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Zur besseren Lesbarkeit wird in dieser Dissertation das generische Maskulinum 

verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Personenbezeichnungen beziehen 

sich – sofern nicht anders kenntlich gemacht – auf weibliche, männliche und 

diverse Personen. 



 

1. Einleitung 
1.1. Das maligne Melanom 

1.1.1. Definition und Epidemiologie 

Das Melanom ist ein hochgradig maligner Tumor der Pigmentzellen, auch 

Melanozyten genannt, der sich in der Haut manifestiert. Melanozyten befinden sich 

in der Basalschicht (Stratum basale) der Oberhaut (Epidermis). Ihre Aufgabe ist die 

Produktion von Melanin, einem Farbstoff, der Hautzellen vor 

Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Schäden durch ultraviolette (UV)-Einstrahlungen 

schützen soll (Nagai et al. 2006). (siehe Abb. 1)  

 
Abbildung 1 Melanozyten in der menschlichen Haut 

Die äußere menschliche Haut wird in drei Schichten unterteilt, die Epidermis (Oberhaut), die Dermis 

(Lederhaut) und die Subcutis (Unterhaut). Das Stratum basale ist die unterste Schicht der Epidermis, 
die überwiegend über Hemidesmosome mit der unter ihr liegenden Basallamina verbunden ist. Die 
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Melanozyten befinden sich neben adulten Stammzellen und in unmittelbarer Nähe zu den 

Blutgefäßen im Stratum basale. Abbildung erstellt mithilfe von BioRender, mit Genehmigung. 

Beim malignen Melanom handelt es sich um einen bösartigen Tumor, der 

vorwiegend im mittleren Lebensalter (50.-60. Lebensjahr) auftritt. Das maligne 

Melanom zeichnet sich nicht nur durch seine lokale Aggressivität, sondern auch 

durch seine frühzeitige sowohl lymphogene als auch hämatogene Metastasierung 

aus (Plewig et al. 2018).  

In fortgeschrittenen Tumorstadien ist das Melanom somit die häufigste tödlich 

verlaufende Hauterkrankung und für mehr als 90% der Todesfälle aller 

Hautmalignome verantwortlich (Pflugfelder et al. 2013). 

Das Melanom befällt nach einer Studie von 2021 vor allem die hellhäutige, 

kaukasische Bevölkerung und gehört mit jährlich etwa 320 000 Fällen weltweit und 

seit Jahren steigender Inzidenz zu den am häufigsten diagnostizierten Malignomen 

(Fritsch and Schwarz 2018, Garbe and Blum 2001, Sung et al. 2021). 

2008 wurde in Deutschland sogar eine sprunghafte Zunahme der 

Erkrankungszahlen verzeichnet und das maligne Melanom lag bei Männern auf 

Platz 8 und bei Frauen auf Platz 5 der häufigsten soliden Tumore (Kaatsch et al. 

2012). 

Die altersstandardisierten Inzidenzraten in Deutschland sind in dem Zeitraum von 

1970 bis 2012 von 3 Fällen auf 19 Fälle pro 100 000 Einwohner und Jahr, und damit 

auf mehr als das Sechsfache, gestiegen. In Zukunft wird bei Männern eine 

Verdopplung der Inzidenzraten in den nächsten 20 Jahren und bei Frauen in den 

nächsten 30 Jahren erwartet (Kaatsch et al. 2015).  

 

Trotz steigender Erkrankungsrate fällt der Anstieg der Mortalitätsrate deutlich 

geringer aus und es kann von einer relativen Stabilisierung der Mortalitätsrate 

ausgegangen werden. Dies ist vor allem auf eine bessere Aufklärung der 

Bevölkerung, neue Therapieansätze und hauptsächlich auf das 2008 eingeführte 

gesetzliche Hautkrebs-Screening zurückzuführen, das Frühdiagnosen von 

prognostisch günstigeren Tumoren, die vollständig chirurgisch reseziert werden 

können, ermöglicht (Breitbart et al. 2012, Elwood 1994).  
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1.1.2. Ätiologie und Risikofaktoren 
Melanozyten haben ihren Ursprung in den Zellen der Neuralleiste, die sich während 

der embryologischen Entwicklung z.B. in der Haut, den Augen und weiteren 

Bereichen des Körpers ablagern. Es kann zu benignen Proliferationen dieser Zellen 

kommen, die aber durch das Auftreten von Nävi sichtbar werden (Dimitriou et al. 

2018). 

Es ist bekannt, dass maligne Entartungen häufig durch Mutationen von Onkogenen 

und Tumorsuppressorgenen entstehen. Dazu gehören sowohl Serine/Threonine-

Protein Kinase B-Raf (BRAF)- und Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog 

(NRAS)-Genmutationen, die Wachstum induzieren können, als auch Phosphatase 

and TENsin homolog deleted on chromosome 10  (PTEN)- und p53-Protein-

Mutationen, die Tumorsuppressorgene betreffen (Nalcaci et al. 2016). Die konkrete 

Ätiologie ist jedoch derzeit trotz umfangreicher Studien noch nicht vollständig geklärt 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2021).  

 

Sowohl endogene als auch exogene Risikofaktoren spielen für die Entstehung des 

malignen Melanoms eine Rolle. Der bedeutendste exogene Risikofaktor für die 

Entstehung des Melanoms ist die allgemeine UV-Belastung z.B. durch Sonne oder 

Solarium. Besonders gefährdet, durch ihre erhöhte Sonnenempfindlichkeit, sind 

dabei Menschen hellen Hauttyps (Typ I und II), mit rotblonder Haarfarbe und blauen 

Augen. Insgesamt eher selten treten Melanome bei Menschen mit dunkler Haut auf 

(Hauttyp III und IV), wobei sie dann meist palmoplantar oder an den Schleimhäuten 

zu finden sind, da die schützende Pigmentierung hier gering ist (Gilchrest et al. 

1999, Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). 

Durch Änderungen der Freizeit- und Urlaubsgewohnheiten in den letzten Jahren 

konnte die höchste Zunahme der Melanominzidenz in den Körperregionen 

verzeichnet werden, die vermehrt der Sonne exponiert wurden (Leitlinienprogramm-

Onkologie 2020). 

Die Sonnenexposition und Melanomentstehung verlaufen nicht direkt proportional 

zueinander. Vor allem eine kurzzeitige, intensive UV-Belastung, wie z.B. im 

Sonnenurlaub, auf einer Haut, die nicht an die Sonne gewöhnt ist beispielsweise 

(bspw.) im Kindesalter, führt zur Entstehung des Melanoms (Armstrong and Cust 

2017). Im Gegensatz dazu kann für eine regelmäßige dosierte Sonnenexposition 

soweit kein negativer Effekt in der Entstehung des Melanoms erkannt werden, da 
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so die Haut stärker pigmentiert und sogar weniger anfällig für UV-Strahlen wird 

(Chang et al. 2009, Elwood and Jopson 1997, Gandini et al. 2016, Nelemans et al. 

1993).  

 

Ein weiterer Risikofaktor ist die familiäre Prädisposition, welche bei etwa 10% aller 

Melanompatienten besteht. Im Fall von Patienten mit familiärer Vorbelastung ist das 

Auftreten von Melanomen über mehrere Generationen charakteristisch und die 

Patienten sind meist bereits in jungem Alter mit multiplen Melanomen belastet 

(Fritsch and Schwarz 2018). 

Bei der Diagnose eines malignen Melanoms bei einem Verwandten 1. Grades steigt 

somit das Risiko der Familienangehörigen von Melanompatienten, selbst ein 

Melanom zu entwickeln (Leitlinienprogramm-Onkologie 2021). 

Frühere Studien haben gezeigt, dass auch ein gehäuftes Auftreten benigner 

Nävuszellnävi einen wichtigen Risikofaktor darstellt. Die Beschaffenheit der Nävi 

spielt dabei ebenfalls eine wichtige Rolle, da sich bei atypischen Nävi, z.B. mit 

erhöhtem Durchmesser >7mm, ungleichmäßiger Farbe oder unscharfer 

Abgrenzung, das Melanomrisiko noch einmal deutlich erhöht (≥100 gewöhnliche 

melanozytäre Nävi oder ≥5 atypische melanozytäre Nävi und ≥50 gewöhnliche 

melanozytäre Nävi) (Leitlinienprogramm-Onkologie 2021, Swerdlow et al. 1986). 

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor, der die Entstehung maligner Melanome 

begünstigt, ist eine Immundefizienz. Mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HI-

Virus) infizierte oder transplantierte Patienten entwickeln bspw. häufiger maligne 

Melanome als immunkompetente Personen (Moll 2016, Tumorzentrum-München 

2011).  
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1.1.3. Klinik und Diagnostik 

Klinische Untersuchung 

In vorangehenden Studien wurde bereits ein positiver Krankheitsverlauf für 

Melanome mit geringer Tumordicke bestätigt (Balch et al. 1978, Barger et al. 1982, 

Breslow 1970, Wick 1980). Eine frühzeitige Erkennung der Erkrankung stellt somit 

einen entscheidenden Faktor für die Prognose und den Verlauf des malignen 

Melanoms dar.  

Zur initial klinischen Diagnostik des malignen Melanoms gehört daher neben einer 

ausführlichen Anamnese, in der mögliche Risikofaktoren und die Chronologie der 

Eigenanamnese erfasst werden, die sogenannte ABCDE-Regel (Tab. 1). Anhand 

der ABCDE-Regel ist auch für Laien eine makroskopische Selbstbeurteilung 

auffälliger Pigmentflecken möglich. Dabei sollen die entsprechenden Läsionen im 

Gesamtkontext aller vorliegenden Pigmentmale beurteilt werden. Sobald zwei 

Kriterien der ABCDE-Regel zutreffen, wird zu einer dermatoskopischen Kontrolle 

und häufig zu einer vorsorglichen Entfernung des Pigmentflecks geraten (Abbasi et 

al. 2004, Friedman et al. 1985, Yagerman and Marghoob 2013). 

Tabelle 1 ABCDE-Regel 

Asymmetrie Ungleichmäßige Form 

Begrenzung Unscharfe Begrenzung 

Coloration Unterschiedliche Pigmentierung 

Durchmesser Durchmesser >5mm  

Erhabenheit Erhabenheit über das normale Niveau der Haut 

hinaus 

Die ABCDE-Regel dient der Früherkennung einer malignen Transformation, sowohl durch 

dermatologisches Fachpersonal als auch durch die Patienten selbst. 

 

Dermatoskopie 

Bei diesem Verfahren können verdächtige Läsionen durch eine Lupenvergrößerung 

und unter Verwendung von z.B. polarisiertem Licht detaillierter begutachtet und mit 
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einer signifikant höheren Genauigkeit diagnostiziert werden als mit dem bloßen 

Auge (Dinnes et al. 2018, Kittler et al. 2002). Die Dermatoskopie wird vor allem zu 

einer differentialdiagnostischen Einordnung von pigmentierten Hautveränderungen 

eingesetzt und berücksichtigt lokalisationstypische Besonderheiten und 

dermatoskopische Kriterien bezüglich der beobachteten Farbtöne und 

Strukturelemente. Die sequenzielle digitale Dermatoskopie (SDD) ist eine 

weiterentwickelte Form, die auf dem Prinzip einer einfachen Dermatoskopie beruht, 

darüber hinaus aber eine Speicherung und digitale Auswertung der Bilder und somit 

eine genauere Verlaufsanalyse ermöglicht. Die SDD wird leitliniengemäß zur 

verbesserten Früherkennung maligner Melanome empfohlen, bei denen keine 

spezifischen dermatoskopischen Malignitätskriterien erkennbar sind 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020).  

Sollte es zu einer Größenprogredienz, Farbveränderung, Juckreiz, spontaner 

Blutung oder Nässen von pigmentierten Läsionen kommen, muss in jedem Fall ein 

Malignitätsverdacht gestellt werden (Schultz and Mastrangelo 1989).  

 

Sonographie 

Präoperativ kann unter Verwendung der hochfrequenten 20MHz-Sonographie die 

Tumorausdehnung in die Tiefe und auch in die Breite gemessen werden 

(Tumorzentrum-München 2011). Sowohl die Dermis als auch die Subcutis sind mit  

einer Eindringtiefe von ca. 8mm sehr gut darzustellen (Leitlinienprogramm-

Onkologie 2020, Tumorzentrum-München 2011). Die mittelfrequente 7,5-15MHz-

Sonographie wird zur frühzeitigen Detektion von In-transit-Metastasen und 

Lymphknoten- und subcutanen Metastasen eingesetzt, sowohl im präoperativen 

Staging des Lymphknotenstatus als auch in der Nachsorge des malignen Melanoms 

(Tumorzentrum-München 2011). Durch die Sonographie kann eine Sensitivität und 

Spezifität von ca. 80% erreicht werden, wobei dieses jedoch stark von dem 

vorliegendem Stadium abhängig ist und vor allem die Erfassung kleiner 

Lymphknotenmetastasen eine geringere Sensitivität hat (Leitlinienprogramm-

Onkologie 2020). 
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Sentinel-Lymphknoten-Biopsie 

Gemäß der aktuellen Leitlinien dient die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SLNB) in 

der heutigen Therapie des malignen Melanoms primär dem Staging des Patienten 

und stellt damit eine diagnostische Maßnahme dar (Leitlinienprogramm-Onkologie 

2020). Die SLNB wird ab einer Tumordicke von 1mm empfohlen, falls es keine 

Hinweise auf lokoregionale Metastasen oder Fernmetastasen gibt, wobei die 

Tumordicke mit der Wahrscheinlichkeit einen positiven Wächterlymphknoten zu 

detektieren steigt (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Falls das Vorliegen eines 

positiven Wächterlymphknotens durch zusätzliche Risikofaktoren begünstigt wird, 

soll die SLNB auch bereits bei einer geringeren Tumordicke durchgeführt werden 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Zu diesen zusätzlichen Risikofaktoren 

zählen eine Ulzeration des Primärtumors, eine erhöhte Mitoserate im Primärtumor 

und das Vorhandensein von Tumorzellen in peritumoralen Lymphgefäßbahnen 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Auch bei einem Erkrankungsalter unter dem 

40. Lebensjahr ist eine SLNB indiziert, da vor allem jüngere Patienten häufiger einen 

positiven Wächterlymphknoten auch bei geringen Tumordicken (<1mm) aufweisen 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Bei dem malignen Melanom wird der 

Sentinel- oder auch Wächterlymphknoten als der erste Lymphknoten im 

Lymphabstromgebiet des betroffenen Hautareals mit zuführender Lymphbahn 

definiert (Plewig et al. 2018). Indem die Lymphabflusswege mittels 

Lymphoszintigraphie dargestellt werden, ist es möglich den betreffenden Sentinel-

Lymphknoten zu lokalisieren. Dafür wird eine radioaktive Tracersubstanz, meist 

technetiummarkiertes Nanokolloid 99mTc, in die Umgebung des zuvor exzidierten 

Melanoms oder nahe der Exzisionsnarbe streng intracutan injiziert. Danach können 

die abführenden Lymphbahnen mittels Gammakamera dargestellt und der Sentinel-

Lymphknoten identifiziert, auf der Haut des Patienten markiert und anschließend 

exstirpiert werden. Durch die Lymphabstromszintigraphie ist es möglich, über 98% 

der Sentinel-Lymphknoten zu detektieren (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020).  

