Metastasierung bei Patien-

ten mit Melanom vorauszusagen, zu untersuchen.
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Referenzwerte Interleukin 4 und Interleukin 6

Die Literaturrecherche ergab, dass zahlreiche Laborwerte bereits auf ihre Bedeutung beziig-
lich Prognose und Rezidivrisiko der Melanompatienten untersucht wurden (14). Unter ande-
rem haben F. Mancuso et al. in ihrer Arbeit die Serumspiegel verschiedener Entziindungsmar-
ker wie die Interleukine -4, -6, -10, -17A, Interferon-gamma, Transforming growth factor beta
sowie Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor bei Melanompatienten im friihen
Stadium Il gemessen (14). In ihrer Arbeit wurde beschrieben, dass erhdhte IL-4-Spiegel, -&hn-
lich wie eine hohe Tumordicke nach Breslow-, mit einer insgesamt schlechteren Prognose
hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens assoziiert sind (14). Bei IL-4 handelt es sich
um ein Zytokin, das als klassisches TH2-Zytokin bekannt ist, und bereits in der Vergangenheit
als eher protumoraler Faktor gewertet wurde (14). IL-6 ist hingegen relevant fur die T-Zell-
vermittelte antitumorale Wirkung, und erhdhte IL-6-Spiegel zeigen eine Aktivierung des Im-
munsystems an (14). IL-4 steuert insbesondere Uberleben und Proliferation von Lymphozyten
(14). Eine Erhéhung der Serumwerte dieser beiden Interleukine bei Patienten in frihen Mela-
nomstadien ist mit einem schlechteren progressionsfreien Uberleben assoziiert (14). Daher

eignet sich eine Messung dieser beiden Parameter als Kontrolle flir unsere Untersuchungen.

HAPLN1

HAPLN1 ist die Abklrzung fur das ,hyaluronan and proteoglycan link protein 1“. Hierbei han-
delt es sich um ein Protein, welches eine wichtige Rolle in Geweben mit einem hohen Hya-
lurongehalt wie der Haut spielt (15). Dieses wird vor allem von jungen Fibroblasten sezerniert.
HAPLN1 verfugt dabei Uber eine wichtige Rolle bei der Vernetzung von extrazellularer Matrix
mit Hyaluron und tragt somit zu einer hohen Dichte der EZM bei. Erwdhnenswert ist hierbei,
dass ein erhohter HAPLN1-Gehalt zwar mit einer vermehrten Rate von Lymphknotenmetasta-
sen -insbesondere bei jungen Patienten- einhergeht, jedoch mit einem besseren Uberleben
assoziiert ist (15). Dies wird dadurch erklart, dass die extrazellulare Matrix mithilfe der Vernet-
zung durch HAPLN1 eine Barriere fur eine Metastasierung darstellt und somit einerseits die
Rate an Lymphknotenmetastasen erhdht, andererseits aber die hdmatogene Aussaat und die
Bildung von Fernmetastasen verhindert und somit zu einem verbesserten Uberleben beitragt
(15). Ein verminderter Hyalurongehalt -und somit eine HAPLN1-Reduktion- haben zudem eine
Relevanz fur die Tumorausbreitung in der Haut (16). Eine Erklarung hierfiir kdnnte sein, dass
eine vermehrte lymphatische Permeabilitat und in Folge dessen eine vermehrte lymphatische
Metastasierung dadurch erméglicht wird, dass mit zunehmendem Alter durch einen Abbau der
extrazellularen Matrix um die lymphatischen Gewebe herum eine verstarkte Metastasierung
beglnstigt wird (13). Eine abnehmende HAPLN1-Positivitat korreliert dabei mit dem Abbau
der extrazellularen Matrix und konsekutiv mit dem Verlust der Integritat der lymphatischen Ge-

fale (13). Ein Verlust von HAPLN1 resultierte in vermehrt lockerem kollagenem Bindegewebe
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(13). Es konnte gezeigt werden, dass vermehrtes HAPLN1 bei gealterten Fibroblasten eine
Zunahme der Komplexitat der Extrazellularmatrix bewirkt (13). Beinhaltete eine solche Matrix
HAPLN1, fiel es Tumorzellen deutlich schwerer, endotheliale Zellbarrieren zu durchschreiten.
Der altersabhangige HAPLN1-Gehalt scheint somit einen relevanten Einfluss auf den Metas-
tasierungsweg von Melanomzellen zu haben (13). Die Bedeutung von I6slichem HAPLN1 fir

die Tumorprogression ist bisher jedoch noch nicht untersucht worden.

CCL21

Das Chemokin ,CC-ligand 21“ (CCL21) spielt eine relevante Rolle bei der Regulierung des T-
Zell-Homings sowie der Einwanderung von dendritischen Zellen in lymphatische Gewebe wie
Lymphknoten, welche den daflr passenden Rezeptor CC chemokine receptor 7 (CCR-7) ex-
primieren (12). Dabei wird es insbesondere in hochendothelialen Venolen exprimiert, welche
fur die T-Zell-Einwanderung unabdingbar sind (12). So konnte in experimentellen Mausstudien
gezeigt werden, dass in Abwesenheit von CCL21 T-Zellen und dendritische Zellen nicht in die
Lymphknoten einwandern kdnnen. Zudem wird CCL21 von fibroblastischen Retikulumzellen
exprimiert (17). H. Takeuchi et al. stellten die Hypothese auf, dass CCL21 einen Beitrag dazu
leistet, die Einwanderung von CCR7-positiven Melanomzellen in Sentinellymphknoten zu er-
mdglichen (12). Sie konnten zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen einer CCR7-
Expression auf Melanomzellen und einer im Lymphknoten vorhandenen CCL21-assoziierten
Melanomausbreitung gibt (12). Es konnte zudem eine verstarkte CCL21-Expression in Lymph-
knoten in frihen Melanomstadien gezeigt werden. Eine Erklarung hierflr kdnnte sein, dass
Lymphknotenmetastasen des Melanoms die CCL21-Expression direkt unterdriicken und somit
eine weitere Metastasierung begunstigen kénnen (12). Zudem wurde in Studien mit Mausen
gezeigt, dass eine Uberexpression von CCR7 im Primarmelanom eine lymphogene Metasta-
sierung erleichtert (18). Melanomzellen scheinen lymphatische Organe wie Lymphknoten als
eine Art Sprungbrett zu einer Fernmetastasierung zu nutzen, wobei CCL21 und CCR7 eine
Rolle zu spielen scheinen (19). Daher kénnten CCL21 und der dazugehorige Rezeptor CCR7
als prognostisch relevante Faktoren bei einem malignen Melanom dienen (12). Takeuchi et al.
stellten durch immunhistochemische Farbungen und qRT-PCR fest, dass die untersuchten
Melanome und Sentinellymphknoten in niedrigeren Stadien eine héhere CCL21-Expression
zeigen (12). Der direkte Einfluss von CCL21 auf die Prognose der Melanompatienten wurde

dabei jedoch noch nicht untersucht.
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CCL1

Bei ,CC-ligand 1“ (CCL1) handelt es sich ebenfalls um ein Chemokin. Dieses wird innerhalb

der Lymphsinus in Lymphknoten exprimiert, jedoch nicht im peripheren lymphatischen Sys-
tem. Es bindet an den CCR8-Rezeptor, welcher umfassend von menschlichen Melanomzellen
ausgebildet wird (20). Im Rahmen eines in vitro-Experimentes durch Van Snick et al. wurde
gezeigt, dass CCL1 und CCR8 die Apoptose von malignen T-Zellen im Lymphom und im Rah-
men von Leukamien verhindern kénnen (21). Eine ahnliche Pathophysiologie kdnnte bei Me-
lanomzellen denkbar sein. Bei weiteren in vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
Blockade von CCL1 bzw. dessen Rezeptor CC chemokine receptor 8 (CCR8) die Tumorzell-
wanderung durch lymphatisches Endothelgewebe wirksam verhindern kann (20). Umgekehrt
bewirkte rekombinantes CCL1 die Einwanderung von CCR8-positiven Tumorzellen (20). Ne-
ben einer Expression im Lymphknoten lasst sich CCL1 auch in Blutgefalen in dermalen Struk-
turen finden (22). Melanozyten exprimieren ebenfalls CCL1, und die Ausschittung inflamma-
torischer Zytokine erhoht die CCL1-Expression stark (23). Es wird angenommen, dass CCL1
die lymphogene Metastasierung insofern steuert, als dass es nach dem Tumorzelleintritt in die
Lymphsinus den Ubertritt dieser in den Lymphknotenkortex ermdglicht. (20). Die Korrelation
der Hohe des Expressionslevels von CCL1 im Wachterlymphknoten mit einer Krankheitspro-

gression von Melanompatienten ist in diesen Studien jedoch nicht untersucht worden.

CXCL10

C-X-X motif chemokine 10 (CXCL10) ist ein weiteres Chemokin, welches insbesondere von
Melanomzellen sowie CD45+ Zellen in Melanommetastasen gebildet wird, und mit einem An-
sprechen auf eine Immuntherapie korreliert (24). Genauer gesagt, besitzt die CXCL10-Expres-
sion eine hohe Relevanz fir die Einwanderung von CD8+-T-Zellen sowie weiteren Immunzel-
len in das Tumorgewebe (24). Dies kann seine Bedeutung fir die Wirksamkeit einer Immun-
therapie beim Melanom erklaren (24). CXCL10 kann auf Lymphknotenendothel exprimiert wer-
den und scheint auch durch dendritische Zellen umfassend gebildet zu werden. CXCL10 bin-
det an den CXCR3-Rezeptor, welcher von aktivierten CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen
exprimiert wird. Ein Zusammenhang mit einer (lymphogenen) Metastasierung und deren An-
sprechen auf eine Systemtherapie wird hierbei diskutiert (24). Hohere CXCL10-Spiegel im
Melanomgewebe scheinen mit einem reduzierten Tumorwachstum, einer vermehrten Einwan-
derung von CD8+-T-Zellen und einem besseren Immuncheckpoint-Inhibitor-Ansprechen as-
soziiert zu sein (24). In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass bei einem Knock-out
des zu CXCL10 zugehdrigen Rezeptors CXCR3 die Anzahl der CD8+-T-Zellen signifikant ge-
ringer war, und dass diese Mause nicht auf eine anti-PD-1-Antikérpertherapie angesprochen

haben (25). CXCL10 kénnte daher ggf. als Pradiktor flir das Ansprechen auf eine Checkpoint-
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Inhibitor-Therapie nutzlich sein (24). Die Rolle von CXCL10 im Serum und im Wachterlymph-
knoten als prognostische Faktoren flr eine Tumorprogression bei Melanompatienten im Sta-

dium Il und Il wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

Immunzellmarker CD20, CD45 und CD68
CD20 ist ein B-Zell-Marker, welcher an der Oberflache von B-Lymphozyten lokalisiert ist (26).

Mit diesem gelingt insbesondere die Identifizierung von Lymphfollikeln, in denen die B-Zellen

besonders dicht vorliegen. Im Rahmen einer Melanomerkrankung kénnen B-Zellen in Lymph-
knoten sowohl pro-tumorale als auch anti-tumorale Funktionen Ubernehmen und dadurch ent-
weder eine effektive Immunabwehr fordern oder immunsuppressiv wirken (27). Insbesondere
in frihen Stadien wird vermutet, dass B-Lymphozyten das Fortschreiten eines Melanoms be-
einflussen kénnen (27). Im Vergleich zu gesunden Personen konnte gezeigt werden, dass
Melanompatienten eine erhéhte Anzahl CD20-positiver Zellen im Sentinellymphknoten aufwei-
sen (28). Dies wird als Hinweis auf eine verstarkte Aktivitat, Aktivierung und Einwanderung
von B-Zellen infolge des Melanoms interpretiert. Darlber hinaus scheinen B-Zellen zur lym-
phatischen Metastasierung des Melanoms beizutragen. So konnte in einem Mausexperiment
gezeigt werden, dass Lymphknotenmetastasen nicht auftreten, wenn Mause B-Zell-defizient
waren (29). Lymphfollikel in der Nahe von Tumorgewebe bei Patienten mit positivem Lympkno-
tenmetastasennachweis scheinen zudem gré3er und weniger gut abgrenzbar zu sein (27). Die
Aktivierung von B-Zell-Follikeln scheint daher Tumorwachstum und Metastasierung innerhalb
der Lymphknoten zu beeinflussen (27). Bei CD45 handelt es sich um einen Biomarker, welcher
als Oberflachenprotein von samtlichen Leukozyten exprimiert wird. Daher wird dieser Marker
in lymphatischen Geweben wie Lymphknoten ubiquitar exprimiert (30). Therien et al. konnten
bei Untersuchungen zeigen, dass Patienten mit Tumorinvasion in einem Lymphknoten ten-
denziell weniger CD45-positive Zellen aufweisen (25). Ein weiterer Grund fur eine mogliche
Relevanz von CD45 fur die Prognose beim malignen Melanom ist die Tatsache, dass CXCL10
nachgewiesenermaflen von CD45-positiven Zellen exprimiert wird, wodurch sich zwischen
diesen beiden Biomarkern eine relevante Assoziation ergibt. Reschke et al. berichteten, dass
im Durchschnitt 58% aller CD45-positiven Zellen in Melanommetastasen CXCL10-RNA-Tran-
skripte produzierten (24). Auch scheint CD45, ahnlich wie CXCL10, mit dem therapeutischen
Ansprechen und somit auch mit dem Outcome in Verbindung zu stehen. So verfligten Patien-
ten, welche auf eine Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie ansprachen, im Durchschnitt Gber
mehr CD45-positive Zellen in Melanommetastasen als die Non-Responder (24).

CD68 stellt ein Oberflachenmolekiil dar, welches von Makrophagen exprimiert wird. Insbeson-
dere subkapsulare Makrophagen scheinen in von Metastasierung betroffenen Sentinellymph-

knoten von Patienten mit Melanom erhéht zu sein (31). CD68-positive Makrophagen kénnen
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eine Tumorzellinvasion durch Melanomzellen beguinstigen (31). Zudem ist bekannt, dass Pa-
tienten, die auf eine Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie ansprechen, eine hthere CXCL10-

Expression der intratumoralen Makrophagen aufweisen (32,33).

Kollagen |
Bei Kollagen I-Fasern handelt es sich um die in der EZM am haufigsten vorkommenden Pro-

teinfasern. Diese sind fur Aufbau und Struktur von Bindegewebe und EZM von besonderer
Signifikanz (34). In Verbindung mit anderen Molekilen in der EZM wie HAPLN1 und Hyaluron
wird eine Strukturbildung gewabhrleistet (35). Ein Einfluss auf eine potenzielle Metastasierung
durch Strukturveranderung und —minderung, ahnlich wie bei HAPLN1 ist hier denkbar. Kol-
lagen | nimmt dabei vor allem eine fibrillare Struktur ein, welche durch die Pikrosiriusrot-Far-
bung in Verbindung mit der Polarisationsmikroskopie sichtbar gemacht werden kann (36). Flr
Kollagen | wird eine antitumorale Rolle durch Bildung einer mechanischen Barriere diskutiert
(35).

S100B

Der Tumormarker S100 calcium-binding protein b (S100B) bezeichnet ein Protein, welches

sehr stark von einem Grofteil der malignen Melanome exprimiert wird (37,38). Analysen ha-
ben gezeigt, dass die Serumspiegel von S100B mit der Tumorlast korrelieren und eine Ernied-
rigung der Spiegel eine Remission der Melanomerkrankung anzeigen kann (37,39). Es wird
insbesondere in der Therapiekontrolle und im Follow-up metastasierter Stadium IV-Melanome
eingesetzt, jedoch auch als Indikator fir eine Fernmetastasierung in frihen Melanomstadien.
Ob eine Korrelation von S100B mit Prognose und Uberleben in Stadium 1l und lll-Melanompa-

tienten vorliegt, ist jedoch noch unklar (37,40).

Laktatdehydrogenase und CRP
Die Laktatdehydrogenase (LDH) im Serum korreliert ebenfalls mit der Tumorlast und steigt bei

einer zunehmenden Tumorlast an. Sie wird als prognostischer und pradiktiver Prognosefaktor
bei Melanompatienten im Stadium IV eingesetzt. (37,41,42). Fir niedrigere Tumorstadien ist
der Nutzen in Hinblick auf eine prognostische Abschatzung ebenfalls noch unklar. Das C-re-
aktive Protein (CRP) wurde an unserer Klinik bereits auf seine prognostische Bedeutung im
Stadium [l untersucht, wo eine Erhéhung des CRP-Wertes eine unglnstigere Prognose an-

zeigt (43). Im Stadium II-Melanom ist seine Bedeutung weniger gut untersucht.
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Glukose

Fir die Nichtern-Glukose wurde die Hypothese aufgestellt, dass durch einen zunehmenden
Energiebedarf von Malignomzellen diese auf vermehrte Glukose angewiesen sind, weswegen
eine tumorassoziierte Erhéhung der Glukosespiegel mdoglicherweise auf eine erhéhte Tumor-
last und somit auf eine bevorstehende oder bereits vorliegende Progression und damit auf
eine schlechtere Prognose hindeuten kénnten (44). Der gesteigerte Verbrauch von Glukose
durch Malignomzellen im Vergleich zu gesunden Zellen ist bereits seit langerem als Warburg-
Effekt bekannt (45). Die Bedeutung des Nuichtern-Glukosespiegels insbesondere im Stadium
Il und sein potenzieller Nutzen als pradiktiver Marker fur eine Tumorprogression sind noch
ungeklart.

2.3. Schematischer Lymphknotenaufbau und Lokalisation der untersuchten Bi-
omarker

Lymphfollikel/B-Zell-Zone

(cD20)

Leukozyten (B-/T-Lymphozyten,

Makrophagen etc.)
(CDA5, CXCL10)

Hochendotheliale

Radidrsinus—— \ Venolen
(ccL1) s (caz1)

Parakortikale T-Zell-Zone o Fibroblastische Retikulumzelle

’ (ccL21)
Stroma und Kapsel / | \ Trabekel
Keimzentrum | | Mark/Medulla
v

(HAPLN1, Kollagen I) Rinde/Kort
Efferentes LymphgefaR Inde/Rortex

Abb. 1: Darstellung eines schematischen Lymphknotens und der histologischen Lokalisation
der untersuchten Biomarker (adaptiert nach Welsch et al. (34)).

Der Lymphknoten ist von einer Kapsel umhullt, aus welcher bindegewebige Trabekel ins In-
nere ziehen. Beide bestehen aus straffem Bindegewebe aus Typ-I-Kollagen, in welchem auch
HAPLN1 eingelagert wird (13, 34). Im Inneren des Lymphknotens befindet sich ein netzartiges
Bindegewebe, in welchem sich Lymphozyten befinden. Im peripheren, kapselnahen Lymph-
knoten sind die Lymphozyten dichter beieinander gruppiert, weswegen man hier von der Rinde
(Kortex) spricht. Diese besteht aus Follikeln mit CD20-positiven B-Zellen sowie der parakorti-
kalen T-Zell-Zone (Parakortex) (34). Weiter zentral befindet sich unscharf abgegrenzt das
Mark (Medulla). Durch den gesamten Lymphknoten hindurch ziehen sich Lymphbahnen
(Lymphsinus), tber welche durch die afferenten Lymphgefate Lymphe, und potenziell auch
Metastasen, in den Lymphknoten gelangen kénnen (34). Dort findet die Expression von CCL1

statt (20). Man unterscheidet Randsinus (entlang der Kapsel) von Radiarsinus (entlang Trab-
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ekeln). Die Lymphsinus sind von Endothel ausgekleidet. Neben T- und B-Zellen sind zahlrei-
che andere Immunzellen im Lymphknoten beschrieben worden. Hierzu gehéren vor allem
CD68-positive Makrophagen, welche in den Lymphfollikeln und entlang der Trabekel und
Lymphsinus anzutreffen sind (34).

Neben Lymphgefaen finden sich auch Blutgefalie im Lymphknoten. Relevant sind hier ins-
besondere die hochendothelialen Venolen im Parakortex, durch welche Lymphozyten aus
dem Blut in den Lymphknoten einwandern kénnen. In den hochendothelialen Venolen, wie
auch fibroblastischen Retikulumzellen im Paracortex wird CCL21 exprimiert (12). Aufgrund der
Eigenschaft aller Leukozyten, CD45 zu exprimieren, ist dieses als Pan-Leukozytenmarker
ubiquitar im Lymphknoten anzutreffen (34). Das Chemokin CXCL10 wird ebenfalls von CD45-

positiven Zellen exprimiert (20).

2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Wir untersuchten im Rahmen dieser Arbeit im ersten Teil Serumproben von Patienten mit ma-
lignem Melanom im Stadium II, bei denen eine Wachterlymphknotenbiopsie an der Klinik flr
Dermatologie und Venerologie der Uniklinik KoIn erfolgt ist, die aber zum Zeitpunkt der Biopsie
keine lokoregionare Metastasierung aufwiesen (negative SLND). Folgende Zytokine im Serum
wurden mittels ELISA bestimmt: HAPLN1, CCL21, CXCL10 und CCL1. Als Kontrolle wurden
IL-6 und IL-4 als bekannte prognostisch relevante Zytokine bestimmt und ihre prognostische
Aussagekraft hinsichtlich der Tumorprogression mit der der anderen erhobenen Zytokine ver-
glichen. Ziel war es zu Uberprifen, ob die Serum-Parameter bereits vor einer klinisch nach-
weisbaren Metastasierung angestiegen sind, oder bereits bei Erstdiagnose/SLND des Mela-
noms erhoéht waren und somit als Marker fur eine Progression nutzbar sind. Hier sollten solche
Faktoren untersucht werden, die bereits in der Literatur als prognostisch relevante gewebeas-
soziierte Faktoren, jedoch nicht als Serumfaktoren in diesem Kontext beschrieben waren. Ne-
ben Unterschieden in der Patientenkohorte mit und ohne spéatere Metastasierung wollten wir
evaluieren, ob Unterschiede in der Expression dieser Faktoren zwischen Patienten mit einer
primar lymphogenen Metastasierung und einer primar viszeralen Metastasierung vorliegen.
Die Zeitpunkte der SLND, der Organmetastasierung und des lokoregiondren lymphogenen
Progresses wurden bei den serologischen Analysen getrennt betrachtet.

Zudem wurden die routinemaRig bestimmten Laborparameter S100B, Glukose, LDH und CRP
gesammelt und die Werte der einzelnen Subgruppen miteinander verglichen.

Von allen Patienten wurden klinische Daten, welche zur Prognose der Melanomerkrankung
beitragen kénnen, erhoben. Hierzu zahlen Alter, Geschlecht, Tumordicke und Ulzerationssta-
tus des Primarmelanoms, Typ des Primarmelanoms, das AJCC-Stadium, das Auftreten einer

Progression im Rahmen einer lokoregionaren oder Organmetastasierung, welche Organsys-
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teme im Falle einer Progression betroffen waren, die Durchflhrung einer adjuvanten Sys-
temtherapie, das Todesdatum und das Datum des letzten Patientenkontakts. Neben den auf-
gelisteten Parametern wurden routinemafig erhobene Laborparameter wie S100B, CRP, LDH
und die Nichtern-Glucose zum Zeitpunkt der Sentinellymphknoten-Biopsie der einzelnen
Gruppen und Stadien herausgesucht und miteinander auf signifikante Unterschiede vergli-
chen. Ebenfalls wurden diese mit dem Uberleben der Patienten korreliert. Neben der gezielten
Evaluation dieser Zytokine im Serum als prognostische Parameter flir eine Tumorprogression
wurden im zweiten Teil dieser Arbeit die Biomarker HAPLN1, CCL21, CXCL10 sowie die Mo-
lekile CD20, CD45 und CD68 erganzend auf FFPE-Material der Sentinellymphknoten mithilfe
von immunhistochemischen Farbungen analysiert, um zu Gberprifen, ob die Expression der
Molekile im Gewebe bereits eine spatere Tumorprogression voraussagen kann. Darlber hin-
aus wurde eine Pikrosiriusrot-Farbung zur Darstellung von Kollagen | als wichtigen Marker der
EZM durchgefuhrt. Diese Farbung stellt fibrillares Kollagen dar, welches vor allem durch Kol-
lagen | reprasentiert wird (32).

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen lag das Hauptinteresse insbesondere da-
rauf, Differenzen zum einen zwischen den Patienten mit und ohne Tumorprogression aufzu-
weisen, und zum anderen Unterschiede in der Expression zwischen den Stadien Il und Il zu
untersuchen. Des Weiteren wurde das fernmetastasenfreie Uberleben sowie das Gesamt-
Uberleben der Patienten bestimmt, um dieses mit den immunhistochemisch gemessenen Bio-
markern zu korrelieren. Insgesamt sollte damit eine Aussage hinsichtlich des pradiktiven Po-

tenzials der Marker fir eine Progression des Melanoms getroffen werden.

3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv, Datenerhebung und Einschlusskriterien

Im Vorfeld der Untersuchungen wurden fur die Patienten Einschlusskriterien definiert. Einge-
schlossene Patienten mussten ein histologisch gesichertes Malignes Melanom im AJCC-Sta-
dium Il oder lll aufweisen. Weiterhin durfte, bis auf eine Therapie mit Interferon-alpha, keine
adjuvante Systemtherapie durchgeflihrt worden sein, um therapeutische Einflisse auf den Er-
krankungsverlauf auszuschlie®en. Von den Patienten musste ein dokumentiertes Follow-up
vorliegen, um ihren Verlauf einschatzen zu konnen. Des Weiteren wurde als Einschlusskrite-
rium vorausgesetzt, dass die Patienten eine Sentinel-Lymphknotenbiopsie mit negativem oder
positivem Ergebnis erhalten haben und das Lymphknotengewebe an unserer Klinik vorlag.
Diese Patienten wurden dann entsprechend ihrer Stadien-Einteilung in zwei Gruppen einge-
teilt. Die erste Gruppe umfasste 96 Patienten im Stadium I, von denen 52 im Verlauf keine
Progression zeigten. Unter diesen Patienten hatten 29 ein ulzeriertes Melanom und 23 ein

nicht ulzeriertes Melanom bei Diagnosestellung. Des Weiteren wurden 44 Patienten einge-
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schlossen, die im Follow-up eine lymphogene oder hamatogene Metastasierung ihres Mela-
noms entwickelten. Die zweite Gruppe bestand aus 34 Patienten im Stadium lll, von denen 13

keine Metastasierung im Follow-up aufwiesen und 21 eine weitere Progression zeigten.

Von den 96 Patienten im Stadium Il wurden Seren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und der
Metastasierung ausgewahlt, aus denen bei 44 Patienten die ausgewahlten Biomarker mittels
ELISA serologisch quantifiziert wurden. Da bei allen Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
und im Rahmen der weiteren Nachsorge regelmafig eine Bestimmung von S100B im Serum
erfolgt, wurden die restlichen Seren dieser Patienten zu diesen Zeitpunkten in unserer Biobank
kryokonserviert. Die Patienten hatten hierzu im Rahmen der BIOMASOTA-Aufklarung ihr Ein-
verstandnis gegeben.

Von insgesamt 74 Patienten aus beiden Stadien wurden Lymphknoten (immun-)histochemisch
untersucht. Einschlusskriterium hierfir war ein dokumentiertes Follow-up von mindestens ca.
60 Monaten, um mdglichst sicher eine Progression bestatigen oder ausschliefen zu kénnen.
Diese wurden in vier Gruppen unterteilt, die sich jeweils durch ihr Ausgangsstadium und die
Metastasierung im Follow-up unterschieden. Fir jede der vier Untergruppen wurde eine Pati-
entenzahl von n=20 angestrebt. Allerdings zeigte ein Grol3teil der Patienten im Stadium Il im
Verlauf einen Progress, so dass flur die Gruppe der Patienten im Stadium Ill ohne Progress
unter Anwendung unserer Einschlusskriterien nur 13 geeignete Patienten identifiziert werden
konnten. Dariber hinaus wurden fir die 74 Patienten, deren Lymphknoten in die immunhisto-
chemischen Untersuchungen eingeschlossen wurden, das fernmetastasenfreie Uberleben
und das Gesamtiberleben mit den Ergebnissen der Auswertungen der Untersuchungen kor-
reliert. Von allen 130 Patienten wurden zusatzlich klinische Daten und klinisch-chemische Pa-
rameter zusammengetragen und analysiert und das fernmetastasenfreie Uberleben sowie das
Gesamtuberleben mit den recherchierten klinisch-chemischen Laborwerten korreliert. Einen
Uberblick Gber das Studiendesign gibt Abbildung 2.

Ethikvotum und BioMaSOTA-Einwilligung

Samtliche Patienten, deren Daten in dieser Studie mit einbezogen wurden, haben im Vorfeld

in die freiwillige BioMaSOTA-Erklarung (Biologische Material Sammlung zur Optimierung The-
rapeutischer Ansatze) eingewilligt und diese unterschrieben. Dabei kénnen klinische Daten
sowie Biomaterialien, die im Rahmen des Klinikaufenthaltes enthommen wurden, fiir die me-
dizinische Forschung verwendet werden. Ein Ethikvotum der Ethikkomission Kdéln fur diese
Studie liegt vor (EK 23-1421).
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Patienten mit erfiillten Einschlusskriterien: n=130

sDiagnose eines malignen Melanoms mit SLND im Stadium Il und Il mit und ohne Progression im Verlauf
+Keine Anwendung einer adjuvanten Systemtherapie mit Checkpoint- oder BRAF-/MEK-Inhibitoren
sDokumentiertes Follow-up vorliegend

Y

A

Stadium lI-Patienten: n=96

sPatienten ohne weitere Tumorprogression n=52
sPatienten mit weiterer Tumorprogression n=44

Stadium lll-Patienten: n=34

ePatienten ohne weitere Tumorprogression n=13
ePatienten mit weiterer Tumorprogression n=21

.

ELISA aus Serum bei

Erstdiagnose und
Tumorprogression: n=44
o|l-4

o|l-6

oCCL1

oCCL21

*CXCL10

*HAPLN1

Klinische Daten: n=130

sAlter, Geschlecht

sUlzerationsstatus, Tumordicke

*AJCC-Stadium

sstattgehabte Therapie mit IFN-a

sFernmetastasierung oder
locoregiondre Metastasierung

*Tod

sKlinisch-chemische Daten (CRP,
LDH, Glukose, S100b)

(Immun-)Histochemie von
Waichterlymphknoten: n=74
-> Dokumentiertes Follow-up
von ca. 60 Monaten

-> Stadium II: n=40

-> Stadium Ill: n=34

«CD20

o(CD45

*CD68

*CCL21

*(CXCL10

*HAPLN1

sKollagen |

v

Korrelation der immunhistochemischen und klinisch-

chemischen Marker mit dem Uberleben der Patienten:

sGesamtiiberleben

-> Immunhistochemie: n=74
-> Klinisch-chemische Marker: n=130
eFernmetastasenfreies Uberleben

Abb. 2: Flussdiagramm mit dem Studiendesign.

Flr den Zugang zu Patientendaten wurde ich als Promotionsstudent in der Klinik fir Derma-

tologie und Venerologie der Uniklinik KoIn eingestellt. Damit besteht eine Schweigepflicht Gber

patientenbezogene Daten. Identitats- und tumorspezifische Charakteristika wurden in einer

Exceltabelle dokumentiert, auf die nur Frau Univ.-Prof. Dr. med. Cindy Franklin und ich zu-

ruckgreifen kénnen. Bei der Arbeit handelt es sich um eine Kooperationsarbeit zwischen Frau

Univ-Prof. Dr. med. Cindy Franklin aus der Klinik fir Dermatologie und Venerologie der Unikli-

nik Kéln sowie Frau Dr. rer. nat. Paola Zigrino aus dem Tumorbiologielabor der Klinik fur Der-

matologie und Venerologie der Uniklinik Koln.
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3.2. Methoden

3.2.1. Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) stellt ein Messverfahren dar, bei dem eine
quantitative Bestimmung der Konzentration eines Antigens innerhalb einer Probe, zum Bei-
spiel einer Serumprobe, durchgefiihrt werden kann. Dies erfolgt antikdrpervermittelt sowie un-
ter der Zugabe eines Enzyms oder Farbstoffes, der die festgestellte Menge farblich kenntlich
macht. Dabei wird grundsatzlich zwischen einem direkten, einem indirekten, einem kompetiti-
ven und einem Sandwich-ELISA unterschieden. Die einzelnen Reaktionsschritte sowie die
Reihenfolge und genaue Interaktion der genutzten Antikoérper, Antigene und weiteren Reagen-
zien unterscheiden sich bei diesen Verfahren. Nach der jeweiligen Durchfihrung des experi-
mentellen Protokolls erfolgt eine kolorimetrische Messung mit einer jeweils vorgegebenen
Wellenlange (46).

Im Rahmen unserer Forschungsarbeiten nutzten wir indirekte ELISA, bei welchen zusatzlich
ein Sekundarantikorper genutzt wird (46). Die Experimente wurden gemaf einem allgemeinen
Arbeitsschema durchgeflihrt, welches sich am jeweiligen Versuchsprotokoll der einzelnen
ELISA-Kits orientierte. Zunachst wurde zur Kalibrierung beziehungsweise zur Schaffung einer
Standardkurve ein Standard angesetzt, welcher in einer jeweils vorgegebenen Verdinnungs-
reihe auf unterschiedliche Konzentrationen verdinnt wurde und in die ersten acht Felder der
Mikrotiterplatten eingegeben wurde (s. Anleitungen der jeweiligen ELISA-Kits). Im Anschluss
wurden die Ubrigen Felder mit den zu untersuchenden Seren befillt. Dies erfolgte, entweder
in unverdinnter Form oder gemal der empfohlenen Verdinnung des jeweiligen Protokolls in
zweifacher Ausflhrung. Die Inkubation der Mikrotiter-Platten erfolgte bei Raumtemperatur
Uber einen Zeitraum von 2,5 bis 3 Stunden. Im Anschluss wurden die Felder mit einer vorge-
gebenen Waschlésung, je nach Protokoll, drei- bis viermal gewaschen. Um etwaige nicht ge-
bundene Riickstande zu beseitigen, wurde die Platte in jedem Durchgang griindlich ausge-
schittelt und auf Papiertlichern ausgelegt, um eine komplette Beseitigung der Flissigkeits-
ruckstande zu ermoglichen. Im Anschluss wurde auf samtliche Felder ein Biotinkonjugat auf-
getragen und eine erneute jeweils vorgeschriebene Inkubationszeit eingehalten. Nach einer
wiederholten Waschung und Entleerung der Platte wurde eine vorbereitete Streptavidin-Hor-
seradish-Peroxidase (HRP)-Ldsung in die einzelnen Felder pipettiert und wiederum inkubiert.
Im Anschluss wurde eine erneute Waschung und Leerung der Platte durchgefiihrt und darauf-
folgend ein Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat in die jeweiligen Felder pipettiert. Die darauf-
folgende Blaufarbung der jeweiligen Losungen wurde dann von einer 30-minutigen Inkubati-
onszeit im Dunkeln bei Raumtemperatur und einer leichten konstanten Bewegung der Platten
begleitet. Im letzten Schritt wurde eine den ELISA-Kits beigegebene Stopp-Lésung zugegeben

und die kolorimetrische Messung bei einer Wellenlange von 450 nm unmittelbar durchgefuhrt.

21



Nach der Absorptionsmessung der einzelnen Felder wurde fir die beiden Messwerte, die je-
weils einem Patienten zugeordnet waren, der Mittelwert berechnet. Dieser Mittelwert wurde
dann in Relation zu der Standardkurve gesetzt und durch eine Umrechnung des photometri-
schen Wertes in die jeweilige Proteinkonzentration des gemessenen Markers berechnet. In
der Konsequenz resultiert fir jeden Patienten bzw. jede Probe ein individueller Wert der jewei-
ligen vorhandenen Konzentration des jeweils gemessenen serologischen Markers.

Fir die Auswertung der einzelnen Subgruppen nach Metastasierungsweg und Zeitpunkt (Erst-
diagnose bzw. Zeitpunkt Tumorprogression) untereinander wurde auf den Mann-Whitney-Test
zurtickgegriffen. Hierbei wurde eine nicht-gleichverteilte Gesamtmenge der einzelnen Mess-
werte angenommen. Der p-Wert wurde berechnet und eine Signifikanzanalyse durchgefiihrt.
Des Weiteren wurden die einzelnen Messwerte ebenfalls nach Alter (<65 Jahre bzw. 265

Jahre) und Geschlecht ausgewertet.

Zu Beginn des Projektes wurden, die fur die Untersuchungen geplanten Serumproben der
eingeschlossenen Patienten in der Serum-Datenbank der Dermatologie der Uniklinik KoIn her-
ausgesucht. Samtliche Serumproben der Patienten zu den jeweils unterschiedlichen Abnah-
mezeitpunkten verfiigen in der Datenbank Uber eine eigene Serumnummer. Fir jeden Patien-
ten im Stadium Il wurde eine Serumprobe mitsamt ihrer Nummer zum Zeitpunkt der Erstdiag-
nose der Melanomerkrankung herausgesucht. Diese sollte, idealerweise, am Tag der Senti-
nellymphknotenbiopsie oder kurz vorher abgenommen worden sein. Des Weiteren wurden fur
die Patienten, bei denen im weiteren Verlauf eine Metastasierung des malignen Melanoms
auftrat, Serennummern identifiziert, die zum Zeitpunkt der klinischen Progression der Tumo-
rerkrankung abgenommen wurden. Fir die gesammelten Probennummern konnte im Grofteil
der Félle eine zugehdrige Serumprobe in den Serumlagern gefunden werden, wodurch sich
initial eine Gesamtserenanzahl von ca. 120 Seren ergeben hat. Hierfir wurden zwei verschie-
dene Serumlager der Dermatologie der Uniklinik KoIn durchsucht. Zum einen das Serumlager
der dermatologischen Kilinik im Diagnostik- und Therapiezentrum der Uniklinik KoIn, zum an-
deren das Serumlager des dermatologischen Forschungslabors der Uniklinik KéIn. Letzteres
beinhaltet neuere Seren, welche in den letzten vergangenen Jahren abgenommen und der

Sammlung hinzugefugt wurden.

Nachdem die jeweiligen Serumproben herausgesucht wurden, wurden diese schonend auf Eis
gestellt aufgetaut, um daraus Proben fiir unsere Untersuchungen zu aliquotieren. Hierbei ent-
nahmen wir, soweit es die noch vorhandene Serummenge erméglichte, in der Regel eine Pro-
benmenge von ca. 800 Mikroliter flir unsere Untersuchungen.

Im Rahmen der Gruppenzuordnung wurden die Proben in vier Gruppen eingeteilt. Dabei wurde

unterschieden, ob die Patienten im Verlauf eine Tumorprogression entwickelten. Zusatzlich zu
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der Einteilung wurde flr die spateren Untersuchungen unterschieden, ob die Patienten der
Gruppen mit einer Metastasierung im Verlauf zunachst eine lymphogene Metastasierung auf-
wiesen, oder aber, ob die Erstmanifestation der Progression bereits eine viszerale Fernmeta-
stasierung darstellte.

Aufgrund begrenzter Kapazitaten bei den serologischen Experimenten wurden insbesondere
Patienten mit einem ulzerierten, aber nicht metastasierten Melanom mit Patienten mit einer
Progression im Verlauf untersucht und verglichen. Aufgrund eines héheren Metastasierungs-
risikos bei einem positiven Ulzerationsstatus sind Unterschiede zwischen Patienten mit und
ohne Progression interessant (4). Die untersuchten Seren der Patienten, die im spateren Ver-
lauf eine Progression entwickelten, stammten sowohl von Patienten mit, als auch von Patien-

ten ohne eine Ulzeration des Primarmelanoms.

Fur die Gruppe der Patienten mit einer spateren Progression wurde zudem die Zeit von der
Durchfuhrung der SLND bis zum Auftreten der Progression der Melanomerkrankung in Mona-
ten berechnet (= fernmetastasenfreies Uberleben). Zusatzlich dazu wurde fiir alle Patienten,
welche im Verlauf zundchst eine lymphatische Metastasierung gezeigt hatten, die Zeit zwi-
schen der Sentinellymphknotenbiopsie und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen in
Monaten berechnet, beziehungsweise bei einem Patienten bis zum Auftreten von kutanen Me-
lanommetastasen (Zeit bis zum ersten lokoregionaren Rezidiv).

Fir den ersten ELISA, der sich auf IL-4 bezog, wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt:
eine Gruppe bestehend aus Patienten mit ulzeriertem, jedoch im Verlauf nicht metastasiertem
Melanom, und eine Gruppe aus Patienten, bei denen im Verlauf Metastasen aufgetreten wa-
ren. In den folgenden serologischen Experimenten anderten wir diese Aufteilung. Daflr wahl-
ten wir bestimmte Patienten aus, die sowohl lymphogen als auch hamatogen metastasiert wa-
ren, jeweils zum Zeitpunkt der Sentinel-Lymphknotenbiopsie (SLND) und zum Zeitpunkt des
Fortschreitens des malignen Melanoms. Zuséatzlich verwendeten wir das Serum nicht metas-
tasierter Patienten fir vergleichende Untersuchungen. Dabei konzentrierten wir uns insbeson-
dere auf Patienten mit ulzerierten, jedoch nicht metastasierten Melanomen. Diese Unter-
gruppe erschien uns besonders interessant fir unsere experimentellen Untersuchungen, da
ulzerierte Melanome in der Regel als Hochrisiko-Melanome gelten und ein deutlich erhdhtes
Risiko flr spatere Metastasen aufweisen (47). Wir hielten daher an diesen Gruppierungen fur
alle weiteren ELISA-Untersuchungen unserer Arbeit fest (Fur Vorgehensweise und nahere In-

formationen s. Versuchsanleitungen der ELISAs, Kapitel 2.3.1.)
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3.2.2. Immunhistochemie und Histochemie

Die Immunhistochemie stellt eine Untersuchungsmethode dar, in deren Rahmen innerhalb ei-
nes vorher praparierten Gewebes spezifische biochemische Molekiile und Biomarker qualitativ
und quantitativ dargestellt werden kénnen. Dabei kdnnen Antigene visualisiert werden, die sich
in unterschiedlichen Kompartimenten innerhalb des Gewebes und der Zellen befinden, zum
Beispiel in der Zellmembran oder im Zellkern. Dies ermdglicht sowohl die Identifizierung von
strukturellen als auch von funktionellen Markern, beispielhaft bei Zellproliferationsmarkern
(48). Verwendet werden kdnnen kryobehandelte Gewebe sowie formalinfixierte und paraffin-
eingebettete Gewebe (48).