Im Kopf-Hals-Bereich bietet es sich, aufgrund der erschwerten Lokalisierbarkeit an, 

die Detektion mit einer statischen Single-Photon-Emissionscomputertomographie/ 

Computertomographie (SPECT/CT) durchzuführen. Durch die Kombination von 

hochauflösenden CT-Bildern und der funktionellen Bildgebung einer 

Gammakamera kann so die anatomische Lage der zu exstirpierenden Lymphknoten 
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dargestellt werden (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Der detektierte Sentinel-

Lymphknoten wird nach seiner Entnahme histopathologisch untersucht. Dafür 

werden die Lymphknoten zunächst nach bestimmten Schemata geschnitten, mit 

Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt und zusätzlich mittels immunhistochemischer 

Färbungen analysiert (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Die gängigen Marker 

sind dabei HMB45, S100B und Melan-A/MART-1 (Leitlinienprogramm-Onkologie 

2020). Bei dieser histopathologischen Untersuchung ist die Unterscheidung von 

Melanomzellen von melanozytären Nävuszellen wichtig (Leitlinienprogramm-

Onkologie 2020, Tumorzentrum-München 2011). 

 
1.1.4. Klassifikation des malignen Melanoms 

Nach der WHO lässt sich das Melanom klinisch und histologisch in vier 

verschiedene Haupttypen, das Lentigo-maligna-Melanom, das Superfiziell-

spreitende-Melanom, das Noduläre Melanom und das Akrolentiginöse Melanom 

unterteilen (LeBoit et al. 2006). Daneben finden sich seltene Subtypen, wie das 

wenig bzw. nicht pigmentierte Amelanotische Melanom, das eine Sonderrolle 

einnimmt, da es aufgrund seiner meist späten Diagnose einen schlechteren Verlauf 

hat (Thomas et al. 2014). 

Neben dem Typ des Melanoms ist die Tumorklassifikation in das TNM-System nach 

der American Joint Committee on Cancer (AJCC) entscheidend für die Einordnung 

der Tumore hinsichtlich der Prognose und des diagnostischen sowie 

therapeutischen Vorgehens. Die TNM-Klassifikation für das maligne Melanom 

umfasst den Primärtumor (T), regionäre Lymphknoten (N) sowie das Vorliegen von 

Fernmetastasen (M). Das Hauptaugenmerk der T-Klassifikation wird dabei auf die 

Tumordicke nach Breslow und die Tumorulzeration gelegt (Balch et al. 2009). Seit 

Beginn des Jahres 2018 ist die AJCC-Klassifikation 2016 verbindlich umzusetzen, 

die auf der Version von 2009 beruht (siehe Abb. 2 und Supplement (Supp.) 1-4). 
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Abbildung 2 Tumordicke nach Breslow, angepasst an die Klassifikation der AJCC 2016 

Grundlage für die histopathologische Beurteilung ist eine vollständige Exzision des Tumors, wobei 
die vertikale Tumordicke nach Breslow als wichtiger Parameter in die Klassifikation und 

Prognosebeurteilung des malignen Melanoms eingeht (Balch et al. 2009). So wird die Tumordicke 

am histologischen Präparat mit Hilfe eines Netzokulars, zwischen dem Stratum granulosum der 

Epidermis und der am tiefsten in das Gewebe infiltrierenden Melanomzelle gemessen und in 

Millimetern angegeben (Balch et al. 2009). Abbildung erstellt mithilfe von BioRender, mit 

Genehmigung. 

 
1.1.5. Therapie des malignen Melanoms 

Da das maligne Melanom ein sehr aggressiver Tumor ist, bei dem die bisher 

eingesetzten Therapien noch wenig erfolgreich sind, wurde in den letzten Jahren 

intensiv an der Entwicklung neuer Therapiemöglichkeiten geforscht. Ein großer 

Fortschritt konnte durch die 2011 in das Therapieschema eingeführten 

Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICB) und durch sogenannte „targeted therapies“ 

erzielt werden. Diese Therapien schlagen jedoch nicht bei allen Patienten an und 

es bilden sich weiterhin Tumorresistenzen. Daher ist noch eine Weiterentwicklung 

dieser erfolgsversprechenden Therapiemöglichkeiten erforderlich. 
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Sollte nach eingehender Diagnose der Verdacht auf ein malignes Melanom 

bestehen, wird die primäre Exzision mit einem ausreichenden Sicherheitsabstand 

und die anschließende histologische Aufbereitung empfohlen (Tran et al. 2008). 

Dabei ist die primäre radikale Exzision mit ausreichendem Sicherheitsabstand der 

wichtigste Bestandteil für einen kurativen Therapieansatz (Pflugfelder et al. 2013). 

In vorangehenden Studien wurde die Größe des nötigen Sicherheitsabstandes 

immer wieder kontrovers diskutiert. Laut der aktuellen Leitlinien wird ein 

Sicherheitsabstand von 1cm bei pT1 und pT2 Tumoren und ein Abstand von 2cm 

bei pT3 und pT4 Tumoren empfohlen. Im Einzelfall sollte die endgültige 

Entscheidung über den konkreten Sicherheitsabstand allerdings die Lokalisation 

des Primärtumors und die potenzielle Tumorausbreitung berücksichtigen und 

schließlich im Einverständnis zwischen Patient und Operateur erfolgen. 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Ab einer Tumordicke von 1mm und ohne 

Hinweis auf lokoregionale Metastasen oder Fernmetastasen soll im Rahmen des 

Stagings und zu einer besseren Vorhersage des Krankheitsverlaufs eine SLNB 

erfolgen. Eine therapeutische Lymphknoten-Dissektion soll dagegen durchgeführt 

werden, falls es sich um eine zytologisch oder histologisch belegte lymphogene 

Metastasierung ohne Fernmetastasierung handelt (Leitlinienprogramm-Onkologie 

2020).  

Bei Vorliegen von fortgeschrittenen Tumorstadien, nicht-operablen lokoregionären 

Lymphknoten sowie nicht-operablen Fernmetastasen muss, zusätzlich zur 

operativen Tumorentfernung, auf weiterführende Therapieoptionen zurückgegriffen 

werden. Es haben sich mehrere Therapiemöglichkeiten etabliert, die grundsätzlich 

zur Verfügung stehen.  

Eine mögliche adjuvante Therapie ist die Radiotherapie mit 50-60Gy des 

entsprechenden Areals, die laut der aktuellen Leitlinien nach Lymphadenektomie 

empfohlen wird, wenn mehr als drei Lymphknoten befallen waren, ein 

Kapseldurchbruch diagnostiziert wurde, eine Lymphknotenmetastase mit einem 

Durchmesser von mehr als 3cm aufgefunden wurde oder auch im Falle eines 

lymphogenen Rezidivs. Es konnte derzeit jedoch noch kein positiver Einfluss einer 

postoperativen adjuvanten Radiotherapie des Lymphabflussgebietes auf die 

Überlebenszeit belegt werden (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020, Mendenhall et 

al. 2017). Einen weiteren Therapieansatz stellt die medikamentöse Immuntherapie 
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dar. Dabei wurde in diversen Studien über viele Jahre hin die Therapie mit Interferon 

alpha untersucht im Hinblick auf chemische Zusammensetzung, Dosierung, 

Applikationsform und Therapiedauer und es konnten signifikante Verbesserungen 

im Hinblick auf ein rezidivfreies Überleben der Patienten festgestellt werden. Dabei 

gehören zu den wichtigsten Wirkmechanismen der Interferone die Induktion der 

Apoptose und Antiangiogenese, die Verstärkung der phagozytären Aktivität, die 

Aktivierung der natürlichen Killerzellen (NK) und die Stimulation von zytotoxischen 

T-Lymphozyten (Tumorzentrum-München 2011). Der positive Effekt auf das 

Gesamtüberleben bleibt jedoch weiterhin umstritten und konnte teilweise nur unter 

Hochdosistherapien erreicht werden. Leitliniengemäß wird aktuell ab einem 

Stadium IIB eine adjuvante Interferontherapie angeboten, die jedoch häufig mit 

schwerwiegenden Nebenwirkungen einhergeht (Fallahian et al. 2017, 

Leitlinienprogramm-Onkologie 2020, Mocellin et al. 2010). Ein Meilenstein in der 

Therapie des malignen Melanoms konnte durch die Etablierung von humanen 

monoklonalen Antikörpern (AK) erreicht werden. Diese fungieren als ICB, indem sie 

das zytotoxische T-Lymphozytenantigen 4 (CTLA-4) auf den T-Zellen blockieren, 

das zuvor aktivierte T-Zellen negativ reguliert. Mittels dieser Blockade von CTLA-4 

kann die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen, Autoimmunität und die 

Antitumor-Immunität modelliert und verstärkt werden. Dabei wird der Tumor zum 

Ziel des Immunsystems und seine Immuntoleranz aufgehoben. Den Anfang als 

zugelassenes Medikament dieser Art machte Ipilimumab im Jahr 2011 

(Tumorzentrum-München 2011). Durch die Kombination dieser Immuntherapeutika 

mit monoklonalen AK, die an den Rezeptor Programmed Death 1 (PD-1) binden, 

wurde die Therapie weiterentwickelt und optimiert. PD-1 ist ein Molekül, das 

ebenfalls an der Regulierung der T-Zell-Aktivität beteiligt ist, das bei Tumorpatienten 

allerdings durch den Liganden PD-L1 inhibiert wird. Die Blockade von PD-1 bzw. 

PD-L1, durch bspw. Nivolumab und Pembrolizumab, kann die Antitumor-Aktivität 

der T-Zellen enthemmen, so dass das Immunsystem den Tumor wiedererkennen 

und diesen abwehren kann. Diverse Studien berichten über immense Erfolge dieser 

Behandlungsoptionen (Agarwala 2010, Hamid et al. 2013, Luke et al. 2013, Samuel 

et al. 2019). Die vorangehenden Studien weisen darauf hin, dass Patienten sogar 

trotz Metastasierung geheilt werden könnten, wobei derzeit allerdings noch keine 

ausreichende Nachbeobachtungszeit existiert, in der diese Vermutung bestätigt 

werden kann (Ahmed and Kelly 2016). Falls die Aktivität spezifischer Kinasen 
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aufgrund einer Mutation im Tumorgenom erhöht ist, kann die Inhibition einzelner 

oder mehrerer Signalmoleküle („targeted therapies“) die Proliferation und das 

Überleben der Tumorzellen eindämmen. Sollte bspw. eine BRAF-Mutation des 

Codons V600 vorliegen, was bei ungefähr 50% aller metastasierten Melanome der 

Fall ist, besteht die Möglichkeit BRAF-Signaltransduktionsinhibitoren, wie z.B. 

Vemurafenib oder Dabrafenib, einzusetzen und somit gezielt mutierte Proteine 

anzugreifen. Es konnte gezeigt werden, dass 60-70% der Patienten auf diese 

Therapie ansprechen und sowohl BRAF- als auch Mitogen-activated protein kinase 

kinase (MEK)-Inhibitoren einen verlängernden Einfluss auf die progressionsfreie 

Zeit und das Gesamtüberleben haben (Ahmed and Kelly 2016, Luke et al. 2013, 

Mackiewicz and Mackiewicz 2018). Laut aktuellen S3-Leitlinien wird die 

Kombination von BRAF-Inhibitoren mit einem MEK-Inhibitor oder einem ICB (PD-1 

Monotherapie oder PD1+CTLA-4 Antikörpertherapie) empfohlen 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Falls überlegenere Therapieschemata 

(BRAF/MEK-Inhibitoren oder PD-1-AK) nicht in Frage kommen, besteht die 

Möglichkeit eine Monochemotherapie mit Dacarbazin durchzuführen. Mit einer 

Polychemotherapie als etablierte Systemtherapie lässt sich eine höhere 

Remissionsrate gegenüber der Monochemotherapie erzielen, es muss jedoch 

sowohl mit einer deutlich höheren Toxizität als auch Nebenwirkungsprofil gerechnet 

werden. Insgesamt gilt das Melanom jedoch als wenig Chemotherapie-sensibel und 

es zeigte sich keine signifikante Verlängerung des medianen Gesamtüberlebens 

oder des  progressionsfreien Überlebens der Patienten nach Chemotherapie 

(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Aus diesem Grund ist die Indikation einer 

Chemotherapie sorgfältig abzuwägen und wird gewöhnlich nur bei 

therapierefraktären Fällen als palliative Therapie eingesetzt. 