Bei den ausgewahlten und verwendeten Lymphknoten handelte es sich ausschlieRlich um pa-
raffineingebettete Lymphknoten, von denen im Vorfeld der Farbungen an einem Mikrotom
mehrere Schnitte pro Lymphknoten durchgefiihrt wurden. Vor dem Beginn der Hauptfarbun-
gen wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von allen Lymphknoten angefertigt, um eine Aus-
sage bezlglich der Struktur und des Vorhandenseins intakten lymphogenen Gewebes treffen
zu konnen. Aufgrund teils zu wenig vorhandenen Restgewebes wurden 10 der urspriinglich
ausgewahlten Lymphknoten und Patienten ausselektiert und mit moéglichst vergleichbaren Pa-
tienten und deren Lymphknoten ersetzt.

Im Anschluss wurden mit den ausgewahlten Antikérpern Probefarbungen nach einem laborin-
ternen Protokoll des dermatologischen Forschungslabors der Uniklinik Kéln durchgefihrt. In
Folge dessen wurde ein fir samtliche Lymphknotenfarbungen einheitliches Vorgehen be-

stimmt.

Im Vorfeld der Farbungen wurde eine Deparaffinisierung der Lymphknotenschnitte vorgenom-
men. Dies wurde mit einer absteigenden Alkoholreihe durchgefihrt, angefangen mit einer min-
destens 20-mindtigen Vorbehandlung in Xylol. Darauffolgend wurde ein Bad in einer 100%-
Alkohollésung durchgefuhrt, folgend mit einer 96%- und anschlieflend einer 75%-Alkoholl6-
sung. Zum Schluss erfolgte eine endglltige Rehydrierung in destilliertem Wasser.

Im nachsten Schritt erfolgte eine Demaskierung mit einem Citratpuffer, kurz TRS (Target Ret-
rieval Solution). Dieser wies einen pH von 6 auf und wurde mitsamt der zu farbenden Schnitte
in einer Mikrowelle 5x aufgekocht und anschlie®end ca. 20 Min. bei Raumtemperatur abge-
kihlt. Danach wurde der Citratpuffer durch einen Tris-Puffer, kurz TBS (Tris-buffered saline)
ersetzt, welcher Trisaminomethan und Natriumchlorid enthalt.

Folgend wurden die einzelnen Schnitte, welche in der Regel in zweifacher Ausfuhrung auf
einem Objekttrager liegen, mit einem lipidhaltigen Stift (,PEP-Pen” von Merck) umkreist, um
eine Vermischung der jeweils unterschiedlichen Antikorper zu vermeiden sowie eine geringere
zu applizierende Menge ebendieser zu ermoéglichen. Im Anschluss daran erfolgte eine Blo-

ckierung der unspezifischen Bindungsstellen mit einer 10%-haltigen bovinen Serumalbumin-

24



Lésung in TBS. Es folgte daraufhin eine 30-minutige Inkubationszeit. Anschlieffend wurden
die Schnitte ohne eine Spulung abgeklopft und die Primarantikdrper-Losungen auf die Schnitte
appliziert. Diese wurden Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte dann zweimal fir kurze Zeit in einer TBS-L6sung ge-
waschen. Daran anschlielsend wurden die Schnitte mittels einem Alkalische Phosphatase kon-
jugierten sekundaren Antikorper bearbeitet. Hierfur wurde zunéachst fir 15 Minuten ein biotiny-
lierter sekundarer Antikérper aufgetragen, welcher gegen Rabbit- und Mouse-Primarantikérper
gerichtet ist. Nach der Inkubationszeit erfolgte eine dreifache Spulung der Schnitte in einer
TBS-Ldsung. Danach wurde eine Alkalische Phosphatase-Lésung appliziert, welche ebenfalls
fur 15 Minuten aufgetragen wurde. Daran anschlieRend erfolgte erneut eine dreimalige Spu-
lung in TBS.

Im nachsten Schritt wurde die in dem Projekt verwendete Chromogen-Entwicklungslésung
vorbereitet. Dabei handelt es sich um einen Naphthol-Indikator. Dieser wurde nach der Vorbe-
reitung appliziert und je nach der zu beobachtenden Farbenwicklung maximal 20 Minuten in-
kubiert. Die Farbereaktion wurde durch eine Spllung mit destilliertem Wasser beendet.

Nach Beendigung des Farbevorgangs erfolgte eine Gegenfarbung der immunhistochemisch
gefarbten Schnitte mit einer Hamatoxylin-Farbung, um eine Kernfarbung durchzuflihren. Nach
einer etwa 5-mindtigen Farbung wurden die Schnitte unter warmem Leitungswasser abge-
spult, um ein Nachblauen der Zellkerne zu erméglichen. Im letzten Schritt erfolgte eine Einde-
ckung der Schnitte mit einem wassrigen Eindeckmedium. Bei allen Farbungen wurde zusatz-

lich eine Negativkontrolle durchgefiihrt.

Im Rahmen des Projektes wurde ebenfalls als Ziel festgelegt, eine Pikrosiriusrotfarbung durch-
zuftuhren, um polarisationsmikroskopisch die Typ I-Kollagenfibrillen sichtbar zu machen und
zwischen den unterschiedlichen Subgruppen zu vergleichen. Hierbei wurde, im Gegensatz zu
den anderen Farbungen der einzelnen untersuchten Marker, keine immunhistochemische Far-
bung durchgefihrt, sondern eine herkdmmliche Farbung mit Pikrosiriusrot.

Fir die Durchfiuihrung der Kollagenfarbung wurde auf ein laborinternes Farbeprotokoll der der-

matologischen Laborabteilung an der Uniklinik KoIn zurlckgegriffen.

Zu Beginn wurden die Schnitte aquivalent zu dem Vorgehen bei den immunhistochemischen
Farbungen der anderen Schnitte mit einer ansteigenden Alkoholreihe, beginnend mit einer
Xylolbehandlung rehydriert und anschlieRend in destilliertes Wasser gelegt. Vor Beginn der
Hauptfarbung erfolgte fiir ca. 5 Minuten eine Gegenfarbung mit einer Hamatoxylin-Lésung zur
Kernanfarbung. Im Anschluss wurde eine einstiindige Farbung in einer Pikrosiriusrot-Losung

durchgefiihrt. Nachdem diese abgeschlossen war, erfolgte gemal Protokoll eine zweimalige
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Spulung in 0,5%-haltigem Essigsdurewasser. Danach wurden die Schnitte abgeklopft und ei-
ner Redehydrierung zugefiihrt, um diese haltbar zu machen. Dabei wurden die betreffenden
Objekttrager 3x jeweils eine Minute in Isopropanol gebadet und anschliel3end je eine Minute
in Xylol eingetaucht. Schlussendlich erfolgte eine I6sungsmittelhaltige Eindeckung der
Schnitte. Als Resultat der Farbung ergibt sich eine graubraune Kernfarbung, eine Rotfarbung
des Kollagens, sowie eine Gelbfarbung des ubrigen Gewebes (36).

Um nun die typische Fibrillenstruktur des Typ-I-Kollagens sichtbar zu machen, wurden die
Schnitte zusatzlich zur klassischen Lichtmikroskopie mittels Polarisationsmikroskopie betrach-
tet, welche die Fibrillenstruktur sichtbar macht (36).

Samtliche immunhistochemisch untersuchte Biomarker wurden in den ihnen zugeschriebenen
Lymphknotenregionen untersucht und innerhalb dieser in die Bewertung eingezogen (s. Kapi-
tel 1.2. und 1.3.).

3.2.3. lllustrierte (immun-)histochemische Expressionsscores

Fir die vergleichende Auswertung der Lymphknoten wurden diese in vier Gruppen mit jeweils
ca. 20 Patienten eingeteilt. Dabei handelt es sich um Patienten der Melanomstadien Il und lI,
jeweils mit und ohne Krankheitsprogression im Verlauf. Die Auswertung der immunhistoche-
mischen Farbungen erfolgte nach einer visuellen qualitativen Bewertung der Auspragung der
Farbung und damit des Ausmalies der Expression des jeweiligen Biomarkers. Hierflr wurde
nach Durchsicht aller Lymphknotenschnitte eine numerische Skala mit reprasentativen
Lymphknoten fir die jeweiligen Marker erstellt. Dabei wurde jedem einzelnen Schnitt ein Zah-
lenwert zwischen 0 und 5 zugewiesen, welcher das Expressionslevel beschreiben soll. Dieser
Expressionsscore wurde an die jeweilige Auspragung der einzelnen Farbungen im Vergleich
mit den anderen Lymphknoten der gleichen immunhistochemischen Farbung adaptiert. Hier-
bei wurde auf bestimmte farbungs- und expressionsspezifische Charakteristika Ricksicht ge-
nommen, beispielsweise ob eine Farbung eher dem Muster einer Einzelzell- oder einer Feld-
farbung folgt. Der Wert O bezeichnet dabei im Allgemeinen eine nicht vorhandene Farbung,
wahrend der Wert 5 die maximal beobachtete Auspragung der Farbung beschreibt. Es wurde
festgelegt, dass in die Auswertung lediglich Farbungen im Bereich des Lymphknotenpa-
renchyms einbezogen werden. Eventuell vorhandene Lymphknotenmetastasen wurden sepa-
rat betrachtet. Stroma sowie Kapsel und anderes Bindegewebe wurden in dem Score lediglich
fur HAPLN1 und Kollagen mit einbezogen. Fur den Makrophagen-Marker CD68 wurde zudem
zusatzlich eine Auswertung speziell der subkapsularen Expression im Lymphknoten durchge-
fuhrt, da subkapsularen Sinusmakrophagen oft eine besondere Bedeutung bei Tumorerkran-

kungen zugeschrieben wird.
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Die Auswertung der Kollagen-Farbung in den Lymphknoten wurde anhand vier verschiedener
Kriterien durchgefiihrt. Bei diesen Kriterien handelt es sich um die Farbungsintensitat im Be-
reich der Kapsel, dem Vorhandensein einer fibrotischen Reaktion im Lymphknotenparenchym,
sowie bei den Lymphknoten im Stadium Il der Auspragung einer metastasaren Inkapsulation

und dem Vorhandensein von Kollagen innerhalb des metastasaren Melanomgewebes.

CD20

CD45

CD68

Abb. 3: Darstellung reprasentativer Scorebilder fiir die Expression der Marker CD20, CD45, CD68
allgemein und speziell im subkapsuldaren Lymphknotenbereich. Diese wurden anhand ihres Ex-
pressionsmusters im Vergleich mit den jeweils anderen Lymphknoten der gleichen Farbung in Relation
zueinander gesetzt. Es wurde ein Scorewert von 1 (niedrigste Expression) bis 5 (hdchste Expression)
festgelegt. In die Wertung einbezogene Bereiche wurden durch Pfeile oder umrundete Flachen darge-
stellt. CD20 und CD68 in 50-facher VergrofRerung, CD45 in 25-facher VergroRerung. m=Metastase.

Far den B-Zell-Marker CD20 wurde das gesamte Muster der Anfarbungen der aktivierten B-
Zellen innerhalb der Lymphfollikel betrachtet. Bei einem Score von 5 wurde eine hohe Zahl
kraftig gefarbter B-Zell-Follikel beobachtet, wohingegen bei einem Score von 1 eine fast voll-
standige Verdrangung CD20-positiver B-Zellen in Lymphfollikeln gesehen wurde. Ab einem
Score von 3 und darunter wurde in der Regel eine deutliche Verdrangung durch Melanomme-
tastasen beobachtet, jedoch stellten sich die Follikel noch intakt dar, wohingegen ein Score
von 2 eine deutliche Zerstérung der Follikelstruktur zeigte. Bei einem Score von 1 waren nur
noch rudimentare Follikelreste zu erkennen. Fir CD45 als Panleukozytenmarker (30) wurde
das Ausmal der CD45-Expression im gesamten Lymphknoten und somit die rdumliche Aus-
breitung sowie eine ggf. durch Metastasierung oder andere Prozesse veranderte rdumliche

Ausbreitung betrachtet. Fir den Marker CD68 wurde die Anzahl der CD68-positiven Makro-
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phagen im Lymphknoten auf3erhalb von Tumorgewebe betrachtet, ahnlich fir die spezifi-
schere Anzahl der Makrophagen im Bereich unterhalb der Lymphknotenkapsel (s. Abbildung
3).

HAPLN1
Stroma

HAPLN1
Met.

CXCL10

Abb. 4: Darstellung reprasentativer Scorebilder fiir die Expression von HAPLN1 (Stroma und
Metastasen), CCL21 und CXCL10. Diese wurden anhand ihres Expressionsmusters im Vergleich mit
den jeweils anderen Lymphknoten der gleichen Farbung in Relation zueinander gesetzt. Es wurde ein
Scorewert von 1 (niedrigste Expression) bis 5 (héchste Expression) festgelegt. Beachte: Fir CXCL10
wurde aufgrund der insgesamt relativ geringen Anfarbungen kein Scorewert 5 vergeben. In die Wertung
einbezogene Bereiche wurden durch Pfeile oder umrundete Flachen dargestellt. HAPLN1 und CXCL10
in 50-facher, CCL21 in 400-facher Vergrofierung. m=Metastase.

Far die HAPLN1-Scores im Stroma wurde das raumliche Ausmal} (geféarbte Flache) sowie die
Starke der Expression in die Bewertung mit einbezogen. Fir die Auswertung in den Metasta-
sen wurde neben dem raumlichen Gesamtmal die Expressionsstarke mitberticksichtigt.

Bei dem CCL21-Scoring wurde die Anzahl der Single-Cell-Farbungen innerhalb des Lymph-
gewebes zur Auswertung herangezogen. Bei dem CXCL10-Score wurden das Ausmal} der
Feldfarbungen, deren Flache, Expressionsstarke und numerische Haufigkeit bericksichtigt.
Der Score 1 beschrieb hierbei eine leichte einzelne Farbung, der Scorewert 2 eine starkere
einzelne Farbung, der Wert 3 mehrere leichte Farbungen und der Scorewert 4 mehrere grol3-
flachige Farbungen. Eine weitere Differenzierung zu einem Scorewert 5 flir CXCL10 wurde
nicht durchgeflihrt aufgrund einer insgesamt vergleichsweise schwachen Anfarbung und der
fehlenden Mdglichkeit einer weiteren Differenzierung der Nuancierung der Farbungen (s. Ab-

bildung 4).
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Abb. 5: Darstellung reprasentativer Scorebilder fiir die Kollagen-lI-Expression. Diese wurden an-
hand ihres Expressionsmusters im Vergleich mit den jeweils anderen Lymphknoten der gleichen Far-
bung in Relation zueinander gesetzt. Es wurde ein Scorewert von 1 (niedrigste Expression) bis 5
(h6chste Expression) festgelegt. Die Darstellung erfolgte jeweils lichtmikroskopisch (oben) und polari-
sationsmikrokopisch (unten) zur Darstellung der Kollagen-Fibrillen. Beachte: Fir die Kategorie Lymph-
knotenkapsel wurde aufgrund des Abstufungsprofils der ausgewerteten Lymphknoten kein Scorewert 5
vergeben. Kollagenbilder in 12-facher Vergrof3erung. m=Metastase, k=Kapsel

Fir das Scoring der Kollagenauspragung wurde das Ausmal} der fibrotischen Reaktionen mit
Typ I-Kollagen innerhalb des Lymphgewebes ausgewertet. Dabei wurde eine Fibrosierung
durch Tumorgewebe ausgeschlossen. Der Wert 1 beinhaltet dabei eine leichte, kleinflachige
Fibrose, wohingegen der Scorewert 2 eine etwas starker ausgepragte, aber rdumlich weiterhin
begrenzte Fibrose bezeichnet. Der Score 3 steht fir eine deutliche Fibrosierung mit einer deut-
lich ausgepragteren raumlichen Ausweitung. Der Punktwert 4 bezeichnet eine sehr starke Fib-
rose mit sehr flachiger Verteilung. Der Maximalwert 5 beschreibt eine starkstmogliche Fibrose
und eine beinah komplette Verdrangung des Lymphknotenparenchyms (s. Abb. 5).

In Bezug auf die Erstellung des Scores fur die Lymphknotenkapsel wurden die Auspragung
und Dicke beziehungsweise Expressionsstarke des Kollagen Typ | in der Lymphknotenkapsel
bewertet. Ein Wert von 1 entspricht einer nur noch marginal erhaltenen Lymphknotenkapsel,
zum Beispiel bei starker strukturell-rdumlicher Verdrangung durch metastasares Gewebe in
den Lymphknoten. Bei einem Punktwert von 2 ist die Kapsel erhalten und grof3tenteils durch-
gangig, in der Polarisationsmikroskopie zeigen sich jedoch teilweise fehlende Signale. Der
Score 3 beschreibt eine kraftige und durchgangige Kapsel. Bei dem Hbéchstscorewert von 4
liegt eine verdickte Kapsel mit Fibrosierungszeichen vor. Ein Score von 5 wurde aufgrund des

angetroffenen Abstufungsprofils der untersuchten Lymphknotenkapseln nicht vergeben.
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Abb. 6: Darstellung reprasentativer Scorebilder fiir die metastasiare Kollagen-l-Expression in Be-
zug auf die perimetastasare Kapselbildung und intrametastasare Fibrosierung. Diese wurden an-
hand ihres Expressionsmusters im Vergleich mit den jeweils anderen Lymphknoten der gleichen Far-
bung in Relation zueinander gesetzt. Es wurde ein Scorewert von 1 (niedrigste Expression) bis 5
(h6échste Expression) festgelegt. Die Darstellung erfolgte jeweils lichtmikroskopisch (oben) und polari-
sationsmikrokopisch (unten) zur Darstellung der Kollagen-Fibrillen. Kollagenbilder in 12-facher Vergro-
Rerung. m=Metastase, k=Kapsel

Bezuglich des Scores fiir die perimetastasare Kapselbildung wurde festgelegt, dass die Kapsel
eine Abtrennung zwischen metastasdarem und lymphozytarem Gewebe darstellt, sowie, dass
der Scorewert 1 eine marginale Metastasenkapsel beschreibt, der Wert 2 eine diinne Kapsel
reprasentiert, welche lichtmikroskopisch gut sichtbar ist, in der Polarisationsmikroskopie je-
doch ohne erkennbares Signal bleibt. Der Expressionsscore 3 beinhaltet Lymphknoten mit
Metastasen mit kraftigerer Kapsel, und der Wert 4 eine noch kraftigere Kapsel. Bei einem
Scorewert von 5 liegt eine sehr kraftige, die Metastase deutlich umspannende Kapsel vor.
Der Score der intrametastasaren Fibrosierung teilt die Auspragung der Expression von Typ-I-
Kollagen innerhalb der Melanommetastasen der Stadium lllI-Lymphknoten ein. 1 bezeichnet
dabei eine minimale Fibrosierung, 2 eine leichte Fibrosierung ohne Signal in der Polarisation,
bei 3 findet sich eine deutliche Fibrosierung mit Signal in der Polarisationsmikroskopie. Der
Scorewert 4 wird fur eine noch starkere Fibrosierung zugeteilt, und bei einem Scorewert = 5

liegt eine starkstmoglich beobachtete Fibrosierung in den Metastasen vor (s. Abb. 6).
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3.2.4. Statistische Analysen mittels SPSS und GraphPad und statistische

Auswertung klinischer Daten

Fir die statistische Analyse zur Identifikation signifikanter Unterschiede zwischen den Grup-
pen und den einzelnen Krankheitsstadien sowie der Entwicklung eines Krankheitsfortschrittes
bei den immunhistochemischen und serologischen Untersuchungen wurde eine nicht-normal-
verteilte Auspragung der Werte angenommen und auf den Mann-Whitney-Test zurtickgegrif-
fen. Diese Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism® durchgefihrt. Hierbei
wurde bei einem p-Wert <0,05 von einem statistisch signifikanten Ergebnis ausgegangen.
Weiterhin erfolgte dabei eine Abstufung der Wertigkeit eines statistisch signifikanten Ergeb-
nisses, welche mit einer unterschiedlichen Anzahl von Sternchen (*) angegeben wurde. Ein p-
Wert <0,05 ergab *, ein Wert <0,01 **, ein Wert <0,001 *** und ein p-Wert <0,0001 ****. Bei
den ELISAs wurden statistisch-mathematische Ausreil3er aus der Wertung und der grafischen
Darstellung entfernt. Zur Identifikation statistischer Ausreiler bei den ELISAs wurde auf die
automatische Outlier-ldentifikation mittels Rout-Methode in GraphPad Prism® Version 10.0
zurtckgegriffen. Die maximale False Discovery Rate (Q) wurde hierbei, durch GraphPad
Prism® vorgeschlagen, auf 1% gesetzt.

Um Zusammenhange zwischen den einzelnen untersuchten Biomarkern festzustellen, wurden
die einzelnen ausgewerteten immunhistochemischen Biomarker statistisch mit den jeweils an-
deren angefarbten Biomarkern korreliert. Hierfir wurden die Marker und ihre jeweiligen Score-
werte mittels des Rang-Korrelations Koeffizienten nach Spearman miteinander korreliert. Da-
bei wurde eine nicht-normalverteilte Distribution der Scorewerte angenommen. Ebenfalls wur-
den dabei der P-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall bestimmt. Hierzu wurde ebenfalls das

Statistikprogramm GraphPad Prism® genutzt.