 
1.1.6. Nachsorge des malignen Melanoms 

Einen besonderen Stellenwert für die frühzeitige Erkennung von Rezidiven und 

Zweitmelanomen sowie für die psychosoziale Unterstützung des Patienten hat die 

engmaschige Melanomnachsorge. Das diagnostizierte Stadium bestimmt dabei in 

welchem Intervall die Kontrolle erfolgen soll, da ein fortgeschrittenes Stadium 

gleichzeitig ein dementsprechend erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines 

Rezidivs anzeigt (Pflugfelder et al. 2012, Rutkowski and Blank 2014) (Tab. 2).  
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Gerade in den ersten drei Jahren nach der Diagnosestellung hat eine adäquate 

Nachkontrolle einen sehr hohen Stellenwert, da hier die Gefahr einer 

Rezidiventwicklung mit 80% am höchsten ist. Da sich nach sechs bis zehn Jahren 

das Risiko einer Rezidiventwicklung allmählich verringert, können die Kontrollen ab 

diesem Zeitraum individuell reduziert werden (Bauer and Garbe 2003, Hohnheiser 

et al. 2011, Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). 

Tabelle 2 Risikoadaptierte Nachsorgeintervalle des malignen Melanoms 
(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020) 

Nachsorgeintervalle 
Stadium Jahr 1-3 Jahr 4-5 Jahr 6-10 
IA 6-monatlich Jährlich Jährlich 

IB-IIB 3-monatlich 6-monatlich 6-bis 12-monatlich 

Ab IIC 3-monatlich 3-monatlich 6-monatlich 

 

Den aktuellen deutschen Leitlinien zufolge sollte die Nachsorge aller Patienten eine 

genaue körperliche Untersuchung beinhalten. Dies beinhaltet eine sorgfältige 

Anamnese, Inspektion und Palpitation des OP-Gebietes und die Untersuchung 

angrenzender Lymphregionen, die ab dem Stadium IB auch sonographisch erfolgen 

sollte. Bei asymptomatischen Patienten soll ab Stadium IB ebenfalls die 

Bestimmung des Tumormarkers S100B im Rahmen der regulären Nachsorge 

durchgeführt werden (Bafounta et al. 2004, Leitlinienprogramm-Onkologie 2020, 

Voit et al. 2001). Ab dem Stadium IIC sind außerdem regelmäßige 

Schnittbildgebungen zur frühzeitigen Detektion von Fernmetastasen sinnvoll. Im 

Hinblick auf die Vermeidung von Strahlenbelastung und die bessere Auflösung bei 

der Abbildung von Weichteilen ist dabei die Magnetresonanztomographie das Mittel 

der Wahl (Hausmann et al. 2011). Nach einem Zeitraum von zehn Jahren sollten 

regelmäßige Selbstuntersuchungen sowie eine jährliche Ganzkörperuntersuchung 

auf Zweitmelanome stattfinden (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). 

 
1.1.7. Tumorprogression und Konsequenz für den 

Patienten 

Ein entscheidender Faktor für Progression und Mortalität des malignen Melanoms 

ist die Metastasierung in Lymphknoten oder entfernten Organen (Pflugfelder et al. 
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2013). Die malignen Tumorzellen breiten sich dabei über das Blut- und 

Lymphsystem im gesamten Organismus aus (Pantel and Brakenhoff 2004). Dieser 

Vorgang wird in der „seed and soil“-Theorie beschrieben, die besagt, dass die 

Metastasierung ein zielgerichteter Prozess ist und sich nur in Organen und an 

Stellen mit optimalen Wachstumsbedingungen entwickeln kann (Ganley et al. 

1989). Die bevorzugten Metastasierungsorgane des malignen Melanoms sind die 

umgebende Haut, das zentrale Nervensystem (ZNS), die Leber, die Lunge und das 

Skelettsystem (Abusaif et al. 2013).  

Das maligne Melanom besitzt im Verhältnis zu seiner zunächst noch relativ geringen 

Tumormasse, schon früh eine schlechte Prognose aufgrund einer frühzeitigen 

lymphogenen und hämatogenen Metastasierung (Abusaif et al. 2013). Falls das 

maligne Melanom jedoch früh diagnostiziert wurde, im Ganzen chirurgisch reseziert 

werden konnte und weder Lymphknoten- oder Fernmetastasen aufweist, liegt die 

10-Jahres-Überlebensrate bei ca. 90%. Im Falle des Nachweises von 

Melanomzellen in nahen Lymphknoten oder Mikrometastasen in naher Umgebung, 

sinkt die Überlebensrate nach zehn Jahren allerdings schon auf 68-25%. Bereits 

bei einer einmaligen Metastasierung in entfernte Lymphknoten oder 

Fernmetastasierung in andere Organe liegt die 10-Jahres-Überlebensrate dann bei 

unter 10% (Abusaif et al. 2013, Balch et al. 2001, Balch et al. 2001). 

 
1.1.8. Tumor und das Immunsystem 

Das maligne Melanom gehört zu den besonders immunogenen Tumoren, deren 

Entstehung und Entwicklung vom Immunsystem beeinflusst wird. Die Rolle des 

Immunsystems bei der Tumorentstehung und Metastasierung wird kontrovers 

diskutiert. Weil bei immunsupprimierten Patienten sowohl Spontanremissionen als 

auch aggressive Verläufe beobachtet werden können wird deutlich, dass das 

Immunsystem eine komplexe Rolle einnimmt (de Visser et al. 2006, Eigentler et al. 

2008). Das Immunsystem spielt, im Rahmen der Immunosurveillance, eine wichtige 

Rolle bei der Kontrolle und Abwehr entarteter Zellen (Becker et al. 2002, Burnet 

1970, Shankaran et al. 2001). Dennoch gibt es ebenfalls Hinweise, dass das 

Immunsystem das Tumorwachstum fördern kann (Santin et al. 2004). Die 

gegenseitige Wechselwirkung zwischen Immunsystem und Tumor wird von einigen 

Autoren mit dem Begriff Immunoediting beschrieben (Santin et al. 2002). Bestimmte 
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Zellen des Immunsystems sind dazu fähig, entartete von gesunden Zellen zu 

unterscheiden und anschließend zu lysieren. Vor allem die Cluster of differentiation 

(CD)8+ T-Lymphozyten nehmen bei der Tumorsuppression eine Schlüsselrolle ein, 

da sie die Fähigkeit haben entartete Zellen anhand spezifischer Peptide, 

sogenannter Tumor assoziierter Antigene, zu erkennen und folglich zu lysieren. Die 

Grundlage für diesen Prozess ist dabei die Präsentation des entsprechenden 

Peptids auf den Haupthistokompatibilitätskomplexen der Klasse I (MHC-I) von 

Antigen präsentierenden Zellen (APC) (Chavez-Galan et al. 2009). NK sind dazu 

fähig, Tumorzellen nicht nur ohne vorherige Aktivierung, sondern auch unabhängig 

von präsentierten Selbstantigenen und über verschiedene Keimbahn-codierte 

Rezeptoren zu erkennen (Morvan and Lanier 2016). Im Gegensatz dazu sind 

Makrophagen bspw. dazu fähig, durch Freisetzung bestimmter Wachstumsfaktoren, 

Enzyme und Cytokine zur Tumorprogression beizutragen (Siveen and Kuttan 2009). 

Die Rolle der neutrophilen Granulozyten wird weiter kontrovers dargestellt, wobei 

der protumoröse Aspekt im Vordergrund steht. Sie werden unter anderem als 

Hauptbestandteil und Antrieb bei der Initiation von Metastasen innerhalb einer (prä-

)metastatischen Mikroumgebung in entfernten Organen beschrieben. Neutrophile 

sind dazu fähig sowohl Faktoren zu produzieren, welche die Tumorproliferation und 

-invasion direkt verstärken und Angiogenese stimulieren, als auch 

immunosupressive Effekte direkt zu induzieren (Coffelt et al. 2016, Powell and 

Huttenlocher 2016, Wculek and Malanchi 2015). Neutrophile können bspw. durch 

Freisetzen von neutrophiler Elastase und Matrix Metallopeptidase 8/9 (MMP 8/9) 

aus ihrer Granula die extrazelluläre Matrix (ECM) und die Inflammation in der 

Tumormikroumgebung modulieren und die Tumorprogression fördern (Coffelt et al. 

2016, Pieterse et al. 2017, Powell and Huttenlocher 2016). Durch die von ihnen 

freigesetzte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ist es ihnen möglich, sowohl DNA-

Schäden und genetische Instabilität zu verursachen als auch die CD8+T-

Zellfunktion zu hemmen und somit eine immunsuppressive Mikroumgebung zu 

schaffen (Siska et al. 2017). Tumorzell-vermittelte Aktivierung der Neutrophilen 

kann unter anderem zu der Formation von Neutrophilen Extrazellulären Fallen 

(NETs) führen. Dieser Prozess der Anordnung von netzartigen extrazellulären 

Strukturen aus Histonen und Bestandteilen der neutrophilen Granula auf einem 

Gerüst aus dekondensiertem Chromatin der Neutrophilen wird allgemein als 

NETose bezeichnet. Mittels der NETose ist es den Neutrophilen möglich, eine 
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immunsuppressive Wirkung auf die CD8+T-Zellen auszuüben und durch 

freigesetzte protumoröse Faktoren wie z.B. ROS, MMP9 oder Elastasen eine 

Tumorproliferation und -invasion direkt zu stimulieren. Darüber hinaus fördern NETs 

außerdem Tumor-assoziierte Thrombose (Carlos E de Andrea 2021, Cedervall et 

al. 2016, Demers et al. 2012, Demers et al. 2016). Im Gegensatz zu der vermeintlich 

tumor- und metastasierungsfördernden Wirkung von Neutrophilen, gibt es auch 

neue Arbeiten, die eine anti-metastasierende Wirkung von Neutrophilen und NETs 

zeigen (Casanova-Acebes et al. 2018, Schedel et al. 2020). In vorangehenden 

Studien konnte gezeigt werden, dass eine große Anzahl von Neutrophilen in die 

meisten gesunden Gewebe mit gewebsspezifischer Dynamik und 

tageszeitabhängigen Schwankungen infiltrieren kann. Im Kontext des 

Tumorgeschehens konnte gezeigt werden, dass eine Depletion der Neutrophilen 

die Karzinogenese, das Zellüberleben und die Migration beeinflusst. In einer 

vorangehenden Studie konnten die Tageszeit abhängigen Schwankungen bei der 

Bildung von B16F1 induzierten Lungenmetastasen gezeigt werden, wobei diese 

durch Depletion der Neutrophilen entfiel (Casanova-Acebes et al. 2018). Genauer 

erwies sich das Infiltrationsverhalten von Neutrophilen und B16F1 Zellen in das 

Lungengewebe im Tagesverlauf als konträr und zeigt somit eine mögliche 

antimetastatische Wirkung der Neutrophilen. Es wurde somit postuliert, dass die 

Tageszeit ein kritischer Punkt für die Bildung von Metastasen und die initiale 

Infiltration von Tumorzellen ins Gewebe ist, die durch Neutrophile beeinflusst wird 

(Casanova-Acebes et al. 2018).  

Des Weiteren konnte im Einklang mit der antineoplastischen Rolle von NETs in 

murinen Melanom Modellen und in Experimenten mit humanen Melanomzellen 

gezeigt werden, dass NETs die Migration von Melanomzellen in vitro hemmen und 

einen zytotoxischen Effekt haben (Blenman et al. 2019, Schedel et al. 2020). Zudem 

konnte gezeigt werden, dass die Menge an intratumoralen NETs nicht mit der 

Tumorprogression bei malignem Melanom korreliert (Schedel et al. 2020). Ein 

antitumoröser Effekt durch NETs konnte bspw. ebenfalls für 

Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich beobachtet werden (Millrud et al. 

2017). 

Es wird deutlich, dass die inflammatorischen Zellen in der Tumormikroumgebung 

eine entscheidende Rolle spielen. Trotz allem ist die genaue Kommunikation und 
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Wirkung des Immunsystems auf die Tumorzellen nach wie vor noch nicht vollständig 

verstanden. 

 
1.2. Chemokine und ihre Verteilung 

Die Grundlage für die Kommunikation innerhalb des Immunsystems und zwischen 

den beteiligten Zellen sind Cytokine. Chemokine stellen eine Untergruppe der 

Cytokine dar, die ihren Namen erhalten, da sie kleine niedermolekulare 

chemotaktische Cytokine sind. Anhand eines Evolutionsmodells kann der Ursprung 

des Chemokinsystems auf eine Zeit vor ca. 650 Millionen Jahren zurückgeführt 

werden, wobei es jedoch bis zur heutigen Zeit noch nicht vollständig verstanden ist 

(DeVries et al. 2006). Im menschlichen Genom konnten 50 Chemokine und 18 

Chemokinrezeptoren identifiziert werden. Sowohl für das angeborene als auch für 

das erworbene Immunsystem ist eine synchronisierte Migration von Leukozyten 

entscheidend, die hauptsächlich durch das Zusammenwirken von Chemokinen 

gesteuert wird. Chemokine haben die Fähigkeit eine große Anzahl von Zellen zu 

lenken und somit einen spezifischen Attraktionsgradienten festzulegen. Chemokine 

stellen einen vielseitigen Effektor bei dem Wachstum, der Veränderung und der 

Reparatur von Gewebe da. Dabei weist das Chemokinsystem, bestehend aus 

Liganden und Rezeptoren, eine „Kreuzreaktivität“ von mehreren Liganden mit einer 

kleinen Menge an Rezeptoren auf (Burkhardt et al. 2012).  