Des Weiteren wurden die klinisch-chemischen Laborwerte unter Zunahme von GraphPad
Prism® analysiert und bei einer nicht-normalverteilten Gesamtmenge mittels Mann-Whitney-
Test auf statistisch signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Patientengruppen unter-
sucht. Bei der Darstellung der Laborwerte des C-reaktiven Proteins wurde labortestbedingt die
Nachweisgrenze bei 3mg/l festgesetzt. Durch GraphPad Prism® identifizierte statistische Aus-
reilRer wurden, ahnlich den ELISAs, mittels Rout-Methode aus der Wertung entfernt (s. oben).
Die deskriptive Statistik wurde mittels numerisch-deskriptiver Analyse mit SPSS durchgefiihrt.
Auch die Korrelation der erhobenen Werte mit dem fernmetastasenfreien und Gesamtuberle-
ben wurde die Analyse in SPSS mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven durchgefihrt. Dargestellt
wurde das kumulative Uberleben in Relation zur Uberlebenszeit in Monaten. Das fernmetasta-
senfreie und das Gesamtiberleben wurden nach der Hohe der Laborwerte stratifiziert. Hierbei
wurden flr die Laborwerte Cut-off-Werte festgelegt, die die Grenze zwischen niedrigen und
hohen Werten darstellen sollten. Die Cut-off-Werte lagen fiir CRP bei 5mg/I, fir LDH bei 250
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U/l, fir Serum-Glukose bei 100mg/dl und fir S100B bei 0,1ug/l. Diese Cut-off-Werte wurden
auf Grundlage mehrerer Quellen ausgewahlt (49, 50).

Daneben wurde das Uberleben entsprechend der Ergebnisse der immunhistochemischen
Analysen stratifiziert. Im Rahmen der Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-Rank-Test zur
Signifikanzbestimmung herangezogen. Um eine Korrelation zwischen den immunhistoche-
misch untersuchten moéglichen Biomarkern und dem Uberleben der Patienten festzustellen,
wurde fur jeden dieser Parameter ein individueller Cut-off-Wert festgelegt. Dieser sollte eine
klare Unterscheidung zwischen niedriger und hoher Expression des jeweiligen Biomarkers er-
maoglichen. Fir CD20 und CD45 wurden Scorewerte von 0-3 als niedrige Expression betrach-
tet, da diese Scorewerte in der Regel mit einer deutlich geringeren Markerexpression und einer
ausgepragten Lymphknotenmetastasierung einhergingen. Scorewerte von 4 - 5 wurden als
hohe Expression eingestuft. Fir CXCL10 wurden aufgrund einer insgesamt geringen Expres-
sion in den Farbungen die Werte 0 und 1 als niedrig und die Werte 2, 3 und 4 als hoch bewer-
tet. Bei den anderen biochemischen Markern wurde eine niedrige Expression fir die Score-
werte 0, 1 und 2 angenommen, wahrend eine hohe Expression fur die Scorewerte 3, 4 und 5
festgestellt wurde. Die Uberlebenskorrelationen wurden sowohl fiir beide Stadien kombiniert
als auch fir jedes Stadium einzeln durchgefiihrt. Zur besseren Ubersicht und aufgrund der
Patientenanzahl wurden in den immunhistochemischen Grafiken kombinierte Uberlebensdar-
stellungen beider Stadien verwendet. Bei signifikanten Ergebnissen innerhalb der einzelnen
Stadien wurden diese ebenfalls grafisch dargestellt. Wenn mdglich, wurde bei den Uberle-
bensdarstellungen das mittlere und mediane Uberleben berechnet und in der Arbeit angege-
ben. Liegt in einer untersuchten Gruppe im Beobachtungszeitraum der Kaplan-Meier-Schatzer

tiber 50%, ist die mediane Uberlebenszeit nicht bestimmbar.

3.3. Material
3.3.1. Verwendete Enzyme linked immunosorbent assays
Untersuchte Proteine Verwendete ELISAs Referenznummer
Interleukin-4 Abcam, Human IL-4 Sim- ab215089
pleStep ELISA® Kit
Interleukin-6 Invitrogen, Human IL-6 EH2IL6
ELISA Kit
CcCL1 Sigma-Aldrich, Human I- RAB0040
309/CCL1 ELISA Kit
CCL21 Invitrogen, Human CCL21 EHCCL21
(6Ckine) ELISA Kit
CXCL10 Invitrogen, Human IP-10 KAC2361
(CXCL10) ELISA Kit
HAPLN1 RayBiotech, Human ELH-HAPLN1
HAPLN1 ELISA Kit
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3.3.2. Verwendete Antikorper fur die Immunhistochemien

Art des Antikorpers Verwendete Antikorper Referenznummer
CD45-Antikorper Dako, mouse anti human, MO0701
4°C, 1:100, pH 6
HAPLN1-Antikorper Origene, rabbit anti human,  TA325115
-20°C, 1:100, pH 6
CXCL10-Antikorper Invitrogen, rabbit anti hu- 10H11L3
man, -20°C, 1:50, pH 6
CCL21-Antikorper Sigma, rabbit anti human, HPAO051210
-20°C, 1:500, pH 6
CD68-Antikorper Dako, mouse anti human, N1576
4°C, ready to use, pH 6
CD20(cy)-Antikorper Dako, mouse anti human, MOQ755
4°C, 1:300, pH 6
CXCL10-Antikorper R&D Systems, mouse anti MAB2662
human, -20°C, 1:50, pH 6

3.3.3. Verwendete Arbeitsprogramme

Arbeitsprogramme Arbeitsmethode
Microsoft Word 2016 Textverfassung
Microsoft Excel 2016 Datenauswertung und Datendarstellung
GraphPad Prism 7.0. und 10.0. Datenauswertung und Grafikdarstellung
SPSS 29.0. Datenauswertung und Grafikdarstellung
Microsoft PowerPoint 2016 Grafikdarstellung
Discus 5.0.6277 Fotoerstellung der histologischen Schnitte
Victor nivo Photometrische Serumkonzentrations-be-

stimmung

3.3.4. Weitere verwendete Materialien

Materialien Referenznummer
Fast Red Substrate Pack, BioGenex HK182-5KE
Target Retrieval Solution Citrate pH 6, S2369

DakoCytomation
DCS DetectionLine Polylink Sekundaran- | LD340R050
tikorper gebrauchsfertig, DCS Innovative
Diagnostik-Systeme

DCS DetectionLine Alkalische Phospha- | AD33IR050
tase Label (AP) gebrauchsfertig, DCS In-
novative Diagnostik-Systeme

Bovine Serum Albumin cold ethanol A4503-50G
fraction, pH 8,2, 2 96%, Sigma
COP30.0.1.0 Cooling Plate, MEDITE L20035870




Leica RM2255 Mikrotom, SN:
4946/07.2011

Epredia Polysine Adhesion Microscope
Slides White Tab Objekttrager

Feather Microtome Blades N35 Type

Feather Microtome Blades C35 Type
Sartorius Arium pro®

Tris Buffered Saline (10x, pH 7,5);
50mmol Tris, 1,5mol NaCl

- 60,59 Tris

- 87,6g NaCl

-1000mI VE-Wasser

Tris (Trizue®base, Sigma)

NaCl (Roth)

PerkinElmer VICTORNivo Multimode
Plate Reader
Leica Lichtmikroskop DM4000B

Gilson Pipetman 20ul, 100ul, 200l
Eppendorf Research Pipette 0,5-10pl
VWR 8-Kanal-Multipette 20-200ul
Accu-jet® pro, Brand

Pikrosirius red F3B, Firma ABC R
Chemie

Haemalaun-Lsg., sauer nach Mayer, Wal-
deck

ImmuMount (Eindeckmedium)
epredia

Xylol technisch

CHEMSOLUTE

Ethanol 96% vergalit

Roth

2-Propanol >99,9%
Sigma-Aldrich

14050237960

32800AMNZ

T1503

3057.2

HH35L1019032

263592

03H84605

C.1. 35782

2E-038

9990402

371.5000

T171.4

STBJ9607
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Statistik aller eingeschlossenen Patienten

Alle Pati- Stadium Il | Stadium Il Stadium Il | Stadium Il
enten ohne Pro- mit Pro- ohne Pro- mit Pro-
gression gression gression gression
n=130 n=52 n=44 n=13 n=21
(100%) (40%) (33,8%) (10%) (16,2%)
Alter
<65 Jahre 69 (53,1) 25 (48,1) 22 (50,0) 8 (61,5) 14 (66,7)
265 Jahre 61 (46,9) 27 (51,9) 22 (50,0) 5 (38,5) 7 (33,3)
Geschlecht
Mannlich 80 (61,5) 34 (65,4) 27 (61,4) 8 (61,5) 11 (52,4)
Weiblich 50 (38,5) 18 (34,6) 17 (38,6) 5(38,5) 10 (47,6)
Ulzeration
Nein 54 (41,5) 24 (46,2) 12 (27,3) 9 (69,2) 9 (42,9)
Ja 76 (58,5) 28 (53,8) 32 (72,7) 4 (30,8) 12 (57,1)
Tumordicke
<1mm 4 (5,4) 0(0,0) 1(2,3) 3(14,3)
>1-<2mm 36 (22,3) 18 (34,6) 6 (13,6) 2 (15,4) 10 (47,6)
>2 -<4mm 44 (33,8) 10 (19,2) 20 (45,5) 8 (61,5) 6 (28,6)
> 4mm 31 (23,8) 9(17,3) 17 (38,6) 3(23,1) 2(9,5)
unbekannt 15 (11,5) 15 (28,8)
Primarmelanom
SSM 31 (23,8) 12 (23,1) 10 (22,7) 1(7,7) 8 (38,1)
NM 44 (33,8) 12 (23,1) 15 (34,1) 8 (61,5) 9(42,9)
ALM 4(3,1) 2 (3,8) 2 (4,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
LMM 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
unbekannt 42 (32,3) 22 (42,3) 14 (31,8) 3(23,1) 3 (14,3)
Polypoides Melanom 5(3,8) 2(3,8) 2 (4,5) 1(7,7) 0(0,0)
andere 4 (3,1) 2(3,8) 1(2,3) 1(4,8)
Stadium (AJCC)
B 27 (20,8) 24 (46,2) 3(6,8)
A 4 (3,1) 0(0,0) 4 (9,1)
1B 35 (26,9) 10 (19,2) 25 (56,8)
lIC 18 (13,8) 6 (11,5) 12 (27,3)
A 0(0,0) 0(0,0)
B 17 (13,1) 0 (0,0) 7 (53,8) 10 (47,6)
lnc 16 (12,3) 0 (0,0) 6 (46,2) 10 (47,6)
unbekannt 13 (10,0) 12 (23,1) 1(4,8)
Metastasierungsweg
Keine Metastasierung 52 (40,0) 52 (100) 0 (0,0) (0,0) 0 (0,0)
Primar hamatogen 31 (23,8) 0(0,0) 31 (70,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
Primar lymphogen 47 (36,2) 0(0,0) 13 (29,5) 13 (100) 21 (100)
Adjuvante Therapie
Keine 125 (96,2) 52 (100) 44 (100) 9 (69,2) 20 (95,2)
Interferon-alpha 5(3,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (30,8) 1(4,8)
Fernmetastasierung
Nein 71 (54,6) 52 (100) 5(11,4) 13 (100) 1(4,8)
Ja 59 (45,4) 0(0,0) 39 (88,6) 0 (0,0) 20 (95,2)
Progression
Nein 65 (50,0) 54 (100) 0(0,0) 13 (100) 0 (0,0)
Ja 65 (50,0) 0(0,0) 44 (100) 0 (0,0) 21 (100)
Tod
Nein 104 (80,0) 52 (100) 29 (65,9) 13 (100) 11 (52,4)
Ja 26 (20,0) 0(0,0) 15 (34,1) 0 (0,0) 10 (47,6)
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Fernr[letastasen-
freies Uberleben

Median in Monaten 48,7 61 (54,52 - | 33 (27,83 - 59 (47,59 - | 8,8 (6,78 —
(95% KIl) (38,53 - 63,48) 42,17) 72,41) 21,22)
47,47)
Gesamtiiberleben
Median in Monaten 59 (51,66 61 (54,52 — | 57 (52,54 — 59 (47,59 - 32,66
(95% Kil) -60,34) 63,48) 71,46) 72,41) (26,25 —
41,75)

Tab. 1: Tumor- und Patientencharakteristika der in dieser Studie eingeschlossenen Patienten.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden verschiedene relevante klinische Daten der in
dieser Studie eingeschlossenen Patienten zusammengetragen und nach den jeweiligen Grup-
pen aufgeteilt (s. Tabelle 1). Dabei handelt es sich um das Alter der Patienten mit dem Cut-
off-Wert 65 Jahre, das Geschlecht, den Ulzerationsstatus des malignen Melanoms, die Tu-
mordicke nach Breslow, die Subtypen des Primarmelanoms sowie das AJCC-Stadium. Des
Weiteren wurden die folgenden Parameter ausgewertet: der Metastasierungsweg, ob eine ad-
juvante Therapie mit Interferon-alpha durchgefuhrt wurde, eine mogliche stattgehabte Fern-
metastasierung, Progression oder Tod sowie die Dauer des fernmetastasenfreien Uberlebens
und des Gesamtiberlebens. Die Ergebnisse wurden jeweils als medianer Wert mit dem 95%-
Konfidenzintervall prasentiert. Im Rahmen serologischer und klinisch-chemischer Untersu-
chungen wurden die Patienten in vier Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 umfasst Patienten im initi-
alen Stadium Il ohne spatere Progression. Gruppe 2 beinhaltet initial im Stadium Il befindliche
Patienten mit einer Progression im Follow-up. Die Gruppe 3 umfasst Patienten, die zum Zeit-
punkt der ersten Untersuchung das Stadium Il erreicht hatten, jedoch ohne weitere Progres-
sion. Die Gruppe 4 beinhaltet alle Patienten, die im weiteren Verlauf eine Tumorprogression
ihres Malignoms zu verzeichnen hatten und zum Zeitpunkt der Erstdiagnose das Stadium llI

erreicht hatten.
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4.2. Deskriptive Statistik der Patientenkohorten der immunhistochemischen

Untersuchungen
Alle Pati- Stadium Il Stadium Il | Stadium Il Stadium Il
enten ohne Pro- mit Pro- ohne Pro- | mit Progres-
gression gression gression sion
n=74 n=20 n=20 n=13 n=21
(100%) (27%) (27%) (17,6%) (28,4%)
Alter
<65 Jahre 42 (56,8) 10 (50,0) 10 (50,0) 8 (61,5) 14 (66,7)
265 Jahre 32 (43,2) 10 (50,0) 10 (50,0) 5(38,5) 7 (33,3)
Geschlecht
Méannlich 43 (58,1) 10 (50,0) 14 (70,0) 8 (61,5) 1(52,4)
Weiblich 31 (41,9) 10 (50,0) 6 (30,0) 5(38,5) 0 (47,6)
Ulzeration
Nein 34 (45,9) 11 (55,0) 5(25,0) 9 (69,2) 9 (42,9)
Ja 40 (54,1) 9 (45,0) 15 (75,0) 4 (30,8) 12 (57,1)
Tumordicke
< 1mm 4 (5,4) 0(0,0) 1(5,0) 3(14,3)
>1-<2mm 25 (33,8) 11 (55,0) 2 (10,0) 2 (15,4) 10 (47,6)
>2 -<4mm 29 (39,2) 5(25,0) 10 (50,0) 8 (61,5) 6 (28,6)
> 4mm 14 (18,9) 2 (10,0) 7 (35,0) 3(23,1) 2(9,5)
unbekannt 2(2,7) 2(10,0)
Primarmelanom
SSM 20 (27,0) 6 (30,0) 5(25,0) 1(7,7) 8 (38,1)
NM 33 (44,6) 8 (40,0) 8 (40 0) 8 (61,5) 9 (42,9)
ALM 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
LMM 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
unbekannt 19 (25 7) 6 (30,0) 7 (35,0) 3(23,1) 3(14,3)
Polypoides Melanom 1(1,4) 1(7,7) 0 (0,0)
andere 1(1,4) 1(4,8)
Stadium (AJCC)
B 13 (17,6) 11 (55,0) 2 (10,0)
A 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
1B 14 (18,9) 4 (20,0) 10 (50,0)
1[e; 8 (10,8) 3 (15,0) (25 0)
A 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
B 17 (23,0) 0(0,0) 0(0,0) 7 (53,8) 0 (47,6)
1]{e; 16 (21 6) 0(0,0) 0(0,0) 6 (46,2) 0 (47,6)
unbekannt 6 (8,1) 2 (10,0) 3 (15,0) 1(7,7)
Metastasierungs-
weg 20 (27,0) 20 (100) 0(0,0) (0,0) 0(0,0)
Keine Metastasie- 12 (16,2) 0(0,0) 12 (60,0) 0(0,0) 0 (0,0)
rung 42 (56,8) 0(0,0) 8 (40,0) 13 (100) 21 (100)
Primar hamatogen
Primar lymphogen
Adjuvante Therapie
Keine 69 (93,2) 20 (100) 20 (100) 9 (69,2) 20 (95,2)
Interferon-alpha 5 (6,8) 0(0,0) 0 (0,0) 4 (30,8) 1(4,8)
Fernmetastasie-
rung 37 (50,0) 20 (100) 3 (15,0) 13 (100) 1(4,8)
Nein 37 (50,0) 0(0,0) 17 (85,0) 0(0,0) 20 (95,2)
Ja
Progression
Nein 33 (44,6) 20 (100) 0(0,0) 13 (100) 0(0,0)
Ja 41 (55,4) 0(0,0) 20 (100) 0(0,0) 21 (100)




Tod

Nein 58 (78,4) 20 (100) | 14 (70,0) 13 (100) 11 (52,4)
Ja 16 (21,6) 0 (0,0) 6 (30,0) 0 (0,0) 10 (47,6)

Fernmetastasen-

freies Uberleben
Median in Monaten 51,2 63 (54,90 — 39,5 | 59 (47,59 — 8,8 (6,78 —
(95% Ki) (35,02 - 67,10) (26,70 — 72,41) 21,22)

46,98) 45,30)

Gesamtiiberleben
Median in Monaten 58 (48,00 63 (54,90 — | 60 (49,83 | 59 (47,59 — | 32,66 (26,25 —
(95% KIl) - 57,97) 67,10) | —-70,17) 72,41) 41,75)

Tab. 2: Tumor- und Patientencharakteristika der Patienten, deren Lymphknotengewebe immun-
histochemisch untersucht wurde.

Far die deskriptive Statistik der Patienten, an deren Wachterlymphknoten wir immunhistoche-
mische Untersuchungen durchflhrten, wurden relevante klinische Daten der Patienten zusam-
mengetragen (s. Tabelle 2). In diesem Kontext sind ebenfalls das Alter der Patienten mit dem
Cut-off-Wert 65 Jahre, das Geschlecht, der Ulzerationsstatus des malignen Melanoms, die
Tumordicke nach Breslow, die Subtypen des Primarmelanoms, das AJCC-Stadium, der pri-
mare Metastasierungsweg, die Durchflihrung einer adjuvanten Therapie mit Interferon-alpha,
eine stattgehabte Fernmetastasierung, Progress oder Tod sowie die Dauer des fernmetasta-
senfreien und des Gesamtiberlebens zu nennen. Diese Daten wurden jeweils als medianer
Wert sowie mit dem 95%-Konfidenzintervall dargestellt. Im Rahmen der immunhistochemi-
schen Untersuchungen wurden die Patienten in dieselben vier Gruppen eingeteilt wie bei der

Analyse aller in die Studie eingeschlossenen Patienten (s. Tabelle 1).

4.3. Fernmetastasenfreies und Gesamtiiberleben der Patienten der immunhis-
tochemischen Untersuchungen

Die im Stadium Il befindlichen Patienten wiesen ein mittleres und medianes fernmetastasen-
freies Uberleben von 59,97 beziehungsweise 67 Monaten auf, wohingegen dieses im Stadium
[l lediglich 45,31 und 17,08 Monate betrug. Kombiniert fur beide Stadien liegt der Mittelwert
bei 56,52 und der Median bei 57 Monaten (s. Abbildung 7). Bei Betrachtung des Gesamtuber-
lebens zeigt sich, dass die Patienten im Stadium Il ein mittleres Uberleben von 90,41 Monaten
aufweisen, wahrend das mittlere Uberleben im Stadium 1lI lediglich 68,81 Monate betragt.
Kombiniert fir beide Stadien liegt das mittlere Gesamtiberleben bei 83,08 Monaten (s. Abbil-
dung 8).
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4.4. Serologische Untersuchungen von Melanompatienten im Stadium Il

4.4.1. Interleukin-4

Die Standardreihe, gemaf den Richtlinien des Versuchsprotokolls der Herstellerfirma durch-
geflihrt, zeigte einen kontinuierlichen und proportionalen Anstieg des Messwerts mit steigen-
der Konzentration. Bei der Kalibrierung der Interleukin-4-Messungen ergaben sich jedoch fast
ausschlief3lich negative Messwerte nach Anpassung der Messkonzentrationen anhand der er-
stellten Standardreihe. Es wurde lediglich eine Untersuchung und Analyse der Messwerte
nach Metastasierungsstatus durchgefiihrt, wobei mediane Werte von -3,386 pg/ml (n = 14) fUr
Patienten mit Metastasen und -2,721 pg/ml (n = 14) flr Patienten ohne Metastasen festgestellt
wurden, was nicht plausibel erscheint. Insgesamt war diese Analyse somit nicht auswertbar.
Dennoch wurden bei der Analyse zwei positive Messwerte beobachtet. Ein Wert stach beson-
ders hervor: Ein Patient, der 1946 geboren wurde, zeigte eine berechnete IL-4-Konzentration
von etwa 20 pg/ml. Im Gegensatz zu den meisten anderen untersuchten Patienten befand sich
dieser Patient zu Beginn bereits im AJCC-Stadium IIC, wahrend die meisten anderen Patien-
ten zu diesem Zeitpunkt im Stadium IIB klassifiziert wurden. Zusatzlich erfolgte die Diagnose
der Metastasierung bei diesem Patienten nur wenige Monate nach der Erstdiagnose. Die bei-
den positiven Messwerte waren mathematisch betrachtet Ausreil3er in einer statistischen Sig-
nifikanzanalyse gewesen. Da die Messung jedoch insgesamt nicht auswertbar war, wurde
keine statistische Signifikanzanalyse durchgefiihrt. Bei dieser Messung wurde im Gegensatz
zu den anderen nur der Zeitpunkt der Erstdiagnose zur Auswahl der Seren berlcksichtigt.