 

Das Chemokinsystem induziert zum einen die Migration von Immunzellen, zum 

anderen fördert es die neurale Entwicklung. Außerdem beeinflusst es sowohl 

Angiogenese und Kollagenproduktion als auch die Proliferation hämatopoetischer 

Vorläuferzellen (Anthony and Link 2014, Broxmeyer 2006, Dimberg 2010, Kalderen 

et al. 2014, Lisignoli et al. 2006, Zou et al. 1998). Darüber hinaus wird vermutet, 

dass Chemokine und ihre Rezeptoren eine tragende Rolle bei der Bestimmung des 

Ziels von metastasierenden Tumorzellen haben (Sarvaiya et al. 2013).  

Im Fall des metastasierenden Mamma-Karzinoms werden z.B. der CXC-Motiv-

Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) und der CC-Chemokinrezeptor Typ 7 (CCR7) 

 stark in den Karzinomzellen exprimiert und ihre jeweiligen Liganden CXC-Motiv-

Chemokinligand 12 (CXCL12)/Stromal-cell-derived factor 1-alpha (SDF-1alpha) 

und CC-Chemokinligand 21 (CCL21)/ 6CkineSmall-inducible cytokine A21 (6Ckine) 

weisen in den primär metastasierten Zielorganen die höchste Expression auf. Somit 
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metastasieren Mamma-Karzinomzellen mit hochregulierter Expression dieser 

Rezeptoren in Organe, die die entsprechenden Liganden exprimieren (Muller et al. 

2001). In früherer Literatur konnte für Melanomzellen ein ähnliches Verhalten in 

Bezug auf das Ligand-Rezeptor-System von CC-Chemokinligand 27 (CCL27)- CC-

Chemokinrezeptor Typ 10 (CCR10) und CXCL12-CXCR4 festgestellt werden 

(Monteagudo et al. 2012). Des Weiteren scheinen Signale aus der Mikroumgebung 

von Parenchymzellen des Gehirns, wie z.B. Astrozyten, Melanomzellen, die CC-

Chemokinrezeptor Typ 4 (CCR4) oder CD271 exprimieren, spezifisch zu steuern. 

Innerhalb des Gehirnparenchyms werden diese Melanomzellen so 

umprogrammiert, dass sie einen „neuronalen“ Phänotyp annehmen und somit 

weiter in das Gehirngewebe eindringen können (Redmer 2018). 

 
Die Verfügbarkeit von Chemokinen hängt von der Expressionsregulation 

verschiedener Zelltypen ab und variiert innerhalb des Chemokinsystems, weshalb 

eine detaillierte Beschreibung den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen würde 

(Deng et al. 2013, Fang et al. 2015, Owen et al. 2011, Prins et al. 2014, Sierra-

Filardi et al. 2014). 

Die Verteilung der Chemokine im Gewebe wird durch Bindungspartner wie 

Glycosaminoglykane (GAG), inaktivierende Proteine und rezeptorvermittelte 

Clearance gesteuert. GAGs sind lineare Polysaccharide mit Strukturen, die 

spezifisch für Zelle, Gewebe und Entwicklungsstadium sind (Li and Kusche-

Gullberg 2016, Vallet et al. 2021). Aktuelle Literatur zeigt, dass eine spezifische 

Chemokinproduktion und -verteilung, die Verfügbarkeit von Chemokinen prägen 

(Yang et al. 2014, Zlotnik et al. 2011). Dabei wird die biologische Aktivität der 

meisten Chemokine durch ihre Wechselwirkung mit GAGs wie bspw. Heparansulfat 

(HS) gesteuert (Proudfoot et al. 2017). Somit kann in Bezug auf vorherige Literatur 

postuliert werden, dass die Chemokinverteilung im (Tumor-)gewebe durch 

Chemokin-Bindungspartner, im Besonderen GAGs gesteuert wird (Izraely et al. 

2010, Pastore et al. 2004, von Luettichau et al. 2008). 

Die physiologische Aufgabe von Chemokinen ist es, Zellen wie bspw. Leukozyten 

anzuziehen, wobei die Migration dieser Zellen durch die Konzentration der 

Chemokine gesteuert wird. In vorangehender Literatur wurde bspw. gezeigt, dass 

der von Makrophagen produzierte CXC-Motiv-Chemokinligand 9 (CXCL9) die 

Infiltration von CD8+ T-Zellen in das Gewebe fördert (House et al. 2020). Der 
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Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF) steuert die Rekrutierung von 

Neutrophilen (Wculek and Malanchi 2015) und der CC-Chemokinligand 2 (CCL2) 

die Rekrutierung von Makrophagen (Roblek et al. 2019). Die Verteilung von 

Chemokinen innerhalb des Gewebes steuert dabei die Richtung, aber ebenfalls 

auch die Geschwindigkeit der Zellbewegung. Eine einfache homogene 

Konzentration eines Chemokins führt nachgewiesenermaßen zu einer 

ungerichteten Zellbewegung, wobei im Gegensatz dazu ein Konzentrationsgradient 

den Zellen eine Richtung für die Wanderung vorgibt. Daher ermöglicht der 

Konzentrationsgradient von Chemokinen die Rekrutierung einer großen Menge von 

Zellen an eine spezifische Stelle innerhalb des Gewebes. In vivo sind diese 

Gradienten aufgrund der Sequestierung von Chemokinen, in bestimmten Regionen 

des Migrationsweges, von GAGs abhängig (Allen et al. 2007). Die Wechselwirkung 

zwischen GAGs und Chemokinen kann über die Richtung der Zellmigration hinaus 

auch die Aufnahme von Reizen durch Chemokine und somit intrazelluläre Signale, 

die den Leukozytenarrest und die Zelldiapedese steuern, bestimmen (Proudfoot et 

al. 2003).   

 

Da GAGs jedes Gewebes unterschiedlich sind und die Affinitäten von Chemokinen 

zu GAGs ebenfalls äußerst verschieden sind, wird laut früherer Literatur erwartet, 

dass eine gewebsspezifische Koordination zwischen Rezeptoren, GAGs und 

Liganden besteht (Proudfoot et al. 2017, Schenauer et al. 2007). Die Affinität zu den 

GAGs hängt sowohl von den molekularen Eigenschaften des Chemokins und dem 

Grad der Chemokin-Oligomerisation als auch von umgebungsbedingten Faktoren 

wie dem pH-Wert ab (Dubrac et al. 2010, Proudfoot et al. 2003, Veldkamp et al. 

2005). Somit ist die Bindungsaffinität zu GAGs eine kritische Chemokineigenschaft, 

die ihre Verfügbarkeit und biologische Funktion bestimmt (Sheng et al. 2013).  

In einer früheren Studie konnte z.B. gezeigt werden, dass die durch CXC-Motiv-

Chemokinligand 8 (CXCL8) vermittelte Endotheladhäsion von Neutrophilen infolge 

einer Injektion von CXCL9 Liganden, die eine deutlich höhere Affinität zu HS 

aufweisen, inhibiert werden konnte (Vanheule et al. 2017). 

Die Wechselwirkungen zwischen Chemokinen und GAGs sind hochkomplex und 

hängen von verschiedenen spezifischen Faktoren ab, wobei Änderungen des pH-

Wertes, die GAG Struktur und die Chemokin-Oligomerisation das Ausmaß, die 

Intensität und die Dauer von Chemokin-Gradienten zu bestimmen scheinen (Allen 
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et al. 2007, Proudfoot et al. 2003, Schenauer et al. 2007, Veldkamp et al. 2005). 

Darüber hinaus hängt die biologische Aktivität jedes Chemokins von seiner 

Bioverfügbarkeit und wiederum von seiner Loslösung von den GAGs innerhalb der 

ECM ab (Izraely et al. 2010, Proudfoot et al. 2017, Sheng et al. 2013, Zlotnik et al. 

2011). 

 
1.3. Heparansulfat  

Zu den sechs GAGs der Säugetiere zählen Chondroitinsulfat (CS), Dermatansulfat 

(DS), Heparin, HS (Gallagher 2015, Li and Kusche-Gullberg 2016), Hyaluronsäure 

(Caterson and Melrose 2018, Garantziotis and Savani 2019) und Keratansulfat 

(Caterson and Melrose 2018, Pomin 2015). GAGs sind lineare Polysaccharide, die 

aus Disaccharid Wiederholungen bestehen, wobei ihre Strukturen hinsichtlich 

Länge, Sulfatierung und Epimerisierungsmuster spezifisch für Zelle, Gewebe und 

Entwicklungsstadium sind (Li and Kusche-Gullberg 2016, Vallet et al. 2021). Laut 

aktuellem Kenntnisstand werden die Polysaccharid Ketten von allen Heparansulfat- 

Proteoglykanen (HSPG) nach demselben Mechanismus synthetisiert (Esko and 

Lindahl 2001, Lindahl et al. 1998). Die Biosynthese findet im Golgiapparat statt und 

umfasst eine Reihe von Glykosylierungsreaktionen, die ein Glucuronosyl-

Galactosyl-Galactosyl-Xylosyl (GlcAβ1,3Galβ1,3Galβ1,4Xyl)-Tetrasaccharid 

erzeugen, das kovalent an den Serin-Rest eines Kernproteins gebunden ist. Dabei 

ist die Tetrasaccharid-Protein-Verbindungssequenz für Proteoglykane (PG), die 

Heparin/HS oder CS/DS GAG-Ketten tragen, identisch. Welche Art von GAG-Kette 

synthetisiert wird, wird durch den anschließenden Glykolisierungsschritt bestimmt, 

bei dem entweder ein β1,4-gebundener N-acetylgalactosamin (GalNAc) oder ein 

α1,4-gebundener N-acetylglucosamin (GlcNAc) Rest an die nicht reduzierte 

terminale GlcA Einheit der Verbindungssequenz hinzugefügt wird. Dieser Schritt 

entscheidet über die Synthese von CS/DS- oder HS/Heparin-Ketten. Die auf die 

GlcNAc Substitution folgende Polymerisation der alterierenden GlcA und GlcNAc 

Reste resultiert in einem (GlcAβ1,4GlcNAcα1,4)n HS Vorläuferpolysaccharid. 

Anschließend wird der resultierende Polymer durch eine komplexe Abfolge von 

Reaktionen modifiziert. Es folgen eine N-Deacetylierung/N-Sulfatierung der GlcNAc 

Reste, eine Epimerisation von GlcA zu Idoronsäure (IdoA) Einheiten und eine O-

Sulfatierung von Hexuronsäure und Glucosamin (GlcN) Resten (Kusche-Gullberg 
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and Kjellen 2003). Die einzelnen Reaktionen betreffen dabei nur einen Bruchteil der 

potenziell verfügbaren Zuckereinheiten, weshalb die finale Struktur von HS 

heterogen und für jedes Gewebe spezifisch ist. Diese Variabilität entsteht jedoch 

nicht willkürlich, sondern aufgrund des sequenziellen Charakters der Synthese und 

der Substratspezifität der beteiligten Enzyme. Somit besteht durch die Organisation 

der HS-Ketten in verschieden sulfatierte und mit IdoA angereicherte stark negativ 

geladene Domänen (S- oder NS-Domänen), die von nicht sulfatierten Domänen 

(NA- oder NAc-Domänen) durchsetzt sind, ein enormes Potenzial für strukturelle 

Variabilität (Gallagher 2015). Die meisten physiologischen sowie 

pathophysiologischen Interaktionen von HS, mit verschiedenen Proteinen, beruhen 

dabei zumindest teilweise auf elektrostatischen Wechselwirkungen (Li and Kusche-

Gullberg 2016).  

 
Abbildung 3 Das GAGosom, der Biosyntheseapparat von HS 

Die Biosynthese von HS ist ein komplexer Prozess, bei dem verschiedene Enzyme beteiligt sind. 

Abgebildet ist der schematische Aufbau des GAGosoms, das die konsekutive Wirkung der Enzyme 

zeigt, die auf eine entstehende HS-Kette einwirken. Dabei ist die Beteiligung von Modulatoren rein 

spekulativ. Die abgebildete Sequenz ist willkürlich gestaltet, basierend auf Daten einer 

Strukturanalyse von HS (Li et al. 2003, Merry et al. 2001, Ringvall et al. 2000). Abbildung erstellt 

mithilfe von BioRender, mit Genehmigung. 

 

Der Biosyntheseapparat ist im Golgiapparat lokalisiert, jedoch ist bisher wenig über 

die topographische Organisation, Lokalisierung der Enzyme in der Golgi-Membran 

oder ihre Interaktion untereinander und mit anderen Proteinen bekannt. Als 

GAGosom wird die Gesamtheit der Enzyme und Enzymisoformen bezeichnet, die 

auf die entstehende HS Kette einwirken. Es sind insgesamt 11 verschiedene 

Enzyme (Isoformen ausgeschlossen) an der HS Biosynthese beteiligt wie z.B. die 
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Glycosyltransferase Exostosin 1 (EXT-1), die für die Elongation der HS-Ketten 

essenziell ist. Über die tatsächliche Funktionsweise des GAGosom und über die 

verschiedenen Stadien der Polymermodifikation kann weiterhin nur spekuliert 

werden (Li and Kusche-Gullberg 2016). Das abgebildete Modell (Abb. 3) 

veranschaulicht die Reihenfolge und konzentrierte Wirkungsweise einiger Enzyme 

entlang eines entstehenden Vorläuferpolymers. 

 

1.3.1. Die Wechselwirkung zwischen HS und seinen 
Bindungspartnern 

Das GAG HS kommt sowohl auf der Oberfläche der meisten Zellen als auch 

ubiquitär in der ECM vor und macht bspw. ca. 60% der gesamten endothelialen 

Glykokalyx aus (Geller et al. 1993). Laut früherer Literatur kann HS verschiedene 

Moleküle, wie Wachstumsfaktoren, Cytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle und 

Proteasen binden, was HS für Zellmigration (Jayson et al. 2015, Watson et al. 

2014), Angiogenese (Garner et al. 2011, Le Jan et al. 2012, Yoshida et al. 2014) 

und Chemotaxis der Immunzellen relevant macht (Kumar et al. 2015, Nonaka and 

Kawasaki 2014, Rops et al. 2014). 

HS kann gebundene Faktoren akkumulieren und diese vor ihrem Abbau schützen 

(Sadir et al. 2004). Auf diese Weise moduliert HS z.B. die Verfügbarkeit und die 

Funktion von Chemokinen, da sich die biologische Wirkung eines löslichen 

Chemokinmoleküls von der eines an HS gebundenen Chemokins unterscheidet 

(Johnson et al. 2004). In vorangehender Literatur wurde beschrieben, dass die 

Bindung an und die Freisetzung von Chemokinen von HS ein entscheidendes und 

wahrscheinlich gut reguliertes Phänomen darstellt, das wichtige Prozesse wie 

Zelldifferenzierung, Proliferation, Chemotaxis und Zellmigration bestimmt (Monneau 

et al. 2016). Somit können GAGs in Verbindung mit Chemokinen und 

Wachstumsfaktoren zusammen das Schicksal der Zellen bestimmen (Wu et al. 

2015). Ebenso sind Chemokine, während sie ungebunden zirkulieren, einem 

schnellen Abbau ausgesetzt (Denis et al. 2012) und es zeigt sich, dass der „Lebens-

Zyklus“ eine Chemokins weitgehend von der Bindung an oder der Freisetzung von 

GAGs abhängen kann (Rao et al. 1983). 
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Abbildung 4 Möglichkeiten der HS-Protein-Wechselwirkungen  

Schematische Darstellung von verschiedenen HS-Protein Interaktionen (A, B) HSPGs präsentieren 

Wachstumsfaktoren ihrem jeweiligen Rezeptor, der auf derselben oder einer benachbarten Zelle 

lokalisiert ist und können Teil von Signalkomplexen sein. Des Weiteren können HS-Ketten 

Chemokine zur Transzytose (C) und Präsentation an Zelloberflächen (D) binden. HSPGs können 

durch proteolytische Spaltung von Ektodomänen getrennt (E) und HS-Ketten durch Heparanase 
gespalten werden (F). Die an den Zelloberflächen lokalisierten HSPGs können per Endozytose 

aufgenommen werden (G) in Lysosomen abgebaut (H) oder an die Oberfläche zurückgeführt 

werden. HSPGs ermöglichen eine Zelladhäsion, indem sie über ihre HS-Ketten mit extrazellulären 

Matrixproteinen (I) und über zytoplasmatische Kernproteindomänen mit dem Zytoskelett (J) 

interagieren. In der ECM tragen HSPGs zu der physiologischen Barriere bei (K) und ermöglichen 

eine Speicherung von Wachstumsfaktoren und Morphogenen (L). In der sekretorischen Granula von 

Mastzellen werden Serglycin tragende Heparinketten für die Speicherung von Proteasen und 

Histamin benötigt (M). Vorangehende Studien deuten darauf hin, dass HS-Ketten mit besonderen 
Strukturmerkmalen im Zellkern lokalisiert sein könnten, wobei die genaue Funktion bisher unbekannt 

ist (N). (Bishop et al. 2007, Li and Kusche-Gullberg 2016). Abbildung erstellt mithilfe von BioRender, 

mit Genehmigung. 

 

Zahlreiche Prozesse in der Entwicklung und Homöostase erfordern, dass Proteine 

an einem bestimmten Ort zu einer bestimmten Zeit im Körper präsentiert werden. 

Eine solche Positionierung kann durch Interaktion von Proteinen mit den 
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Polysaccharidketten von HS, an Zelloberflächen oder in der ECM erreicht werden 

(Li and Kusche-Gullberg 2016). 

Unter den GAGs weist das stark negativ geladene HS mit Abstand die größte 

Anzahl an spezifischen Protein-Bindungspartnern auf, im Gegensatz zu z.B. DS, 

das keinen einzigen spezifischen Proteinbindungspartner aufweist (Vallet et al. 

2021). 

Die GAG-Protein-Wechselwirkungen bestehen aufgrund der Eigenschaften von 

GAGs (chemische Gruppe, Länge und Konfirmation) und ihrer Proteinpartner 

(Aminosäurereste in linearen Sequenzen oder dreidimensionalen (3D)-Strukturen). 

Dabei konnten die Bindungsschnittstellen zwischen HS und seinen Proteinpartnern 

mit der Konsensussequenz XBBXBX und XBBBXXBX identifiziert werden. Dieses 

sogenannte Cardin und Weintraub Motiv kann in den HS bindenden Proteinen 

gefunden werden und ist für die hohe Spezifität der Bindung verantwortlich, wobei 

B einen Arginin- oder Lysinrest und X eine hydrophobe Aminosäure darstellt (siehe 

Tab 3) (Cardin and Weintraub 1989, Vallet et al. 2021).  

 
Tabelle 3 Die Bindungsaffinität verschiedener Chemokine zu GAG 

Peptide Aminosäuresequenz Mr (Da) 
CXCL9 (74-103) 74KKKQKNGKKHQKKKVLKVRKSQRSRQKKTT103 3,661.4 

CXCL9 (74-93) 74KKKQKNGKKHQKKKVLKVRK93 2,460.1 

CXCL9 (86-103) 86KKVLKVRKSQRSRQKKTT103 2,199.7 

CXCL4 (47-70) 47NGRKICLDLQAPLYKKIIKKLLES70 2,785.4 
Die Tabelle verschafft einen Überblick über die Aminosäuresequenz der COOH-terminalen Peptide 

von CXCL9 und CXC-Motiv-Chemokinligand 4 (CXCL4) die synthetisiert wurden, um ihre 

Bindungsaffinität der Chemokine zu GAGs zu untersuchen. Je häufiger das Cardin und Weintraub 

Motiv in der Aminosäuresequenz auftritt, desto höher ist die Bindungsaffinität zu den GAGs 
(Vanheule et al. 2017). 

 

GAGs binden somit z.B. Cytokine und Wachstumsfaktoren in Abhängigkeit der 

unterschiedlichen Bindungsaffinitäten und unter variierenden physikalisch-

chemischen Eigenschaften, wie bspw. dem pH-Wert (Dubrac et al. 2010, Proudfoot 

et al. 2003, Veldkamp et al. 2005). Dabei trägt auch die Organisation der HS-Ketten 

in sulfatierte und N-acetylierte Domänen zu der Spezifität von multiplen 

Proteinwechselwirkungen bei (Jemth et al. 2002). Anderseits können 
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Wachstumsfaktoren und Cytokine auch eine Modifikation von HS durch eine 

Quervernetzung seiner Polysaccharidzweige erzeugen (Migliorini et al. 2015). 

 

1.3.2. Die Rolle von HS bei Tumorentwicklung und 
Metastasierung 

Tumorbedingte Morbidität und Mortalität hängen von der Zelltransformation und von 

der Fähigkeit der Tumorzellen einzudringen und zu metastasieren ab. HSPG, 

sowohl auf den Tumorzellen als auch in umgebenden Zellen und Geweben, 

beeinflussen den pathologischen Prozess der Tumorentwicklung auf verschiedenen 

Ebenen. Die uneingeschränkte Proliferation von Tumorzellen, ihre erhöhte Mobilität 

und das Durchdringen von Grenzen wie der Endothelschicht, der Basalmembran 

und die stimulierte Angiogenese sind alles Phänomene, die der Regulierung durch 

HS-Protein-Wechselwirkungen unterliegen (Fuster and Esko 2005, Li and Kusche-

Gullberg 2016).  

 

Heparanase, die einzige Endoglykosidase, die HS bei Säugetieren spaltet, wird von 

Tumorzellen z.B. überexprimiert und hat eine starke Korrelation zu Malignität und 

einer Verschlechterung der Überlebenschancen der Patienten (Ramani et al. 2013). 

Die Spaltung von HS-Ketten unterbricht die Architektur der Basalmembranen und 

erleichtert so den Eintritt von Tumorzellen in den Kreislauf und deren weitere 

Verbreitung. Der Abbau der Basalmembran ist auch essenziell für die Angiogenese, 

die für das pathologische Wachstum von Primärtumoren und Metastasen 

erforderlich ist. Cytokine und Wachstumsfaktoren, die in der ECM an HSPGs 

gebunden sind, werden durch Spaltung von HS-Ketten, katalysiert durch 

Heparanase, mobilisiert und werden so für die Stimulation des Tumorwachstums, 

der Stromaentwicklung oder der Angiogenese zugänglich (Karlsson-Lindahl et al. 

2012, Li and Kusche-Gullberg 2016).  
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1.4. Arbeitshypothese und Fragestellung 
Der Erfolg moderner Krebstherapien, wie z.B. der ICB, basiert entscheidend auf der 

Infiltration von Immunzellen in das Tumorgewebe. Aktuelle Arbeiten zum malignen 

Melanom zeigen, dass in Patienten, die nicht auf die ICB ansprechen, die Zahl von 

tumorinfiltrierenden CD8+ T-Zellen geringer ist als in Patienten mit einer guten 

Ansprechrate. Die Rekrutierung von Immunzellen wird unter anderem durch 

Cytokine wie CXCL9 reguliert. Die Menge an inflammatorischen Cytokinen im 

Tumor wird wahrscheinlich zu einem großen Teil über das extrazellulär 

vorkommende HS kontrolliert (Abb. 5a). Exom-Sequenzierung von humanen 

Melanomen weisen darauf hin, dass in ca. 40% der Patienten die Bildung des HS 

aufgrund von somatischen Mutationen gestört ist (von Palubitzki et al. 2020) (vgl. 

Abb. 5b). Inwiefern das von Melanomzellen produzierte HS bei der Rekrutierung 

von Immunzellen in das Tumorgewebe beteiligt ist, ist bislang nur wenig verstanden 

und wurde daher in dieser Studie untersucht. 

 

Dabei war das Ziel, zu untersuchen, ob Tumorgewebe ohne HS vor der Infiltration 

von Immunzellen geschützt ist. Das Hauptaugenmerkt liegt dabei auf den 

rekrutierten Neutrophilen, CD8+ T-Zellen und Monozyten. Durch die vorliegende 

Studie soll ein besseres Verständnis für die Vorgänge bei der Metastasierung des 

malignen Melanoms geschaffen werden und die Entwicklung therapeutischer 

Interventionen und folglich eine Verbesserung der Patientenergebnisse gefördert 

werden. 
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Abbildung 5 Ein Modell für die Auswirkung einer insuffizienten HS-Biosynthese 

Schematische Darstellung der Interaktion von HS und Chemokinen. HS reguliert die Verfügbarkeit 

verschiedener Chemokine, wie bspw. G-CSF, CXCL9 und CCL2. Diese Chemokine sind für die 

Rekrutierung von Neutrophilen, CD8+ T-Zellen und Monozyten relevant (A). Durch Mutationen, die 

die Enzyme des GAGosoms betreffen, kann es zum Ausbleiben einer suffizienten HS-Biosynthese 

und den damit verbundenen Effekten kommen (B). Abbildung erstellt mithilfe von BioRender, mit 

Genehmigung. 
  