Insgesamt war diese Analyse somit nicht auswertbar.

4.4.2. Interleukin-6

Die Interleukin-6-Messung im Serum erbrachte fur die Melanompatienten ohne weitere Pro-
gression einen Medianwert von 3,519pg/ml bei n = 9. Fir die Melanome mit weiterer Progres-
sion wurde eine mediane Serumkonzentration von 3,593pg/ml bei n = 8 fur die lymphogen
bzw. 3,667pg/ml von n = 9 fur die hdmatogen metastasierten Melanome gemessen. Zum Pro-
gressionszeitpunkt erbrachte die Messung Medianwerte von 5,342pg/ml (n = 7, lymphogener
Progress) bzw. 4,750pg/ml (n = 9, hamatogener Progress). In Bezug auf das Alter ergaben
sich mediane Serumkonzentrationen von 4,307pg/ml (n = 18) fur die <65-Jahrigen und
3,913pg/ml (n = 23) fur die Patienten >65 Jahre. Aufgetrennt nach Geschlecht wurde ein me-
dianer Wert von 4,012pg/ml fiir die Manner sowie 4,533pg/ml fur die Frauen festgestellt, inklu-
diert waren dabei 27 mannliche und 15 weibliche Personen (s. Abb. 9). Im statistischen Ver-
gleich zwischen lymphogen und hamatogen metastasierten Patienten zum Zeitpunkt der Erst-
diagnose (p = 0,8367) ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die lymphogen metastasier-
ten Patienten zeigten auch keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die IL-6-Konzentra-

tion zu den Zeitpunkten der Erstdiagnose und der Progression (p = 0,4145).
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Abb. 9: Konzentrationsverteilung der Messwerte von Interleukin-6. A: Darstellung der IL-6-Kon-
zentrationen nach Zeitpunkt und Metastasierungsweg. Einteilung in Stable Disease (SD) bei ED, lym-
phogen metastasiert bei ED, hdmatogen metastasiert bei ED, lymphogen metastasiert beim ersten Pro-
gressionszeitpunkt, hdmatogen metastasiert beim ersten Progressionszeitpunkt. B: Darstellung der IL-
6-Konzentration in Abhangigkeit vom Geschlecht. C: Darstellung der IL-6-Konzentration nach Alter mit
einem Cut-off-Wert von 65 Jahren. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test durchgeflhrt,
ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die hamatogen metastasierten Melanome zu den Zeitpunkten Erstdiagnose vs. Progression
wiesen ebenfalls keine signifikanten Differenzen auf (p = 0,4145). Zum Zeitpunkt der Progres-
sion ergaben sich keine signifikant unterschiedlichen IL-6-Konzentrationen (p >0,9999). In Be-
zug auf die IL-6-Konzentration zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der ulzerierten,
nicht metastasierten Melanome zu den lymphogen metastasierten Patienten bei Erstdiagnose
(p-Wert = 0,9463) oder den hamatogen metastasierten Patienten bei Erstdiagnose (p =
0,9528). Dartiber hinaus unterschieden sich die Interleukin-6-Konzentrationen statistisch nicht
von denen der lymphogen metastasierten Patienten zum Progressionszeitpunkt (p = 0,2629).
Die hamatogen metastasierten Melanome zum Progressionszeitpunkt zeigten tendenziell ho-
here IL-6-Konzentrationen als die nicht metastasierten Melanome bei ED. Statistisch war der
Unterschied nicht signifikant, aber nah an einem signifikanten Ergebnis (p = 0,0661). Die Auf-

trennung nach Alter (p = 0,6165) und Geschlecht (p = 0,4238) ergab keine signifikant erhdhten
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oder erniedrigten Messwerte fir eine einzelne Gruppe. Somit zeigte sich in dieser serologi-
schen Untersuchung kein signifikanter Unterschied in der IL-6-Konzentration im Serum zwi-
schen den einzelnen Subgruppen, die Patienten mit hamatogener Metastasierung zum Pro-

gressionszeitpunkt wiesen aber tendenziell héhere Werte auf als zum Zeitpunkt der ED.

4.4.3. CCL1
Bei der Messung der CCL1-Konzentration ergab sich fir die ulzerierten Melanome ohne Pro-

gression im Verlauf ein Median von 5,463 pg/ml bei n = 9. Die CCL1-Konzentration der spater
lymphogen metastasierten Melanome bei Erstdiagnose ergab einen medianen Wert von 8,231
pa/ml bei n = 6, die der spater hdmatogen metastasierten Melanome 10,92 pg/ml bei n = 8.
Zum Progressionszeitpunkt lieBen sich fur die CCL1-Konzentration im Serum Medianwerte

von 5,544 pg/ml (lymphogen, n = 8) beziehungsweise 7,245 pg/ml (hdmatogen, n = 8) messen.
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Abb. 10: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CCL1. A: Darstellung der CCL1-Konzentra-
tionen nach Zeitpunkt und Metastasierungsweg. Einteilung in Stable Disease (SD) bei ED, lymphogen
metastasiert bei ED, hdmatogen metastasiert bei ED, lymphogen metastasiert beim Progressionszeit-
punkt, hdmatogen metastasiert beim Progressionszeitpunkt. B: Darstellung der CCL1-Konzentrationen
in Abhangigkeit von dem Geschlecht. C: Darstellung der CCL1-Konzentrationen nach Alter mit Cut-off-
Wert 65 Jahren. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test durchgefiihrt, ein p-Wert <0,05

wurde als statistisch signifikant gewertet.
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Der Vergleich zwischen den primar lymphogen metastasierten Melanomen fur CCL1 zu den
Zeitpunkten Erstdiagnose und Progression ergab keinen signifikanten Unterschied (p-Wert =
0,7546). Auch zwischen den primar hamatogen metastasierten Melanomen zu den Zeitpunk-
ten Erstdiagnose und Progression konnten keine statistisch signifikanten Differenzen gefun-
den werden (p-Wert = 0,6250). Der Vergleich der metastasierten Gruppen zu den beiden be-
obachteten Zeitpunkten ergab weder flr den Zeitpunkt der Erstdiagnose (p = 0,7546) noch flr
den Zeitpunkt des Progresses (p = 0,5546) einen signifikanten Konzentrationsunterschied.
Im Vergleich zu den progressionsfreien Melanomen hatten weder die lymphogen noch die
hamatogen metastasierten Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (p = 0,6048 und
p=0,3090) statistisch héhere Konzentrationen von CCL1 im Serum. Auch zum Zeitpunkt der
Progression (p = 0,4090 und 0,2258) wurden keine signifikant hdheren Konzentrationen ge-
messen (s. Abb. 10).

Weiterhin ausgewertet wurden die Messwerte, analog zu den anderen untersuchten Biomar-
kern, nach Alter und Geschlecht. Die Patienten gleich oder alter 65 Jahre wiesen eine mediane
CCL1-Konzentration von 8,801pg/ml bei n = 18 auf. Die Patienten jlinger als 65 Jahre zeigten
eine mediane CCL1-Konzentration von 6,277pg/ml bei 21 untersuchten Patienten. Das Alter
zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die CCL1-Konzentration (p = 0,7539). Bezliglich des
Geschlechts wiesen die mannlichen Melanompatienten eine mediane Konzentration von 7,417
(n = 25), die weiblichen eine mediane CCL1-Konzentration von 6,033 pg/ml (n = 14) auf. Hier

zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,6908).

44.4. CCL21

Die Gruppe der Patienten mit einem ulzerierten, nicht metastasierten malignen Melanom
zeigte eine mediane CCL21-Konzentration im Serum von 154,2 pg/ml bei n = 9. Die Patienten
mit einem spater hdmatogen metastasierten Melanom wiesen bei ED (n = 7) einen medianen
Wert von 132,3 pg/ml auf. Die Seren der Patienten mit einer spateren lymphogenen Metasta-
sierung zeigten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bei der Messung eine mediane CCL21-Kon-
zentration von 179,4 pg/ml, bei einer Stichprobengrée von n = 8. Die Serumproben der spater
lymphogen metastasierten Patienten zum Zeitpunkt der Progression zeigten in der serologi-
schen Messung eine mediane CCL21-Konzentration von 309,0 pg/ml bei n = 7, die der spater
hamatogen metastasierten Patienten bei Progress eine mediane Konzentration von 234,9

pg/ml bei einer Gesamtzahl von n = 8.

Der Vergleich der Patientengruppen der im Verlauf hdmatogen und lymphogen metastasierten

Patienten ergab keinen signifikanten Konzentrationsunterschied zum Zeitpunkt der Erstdiag-
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nose zueinander (p=0,3340). Die CCL21-Konzentrationen der spater lymphogen metastasier-
ten Patienten zu Erstdiagnose- und Metastasierungszeitpunkt unterschieden sich statistisch
nicht signifikant (p = 0,1981). Auch die spater hamatogen Metastasierten im Vergleich beider
Zeitpunkte zeigten keinen signifikanten Unterschied (p-Wert >0,9999). Die Konzentrationen
beider metastasierter Subgruppen zum Progressionszeitpunkt differierten nicht signifikant (p
=0,4796).

Die Patienten mit ulzeriertem, nicht metastasiertem Melanom hatten zum Erstdiagnosezeit-
punkt keine signifikant héheren CCL21-Messwerte als die Patienten mit spaterem lymphoge-
nem (p = 0,5846) oder hdmatogenem Progress (p = 0,7595). Zum Progressionszeitpunkt wa-
ren die Messwerte von CCL21 im Serum der primar lymphogen (p = 0,2105) und der primar
hamatogen metastasierten Patienten (p = 0,7595) nicht signifikant hdher als die Messwerte

der Patienten mit nicht progredientem Melanom (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CCL21. A: Darstellung der CCL21-Konzen-
trationen nach Zeitpunkt und Metastasierungsweg. Einteilung in Stable Disease (SD) bei ED, lympho-
gen metastasiert bei ED, hamatogen metastasiert bei ED, lymphogen metastasiert beim Progressions-
zeitpunkt, hdmatogen metastasiert beim Progressionszeitpunkt. B: Darstellung der CCL21-Konzentra-
tionen in Abhangigkeit von dem Geschlecht. C: Darstellung der CCL21-Konzentrationen nach Alter mit
Cut-off-Wert 65 Jahren. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test durchgefiihrt, ein p-Wert
<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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In Hinblick auf die Altersverteilung zeigte sich eine CCL21-Mediankonzentration von 270,3
pg/ml bei n = 21 flr die Patienten >65 Jahre, fiir die Patienten <65 Jahre ein Median von 197,9
pg/ml bei n = 20. In Unterscheidung des Geschlechts wiesen die mannlichen Patienten einen
CCL21-Medianwert von 246,7 pg/ml bei n = 25, die weiblichen Patientinnen einen Median der
CCL21-Konzentration von 167,6 pg/ml bei n = 16 auf. Die Signifikanzanalysen fir den CCL21-
ELISA ergaben weder fir das Alter (p = 0,1786), noch flr das Geschlecht (p = 0,6292) signifi-

kante Differenzen.

4.4.5. CXCL10

Der mediane Messwert bei den Patienten mit ulzeriertem, spater progressionsfreiem Melanom
betrug 84,85 bei n = 10. Die Seren der spater hdmatogen und lymphogen metastasierten Pa-
tienten bei Erstdiagnose zeigten in der Messung eine mediane CXCL10-Konzentration von
66,45 (n = 8) beziehungsweise 84,77pg/ml (n = 8) auf. Zum Zeitpunkt des Progresses wiesen
diese beiden Patientengruppen einen medianen Messwert von 115,9pg/ml bei n = 8 (primar

lymphogen) und 97,47pg/ml bei n = 9 (primar hamatogen) auf (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CXCL10. A: Darstellung der CXCL10-Kon-
zentrationen nach Zeitpunkt und Metastasierungsweg. Einteilung in Stable Disease (SD) bei ED, lym-
phogen metastasiert bei ED, hdmatogen metastasiert bei ED, lymphogen metastasiert beim Progressi-
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onszeitpunkt, hdmatogen metastasiert beim Progressionszeitpunkt. B: Darstellung der CXCL10-Kon-
zentrationen in Abhangigkeit von dem Geschlecht. C: Darstellung der CXCL10-Konzentrationen nach
Alter mit Cut-off-Wert 65 Jahren. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test durchgeflhrt,
ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die statistische Analyse mittels Mann-Whitney-Test ergab fur die beiden spater metastasierten
Gruppen im Vergleich bei Erstdiagnose (p-Wert = 0,2345) und bei Progression (p-Wert =
0,1139) keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Konzentration. Die Betrachtung der
primar lymphogen metastasierten Patienten zeigte keine signifikanten Konzentrationsunter-
schiede bei CXCL10 (p-Wert 0,1605) zum Progressionszeitpunkt im Vergleich zur Erstdiag-
nose. Bei den primar hamatogen progredienten Melanomen konnten diesbeziiglich ebenfalls
keine relevanten Unterschiede gefunden werden (p = 0,1605). Der Vergleich der Seren der
Patienten mit ulzeriertem Melanom ohne Tumorprogression im Vergleich mit lymphogen (p =
0,7618) und hamatogen (p = 0,8968) progredienten Melanomen zum Erstdiagnosezeitpunkt

ergab ebenso keine signifikanten Konzentrationsunterschiede.

Die primar lymphogen metastasierten Patienten zum Zeitpunkt der Progression wiesen eine
signifikant hohere CXCL10-Konzentration im Serum auf als die Patienten ohne progredientes
Melanom (p = 0,0205), was jedoch kein klinisch nitzlicher Vergleich ist. Bei den entsprechen-
den primar hamatogen metastasierten Patienten konnten keine signifikant hdheren Messwerte
gefunden werden (p = 0,4600).

Die Auswertung der CXCL10-Messwerte nach Alter ergab einen Medianwert fur die Patienten
>65 Jahre von 91,23 pg/ml (n = 24), fir die Patienten unter 65 Jahre einen Medianwert von
81,44pg/ml (n = 20). Die Medianwerte fir die Aufteilung nach Geschlecht betrugen 83,26pg/ml
bei n = 28 fir die mannlichen Probanden, die der weiblichen Probandinnen betrugen
100,2pg/ml bei n = 16. Statistisch zeigte die Signifikanzberechnung bei Betrachtung der
CXCL10-Konzentrationsunterschiede in Hinblick auf das Alter (p = 0,3143) und das Ge-
schlecht (p = 0,1298) keine signifikanten Unterschiede. Damit wiesen diese Gruppen statis-

tisch keinen signifikanten Unterschied zueinander auf.
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4.4.6. HAPLN1

150+
[ J
= 100
E
£ 50-
; 0 oo
< o @
I .50 o%e0
-100 | L T 1 T
>SS

Abb. 13: Konzentrationsverteilung der Messwerte von HAPLN1. Darstellung der HAPLN1-Konzen-
trationen nach Zeitpunkt und Metastasierungsweg. Beachte: Die meisten Messwerte waren rein rech-
nerisch niedriger als Null und sind somit negativ dargestellt. Dies ist durch fehlerhafte technische Be-
dingungen bedingt. Einteilung in Stable Disease (SD) bei ED, lymphogen metastasiert (LM) bei ED,
hamatogen metastasiert (HM) bei ED, lymphogen metastasiert beim Progressionszeitpunkt, hamatogen
metastasiert beim Progressionszeitpunkt.

Die quantitative Messung der HAPLN1-Konzentrationen in den untersuchten Seren wurde
ebenfalls wie die anderen durchgefiihrten Messungen anhand einer vorher anzusetzenden
Standardreihe kalibriert, was gemaf dem Herstellerprotokoll erfolgreich bewerkstelligt werden
konnte. Die dabei anfallenden Messwerte bewegten sich nach der Kalibrierung jedoch beinahe
in Ganze im negativen Bereich, was in diesem Falle weder statistisch noch physiologisch sinn-
voll und auswertbar ist, und damit auch keiner Signifikanzanalyse unterzogen wurde (s. Abb.
13). Hierbei muss beachtet werden, dass gemaR des HAPLN1-ELISA-Protokolls der Herstel-
lerfirma (s. Kapitel 2.3.1.) vor der Durchfiihrung des Experiments eine Serumverdinnung mit
dem Faktor 1:5 angefertigt wurde. Es wurde im Protokoll eine mégliche individuelle Anpassung
des Verdunnungsfaktors erwahnt, jedoch wurde eine Verdinnung von 1:5 allgemein empfoh-
len, woran wir uns hielten. Lediglich vier Werte bewegten sich so im positiven und damit nach-
weisbaren Messbereich, wobei sich diese vier Werte alle bei Patienten mit einer primar lym-
phogenen Metastasierung ergaben, drei davon zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, sowie ein

Wert zum Progressionszeitpunkt.

Zwei der erhohten Messwerte waren auf einen mannlichen Patienten zurtickzufiihren, welcher
erst Lymphknotenmetastasen entwickelte, und sekundar im Verlauf Hirnmetastasen ausbil-
dete. Zum Zeitpunkt der Forschungsarbeiten war der 1946 geborene Patient bereits verstor-
ben. Ein weiterer positiv messbarer HAPLN1-Wert entstammte ebenfalls einem mannlichen

Patienten, welcher zwar auch eine Lymphknotenmetastasierung entwickelte, jedoch bisher
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keine hamatogene Fernmetastasierung aufweist. Insgesamt war dieser ELISA somit nicht aus-

wertbar, was wir am Ehesten auf die Verdiinnung der Seren zurtckflihren.

4.5. Immunhistochemische Untersuchungen von Melanompatienten in den Sta-
dien Il und Il

4.5.1. CCL21

Die Farbung von CCL21 innerhalb der Lymphknoten zeigte ein Muster der Einzelzellfarbung.
Um eine genauere Quantifizierung vorzunehmen, wurde eine 400-fache lichtmikroskopische
VergrofRerung verwendet. Die Quantifizierung ergab flr Patienten im Stadium Il ohne spétere
Metastasierung einen medianen Wert des Expressionsscores von 1,5 bei n = 20. Fur Patienten
mit einer Progression im Verlauf wurde ein medianer Scorewert von 2,0 bei n = 20 beobachtet.
Bei den Lymphknoten der Patienten im Stadium Il ohne Tumorprogression zeigte sich ein
Medianscore von 2,0 bei n = 13 und bei den Patienten mit spaterer Melanomprogression ein

medianer Wert von 2,0 bei einer Anzahl von 21 ausgewerteter Lymphknoten (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CCL21 im Wachterlympknoten.
Bilder in 400-facher VergrdoRerung. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymphknoten der Sta-
dien Il + 1l ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-
Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne
Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder
der immunhistochemischen Farbungen fir B: Stadium Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progres-
sion, D: Stadium Ill ohne Progression. E: Stadium Il mit Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des
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fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CCL21-Expres-
sion. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer
hohen CCL21-Expression. Ein Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Fur die Kaplan-
Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet.

Die Analyse der CCL21-Expression in Lymphknoten zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten mit und ohne Tumorprogression im Stadium Il (p = 0,3427) bzw. Stadium
Il (p = 0,6411). Ebenso waren die Unterschiede zwischen progressionsfreien Patienten beider
Stadien (p = 0,9050) sowie zwischen metastasierten Patienten im Follow-up (p = 0,2568) nicht
signifikant. Insgesamt zeigten sich keine statistisch relevanten Unterschiede der CCL21-Ex-

pression zwischen den untersuchten Subgruppen.

In der Uberlebensanalyse (kombiniert fiir Stadien Il und 1ll) betrug das mittlere und mediane
fernmetastasenfreie Uberleben bei niedriger CCL21-Expression 53,51 bzw. 56 Monate, bei
hoher Expression 62,48 bzw. 67 Monate (p = 0,343). Beim Gesamtiberleben zeigten Patien-
ten mit niedriger Expression ein mittleres Uberleben von 84,39 Monaten, bei hoher Expression
lag es bei 76,65 Monaten (p = 0,934).

Im Stadium Il war eine hohe CCL21-Expression mit einem signifikant schlechteren Gesamt-
Uberleben assoziiert (p = 0,023, s. Abbildung 15). Im Stadium Il hingegen war tendenziell ein
besseres Uberleben bei hoher Expression zu beobachten: medianes fernmetastasenfreies
Uberleben 57,43 vs. 41,86 Monate; medianes Gesamtiiberleben 84,27 vs. 63,85 Monate —
jedoch ohne statistische Signifikanz (p = 0,392 bzw. p = 0,184).
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Abb. 15: Signifikanter Unterschied des Gesamtiiberlebens bei CCL21 im Stadium Il. Kaplan-
Meier-Analyse des Gesamtliberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CCL21-
Expression im Stadium Il und Ill. Ein Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Fur die
Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch sig-
nifikant gewertet.

4.5.2. CXCL10

Die Immunhistochemie fir CXCL10 wurde mit zwei unterschiedlichen Antikdrpern durchge-
fuhrt. Wahrend die erste Antikdrperfarbung trotz mehrfacher Versuche keine auswertbaren
Ergebnisse lieferte, zeigte der zweite Antikérper (R&D Systems) eine spezifische Anfarbung.
Das Farbemuster bestand aus Einzelzellen und kleinen Zellverbanden, vorwiegend im Bereich
des Lymphknotenkortexes. Die Auswertung erfolgte bei 50- und 100-facher VergréRerung un-

ter dem Lichtmikroskop.

Im Stadium |l lag der Median der CXCL10-Expression bei progressionsfreien Patienten bei O
(n = 20) und bei Patienten mit spaterer Progression bei 0,5 (n = 20). Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p = 0,0204, Mann-Whitney-Test). Somit zeigte sich bei den Patienten
mit Progression eine signifikant hdhere CXCL10-Expression. Im Stadium Il betrug der Me-

dian der Expression 2,0 bei progressionsfreien und 1,0 bei metastasierten Patienten (n = 13
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bzw. n = 20). Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,3015). Ein Vergleich spater pro-
gressionsfreier Patienten der Stadien Il und Il ergab eine signifikant hdhere CXCL10-Expres-
sion im Stadium Il (p = 0,0002). Dagegen zeigte der Vergleich zwischen progressiven Verlau-

fen in beiden Stadien keinen signifikanten Unterschied (p = 0,1791).
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Abb. 16: Signifikanter Unterschied der CXCL10-Expression im Wachterlymphknoten im Ver-
gleich von Stadium Il und lll-Melanompatienten. Bilder in 50-facher VergréRerung. A: Grafische Dar-
stellung der Scorewerte der Lymphknoten der Stadien Il + Ill ohne und mit spaterer Tumorprogression.
Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease
(mit Progression im Verlauf). Repréasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fur B: Sta-
dium Il ohne Progression. C: Stadium |l mit Progression, D: Stadium Il ohne Progression. E: Stadium
Il mit Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit
einer niedrigen sowie einer hohen CXCL10-Expression. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtuberle-
bens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CXCL10-Expression. Ein Score-Wert =2
wurde als hohe Expression eingestuft. Fiir die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test ver-
wendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Fir alle Patienten (Stadien Il und Il kombiniert) ergab sich bei niedriger CXCL10-Expression
ein mittleres fernmetastasenfreies Uberleben von 58,54 Monaten (Median: 67 Monate) und
bei hoher Expression ein mittleres fernmetastasenfreies Uberleben von 40,13 Monaten (Me-
dian: 56 Monate). Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,440). Das mittlere Gesamt-

Uberleben lag bei 81,61 Monaten (niedrige Expression) vs. 75,56 Monaten (hohe Expression,
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ebenfalls ohne signifikanten Unterschied (p = 0,633). Auch in den Einzelanalysen der Stadien

Il und I zeigte die CXCL10-Expression keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben.

4.5.3. HAPLN1

4.5.3.1. HAPLN1 im Stroma

Im Stadium Il lag der mediane HAPLN1-Expressionsscore bei Patienten ohne spatere Metas-
tasierung bei 2,0; der Mittelwert betrug ebenfalls 2,0 (n = 18). Bei Patienten mit spaterer Me-
tastasierung im selben Stadium betrug der Median ebenfalls 2,0, wahrend der Mittelwert leicht
niedriger bei 1,6 lag (n = 20). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,4945). Im
Stadium 1l zeigten progressionsfreie Patienten eine mediane HAPLN1-Expression von 0,0
und einen mittleren Score von 0,6154 (n = 13). Bei Patienten mit spaterer Tumorprogression
lag der Median ebenfalls bei 0,0, der Mittelwert bei 0,4286 (n = 21). Ein Vergleich progressi-
onsfreier Patienten zwischen den Stadien Il und Ill ergab eine signifikant héhere HAPLN1-
Expression im Stadium Il (p = 0,0069). Ebenso zeigte der Vergleich von Patienten mit spaterer
Progression in beiden Stadien eine signifikant hdhere HAPLN1-Expression in Stadium Il (p =
0,0009). Im Stadium Il fiel auf, dass Patienten mit hdherer HANPLN1-Expression tendenziell
groRere Metastasen aufwiesen. Aufgrund der insgesamt geringen Anzahl an Lymphknoten mit
hoher HAPLN1-Expression in dieser Gruppe ist diese Beobachtung jedoch mit Zurtickhaltung

Zu interpretieren.

Die HAPLN1-Expression im Stroma wurde altersstratifiziert analysiert, basierend auf dem in
der Literatur haufig verwendeten Cut-off von 50 Jahren (vgl. Ecker et al., 2018, s. Abb. 18)

sowie dem in dieser Dissertation Ublichen Cut-off von 65 Jahren.

Im Stadium Il lag der Median der HAPLN1-Expression sowohl bei Patienten unter 50 Jahren
(Median 2,0; Mittelwert 1,33, n = 12) als auch bei Uber 50-Jahrigen (Median 2,0; Mittelwert 2,0;
n = 26). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,2188). Im Stadium Il zeigte
sich bei beiden Altersgruppen ein Median von 0; die Mittelwerte betrugen 0,62 (<50 Jahre)
bzw. 0,42 (>50 Jahre), ebenfalls ohne signifikanten Unterschied (p = 0,8461). Auch bei An-
wendung des Cut-offs von 65 Jahren ergaben sich in beiden Stadien keine signifikanten Dif-

ferenzen in der stromalen HAPLN1-Expression.
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Abb. 17 Signifikanter Unterschied der HAPLN1-Expression im Wachterlymphknoten im Vergleich
von Stadium Il und lll-Melanompatienten. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymphknoten
der Stadien Il + lll ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-
Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. SD = Stable Dise-
ase (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit Progression im Verlauf). Reprasen-
tative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fir B: Stadium Il ohne Progression. C: Stadium Il
mit Progression, D: Stadium Il ohne Progression. E: Stadium Il mit Progression. F: Kaplan-Meier-
Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen
HAPLN1-Expression. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patienten mit einer niedri-
gen sowie einer hohen HAPLN1-Expression. Ein Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft.
Fur die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statis-
tisch signifikant gewertet.

Fir das fernmetastasenfreie Uberleben lag der Mittelwert bei niedriger HAPLN1-Expression
bei 52,49 Monaten (Median: 56,51 Monate), bei hoher Expression bei 70,27 Monaten. Auf-
grund der geringen Ereignisrate konnte fir die Gruppe mit hoher Expression kein Median be-
rechnet werden. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,271; Log-rank-Test).
Beim Gesamtiberleben betrugen die Mittelwerte 80,16 Monate (niedrige Expression) bzw.
89,89 Monate (hohe Expression), ebenfalls ohne signifikanten Unterschied (p = 0,221); auch
hier konnte kein Median berechnet werden.
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Abb. 18: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von HAPLN1 im Stroma nach Alter
und Stadien. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymphknoten im Stadium I, unterschieden
nach dem Alter mit dem Cut-off-Wert 50 Jahre. B: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymph-
knoten im Stadium Ill, unterschieden nach dem Alter mit dem Cut-off-Wert 50 Jahre. Zur Signifikanzana-
lyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewer-
tet.

Eine tendenziell ginstigere Prognose war bei hoher stromaler HAPLN1-Expression erkenn-
bar, sowohl fur das fernmetastasenfreie als auch das Gesamtiberleben. Diese Unterschiede
erreichten jedoch in keiner Auswertung statistische Signifikanz. Auch die stratifizierte Analyse

nach Tumorstadien ergab keine prognostisch relevanten Unterschiede.

4.5.3.2. HAPLN1 in Melanommetastasen

Die Auspragung der HAPLN1-Expression in Melanommetastasen in den Stadium Ill-Lymph-
knoten wurde isoliert von der Expression im Stroma untersucht. Hierbei ergab sich fur die
Patienten ohne eine spatere Progression ein Scoremittelwert von 0,8462 sowie ein Median
von 0,0 in n=13 Patienten. Fur die Lymphknoten der Patienten mit Tumorprogression im Ver-
lauf zeigte sich ein mittlerer Score von 1,429 und ein Median von 0,0 bei n=21. Die Scoredif-
ferenz der beiden Gruppen im Mann-Whitney-Test war statistisch nicht signifikant (p-Wert =
0,8652). Bei den Patienten mit spaterer Progression zeigten einige eine hdhere intrameta-
stasdre HAPLN1-Expression; in dieser Gruppe wurden hdhere Spitzenwerte hinsichtlich der
Expression erzielt als es in der progressionsfreien Gruppe der Fall war. Damit ist eine Tendenz
zu einer verstarkten intrametastasaren HAPLN1-Expression bei Patienten mit spaterem Fort-
schreiten ihres Melanoms erkennbar. In Hinsicht auf das Uberleben zeigte sich fiir das fern-
metastasenfreie Uberleben bei einer niedrigen intrametastasaren HAPLN1-Expression ein
mittleres Uberleben von 50,96 Monaten und ein medianes Uberleben von 56 Monaten. Bei
einer hohen Expression wurde ein mittleres Uberleben von 27,01 Monaten sowie ein medianes
fernmetastasenfreies Uberleben von 3 Monaten registriert. Damit zeigten Patienten mit einer
niedrigeren intrametastasaren HAPLN1-Expression ein signifikant besseres fernmetastasen-
freies Uberleben (p=0,0049, s. Abb. 19).
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Abb. 19: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von HAPLN1 in den Metastasen.
Bilder in 50-facher Vergrofierung. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymphknoten der Sta-
dien Il + 1l ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-
Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne
Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder
der immunhistochemischen Farbungen fur B: Stadium Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progres-
sion, D: Kaplan-Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen
sowie einer hohen intrametastasdren HAPLN1-Expression. E: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtuber-
lebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen intrametastasdren HAPLN1-Expression. Ein
Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. FUr die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-
rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Das Gesamtiberleben zeigte bei einer niedrigen HAPLN1-Expression intrametastasar ein
mittleres Uberleben von 76,22 Monaten und bei einer hohen Expression ein mittleres Uberle-
ben von 51,47 Monaten. Der Vergleich beider Gruppen erbrachte einen p-Wert von 0,073.
Tendenziell zeigte ein niedriger Score zwar auch ein besseres Gesamtuberleben, dies war
statistisch jedoch (noch) nicht signifikant.

Insgesamt fiel bei der Auswertung auf, dass eine deutliche HAPLN1-Expression eher in gro-
Reren und flachigeren Metastasen auffiel, welche prognostisch ungtinstiger sind als zahlen-
maRig weniger und kleinere Metastasen in den Lymphknoten (29). Jedoch kann keine sichere
Aussage getroffen werden, ob es sich dabei um persistierendes Lymphknotenstroma oder

aber um Metastasenstroma handelt.
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4.5.4.CD20

Die Analyse der qualitativen CD20-Expression im Lymphknoten-Stroma (ohne metastasares
Gewebe) in Sentinel-Lymphknoten ergab deutliche Unterschiede in Abhangigkeit vom Tu-
morstadium und dem Progressionsverlauf. Im Stadium Il zeigten Patienten mit und ohne spa-
tere Metastasierung vergleichbare CD20-Expressionswerte (Median jeweils 5,0; p = 0,4075).
Im Stadium Il hingegen wiesen Patienten mit spaterer Progression eine signifikant niedrigere
Expression auf als progressionsfreie Patienten (Median 3,0 vs. 5,0; p = 0,0048). Zudem zeig-
ten sich signifikante Unterschiede zwischen den Stadien: Bei progressionsfreien Patienten war
die CD20-Expression im Stadium Il niedriger als im Stadium Il (p = 0,0242), und auch im
direkten Vergleich progressiver Verlaufe zwischen beiden Stadien war die Expression im ho-
heren Stadium signifikant reduziert (p <0,0001).

Im Hinblick auf das fernmetastasenfreie Uberleben ergab sich bei niedriger CD20-Expression
ein deutlich verkirztes Uberleben (mittleres Uberleben: 14,71 Monate; median: 5,88 Monate)
im Vergleich zu Patienten mit hoher Expression (mittleres Uberleben: 66,56 Monate; Median
nicht erreicht). Der Unterschied war statistisch hochsignifikant (p < 0,0001). Im Stadium Il war
eine Differenzierung aufgrund durchgangig hoher Expression nicht méglich. Im Stadium IIl war
eine niedrige CD20-Expression ebenfalls mit einem signifikant unglnstigeren Verlauf assozi-
iert (p < 0,001).

Auch beim Gesamtlberleben zeigte sich eine prognostisch glinstige Assoziation mit hoher
CD20-Expression. Patienten mit niedrigen Werten wiesen ein mittleres Uberleben von 40,96
Monaten (Median: 34,83 Monate) auf, wahrend bei hoher Expression ein mittleres Uberleben
von 92,08 Monaten erreicht wurde (Median nicht berechenbar). Der Unterschied war auch hier
hochsignifikant (p < 0,001). Die Auswertung legt nahe, dass eine niedrige CD20-Expression
mit einer starkeren Verdrangung des lymphatischen Gewebes durch metastasierendes Mela-

nomgewebe korreliert und entsprechend mit einer schlechteren Prognose einhergeht.
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Abb. 20: Signifikanter Unterschied der CD20-Expression im Wachterlymphknoten im Vergleich
von Stadium Il und lll-Melanompatienten. Bilder in 50-facher VergréRerung. A: Grafische Darstellung
der Scorewerte der Lymphknoten der Stadien Il + Ill ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur
Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease
(mit Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fur B: Sta-
dium Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progression, D: Stadium Ill ohne Progression. E: Stadium
[l mit Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit
einer niedrigen sowie einer hohen CD20-Expression. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens
der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CD20-Expression. Ein Score-Wert 24 wurde als
hohe Expression eingestuft. Fir die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-
Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. m=Metastase.

4.5.5. CD45

In der Auswertung der qualitativen CD45-Expression im Lymphknoten-Stroma (ohne meta-
stasares Gewebe) ergab sich fur die Lymphknoten aus Stadium Il ohne Tumorprogression ein
medianer Wert von 5,0 im Expressionsscore sowie ein Mittelwert von 4,9 bei n=20. Bei den
untersuchten Lymphknoten desselben Stadiums mit einer spateren

Metastasierung zeigte sich im Expressionsscore ein Median von 4,0 und ein mittlerer Wert von
4,05 bei n=20 (s. Abb. 21).

Fir das fernmetastasenfreie Uberleben zeigte sich bei Patienten mit niedriger CD45-Expres-
sion (stadieniibergreifend) ein deutlich ungiinstigerer Verlauf (mittleres Uberleben: 36,14 Mo-
nate; median: 15,05 Monate) im Vergleich zu Patienten mit hoher Expression (mittleres Uber-

leben: 68,03 Monate; Median nicht erreicht, p < 0,001). Auch das Gesamtliberleben war bei
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hoher CD45-Expression verlangert (89,08 vs. 67,18 Monate), wobei der Unterschied signifi-
kant ausfiel (p = 0,029). In Analogie zu CD20 scheint auch die CD45-Expression negativ mit

der lymphatischen Verdrangung durch Tumorgewebe zu korrelieren.
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Abb. 21: Signifikanter Unterschied der CD45-Expression im Wachterlymphknoten im Vergleich
von Stadium Il und llIl-Melanompatienten. Bilder in 25-facher VergréRerung. A: Grafische Darstellung
der Scorewerte der Lymphknoten der Stadien Il + Ill ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur
Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease
(mit Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fir B: Sta-
dium Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progression, D: Stadium Ill ohne Progression. E: Stadium
[l mit Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit
einer niedrigen sowie einer hohen CD45-Expression. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtuberlebens
der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CD45-Expression. Ein Score-Wert 24 wurde als
hohe Expression eingestuft. Fur die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-
Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. m=Metastase.

Bei stadienspezifischer Betrachtung zeigte sich insbesondere im Stadium Il ein signifikanter
Uberlebensvorteil bei hoher CD45-Expression hinsichtlich des fernmetastasenfreien Uberle-
bens (65,8 vs. 33,17 Monate; p < 0,001). Fur das Gesamtuberleben sowie im Stadium Il blie-
ben die Unterschiede hingegen ohne statistische Signifikanz.
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Abb. 22: Signifikanter Unterschied des fernmetastasenfreien Uberlebens in Abhingigkeit von
der CD45-Expression im Wachterlymphknoten im Stadium Il. Kaplan-Meier-Analyse des fernmeta-
stasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CD45-Expression. Ein
Score-Wert 24 wurde als hohe Expression eingestuft. Fur die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-
rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

4.5.6. CD68

4.5.6.1. CD68 allgemein

Die Analyse der qualitativen CD68-Expression im Lymphknoten-Stroma (ohne metastasares
Gewebe) in Sentinel-Lymphknoten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Patien-
tengruppen mit und ohne Tumorprogression. Im Stadium |l wiesen Lymphknoten progressi-
onsfreier Patienten einen medianen Expressionsscore von 2,0 (Mittelwert: 2,4) auf, wahrend
bei Patienten mit spaterer Metastasierung ebenfalls ein Median von 2,0 und ein Mittelwert von
2,35 festgestellt wurde (n = je 20). Auch im Stadium Il zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied: Die Medianwerte lagen bei 3,0 (progressionsfrei, Mittelwert: 2,92, n = 13) bzw. 2,0 (mit
Progression, Mittelwert 2,71, n = 21). Alle intra- und interstadienspezifischen Vergleiche zeig-

ten keine statistisch signifikanten Differenzen (alle p >0,47).

Auch in Bezug auf das Uberleben zeigten sich keine relevanten Effekte. Flr das fernmetasta-
senfreie Uberleben lagen die mittleren Uberlebenszeiten bei 57,06 Monaten (niedrige Espres-
sion) bzw. 55,87 Monaten (hohe Expression); die medianen Zeiten betrugen 63 vs. 56 Monate
(p = 0,765). Das mittlere Gesamtuberleben betrug 87,30 Monate bei niedriger und 73,63 Mo-

nate bei hoher CD68-Expression (p = 0,311); Medianwerte konnten nicht berechnet werden.
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Abb. 23: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CD68 im Wachterlymphknoten.
Bilder in 50-facher Vergrofierung. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der Lymphknoten der Sta-
dien Il + 1l ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-
Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne
Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder
der immunhistochemischen Farbungen fir B: Stadium Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progres-
sion, D: Stadium Il ohne Progression. E: Stadium Ill mit Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des
fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen CD68-Expres-
sion. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtlberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer
hohen C68-Expression. Ein Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Flr die Kaplan-Meier-
Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewer-
tet.

Separate Analysen fur Stadium Il und Il bestatigten diesen Befund. Weder das fernmetasta-
senfreie noch das Gesamtuberleben waren in Abhangigkeit von der CD68-Expression signifi-
kant unterschiedlich (alle p > 0,44). Insgesamt konnte somit kein prognostischer Einfluss der
CD68-Expression auf die klinischen Verlaufe der untersuchten Patienten nachgewiesen wer-

den.

4.5.6.2. CD68 im subkapsuldaren Lymphknotenbereich

Die Analyse der CD68-Expression im subkapsularen Bereich der Sentinel-Lymphknoten ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patientengruppen mit und ohne Tumorprogression
innerhalb der Stadien Il (p = 0,8964) und Il (p = 0,1039). Im Stadium Il lag der Median bei 0,5
(Mittelwert: 1,15) in der progressionsfreien Gruppe und 0,0 (Mittelwert: 1,0) in der Gruppe mit

Progression (jeweils n = 20). Im Stadium Il wurde in der progressionsfreien Gruppe ein Median
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von 0,0 und ein Mittelwert von 0,25 (n = 12) ermittelt, in der Gruppe mit Progression betrug

der Median ebenfalls 0,0 bei einem Mittelwert von 0,9 (n = 20).
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Abb. 24: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CD68 im subkapsuldren Be-
reich des Wachterlymphknotens. Bilder in 50-facher Vergroferung. A: Grafische Darstellung der
Scorewerte der Lymphknoten der Stadien Il + 11l ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifi-
kanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifi-
kant gewertet. SD = Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit
Progression im Verlauf). Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fir B: Stadium
Il ohne Progression. C: Stadium Il mit Progression, D: Stadium Il ohne Progression. E: Stadium Il mit
Progression. F: Kaplan-Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer
niedrigen sowie einer hohen subkapsularen CD68-Expression. G: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamt-
Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen subkapsularen CD68-Expression. Ein
Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Flr die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-
rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Ein nahezu signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen den progressionsfreien Gruppen
der Stadien Il und Il zugunsten héherer subkapsularer Makropagenzahlen im Stadium Il (p =
0,0505). Alle weiteren interstadienspezifischen Vergleiche — sowohl in progressionsfreien als

auch in metastasierten Gruppen — blieben ohne statistische Signifikanz.