A B 
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 

2.1.1. Geräte und Utensilien 
Geräte Hersteller 
Mikrotom Kryostat CM3050, Leica Microsystems; 

Wetzlar, Deutschland 

Inverses Mikroskop Carl Zeiss AG; Oberkochen, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge Heraeus Biofuge fresco; 

40273085 Kendro Laboratory Products 

Osterode Deutschland 

Zentrifuge (groß) Eppendorf 

Vortex Heidolph 

Wasserbad 55°C Techne 

Tissue Lyser Quiagen 

4°C Gefrierschrank Liebherr 

-20°C Gefrierschrank Liebherr 

-80°C Gefrierschrank Thermo 

Präzisionswage Sartorius BP 211D 

Spectrophotometer: Nano Drop 

2000 

Thermo Fischer Scientific Waltha. USA 

LightCycler LightCycler 96 System. Roche Life 

Sciences, Mannheim, Deutschland 

Electrophorese System Biometra Standard Power Pack 

 
Utensilien Hersteller 
Deckgläschen 24x60mm2  Menzel- Gläser, Thermo Fischer Scientific 

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG 

Einbettmedium Tissue-Tekâ O.C.T. TM Compound, 

Sakura, Finetek USA, Inc.; Torrance, CA, 

USA 

Einbettschälchen Peel-A-Wayâ Embedding Mold 

(truncated-T8) Polysciences, Inc.: 

Warrington, PA USA 
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Mikroliterpipetten Eppendorf Researchâ plus, Eppendorf 

AG; Hamburg, Deutschland 

Objektträger 25x75x1mm3 Menzel-Gläser Superfrost Plus, Thermo 

Fischer Scientific Gerhard Menzel B.V. & 

Co. KG 

Pipettenspitzen  epT.I.P.Sâ, Eppendorf AG; Hamburg, 

Deuschland 

Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml)  Falconâ, Becton, Dickinson and Company 

(BD); Franklin Lakes, NJ, USA 

RNase freie Mikroliterpipetten Fa. Roche Nr.04.72962001 

RNase freie Pipettenspitzen epT.I.P.Sâ, Eppendorf AG; Hamburg, 

Deuschland 

RNase freie Pinzetten Aesculap 

RNase freie Skalpelle Aesculap 

RNase freie Tubes 1,5ml (im Mini 

Kit vorhanden) 

Quiagen   74106 (im Kit) 

RNase freie Tubes 2,0ml (im Mini 

Kit vorhanden) 

Quiagen 74106 (im Kit) 

Sterile Kompresse Fink Walter Nr.321063 

Trockeneis  

Eisbehälter  

Mahlkugeln Quiagen 

96-Well-Platte  Thermo Scientific Nunc  

Coverplates Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

USA 

RNase freie Tubes 0,5ml Sarstedt 72.704 

Erlenmeyer Kolben 100ml  
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2.1.2. Lösungen und Reagenzien 
Lösung Zusammensetzung 
Fixativ 4% Paraformaldehyd (PFA) 

Phosphat gepufferte Salzlösung 

(PBS) 

 

137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM 

Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4 

PBS-T (PBS-Tween) 0,1% Tweenâ 20 in PBS 

Triton-X 100 Sigma Nr. T8787-250ml 

Blockierungs-Lösung 10% Ziegenserum, 0,1% Triton-X in PBS 

RLT lyse Puffer RLT Puffer in 1% Mercaptoethanol; 300µl 

pro Gewebestück, das <30mg wiegen 

sollte 

DNase I-Stammlösung In 550µl RNase-freiem Wasser lösen; das 

Röhrchen vorsichtig schwenken und 

Kippen; Aliquot bei -20°C lagern 

DNase-Verdaulösung 70µl RDD (4°C) + 10µl DNase I 

Stammlösung (-20°C) pro Probe; 

Röhrchen schwenken und Kippen 

5x Reaction Mix Reaktionspuffer; Deoxynucleotide Mix; 

Oligo-dT; Random Hexamer-Primer 

Maxima Enzyme Mix Reverse Transkriptase; RNase Inhibitor 

Nuclease freies Wasser Zum Umschreiben von 1µg RNA in CDNA 

wird pro Ansatz mit Wasser auf 20 µl 

aufgefüllt 

 
Reagenz/ Substanz Hersteller 
Hydrophober Kleber Marabu Bietigheim Bissingen 

Ziegenserum Dako Denmark A/S; Glostrup, Dänemark 

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, Inc.; St. Louis, MO, USA 

Fluromont-Gä Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit 

(50): 

• Collection Tubes 1,5ml 

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
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• RNeasy Mini Spin Column 

• RW 1Puffer (15-25°C) 

• RPE Puffer (15-25°C) 

• RLT Puffer (15-25°C) 

• RNase freies Wasser (15-

25°C) 

• RNase-Free Dnase Set 

(4°C) 

• Proteinase K (15-25°C) 

2-Mercaptoethanol FLUKA Kat.No: 63689 

Ethanol absolut reinst MERCK Kat.No: 1.00986. 1000  

RNase ZAP SIGMA Kat.No.: R-2020 

DEPC Wasser Quiagen Kat No: 1039498 

Maxima First Strand cDNA 

Synthesis Kit for RT-qPCR (-20°C) 

• 5x Reaction Mix 

• Maxima Enzyme Mix 

• Nuclease freies Wasser 

ThermoFisher Scientific Waltham, USA 

Nr. K1642 

Master Mix 

• Dual-LockTM Taq DNA 

Polymerase Heat-labile 

uracil-DNA glycosylase 

(UNG)  

• dNTPs with dUTP  

• Passive reference dye 

(ROXTM –or– MUSTANG 

PURPLETM)  

• Optimized buffer 

components  

Promega  

Nr. A600A 

Agarose Pulver Lonza Cat.NO 50004 

TRIS-Borsäure-EDTA-Puffer (TBE) Wird im Labor angesetzt 

Gel Stain Carl Roth GmbH + CO.KG 

Gene Ruler DNA Ladder Mix Thermo scientific   
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DNA Loading Dye Thermo scientific R1161 

Deionisiertes Wasser  

Kristallviolett Merck 

 
2.1.3. Antikörper 

Antikörper Hersteller 
Polyclonal Rabbit Anti-Human von 

Willebrand Faktor 

Dako Denmark A/S; Glostrup, Dänemark 

Heparan Sulfate purified (clone 

F58-10E4) 

Amsbio 

Purified Rat Anti- Mouse Ly-6G BD Pharmingen 

Purified Rat Anti- Mouse Ly6C BD Pharmingen 

CD8 Monoclonal Antibody Rat Anti- 

Mouse 

Invitrogen 

FICT Goat Anti- Rabbit IgG BD Pharmingen 

Alexa FluorÒ 555 Goat anti-Rat 

IgG 

Invitrogen 

 
2.1.4. Primer 

Primer Sequenz Hersteller 
ß-Actin Forward:TCATGAAGGTGACGTTGACATCCGT 

Reverse:CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

Ly6G Forward: CATTGCAAAGTCCTGTGTGCT 

Reverse: ATTGTCCAGAGTAGTGGGGC 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

Ly6C Forward: TGCCAGTCCTTCAGAAAGTGAA 

Reverse: GGGACATTTGCAAACACGCT 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 
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CD8 Forward: TGGACACTTCTCACACTACAAAG 

Reverse: TCCTTCTTTGAGAGTCCTCAATC 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

CXCL9 Forward: GCTGTTCTTTCCTCTTGGGC 

Reverse: AGGCAGGTTTGATCTCCGTT 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

CXCL10 Forward: TGCCGTCATTTTCTGCCTCA 

Reverse: CGGATTCAGACATCTCTGCTCAT 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

Csf3 Forward: TCAACTTTCTGCCCAGAGGC 

Reverse: TAGAGCCTGCAGGAGACCTT 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

CCL2 Forward: CACTCACCTGCTGCTACTCA 

Reverse: GACCTTAGGGCAGATGCAGT 

Eurofins 

Genomics; 

Ebersberg 

Deutschland 

 

2.1.5. Software 
Software Hersteller 
Microsoft Office Microsoft Cooperation, Washington, USA 
Microsoft Excel Microsoft Cooperation, Washington, USA 

BioRender BioRender, Toronto, Ontario, Kanada  

Zeiss Zen Mikroskop Software  

 

Zen system 2012, Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Deutschland 

Light Cycler 96 Software 96 Software 1.1 Roche Life Sciences, 

Mannheim Deutschland 

Image J Wayne Rasband (NIH) 

Origin Pro OriginLab Corporation 

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc. USA 
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2.2. Methoden 
2.2.1. Ablauf des Tierexperiments 

Die hier beschriebenen Tierexperimente wurden im Februar 2021 von Dr. Christian 

Gorzelanny und Yuanyuan Wang in dem Campus Forschung des 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, in der Arbeitsgruppe für experimentelle 

Dermatologie von Professor Dr. Stefan W. Schneider, durchgeführt und in einer 

aktuellen Studie ausführlich beschrieben (Wang et al. 2022). Alle Tierexperimente 

wurden durch die zuständige Behörde in Hamburg „Behörde für Gesundheit und 

Verbraucherschutz“ (AKT.Z. N033/2020) genehmigt. Für die tierexperimentellen 

Analysen wurden C57BL/6J Wildtyp (WT) Mäuse im Alter von 12 Wochen unter 

spezifischen pathogenfreien Bedingungen gehalten und verwendet. 

Für die genetisch modifizierten Melanomzellen wurden single-guide RNA (sgRNA) 

mit dem Online-CRISPR-Designtool (http://crispor.tefor.net/) entworfen, wobei die 

Zielsequenzen von EXT-1 5′-CACCGAACATTCTAGCGGCCATCGA-3′ und 5′-

AAACTCGATGGCCGCTAGAATGTTC-3′ waren. Die sgRNAs wurden in den 

pSpCas9(BB)-2A-Puro-Vektor geklont und die endgültigen Vektorkonstrukte 

wurden mittels Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific), wie zuvor berichtet, 

in die Melanomzellen transfiziert (Zeng et al. 2013). Es konnten dabei durch die 

Selektion mit Puromycin (2μg/ml) stabile EXT-1 Knock Out (KO) Zelllinien erzeugt 

werden. Anschließend wurden, mittels Reihenverdünnung der Puromycin-

resistenten Zellen in 96-Well Platten, Einzelzellklone ausgewählt. Nach der 

Bestätigung der genetischen Veränderungen mit Hilfe des Alt-R Genome Editing 

Detection Kit wurde die vollständige komplementäre DNA (cDNA) des EXT-1-Gens 

abschließend in einem pLenti CMV/TO Puro-Vektor geklont. Der Lentivirus-

Bestandteil und die B16F10-Zellen wurden wie zuvor berichtet hergestellt (Kalagara 

et al. 2018). 

 

Bei diesem Experiment handelt es sich um eine Induktion von Lungenmetastasen 

in Abwesenheit eines primären Tumors. 

An Tag 0 wurden entsprechend der Abbildung 6 einer Versuchsgruppe murine 

Melanomazellen (B16F10), bei denen zuvor das Gen für das Enzym EXT-1 via 

CRISPR/Cas9 deletiert worden war und die somit nicht in der Lage waren HS zu 

synthetisieren, intravenös (i.v.) in die Schwanzvene injiziert. 
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Für die Kontrollgruppe wurden B16F10 WT Tumorzellen verwendet, die ebenfalls 

an Tag 0 i.v. injiziert wurden (Abb.6). 

Dieses Experiment wurde zum einen mit 100.000 Tumorzellen/150 µl PBS und zum 

anderen mit 750.000 Tumorzellen/150 µl PBS durchgeführt. 

Diese Tumorzellen gelangten über den Kreislauf direkt in die Lungenkapillare und 

induzierten dort die Bildung von Metastasen. Anschließend wurden die Mäuse an 

Tag 15 in tiefer Isofluran Narkose schmerzfrei eingeschläfert. Abschließend wurde 

das Lungengewebe entnommen (vgl. Abb 6) und RNA des Gewebes extrahiert, 

bevor die Proben in Einbettschälchen mit Tissue-TekÒ eingebettet und bei -80°C 

schockgefroren wurden. Darüber hinaus wurde als Kontrollgruppe das 

unveränderte Lungengewebe von 6 gesunden Mäusen, nachdem sie eingeschläfert 

worden waren, entnommen, in Einbettschälchen mit Tissue-TekÒ eingebettet und 

bei -80°C schockgefroren. 

 
Abbildung 6 Zeitlicher Ablauf des verwendeten Mausmodells 

Das dargestellte Tierexperiment wurde für eine Tiergruppe mit 100 000 Tumorzellen und für die 

andere Tiergruppe mit 750 000 Tumorzellen durchgeführt. Beginnend an Tag 0 wurden den Mäusen 

B16F10WT/bzw. EXT-1 KO Zellen i.v. injiziert, was die Bildung von Lungenmetastasen induzierte 

(A). An Tag 15 wurde das Lungengewebe der Mäuse entnommen (B). Im weiteren Verlauf der Studie 

wurden anschließend Gefrierschnitte der cryokonservierten metastasierten Mäuselungen angefertigt 

(C), um diese mittels einer Immunfluoreszenzfärbung mit einem Fluoreszenzmikroskop zu 
analysieren (D). Außerdem wurde RNA des Lungengewebes extrahiert und cryokonserviert, (E) um 

anschließen eine quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) durchzuführen (F). Die 

Größe der mittels qPCR nachgewiesenen Genabschnitte wurde abschließend mittels 

Gelelektrophorese kontrolliert (G). Abbildung erstellt mithilfe von BioRender, mit Genehmigung. 

 
2.2.2. Anfertigung der Gefrierschnitte 

Die bei -80°C gelagerten murinen Lungen wurden mithilfe des Mikrotoms in 8µm 

dicke Schnitte geschnitten. Da das Lungengewebe, aufgrund der unmittelbaren 
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Nähe, mit dem murinen Herz entnommen wurde, können die Gefrierschnitte der 

Lungen Anteile des murinen Herzmuskels enthalten. Die Schnitte wurden 

anschließend 45min lang luftgetrocknet und bei -20°C bis zur Färbung gelagert.  

 

2.2.3. Indirekte Immunfluoreszenzfärbung  
Diese Färbung basiert zum einen auf der Spezifität eines primären AK, der das 

Zielprotein bindet, und zum anderen auf der Fluoreszenzkopplung eines 

sekundären AK, der lokalisierbar ist.  

Auf Grund der Bindung der sekundären AK an die Epitope des primären AK, lässt 

sich mittels der Fluoreszenzdetektion indirekt auf den Lokus des Zielproteins 

schließen (Barbierato et al. 2012). Die Anfertigung einer Negativkontrolle, die 

ausschließlich mit den sekundären AK behandelt wurde, dient dem Nachweis 

unspezifischer Bindungen.  

Um solche unspezifischen Bindungen zu verringern, wird der sekundäre AK nicht 

wie der primäre mit PBS-T sondern mit der Blocksolution in seine jeweilige 

Verdünnung gebracht. Mit Hilfe einer DAPI-Färbung werden die Zellkerne sichtbar 

gemacht. 

 

2.2.4. Immunfluoreszenzfärbung von Gefrierschnitten 
Die bei -20°C gelagerten Gefrierschnitte wurden für 30min bei Raumtemperatur 

(RT) getrocknet und für 10min in 4% PFA fixiert. Da für jeden Schnitt im Folgenden 

80µl Flüssigkeit verwendet werden sollten, wurden mit einem hydrophoben Kleber 

Begrenzungen für etwa diese Kapazität um jeden einzelnen Schnitt herum erstellt.  

Anschließend wurden die Schnitte zweimal mit PBS gewaschen und abschließend 

mit 10% Ziegenserum und 0,1% Triton-X in PBS für 10min bei RT geblockt. Ab 

diesem Schritt war darauf zu achten, dass die Schnitte nicht mehr trocken liegen 

durften. 

Nach Abklopfen der Blocksolution wurde ein primär AK in Kombination mit dem 

primären AK für den von Willebrand Faktor (vWF) in PBS-T für 90min auf die 

Schnitte gegeben (vgl. Tab. 4). Für die Negativkontrolle wurde nur PBS-T 

aufgetragen. Die primären AKs wurde anschließend durch jeweils 10 minütiges 

zweimaliges Waschen mit PBS-T heruntergespült und die sekundären AKs mit der 

Blocksolution für 45min aufgetragen. Nach der finalen Inkubation mit den 

sekundären AKs, wurden sie 3min lang mit PBS-T und anschließend 3min mit PBS 
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gewaschen. Anschließend wurde die DAPI-Verdünnung für 10min bei RT 

aufgebracht. Danach wurde diese ebenfalls zweimalig für 5min mit PBS 

abgewaschen und die Schnitte dreimal jeweils für 5min mit destilliertem Wasser 

gewaschen. Abschließend wurden die Schnitte mit ein bis zwei Tropfen Fluromount-

G und einem Deckgläschen versehen bei 4°C gelagert. 
Tabelle 4 Verwendete Antikörper und Verdünnung der Färbung 

 
 

2.2.5. Bestimmung des Anteils der Immunzellen 
Mithilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskops ließen sich die Schnitte hinsichtlich 

ihrer immunhistologischen Färbung auswerten. Dafür wurde jeweils eine 

Übersichtsaufnahme pro Präparat in 20-facher Vergrößerung mit den Kanälen 

AlexaFluor-550nm (rot), FICT- 470nm (grün) und DAPI-365nm (blau) angefertigt. 

Um die Übersichtsaufnahmen herzustellen, wurden über das „advanced setup“ des 

Fluoreszenzmikroskops bis zu 40 Bereiche pro Präparat in 20-facher Vergrößerung 

fokussiert und anschließend das Programm für die Übersichtsaufnahme gestartet. 

Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops wurde jeder einzelne Bereich des Präparates 

fotografiert und entsprechend der Größe des Präparates ergaben die 500 bis 900 

einzelnen Bildaufnahmen die resultierende Übersichtsaufnahmen. Die Fläche einer 

einzelnen Bildaufnahme betrug 301228,434 µm2. 

Bei diesem Prozess wurde auf eine vergleichbare Belichtungszeit geachtet. Zur 

Bestimmung der Häufigkeit eingefärbter inflammatorischer Zellen, sowohl innerhalb 

Färbung Antikörper Verdünnung 
vWF 1. Polyclonal Rabbit Anti-Human von 

Willebrand Faktor 
2. FICT Goat Anti-Rabbit IgG 

1:400 
1:500 

HS 1. Heparan Sulfate purified (clone F58-
10E4) 

3. Alexa Fluor® 555Goat anti-Rat IgG 

1:500 
1:1000 

Ly6G 1. Purified Rat Anti- Mouse Ly6G 
2. Alexa Fluor® 555Goat anti-Rat IgG 

1:70 
1:1000 

Ly6C 1. Purified Rat Anti- Mouse Ly6C 
2. Alexa Fluor® 555Goat anti-Rat IgG 

1:70 
1:1000 

CD-8 1. CD8 Monoclonal Antibody Rat Anti- 
Mouse 

2. Alexa Fluor® 555Goat anti-Rat IgG  

1:20 
1:1000 
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der Metastasen als auch in dem Lungengewebe, wurde die Anzahl der intensivsten 

Signale im Gewebe pro Bildaufnahme durch optisches Auszählen ermittelt. Für 

jedes Präparat wurden sowohl 10 Bildaufnahmen im Bereich der 

Lungenmetastasen als auch 10 Bildaufnahmen im Bereich des umliegenden 

Lungengewebes ausgewählt. Bei der Auswahl der Bildaufnahmen wurde darauf 

geachtet, dass die zu analysierenden Immunzellen sowohl fokussiert als auch von 

den umliegenden Zellen abgrenzbar zu erkennen waren und somit weder aus dem 

Randbereich des Metastasen- oder Lungengewebes noch aus dem Randbereich 

eines großen Blutgefäßes stammten. 

Mit den 10 Bildaufnahmen aus dem Bereich der Lungenmetastasen und den 10 

Bildaufnahmen aus dem Bereich des umliegenden Lungengewebes ließ sich in 

Relation zu der durchschnittlichen Fläche von 301228,434 µm2 schließlich eine 

gewebespezifische Häufigkeit angeben. 

 

2.2.6. Bestimmung des Anteils an Lungenmetastasen 
In einer vorangehenden Studie wurden bereits öffentliche Transkriptom Datensätze 

(Cerami et al. 2012, Gao et al. 2013), im Hinblick auf die Expression von HS 

verwandten Genen sowohl im primären Melanom als auch in den Metastasen 

analysiert. Dabei konnte die Analyse von Biopsien von Melanom Patienten und von 

Transkriptomdaten bestätigen, dass Melanomzellen, die weniger HS exprimieren, 

zur Metastasierung neigen (Wang et al. 2022). Die in unseren Experimenten 

verwendeten metastasierten Lungen, sowohl durch WT Melanom Zellen als auch 

durch EXT-1 Melanom Zellen induziert, wurden in der vorangehenden Studie (Wang 

et al. 2022) mittels der Image J Software per Particle Analyser analysiert und 

quantitativ ausgewertet. 

 

2.2.7. Isolierung der RNA aus dem Gewebe 
Die Gewebeproben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. Vor Beginn 

der RNA Isolierung wurden sowohl die Arbeitsfläche als auch Pipetten, 

Präzisionswaage und die restlichen Materialien, die bereitgelegt wurde, mit RNase 

ZAP besprüht, um einen Abbau der RNA zu vermeiden. 

 

Das Gewebe wurde bei RT aufgetaut, in ein neues beschriftetes 2,0ml Tube 

überführt und auf 30mg Gewebe abgewogen. 



 39 

Anschließend wurde unter dem Abzug 300µl RLT lysis Puffer mit Mercaptoethanol 

in jedes 2,0ml Tube mit 30mg Gewebe pipettiert und eine Mahlkugel mit einer 

sterilen Pinzette hinzugegeben. Die Tubes wurden austariert und im Tyssue Lyser 

für 3min bei 30Hz homogenisiert. Nach der Zugabe von 590µl RNAse reinem 

Wasser und 10µl Proteinase K wurden die Proben gevortext und anzentrifugiert. 

Danach wurden die Proben für 10min bei 55°C schwimmend im Wasserbad 

inkubiert und anschließend für 3min bei 10.000U/min zentrifugiert. Die RNA war nun 

im Überstand zu finden.  

Der Überstand wurde in ein neues 2,0ml Collection Tube überführt und mit 450µl 

absolut reinstem Ethanol durch Auf- und Abpipettieren gründlich gemischt. 

Im nächsten Schritt wurde die RNeasy Mini Spin Column vorbereitet, 700µl Probe 

auf den Spin Column Filter gegeben und 15sek lang bei 10.000U/min zentrifugiert. 

Anschließend wurde unter Verwendung eines neuen Collection Tubes der Rest der 

Probe auf den Spin Column Filter gegeben und für 15sek bei 10.000U/min 

zentrifugiert. Durch die Abfolge von Waschschritten konnten andere Strukturen aus 

der Membran ausgewaschen werden. Die RNA befand sich nun auf dem Filter. 

Nach der Zugabe von 350µl RW1 Puffer und 5min Inkubation wurde erneut für 

15sek bei 10.000U/min zentrifugiert. Unter Verwendung eines neuen Collection 

Tubes wurden 80µl DNase Verdaulösung zur Entfernung der DNA am 

Membranmaterial auf die Membran gegeben und für 15min bei RT verdaut. 

Anschließend wurde 350µl RW1 Puffer dazugegeben und erneut für 15sek bei 

10.000U/min zentrifugiert. Nach erneutem Wechsel des Tubes wurden 500µl RPE 

Puffer dazugegeben, für 15sek bei 10.000U/min zentrifugiert und anschließend für 

1min bei 14.000U/min zum Trocknen zentrifugiert. Unter Verwendung eines neuen 

1,5ml Tubes wurden 40µl RNAse freies Wasser dazugegeben und für 10min 

inkubiert, bevor die Flüssigkeit für 1min bei 10.000U/min zentrifugiert wurde. Die 

RNA befand sich nun im Zentrifugat und die RNA-Proben wurden auf Eis gestellt 

 

2.2.8. RNA Konzentrationsmessung 
Zur Ermittlung der RNA-Konzentration wurde eine photometrische Messung mit 

einem Spektrophotometer durchgeführt. Zuerst wurde mit 2µl RNAse freiem Wasser 

der Leerwert ermittelt. Anschließend wurden jeweils 2µl Probe aufgetragen und die 

Daten direkt von der Nanodrop Software ermittelt. Dabei wurde darauf geachtet, 
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dass der Reinheitsfaktor (A260/A280) bei 2.0 und das Verhältnis (A260/A280) bei 

>2.0 lag.  

 

2.2.9. Umschreiben der Proben in cDNA 
Um die qPCR durchführen zu können, ist es notwendig, die isolierte RNA in cDNA 

umzuschreiben. Mit Hilfe einer reversen Transkriptase, einem Enzym, das die 

ursprüngliche Richtung der Transkription umkehrt, ist es möglich, aus RNA cDNA 

herzustellen. 

Für diese cDNA-Synthese bildete das Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for 

RT-PCR der Firma Thermo Fisher die Grundlage. 

Dazu wurden der Reaction Mix, Enzyme Mix und das Nuclease freie Wasser auf Eis 

aufgetaut.  

Jeder Probe wurde der Reaktion-Mix mit dem Reaktionspuffer, Deoxynucleotide 

Mix, Oligo-dT und Random Hexamer-Primer zugeführt. Anschließend erfolgte die 

Zugabe des Enzymgemisches von Reverser Transkriptase und RNase Inhibitor. 

Die Proben wurden wie folgt zusammen pipettiert: 

 

 20µl Ansatz  
Reaction Mix    4µl 

Enzym Mix   2µl  

Nuclease freies Wasser 13µl 

RNA   1µl 

 

Dabei wurde als Erstes die RNA, dann der Reaction Mix und Enzyme Mix und 

anschließend das Nuclease freie Wasser zusammenpipettiert, gevortext und 

anzentrifugiert. Hieran schloss sich eine Inkubation an, in der die Proben für 10min 

bei 25°C, für 15min bei 50°C und für 5min bei 85°C erhitzt wurden. Die cDNA konnte 

unmittelbar für eine qPCR verwendet werden. 

 
2.2.10. Durchführung der qPCR 

Die qPCR ist ein Verfahren zur Vervielfältigung definierter DNA-Abschnitte und zur 

Quantifizierung der gewonnenen DNA. Für den Reaktionsansatz wurde die zuvor 

synthetisierte cDNA sowie der Master Mix der Firma Thermo Fisher und zwei 

Primer, die den Anfang und das Ende des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts 
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festlegten, benötigt. Der Master Mix enthielt Dual-LockTM Taq DNA Polymerase, 

Heat-labile uracil-DNA Glycosylase, Passive Reference Dye (ROX) und einen 

Nukleotid-Mix (dNTPs mit dUTP) in einem geeigneten Puffer, der als Substrat für 

die entstehenden DNA-Kopien diente. 

Insgesamt wurde pro Probe ein Volumen von 10,5μl eingesetzt und die PCR in einer 

96-Well-Platte durchgeführt. Pro Well wurden folgende Bestandteile pipettiert: 

• 5,0μl Master Mix 

• 0,5μl Forward Primer (1:10)  

• 0,5μl Reverse Primer (1:10)  

• 4,5μl cDNA (1:25) der jeweiligen Probe 

 

Die Well-Platten wurden für die eigentliche Reaktion, bestehend aus 20-50 Zyklen, 

in das PCR-Gerät gegeben. Im ersten Schritt, der Denaturierung, wurden die 

Wasserstoffbrückenbindungen der doppelsträngigen DNA bei ca. 95°C 

aufgebrochen. Im folgenden Schritt, der Primerhybridisierung wurde die Temperatur 

auf 55 bis 65°C abgesenkt, was eine spezifische Anlagerung der Primer an die DNA 

ermöglicht. Dabei wurde die genaue Temperatur durch die Länge und die Sequenz 

der Primer bestimmt. Anschließend folgte der letzte Schritt, die Elongation, in der 

die DNA-Polymerase die fehlenden Stränge mit freien Nukleotiden auffüllte. Die 

DNA-Polymerase begann dafür am 3'-Ende des angelagerten Primers und folgte 

dann dem DNA-Strang. Nach Ende der qPCR wurden die Proben bei 4°C gelagert.  

 

Die Messung jeder einzelnen Probe erfolgte in dreifacher Bestimmung.  

Dabei wurde die Expression der einzelnen Gene relativ zu der Expression des 

„Houskeeping-Gens“ ß-Aktin ermittelt. 