Auch hinsichtlich des fernmetastasenfreien Uberlebens zeigte sich kein signifikanter Einfluss
der subkapsularen CD68-Expression. Bei niedriger Expression betrug das mediane und mitt-
lere Uberleben 63 bzw. 57,55 Monate, bei hoher Expression 27 bzw. 36,43 Monate (p = 0,322).
Das Gesamtuberleben zeigte sich ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (84,45 vs. 50,14
Monate, p = 0,137).
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In der stratifizierten Analyse nach Tumorstadien war nur im Stadium Il ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen subkapsularer CD68-Expression und Gesamtiiberleben nachweisbar
(p = 0,041). Hier zeigten Patienten mit niedriger subkapsularer Expression ein mittleres Uber-
leben von 70,49 Monaten, im Vergleich zu 35,32 Monaten bei hoher Expression. Das mediane
Uberleben bei hoher Expression lag bei 13,63 Monaten. Aufgrund der geringen Fallzahl (n =

2) ist dieser Befund jedoch mit Vorsicht zu interpretieren.
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Abb 25: Signifikanter Unterschied des Gesamtiiberlebens stratifiziert nach der Expressions-
starke des subkapsuldr exprimierten CD68 im Stadium lll. Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiber-
lebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen subkapsularen CD68-Expression. Ein
Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Fur die Kaplan-Meier-Analysen wurde der Log-
rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

4.5.7. Kollagenfarbungen

Im Rahmen der Auswertung kollagener Farbungen wurde das Ausmal fibrotischer Reaktionen
in den Sentinel-Lymphknoten der Stadien Il und Il systematisch untersucht. Die Analyse um-
fasste vier Parameter: fibrotische Reaktion, Kapselausbildung, intrametastasare Kol-
lagenauspragung und perimetastasare Kapselbildung. Fir die generelle fibrotische Reaktion
ergaben sich im Stadium Il mediane Scorewerte von 1,5 (Mittelwert: 1,65) bei progressions-
freien Patienten und 1,0 (Mittelwert: 1,55) bei Patienten mit spaterer Metastasierung. Im Sta-
dium Ill lagen die Medianwerte bei 1,0 (Mittelwert: 1,5) bzw. 2,0 (Mittelwert: 1,75). Keiner der
Gruppenvergleiche erreichte statistische Signifikanz (alle p >0,5).

Auch in der Uberlebensanalyse zeigte das AusmalR der fibrotischen Reaktion keinen signifi-
kanten Einfluss auf das fernmetastasenfreie oder das Gesamtuberleben. Fir Patienten mit
geringer Kollagenexpression ergab sich ein medianes und mittleres fernmetastasenfreies
Uberleben von 57 bzw. 56,46 Monaten, bei hoher Expression lagen die Werte bei 67 bzw.
45,77 Monaten (p = 0,965). Beim Gesamtlberleben wurden Mittelwerte von 83,95 Monaten
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(niedrig) und 65,16 Monaten (hoch) sowie ein Median von 70 Monaten fir die Gruppe mit

hoher Kollagenexpression berechnet (p = 0,827).

Subgruppenanalysen innerhalb der Stadien Il und lll ergaben ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des fernmetastasenfreien oder Gesamtuberlebens (alle p >0,39).
Insgesamt zeigte sich somit keine prognostische Relevanz der kollagenen fibrotischen Reak-

tion in Sentinel-Lymphknoten hinsichtlich des klinischen Verlaufs.

Die Analyse der Kollagenexpression in der Lymphknotenkapsel ergab im Stadium Il mediane
und mittlere Scorewerte von 3,0 und 2,55 bei progressionsfreien sowie 3,0 und 3,0 bei pro-
gressiven Verlaufen. Im Stadium Il lagen die Werte bei 3,0/2,9 (ohne Progression) und 3,0/2,5
(mit Progression). In keiner Gruppe zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Kollagen-

expression der Kapsel (alle p > 0,05).

Bei der intrametastasaren Fibrosierung war der Median in beiden Gruppen 0,0. Der mittlere
Score lag bei progressionsfreien Patienten bei 0,42 und bei Patienten mit spaterer Metasta-
sierung bei 1,25. Es zeigte sich ein tendenziell héherer Kollagenanteil bei Progression, jedoch

ohne statistische Signifikanz (p = 0,1158).

Ahnlich zeigte die Analyse der perimetastaséren Kapselbildung héhere Scorewerte bei meta-
stasierten Fallen (Median/Mittelwert: 1,5/1,65) im Vergleich zu progressionsfreien Verlaufen
(0,0/0,58), wobei auch hier kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde (p = 0,0802, s.
Abb. 27). Insgesamt lassen die Daten auf eine nicht signifikante Tendenz zu starkerer kolla-
gener Reaktion der Metastasen bei spaterer Progression schlie®en, ohne dass eine klare sta-
tistische Evidenz fur prognostische Relevanz vorliegt. Dies kdonnte darauf beruhen, dass es
sich bei diesen Patienten um solche mit besonders grollem Metastasendurchmesser im Wach-

terlymphknoten handelt.
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Abb. 26: Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen des Kollagens in fibrotischen Reak-
tionen. Bilder in 12-facher VergréRerung. Helle Bilder lichtmikroskopische Aufnahmen, dunkle Bilder
entsprechende polarisationsmikroskopische Aufnahmen. A: Grafische Darstellung der Scorewerte der
Lymphknoten der Stadien Il + [ll ohne und mit spaterer Tumorprogression. Zur Signifikanzanalyse wurde
der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. SD =
Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease (mit Progression im Verlauf).
Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen fir B: Stadium Il ohne Progression. C:
Stadium Il mit Progression, D: Stadium Il ohne Progression. E: Stadium Il mit Progression. F: Kaplan-
Meier-Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer ho-
hen Kollagen-Expression in fibrotischen Reaktionen im Stadium Il. G: Kaplan-Meier-Analyse des Ge-
samtuberlebens der Patienten mit einer niedrigen sowie einer hohen Kollagen-Expression in fibroti-
schen Reaktionen im Stadium II. Ein Score-Wert 23 wurde als hohe Expression eingestuft. Fir die Ka-
plan-Meier-Analysen wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signi-
fikant gewertet.
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Abb. 27: Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen des Kollagens in der Lymphknoten-
kapsel, im intrametastasaren Bereich sowie in perimetastasaren Kapseln. A: Grafische Darstel-
lung der Kollagen-Scorewerte der Kapseln der Lymphknoten der einzelnen Subgruppen. Dargestellt
sind die Subgruppen Stadium II, ohne und mit spaterer Tumorprogression sowie Stadium llI, ohne und
mit spaterer Tumorprogression. B: Grafische Darstellung der Scorewerte des intrametastasaren Be-
reichs mit den Subgruppen Stadium Ill, ohne und mit Progression. C: Grafische Darstellung der Score-
werte der perimetastasaren Kapseln mit den Subgruppen Stadium Ill, ohne und mit Progression. Zur
Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. SD = Stable Disease (ohne Progression im Verlauf), PD = Progressive Disease
(mit Progression im Verlauf).
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4.6. Korrelation der (immun-)histochemischen Marker

Tab. A (Stadium II)

Korrelationen Spearman (95%Kil) p-Werte
CD20/CD45 0,1905 0,2391
(-0,1380;0,4812)
CD20/CXCL10 0,1871 0,2478
(-0,1415;0,4785)
CD45/HAPLN1 0,1002 0,5495
(-0,2360;0,4150)
CD45/CXCL10 -0,02963 0,8560
(-0,3464;0,2932)
HAPLN1/Kol. Fibrose 0,3417 0,0358 (*)
(0,01491;0,6025)
HAPLN1/Kapsel -0,05041 0,7637
(-0,3727;0,2827
Tab. B (Stadium IlI)
Korrelationen Spearman (95%KI) p-Werte
CD20/CD45 0,5731 0,0008 (*)
(0,2643;0,7753)
CD20/Intramet. -0,56722 0,0010 (*)
(-0,7775;-0,2566)
CD20/Met. Kapsel -0,4586 0,0108 (*)
(-0,7084;-0,1068)
CD45/CXCL10 -0,06996 0,7084
(-0,4231;0,3016)
CD45/Intramet. -0,5836 0,0007(*)
(-0,7842;-0,2725)
CD45/Met. Kapsel -0,4303 0,0176(*)
(-0,6903;-0,07173)
HAPLN1/Kol. Fibrose -0,2794 0,1348
(-0,5885;0,1010)
HAPLN1/Kapsel 0,02468 0,8970
(-0,3484;0,3910)
HAPLN1/ Intramet. -0,1655 0,4923
(-0,5046;0,2177)
HAPLN1/Met. Kapsel -0,1304 0,4923
(-0,4773;0,2517)

Tab. 3: Ergebnisse der Korrelation der (immun-)histochemischen Marker miteinander mittels
Spearman-Test mit 95%-Konfidenzintervall und p-Wert. Tab. A: Korrelation im Stadium II. Tab. B:
Korrelation im Stadium Ill. Kol. Fibrose = Kollagene Fibrose. Intramet. = Kollagen intrametastasar, Met.
Kapsel = Kollagen in metastasaren Kapseln. Statistisch signifikante P-Werte fett unterlegt dargestellt.
Zur Signifikanzanalyse wurde der Spearman-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet.

Die Analyse der immunhistochemischen Marker zeigte im Stadium Il lediglich eine signifikante
positive Korrelation zwischen der HAPLN1-Expression und dem Ausmal} der Kollagenexpres-
sion innerhalb fibrotischer Reaktionen (Spearman r = 0,3417, 95%-Kl: [0,015; 0,603],
p=0,0358, n=38). Fir alle weiteren Marker konnten in diesem Stadium keine signifikanten

Zusammenhange festgestellt werden.
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Im Stadium Il hingegen zeigten sich mehrere signifikante inverse Korrelationen. Zwischen
CD20 und CD45 wurde ein negativer Zusammenhang beobachtet (r = —0,5731, 95 %-KIl: [-
0,775; —0,264], p=0,0008, n=31). Ebenso bestand eine signifikante inverse Korrelation zwi-
schen CD20 und intrametastasarem Kollagen (r = -0,5722, 95 %-Kl: [-0,778; —0,257],
p =0,0010, n = 30) sowie zwischen CD20 und perimetastasarem Kapselkollagen (r = —0,4586,
95 %-KI: [-0,708; —0,107], p=0,0108, n = 30).

Auch zwischen CD45 und intrametastasarem Kollagen wurde ein signifikanter inverser Zu-
sammenhang festgestellt (r = —0,5836, 95 %-KI: [-0,784; —0,273], p =0,0007, n=30), ebenso
wie zwischen CD45 und der perimetastasaren Kapselbildung (r = -0,2794, 95 %-KI: [-0,690;
-0,072], p=0,0176). Zwischen CD45 und CXCL10 konnte hingegen keine signifikante Korre-

lation nachgewiesen werden (p = 0,7084, n = 30).

Insgesamt deuten die signifikanten Korrelationen — insbesondere zwischen CD20/CD45 und
kollagenen Parametern — auf eine sehr wahrscheinliche Beeinflussung durch die Metastasen-
gréBe hin. GroRere Metastasen gehen offenbar mit erhdhter Kollagenbildung und gleichzeiti-
ger Verdrangung gesunden Lymphknotengewebes und somit damit verbundener Immunzellen

wie CD20-positive Lymphozyten.

4.7. Statistische Auswertung der prognostischen Relevanz der klinisch-chemi-
schen Laborparameter

4.7 1. Laktatdehydrogenase, Glukose und C-reaktives Protein

Fir die vergleichende Analyse laborchemischer Parameter wurden die Patientenkohorten an-
hand von Tumorstadium, Progressionsstatus sowie dem Ulzerationsstatus (bei Stadium Il
ohne Progression) in funf Gruppen unterteilt. Die medianen Laborwerte zeigten tber alle Grup-
pen hinweg vergleichbare Ergebnisse: Der LDH-Wert (n = 59) bewegte sich zwischen 202 U/
und 232 U/I, die Glukosewerte (n = 100) lagen zwischen 95mg/dl und 101mg/dl, und der CRP-
Wert (n = 124) betrug in allen Gruppen einheitlich 3,0mg/I. In keinem der Gruppenvergleiche
zeigten sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der analysierten Laborwerte (alle p-Werte
>0,05), sodass keine laborchemischen Marker identifiziert werden konnten, die mit Progres-

sion, Stadium oder Ulzeration in Zusammenhang standen.
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Abb. 28: Grafische Darstellung der klinisch-chemischen Parameter zum Zeitpunkt der SLND. A:
Laktatdehydrogenase (n = 59) in U/l fir die Subgruppen der Melanompatienten im Stadium Il (n = 44);
nicht ulzeriert und nicht metastasiert (n = 11), ulzeriert und nicht metastasiert (n = 15), mit Tumorpro-
gression (n = 18). Stadium Ill (n = 15); ohne Tumorprogression (n = 5) und mit Tumorprogression (n =
10). B: Serum-Glukose (n = 100) in mg/dl fur die Subgruppen der Melanompatienten im Stadium Il (n =
76); nicht ulzeriert und nicht metastasiert (n = 20), ulzeriert und nicht metastasiert (n = 23), mit Tumor-
progression (n = 33). Stadium Il (n = 24); ohne Tumorprogression (n = 8) und mit Tumorprogression (n
= 16). C: C-reaktives Protein (n = 124) in mg/l fir die Subgruppen der Melanompatienten im Stadium |l
(n = 92); nicht ulzeriert und nicht metastasiert (n = 24), ulzeriert und nicht metastasiert (n = 27), mit
Tumorprogression (n = 41), Stadium Ill (n = 32); ohne Tumorprogression (n = 13) und mit Tumorpro-
gression (n = 19). Zur Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4.7.2. S100B

Die Analyse der S100B-Konzentrationen erfolgte gruppenbasiert unter Einteilung in finf Sub-
gruppen: Stadium |l-Patienten ohne Tumorprogression sowie hamatogen und lymphogen me-
tastasierte Patienten, jeweils zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und zum Zeitpunkt der Progres-
sion. Die mediane S100B-Konzentration lag bei nicht metastasierten Patienten (n = 10) bei
0,09 ug/l. Hamatogen metastasierte Patienten (n=16) wiesen mediane Werte von 0,07 ug/|
(Erstdiagnose (n=8), bzw. 0,075 ug/l (Progression, n = 8) auf. Bei lymphogen metastasierten
Patienten (n=15) wurden 0,09 ug/l (Erstdiagnose, n = 8) bzw. 0,11 ug/l (Progression, n = 7)
gemessen. Samtliche Gruppenvergleiche ergaben keine statistisch signifikanten Unterschiede
(alle p-Werte > 0,05). Auch der direkte Vergleich zwischen Patienten mit (0,085 ug/l, n = 40)
und ohne (0,09 pg/l, n = 51) Tumorprogression zum Zeitpunkt der Erstdiagnose zeigte keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,834). Eine prognostische Relevanz der S100B-Konzentration

konnte somit in dieser Kohorte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 29: Grafische Darstellung von S100B im Blut von Stadium ll-Patienten. A: Messwerte von
S100B (n = 41) in pg/l fur die Subgruppen der Melanompatienten mit Stable Disease (SD, ohne Pro-
gression im Verlauf) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (n = 10), hdmatogen metastasiert zum Zeitpunkt
Erstdiagnose (n = 8), lymphogen metastasiert zum Zeitpunkt Erstdiagnose (n = 8), hamatogen meta-
stasiert zum Zeitpunkt der Progression (n = 8) und lymphogen metastasiert zum Zeitpunkt der Progres-
sion (n = 7). B: S100B in pg/l in den Subgruppen der Melanompatienten ohne Tumorprogression (SD,
n = 51) bei Erstdiagnose und mit Tumorprogression (PD, n = 40) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Zur
Signifikanzanalyse wurde der Mann-Whitney-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Beachte: Auf Grund der automatisierten Ausreiler-ldentifikation variiert die Anzahl
der untersuchten Patienten in beiden Grafiken (s. Material und Methoden.)
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4.8. Stratifikation des Uberlebens nach dem Serumspiegel von Laktatdehydro-
genase, Glukose, C-reaktives Protein und S100B
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Abb. 30: Fernmetastasenfreies Uberleben stratifiziert nach den Serumspiegeln von CRP, LDH
und Glukose. A: CRP, Stadium Il. B: CRP, Stadium Ill. C: LDH, Stadium II. D: LDH, Stadium Ill. E:
Glukose, Stadium II. F: Glukose, Stadium IIl. Der Cut-off-Wert fiir einen hohen Serumspiegel lag bei
5mg/l (CRP), 250U/ (LDH) und 100mg/dl (Glukose). Zur Signifikanzanalyse wurde der Log-rank-Test
verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die Analyse des C-reaktiven Proteins (CRP) ergab flr Patienten mit niedrigen CRP-Werten
(<5,0 mg/l) ein signifikant langeres fernmetastasenfreies Uberleben in den Stadien Il und I
kombiniert (median: 39 Monate; Mittelwert: 81,86 Monate vs. 43,97 Monate; p =0,034). Im
Stadium I zeigte sich ein dhnlicher Trend mit einem mittleren Uberleben von 87,66 Monaten
(niedrig) vs. 47,18 Monaten (hoch), wobei der Unterschied knapp unterhalb der Signifikanz-
grenze lag (p =0,057). Im Stadium Il war der Unterschied zwischen niedrigen und hohen
CRP-Werten nicht signifikant (74,42 vs. 65,75 Monate; p =0,621). Fur das Gesamtuberleben

war bei niedrigen CRP-Werten in beiden Stadien kombiniert ein numerischer Vorteil erkennbar
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(104,59 vs. 89,64 Monate), jedoch ohne statistische Signifikanz (p =0,107). Auch in den Ein-

zelstadien blieb der Unterschied statistisch nicht signifikant. Eine alternative Analyse mit einem

Cut-off von 3,0 mg/l gemaR Schildbach et al. zeigte keine signifikanten Ergebnisse.

Die Analyse der Laktatdehydrogenase (LDH) ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied

im fernmetastasenfreien Uberleben (niedrig: 72,54 Monate; hoch: 51,32 Monate; p = 0,806)
oder im Gesamtuberleben (110,32 vs. 70,5 Monate; p = 0,417) fur beide Stadien kombiniert.
Auch in den Einzelanalysen fur Stadium Il (fernmetastasenfrei: 77,41 vs. 62,33 Monate; Ge-
samtliberleben: 116,9 vs. 79,0 Monate) und Stadium Il (fernmetastasenfrei: 77,41 vs. 62,33

Monate; Gesamtiberleben: 58,71 vs. 40,55 Monate) zeigten sich keine statistisch signifikan-

ten Unterschiede. Insgesamt war jedoch eine konsistente Tendenz zu einem ungulnstigeren

Verlauf bei erhohtem LDH erkennbar.
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Abb. 31: Gesamtiiberleben der Patienten stratifiziert nach den Serumspiegeln von CRP, LDH und
Glukose. A: CRP, Stadium Il. B: CRP, Stadium lll. C: LDH, Stadium Il. D: LDH, Stadium Ill. E: Glukose,
Stadium Il. F: Glukose, Stadium Ill. Der Cut-off-Wert fir einen hohen Serumspiegel lag bei 5mg/l (CRP),
250U/I (LDH) und 100mg/dl (Glukose). Zur Signifikanzanalyse wurde der Log-rank-Test verwendet, ein
p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die Analyse des Niichtern-Glukosespiegels zeigte insgesamt keinen signifikant prognosti-
schen Einfluss auf das fernmetastasenfreie oder Gesamtiberleben. Bei niedrigen Glukose-
werten lag das mittlere fernmetastasenfreie Uberleben bei 55,49 Monaten, wahrend es bei
hohen Werten 84,05 Monate betrug (p = 0,303). Das mittlere Gesamtlberleben betrug 85,62
Monate (niedrig) gegentber 107,83 Monaten (hoch; p = 0,649).

In der Subgruppenanalyse fiir Stadium Il war das fernmetastasenfreie Uberleben bei niedrigen
Glukosewerten mit 50,1 Monaten klrzer als bei hohen Werten (94,91 Monate), ohne statisti-
sche Signifikanz (p =0,222). Das mittlere Gesamtuberleben betrug in dieser Gruppe 88,48
Monate (niedrig) vs. 114,41 Monate (hoch; p =0,507). Im Stadium Il zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied fir das fernmetastasenfreie Uberleben (32,47 vs. 44,75 Monate; p = 0,483)
oder das Gesamtiberleben (65,35 vs. 70,86 Monate; p =0,727). Insgesamt deutete sich im
Stadium Il ein tendenziell glinstigerer Verlauf bei héheren Glukosewerten an, wahrend im Sta-

dium Il kein klarer Zusammenhang erkennbar war.
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Abb. 32: Fernmetastasenfreies und Gesamtiiberleben stratifiziert nach der Hohe des Tumormar-
kers S100B im Stadium Il. A: Fernmetastasenfreies Uberleben im Stadium II. B: Gesamtiiberleben im
Stadium Il. Der Cut-off-Wert fur einen hohen S100B-Serumspiegel lag bei 0,1ug/l. Zur Signifikanzana-
lyse wurde der Log-rank-Test verwendet, ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Fir den Tumormarker S100B zeigte sich bei Stadium-II-Patienten ein tendenziell glinstigeres
Outcome bei niedrigen Serumwerten (< 0,1 ug/l). Das mittlere fernmetastasenfreie Uberleben
lag bei 91,29 Monaten (niedriger Spiegel) gegentiber 71,39 Monaten (hoher Spiegel), ohne
statistische Signifikanz (p = 0,640). Auch das mediane fernmetastasenfreie Uberleben war bei
niedrigen Werten langer (130 vs. 77 Monate). Beim Gesamtlberleben ergab sich ein vergleich-
barer Trend: 137,64 Monate (niedrig) gegenuber 101,83 Monaten (hoch; p =0,269). Das me-

diane Gesamtiberleben konnte fir die Gruppe mit erhohtem S100B-Spiegel nicht berechnet
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werden. Die Analyse basierte ausschlieRlich auf Stadium-Il-Patienten, da S100B-Werte fur
Stadium Il nicht verfligbar waren (die Datenbank in der sie sich befanden, war fir mich nicht
zuganglich). Insgesamt zeigte sich keine statistisch signifikante, aber eine klinisch tendenzielle

Assoziation zwischen erhéhtem S100B und ungulnstigerem Verlauf.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion

In dieser Studie wurden serologische Marker (IL-4, IL-6, HAPLN1, CCL1, CCL21 und CXCL10)
sowie Uberlebensdaten bei Stadium-ll-Melanompatienten mit und ohne Progression unter-
sucht. Nur fir CXCL10 zeigte sich ein signifikanter Unterschied: Patienten mit primar lympho-
gener Metastasierung wiesen zum Zeitpunkt der Metastasendiagnose signifikant héhere Se-
rumspiegel auf als progressionsfreie Patienten. Fur alle weiteren Marker konnten nach Aus-
schluss statistischer Ausreil3er keine signifikanten Unterschiede identifiziert werden. Dennoch
zeigten sich tendenzielle Erhéhungen von IL-6 bei hamatogen metastasierten Patienten, ein
Befund, der mit friheren Berichten zu High-Risk-Melanomen Gbereinstimmt (14). Ebenso wie-
sen lymphogen metastasierte Patienten zum Progresszeitpunkt hohere CCL21-Werte auf als

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose.

Die Auswertung von IL-4 war durch technische Probleme limitiert — vermutlich bedingt durch
gealterte Seren oder eine fehlerhafte Kalibrierung. Ein auffalliger Ausreilder wurde bei einem
Patienten im Stadium IIC mit kurzfristig folgender Progression beobachtet, was auf einen mdg-
lichen pradiktiven Wert erhdhter IL-4-Spiegel hindeuten kdnnte (5, 14). Weitere Untersuchun-

gen waren notwendig, um diesen Befund zu validieren.

Auch die HAPLN1-Analyse war methodisch eingeschrankt. Die fast durchweg negativen Se-
rumwerte deuten auf ein Verdinnungsproblem im ELISA-Protokoll hin. Bemerkenswert ist,
dass alle wenigen positiven Messwerte bei Patienten mit primar lymphogener Metastasierung
gefunden wurden — im Einklang mit Literaturdaten, die HAPLN1 als Marker fur lymphogene,
jedoch nicht hamatogene Dissemination beschreiben (13). Drei dieser erhéhten Werte traten

bereits bei Erstdiagnose auf, was auf ein potenzielles pradiktives Potenzial hinweist.

Die Aussagekraft der serologischen Analysen ist insgesamt durch die geringe Zahl an verfiig-
baren ELISA-Platten und damit limitierten Patientenzahlen eingeschrankt. Dennoch lassen die
beobachteten Trends vermuten, dass Marker wie CCL21 und IL-6 bei grof3eren Kohorten po-

tenziell prognostisch relevant sein kdnnten.

Die immunhistochemische Analyse ergab eine signifikant hohere HAPLN1-Expression im
Lymphknotenstroma von Patienten im Stadium Il verglichen mit Stadium IIl, was auf eine ab-
nehmende Expression in fortgeschrittener Erkrankung hinweist. Im Gegensatz zu Ecker et al.
(13) zeigte sich in dieser Studie jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen progressions-
freien und progredienten Patienten innerhalb eines Stadiums. Auch hinsichtlich des Uberle-

bens ergaben sich flir HAPLN1 keine signifikanten Unterschiede; tendenziell war jedoch eine
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niedrigere Expression mit einem besseren fernmetastasenfreien und Gesamtuberleben asso-
ziiert. Interessanterweise war eine hohere HAPLN1-Expression im Stadium Il mit gréReren
Metastasen verbunden, was die Annahme einer Barrierefunktion in der extrazellularen Matrix
stutzen konnte (13). Unklar bleibt jedoch, ob die intrametastasare HAPLN1-Expression aus

verbliebenem Lymphknotenstroma oder neoplastischem Stroma stammt.

Fur CCL21 liel® sich in dieser Arbeit kein Unterschied in der Expression zwischen Stadien oder
Progressionsstatus nachweisen. Entgegen friiherer Berichte (12) war eine héhere CCL21-Ex-
pression im Stadium Il mit einem signifikant schlechteren Gesamtuberleben verbunden. Dieser
Befund steht im Widerspruch zur angenommenen Rolle von CCL21 in der T-Zell-Rekrutierung
und antitumoralen Immunantwort (12). Eine maschinengestutzte Quantifizierung konnte hel-

fen, die Aussagekraft der Scores kiinftig zu verbessern.

Die Analyse von CXCL10 zeigte eine signifikant héhere Expression im Stadium Il im Vergleich
zu Stadium Il. Innerhalb von Stadium Ill zeigten Patienten ohne Progression die hochsten Ex-
pressionswerte, auch wenn der Unterschied nicht signifikant war. Im Stadium Il war die
CXCL10-Expression bei Patienten mit spaterer Progression signifikant hdher als bei progres-
sionsfreien Patienten. Diese Ergebnisse stimmen mit den serologischen Befunden Uberein,
bei denen lymphogen metastasierte Patienten signifikant hohere CXCL10-Werte aufwiesen.
Da CXCL10 einen pro-inflammatorischen Marker darstellt, kbnnten die héheren Serumspiegel
bei lymphogen metastasierten Patienten ein Indiz fur eine Immunaktivierung sein (24).
Dadurch kénnte das Risiko einer hamatogenen Metastasierung moglicherweise niedriger sein.
Ein Uberlebensvorteil bei hoher CXCL10-Expression konnte jedoch nicht gezeigt werden.
Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Studien, die CXCL10 als Marker fir gutes Anspre-
chen auf Immuntherapie im Stadium IV identifizieren (24, 25). Da unsere Kohorte ausschliel3-
lich therapienaive Patienten umfasste, kénnten unterschiedliche Therapiebedingungen und
Tumorstadien die abweichenden Ergebnisse erklaren. Auch der Zusammenhang zwischen
CXCL10 und Tumorwachstum, wie in frGheren Arbeiten postuliert (20), konnte nicht bestatigt

werden.

Insgesamt deuten die Befunde darauf hin, dass CXCL10 im Stadium Il bei lymphogener Pro-
gression potenziell relevant ist, ein klarer prognostischer Nutzen konnte jedoch fir HAPLN1,
CCL21 und CXCL10 in dieser Kohorte nicht belegt werden.

Die Analyse der Kollagen-I-Expression anhand vier definierter Kriterien (fibrotische Reaktion,
Kapsel, perimetastaséare und intrametastasare Kollagenbildung) ergab keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Stadien Il und Il sowie zwischen progressionsfreien und progressi-

ven Verlaufen. Eine tendenziell starkere Kollagenbildung bei Patienten mit Progression im Sta-
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dium Il kbnnte jedoch reaktiv auf groflere Metastasen zurtckzuflhren sein. Ein direkter Ver-
gleich zum Stadium Il ist in Bezug auf intrametastasares Kollagen aufgrund fehlender Meta-

stasen definitionsgemal nicht moglich (51).

Bei der immunhistochemischen Untersuchung zeigten sich deutliche Unterschiede in der Ex-
pression immunologischer Marker: CD20 war im Stadium |l signifikant héher exprimiert als in
Stadium Ill, insbesondere bei progressiven Verldufen. Dies durfte vor allem auf die strukturelle
Verdrangung der B-Zell-Kompartimente durch Metastasen im Stadium Il zurlickzuflhren sein.
Im Stadium Il war eine héhere CD20-Expression nicht prognostisch relevant, steht jedoch im
Einklang mit Studien, die eine immunologische Aktivierung in tumordrainierenden Lymphkno-
ten vermuten (27). Eine hohere CD20-Expression war mit einem besseren fernmetastasen-
freien und Gesamtuberleben assoziiert, vermutlich als Ausdruck einer intakteren Immunarchi-
tektur (37). Eine weitere Differenzierung der B-Zellen nach antitumoraler Aktivitat kdnnte sinn-
voll sein, um zielfGhrende prognostische Einflisse von CD20-positiven Zellen im Wach-

terlymphknoten zu detektieren.

Auch der Leukozytenmarker CD45 (30) zeigte im Stadium Il eine signifikant hdhere Expression
als im Stadium Ill und war bei Patienten mit spaterer Progression bereits zum Zeitpunkt der
SLND signifikant reduziert, woflir es bereits in anderen Arbeiten Hinweise gab (25). Dies
spricht fur eine friihzeitige Beeintrachtigung der antitumoralen Immunantwort und potenzielle
prognostische Relevanz von CD45 im Stadium Il (25, 30). Im Stadium Il reduzierte sich die
CD45-Expression mit dem zunehmenden Verlust lymphatischen Gewebes durch Metastasen,

was die prognostische Aussagekraft einschrankt.

Die CD68-Analyse ergab, dass Patienten im Stadium Il ohne Progression mehr subkapsulare
Makrophagen aufwiesen als progressionsfreie Patienten im Stadium Il — ein nahezu signifi-
kanter Unterschied. Eine hohe subkapsulare CD68-Expression im Stadium Il korrelierte sig-
nifikant mit einem schlechteren Gesamtiiberleben, was in der Literatur mit einer invasionsfor-
dernden Rolle subkapsularer Makrophagen Ubereinstimmt (31). Aufgrund der geringen Fall-
zahl (n=2 bei hoher Expression) sind diese Ergebnisse jedoch vorsichtig zu interpretieren. Die
potenzielle Funktion von Makrophagen im Tumormikromilieu erfordert eine genauere Differen-
zierung nach pro- und antitumoraler Aktivitdt sowie in M1- und M2-Subtypen, um ihre prog-

nostische Aussagekraft besser einordnen zu kénnen (52).

Die Korrelationsanalyse der Marker ergab im Stadium Il nur eine signifikante Korrelation zwi-
schen HAPLN1 und der fibrotischen Kollagenexpression — konsistent mit der Funktion von
HAPLN1 in der extrazellularen Matrix (13). Fir CXCL10 und CD45 konnte hingegen kein Zu-

sammenhang gezeigt werden, welcher in anderen Arbeiten gezeigt wurde (24). Im Stadium llI
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korrelierten CD20 und CD45 stark miteinander sowie jeweils invers mit kollagenhaltigen Struk-
turen innerhalb und um Metastasen. Diese Beziehungen spiegeln vor allem die tumorbedingte
Verdrangung immunologischer Zellkompartimente bei zunehmender Metastasierung wider.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen HAPLN1 und Kollagenexpression blieb im Stadium

Il aus, kdnnte aber bei groferen Fallzahlen nachweisbar sein (13).

Abbildung 33 visualisiert die Expressionsunterschiede immunhistochemischer Marker in den

Sentinellymphknoten zwischen progressionsfreien und progredienten Patienten im Stadium II.

A Ohne Progression B Mit Progression

B-Zell-Zone B-Zell-Zone
CD20 & CD20 &
Leukozyten

P cpas 1

Makrophagen

Hoch. Ven.

CCL21 & CCl21 &

Retik. Fibroblast
CCl21 &>

Retik. Fibroblast

CCL21 &
Stroma und Kapsel Stroma und Kapsel

HAPLN1 & HAPLN1 &
Kollagen | <> Kollagen | &

Abb. 33: Schematischer Vergleich der untersuchten Biomarker bei Patienten mit und ohne Me-
lanomprogression im Stadium Il. A: Schematischer Lymphknoten mit den untersuchten Biomarkern
im Stadium I, ohne Tumorprogression. B: Schematischer Lymphknoten mit den untersuchten Biomar-
kern im Stadium Il, mit Tumorprogression. Rot = Erhéhung, Griin = Erniedrigung.

In dieser Studie konnten fur die Laborparameter LDH, CRP, Glukose und S100B keine signi-
fikanten Unterschiede der Serumspiegel zwischen den Melanomstadien Il und Il sowie zwi-
schen progressionsfreien und progressiven Verlaufen festgestellt werden. Ein signifikanter Zu-
sammenhang ergab sich jedoch fiir das CRP: Patienten mit erhéhten CRP-Werten zeigten ein
signifikant schlechteres fernmetastasenfreies Uberleben (p = 0,034). Im Stadium Il war dieser
Effekt nahezu signifikant (p = 0,051), was mit friheren Studienergebnissen tUbereinstimmt, die
CRP als pradiktiven Marker fur ein unglnstiges Outcome beschreiben (43). Der prognostische
Wert im Stadium Il war in dieser Kohorte aufgrund geringer Fallzahl (n = 34) und hoher Hete-
rogenitat nicht statistisch nachweisbar, deckt sich jedoch mit den Ergebnissen von Schildbach
et al. (43).

Fir LDH, Glukose und S100B ergaben sich keine signifikanten Uberlebensunterschiede. Es
zeigte sich jedoch eine Tendenz zu einem schlechteren Outcome bei niedrigen Glukosewerten
im Stadium Il (<100 mg/dl) sowie bei erhéhten Glukosespiegeln im Stadium lIll. Ein vergleich-
barer Trend bestand fir LDH, der mit einem tendenziell schlechteren Uberleben assoziiert war,

jedoch ohne statistische Signifikanz. In der Literatur ist die prognostische Relevanz von LDH
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fur das Stadium |V etabliert (37, 41, 42), wahrend in den Stadien Il und Il keine signifikanten
Unterschiede beobachtet wurden (53). Moglich ist, dass einzelne falsch-nicht-nichterne Glu-

kosemessungen das Ergebnis beeinflussten.

S100B zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Progression oder Uber-
leben, was durch den Zeitpunkt der Blutabnahme (z. B. vor vollstandiger Tumorresektion) be-
einflusst sein kdnnte. Eine Assoziation von S100B mit der Tumorlast ist in héheren Stadien
belegt (37, 40).

Das mittlere fernmetastasenfreie Uberleben lag im Stadium |l bei 59,97 Monaten, das Gesamt-
Uberleben bei 90,41 Monaten. Im Stadium Il betrugen die Werte 45,31 und 68,81 Monate.
Diese Ergebnisse reflektieren die schlechtere Prognose im Stadium lll, wobei ausschlieflich
Patienten im Stadium llIB und IlIC untersucht wurden (vgl. Kapitel 2.1.2.), sodass keine Aus-
sage Uber das Stadium IlIA getroffen werden konnte. Die Uberlebensverlaufe entsprachen den
Ergebnissen aus der Studie von Gershenwald et al. (54), was die Reprasentativitat der Kohorte

unterstreicht.

Zusammenfassend zeigten die Serumparameter in dieser Arbeit insgesamt nur geringe prog-
nostische Aussagekraft. Lediglich das CRP-Niveau korrelierte signifikant mit dem fernmeta-
stasenfreien Uberleben. Im immunhistochemischen Kontext erwiesen sich eine erhéhte
CXCL10-Expression und eine erniedrigte CD45-Expression im Stadium Il als potenziell prog-
nostisch ungunstig, ebenso wie eine hohe CCL21-Expression hinsichtlich des Gesamtuberle-
bens. Im Stadium IIl war eine vermehrte subkapsulare Makrophagenanzahl mit einem signifi-
kant schlechteren Gesamtliberleben assoziiert. Andere Marker im Stadium Il zeigten Uber-
wiegend metastasengréoRenabhangige Effekte und waren daher prognostisch schwer zu inter-
pretieren (vgl. Abb. 34).
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Abb. 34: Schematische Darstellung der in dieser Studie signifikant mit dem Uberleben korrelie-
renden Biomarker. Blau: bessere Prognose. Rot: schlechtere Prognose. LK = Lymphknoten. St. = Sta-
dium. Die Pfeile hinter den jeweiligen Markern geben eine Erhéhung/Erniedrigung der jeweiligen Kon-
zentration/Expression an. Angabe mit dem betreffenden Stadium.

5.2. Chancen und Limitationen

Eine zentrale Limitation dieser Arbeit stellt die subjektive Bewertung der immunhistochemi-
schen Farbungen dar. Trotz definierter Kriterien bleibt die qualitative Einschatzung interindivi-
duell variabel. Eine standardisierte maschinelle Quantifizierung kénnte hier objektivere und
reproduzierbarere Ergebnisse liefern. Auch bei den serologischen Analysen ist die Aussage-
kraft eingeschrankt: Die geringe Anzahl verfigbarer Seren sowie deren lange Lagerung be-
einflussen moglicherweise die Verlasslichkeit der Messergebnisse. Zudem waren die Messun-
gen fur IL-4 und HAPLN1 infolge technischer Probleme — insbesondere durch eine vermutlich

zu starke Probenverdinnung — nicht verwertbar.

Hinsichtlich der untersuchten Lymphknoten bestand eine erhebliche Heterogenitat bezuglich
Grolke, Metastasierungsgrad und Erhalt von Lymphknotengewebe. Diese Variation spiegelt
zwar die klinische Realitat wider, erschwert jedoch die Vergleichbarkeit. Eine gezieltere Aus-
wahl homogener Lymphknotenproben hatte die interne Validitat erhéhen kénnen. Die Auswahl
der untersuchten Falle aus einer groReren Patientenkohorte birgt zudem ein gewisses Risiko

fur Selektionsbias.

Die geringe Fallzahl — insbesondere im Stadium Il — limitiert die statistische Aussagekraft und
erschwert multivariate Analysen. Diese waren jedoch notwendig gewesen, um die Unabhan-
gigkeit signifikanter Marker von etablierten klinischen Prognosefaktoren zu prifen. Eine ex-
terne Validierung an einer unabhangigen Kohorte wére ebenfalls winschenswert. Darlber

hinaus ist die Interpretation der immunhistochemischen Ergebnisse im Stadium 11l aufgrund
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der durch Metastasen bedingten Verdrdngung von Lymphknotengewebe nur eingeschrankt

mdglich, wahrend im Stadium Il dieser Einfluss entfallt.
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7. Anhang

7.1. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Darstellung eines schematischen Lymphknotens und der histologischen Lokalisation
der untersuchten Biomarker.

Abb. 2: Flussdiagramm mit dem Studiendesign.

Abb. 3: Darstellung reprasentativer Scorebilder flr die Expression der Marker CD20, CD45,
CD68 allgemein und speziell im subkapsularen Lymphknotenbereich.

Abb. 4: Darstellung reprasentativer Scorebilder fur die Expression von HAPLN1 (Stroma und
Metastasen), CCL21 und CXCL10.

Abb. 5: Darstellung reprasentativer Scorebilder fir die Kollagen-I-Expression.

Abb. 6: Darstellung reprasentativer Scorebilder fir die metastasare Kollagen-I-Expression in
Bezug auf die perimetastasare Kapselbildung und intrametastasare Fibrosierung.

Abb. 7: Darstellung des fernmetastasenfreien Uberlebens in Monaten.

Abb. 8: Darstellung des Gesamtiiberlebens in Monaten.

Abb. 9: Konzentrationsverteilung der Messwerte von Interleukin-6.

Abb. 10: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CCL1.

Abb. 11: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CCL21.

Abb. 12: Konzentrationsverteilung der Messwerte von CXCL10.

Abb. 13: Konzentrationsverteilung der Messwerte von HAPLN1.

Abb. 14: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CCL21 im Wé&chterlymph-
knoten.

Abb. 15: Signifikanter Unterschied des Gesamtiberlebens bei CCL21 im Stadium II.

Abb. 16: Signifikanter Unterschied der CXCL10-Expression im Wachterlymphknoten im Ver-
gleich von Stadium Il und Ill-Melanompatienten.

Abb. 17: Signifikanter Unterschied der HAPLN1-Expression im Wachterlymphknoten im Ver-
gleich von Stadium Il und lll-Melanompatienten.

Abb. 18: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von HAPLN1 im Stroma nach
Alter und Stadien.

Abb. 19: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von HAPLN1 in den Metastasen.
Abb. 20: Signifikanter Unterschied der CD20-Expression im Wachterlymphknoten im Vergleich
von Stadium Il und lll-Melanompatienten.

Abb. 21: Signifikanter Unterschied der CD45-Expression im Wachterlymphknoten im Vergleich
von Stadium Il und llI-Melanompatienten.

Abb. 22: Signifikanter Unterschied des fernmetastasenfreien Uberlebens in Abhangigkeit von
der CD45-Expression im Wachterlymphknoten im Stadium 1.

Abb. 23: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CD68 im Wachterlymph-

knoten.
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Abb. 24: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von CD68 im subkapsularen Be-
reich des Wachterlympknotens.

Abb. 25: Signifikanter Unterschied des Gesamtiberlebens stratifiziert nach der Expressions-
starke des subkapsular exprimierten CD68 im Stadium IlI.

Abb. 26: Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen des Kollagens in fibrotischen Re-
aktionen.

Abb. 27: Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen des Kollagens in der Lymphkno-
tenkapsel, im intrametastasaren Bereich sowie in perimetastasaren Kapseln.

Abb. 28: Grafische Darstellung der klinisch-chemischen Parameter zum Zeitpunkt der SLND.
Abb. 29: Grafische Darstellung von S100B im Blut von Stadium |l-Patienten.

Abb. 30: Fernmetastasenfreies Uberleben stratifiziert nach den Serumspiegeln von CRP, LDH
und Glukose.

Abb. 31: Gesamtuberleben der Patienten stratifiziert nach den Serumspiegeln von CRP, LDH
und Glukose.

Abb. 32: Fernmetastasenfreies und Gesamtliberleben stratifiziert nach der Hohe des Tumor-
markers S100B im Stadium II.

Abb. 33: Schematischer Vergleich der untersuchten Biomarker bei Patienten mit und ohne
Melanomprogression im Stadium Il.

Abb. 34: Schematische Darstellung der in dieser Studie signifikant mit dem Uberleben korre-

lierenden Biomarker.
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