Anhand des gemittelten Cycle threshold (Ct) Wertes der dreifachen Bestimmung 

konnte die PCR ausgewertet werden. Dieser Wert gab die Anzahl der PCR-Zyklen 

an, nach denen die gemessene Fluoreszenz den Schwellenwert überstieg. Auf 

diese Weise konnte die relative Expression des jeweiligen Zielgens im Vergleich zu 

dem „Housekeeping-Gene“ ß-Aktin ermittelt werden. 
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2.2.11. Validierung der qPCR amplifizierten PCR Produkte 
mittels Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht, durch eine Auftrennung der 

Nukleinsäure-Stränge auf dem Agarose-Gel entsprechend ihrer Größe, eine 

Beurteilung der isolierten RNA. Die Herstellung des Agarose-Gels erfolgte durch 

das kurze Aufkochen von 1g Agarosepulver und 50ml TBE in einem Erlenmeyer 

Kolben für 1min bei 600Watt. Nach vollständiger Homogenisierung der Agarose 

wurde sie anschließend für 10min heruntergekühlt. Die entstandene Agarose 

Lösung wurde anschließend in die Gelkammer zwischen die Kämme überführt und 

die Polymerisation des Gels abgewartet. Anschließend wurden 7µg Gel Stain 

hinzugegeben. Währenddessen wurde der Standardmix aus 1µl Gene Ruler DNA 

Ladder Mix, 1µl DNA Loading Dye und 4µl deionisiertem Wasser in Epi Tubes 

vorbereitet. Die qPCR Platten wurden für 3min bei 13.000 Umdrehungen 

zentrifugiert und es wurden 5µl jeder Probe mit jeweils 1µl Kristallviolett 

zusammenpipettiert. Standard- und Probengemisch wurden anschließend jeweils 

bei 13.000 Umdrehungen für 1min kurz anzentrifugiert. Daraufhin wurden die 

Kämme entfernt und 6µl des Standard- und des Probengemisches in die jeweiligen 

Taschen pipettiert. Der Gellauf wurde für 10min mit einer Spannung von 45 Volt 

gestartet und anschließend wurde für 30min eine Spannung für 90 Volt angelegt. 

Durch das so angelegte elektrische Feld ziehen die negativ geladenen 

Nukleinsäure-Moleküle in den Gel-Taschen in Richtung des Pluspols. Dies 

ermöglicht eine Auftrennung der Stränge nach ihrer Größe, wobei größere Moleküle 

stärker zurückgehalten werden als kleinere. Es entstand ein charakteristisches nach 

Längen sortiertes Bandenmuster im Gel, entsprechend den unterschiedlichen 

Längen der Nukleinsäuren. Nach einer Laufstrecke von ungefähr 4cm wurde das 

Gel aus der Kammer entfernt und zur Dokumentation der Banden unter UV-Licht 

fotografiert und interpretiert. 
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2.2.12. Statistische Auswertung 
Die erfassten Daten wurden mit Hilfe des Programmes Microsoft Excel tabellarisch 

dargestellt und die Statistiken unter Verwendung des Programms Graphpad Prism 

erstellt. Für die statistische Auswertung wurden pro Gruppe jeweils der Mittelwert 

und die Standardabweichung gebildet. Um das Signifikanzniveau zu bestimmen, 

wurden der ungepaarte T-Test bzw. der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und die 

einfache lineare Regression gewählt. Die Signifikanz wurde durch einen p-Wert 

gleich oder kleiner als 0,05 definiert. 

 

Symbol P-Wert 
(*) <0,1 

* ≤0,05 

** <0,01 

*** <0,0001 
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3. Ergebnisse  
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des HS auf die infiltrierenden 

Immunzellen im Kontext des metastasierenden malignen Melanoms zu 

untersuchen. 

 

Die folgenden Experimente wurden mit murinen B16F10 Melanomzellen 

durchgeführt, da sie in vorherigen Studien bereits ihr aggressiv 

metastasierendes Profil bewiesen hatten (Nakamura et al. 2002).  

In früheren Arbeiten wurde bereits die tragende Rolle von HS bei der Interaktion 

mit Makromolekülen und Signalmolekülen wie z.B. Wachstumsfaktoren, 

Cytokinen, Adhäsionsmolekülen und Proteasen beschrieben, weshalb HS 

sowohl für die Zellmigration und die Angiogenese als auch für Chemotaxis der 

Immunzellen relevant ist (Forsberg and Kjellen 2001). Die Biosynthese von HS 

ist ein komplexer Prozess, bei dem zahlreiche Enzyme beteiligt sind. Bestimmte 

Enzyme, wie bspw. die Glycosyltransferanse EXT-1, haben sich als essenziell 

in der Biosynthese von HS erwiesen (Fang et al. 2016, Forsberg and Kjellen 

2001).  

 

Für die vorliegenden Experimente wurden daher zum einen murine 

Melanomzellen, bei denen das Gen für das Enzym EXT-1 via CRISP/Cas9 

deletiert wurde, und zum anderen Melanom WT Zellen in die Schwanzvene von 

C57BL/6J WT Mäusen injiziert. Das metastasierte Lungengewebe wurde 

anschließend entnommen und kryokonserviert (siehe Kapitel 2). Außerdem 

wurde aus Teilen des Lungengewebes mRNA isoliert. 

Für die Analyse der Infiltration von Immunzellen in das metastasierte 

Lungengewebe der Tiere wurden aus dem kryokonservierten Gewebe Schnitte 

der Lungen generiert und jeweils neutrophile Granulazyten, CD8+ T-Zellen und 

Monozyten durch die Färbung spezifischer Oberflächenproteine mittels 

indirekter IF sichtbar gemacht. 

 

In Ergänzung zu der IF wurden Expressionsanalysen der oben genannten 

Immunzellenmarker und verschiedener assoziierter Chemokine CXCL9, CXC-

Motiv-Chemokinligand 10 (CXCL10), CCL2, Colony stimulating factor 3 (Csf3) 

mittels qPCR durchgeführt. 
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3.1. EXT-1 knock-out Tumorzellen führen zu einer hohen 
Metastasierungslast 

Um die Auswirkungen einer dysregulierten HS Biosynthese bei Melanom Zellen 

auf das Metastasierungsverhalten und die Rekrutierung von Immunzellen zu 

untersuchen, wurden in einer vorangehenden Studie (Wang et al. 2022) 

genetisch modifizierte Melanom Zellen generiert. Dafür wurden sgRNA mit 

einem Online-CRISPR-Designtool entworfen und in einem pSpCas9(BB)-2A-

Puro-Vektor geklont. Die resultierenden Vektorkonstrukte wurden mittels 

Lipofectamine 2000 in die Melanomzellen transfiziert. Durch eine Selektion 

mittels Puromycin konnten stabile EXT-1 KO Zelllinien erzeugt werden, aus 

denen anschließend Einzelzellklone für die weiteren Versuche ausgewählt 

wurden.  

Die EXT-1 KO und WT Melanom Zellen wurden anschließend, zur Induktion von 

Lungenmetastasen, i.v. in die Schwanzvene der WT Mäuse injiziert. Dabei 

wurde das Tierexperiment für eine Versuchsgruppe mit 100 000 Tumorzellen 

und eine weitere Versuchsgruppe mit 750 000 Tumorzellen durchgeführt. Nach 

15 Tagen wurde das metastasierte Lungengewebe entnommen und 

cryokonserviert. In der vorangehenden Studie konnte bereits durch die Analyse 

von Biopsien von Melanompatienten und die Analyse von öffentlichen 

Transkriptom Datensätze bestätigt werden, dass Melanomzellen die weniger HS 

exprimieren, zur Metastasierung neigen. Anschließend wurden die hier 

untersuchten Lungenmetastasen schließlich mittels der Image J Software per 

Particle Analyser analysiert und quantitativ ausgewertet (Wang et al. 2022). 

Die Auswertung unserer Versuchsgruppen zeigte im Einklang mit den 

Transkriptom Datensätzen, dass unabhängig von der Menge der injizierten 

Tumorzellen, eine deutlich größere Anzahl an Lungenmetastasen in Folge der 

Injektion von EXT-1 KO Melanomzellen gebildet wurde (Abb. 8). Wie in Abb. 8b 

abgebildet, konnte in der Versuchsgruppe mit 750 000 injizierten Tumorzellen 

ein signifikanter Unterschied nach der Injektion mit WT oder EXT-1 KO 

Tumorzellen festgestellt werden. In dieser Versuchsgruppe bildeten die EXT-1 

KO Tumorzellen mit blockierter HS Biosynthese durchschnittlich signifikant mehr 

Metastasen (Durchschnitt=368,0) als die WT Tumorzellen (Durchschnitt=265,1). 

p=0,0286, WT n=12, EXT-1 n=10. Dieses Ergebnis wird ebenfalls in der 

Versuchsgruppe mit 100 000 injizierten Tumorzellen tendenziell widergespiegelt 
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(siehe Abb.8a). Zur Verlaufskontrolle und Veranschaulichung des 

Tierexperiments erfolgte nach der Organentnahme eine fotografische 

Dokumentation der murinen Lungen, die aufgrund ihrer anatomischen Lage 

zusammen mit dem Herz entnommen wurden (siehe Abb. 9). 

A                      B   
Abbildung 7 Quantifizierung der Lungenmetastasen  

Durch die Injektion von B16F10 WT und B16F10 EXT-1 KO Tumorzellen in C57/BL6 WT Mäuse 

wurde die Bildung von Lungenmetastasen induziert und das murine Lungengewebe anschließend 
entnommen und kryokonserviert. Die Lungenmetastasen wurden mittels der Image J Software per 

Particle Analyser analysiert und quantitativ ausgewertet. A Die Versuchsgruppe mit 100 000 

injizierten Tumorzellen konnte zeigen, dass Melanom Zellen, die weniger HS exprimieren, zur 

Metastasierung neigen p=0,3494, WT Durchschnitt=2 n=6, EXT-1 Durchschnitt=3,333 n=6; B In der 

Versuchsgruppe mit 750 000 injizierten Tumorzellen zeigte sich in Folge einer blockierten HS 

Biosynthese eine signifikant höhere Metastasierungslast p=0,0286, WT n=12, EXT-1 n=10.          

 

    A                                B    
Abbildung 8 Fotografische Darstellung der B16F10 induzierten murinen Lungenmetastasen  

In Folge der Injektion von B16F10 WT bzw. EXT-1 KO Zellen (Tag 0) wurde die Bildung von 

Lungenmetastasen induziert. Am 15. Tag des Tierexperimentes wurden die Lungen für weitere 

Analysen entnommen. Gezeigt wird das von Metastasen durchsetzte murine Lungengewebe (*) in 
unmittelbarer anatomischer Nähe zu dem Herz (*) A Lungenmetastasen infolge einer B16F10 WT 

Injektion. B Lungenmetastasen infolge einer B16F10 EXT-1 KO Injektion. 

* 
* * 

* 
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3.2. Vergleich des Immunzellinfiltrats in das metastatische 
Lungengewebe  

Für die Analyse der Rolle des HS bei der Infiltration von Immunzellen in das 

metastasierte Lungengewebe der Tiere wurden Gefrierschnitte der Lungen 

generiert und jeweils Ly6G+ Zellen, Ly6C+ Zellen und CD8+ Zellen mittels 

indirekter IF sichtbar gemacht (siehe Kapitel 2). Im Folgenden ist Ly6G 

(Neutrophile), CD8 (CD8+ T-Zellen) und Ly6C (Monozyten und Neutrophile) 

jeweils rot, von Willebrand Faktor (vWF) als Gefäßmarker in grün und DAPI 

gefärbte Zellkerne in blau dargestellt. Das Fehlen von HS in den EXT-1 KO 

Mäuselungen wurde durch entsprechende Färbungen bestätigt (siehe Supp. 
11). Mithilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskops wurde anschließend jeder 

einzelne Bereich eines Präparats abfotografiert und entsprechend der Größe 

des Präparates ergaben ca. 500 bis 900 einzelne Bildaufnahmen schließlich 

eine Übersichtsaufnahme der Präparate (siehe Kapitel 2). Die Fläche einer 

einzelnen Bildaufnahme entsprach 301228,434 µm2.  

 

Anschließend wurde die Häufigkeit eingefärbter inflammatorischer Zellen sowohl 

innerhalb der Lungenmetastasen als auch in dem umliegenden Lungengewebe 

bestimmt. Dafür wurde die Anzahl der Signale im Gewebe pro Bildaufnahme 

durch optische Auszählung ermittelt. So wurden für jedes Präparat sowohl 10 

Bildaufnahmen im Bereich der Lungenmetastasen als auch 10 Bildaufnahmen 

im Bereich des umliegenden Lungengewebes ausgewählt. Bei der Auswahl der 

Bildaufnahmen wurde darauf geachtet, dass die zu analysierenden Immunzellen 

sowohl fokussiert als auch von den umliegenden Zellen abgrenzbar zu erkennen 

waren und somit weder aus dem Randbereich des Metastasen- oder 

Lungengewebes noch aus dem Randbereich eines großen Blutgefäßes 

stammten. 

Zur quantitativen Analyse der Immunzellen im Mikromilieu der murinen Lunge 

konnte schließlich, mit den jeweils 10 Bildaufnahmen aus dem Bereich der 

Lungenmetastasen und den aus dem Bereich des umliegenden 

Lungengewebes, in Relation zu der durchschnittlichen Fläche einer 

Bildaufnahme eine gewebespezifische Häufigkeit angeben werden.  
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Zunächst haben wir die Anzahl der rekrutierten Immunzellen innerhalb des 

Metastasen- und Lungengewebes aller Mäuse beider Versuchsgruppen 

verglichen. Hier zeigte sich, dass die Anzahl der infiltrierten Ly6G+- 

(Durchschnitt=10.43), Ly6C+- (Durchschnitt=9.922) und CD8+ Zellen 

(Durchschnitt=2.870) im Lungengewebe signifikant größer war als innerhalb der 

Lungenmetastasen der Mäuse (Ly6G+ Durchschnitt=3.664, Ly6C+ 

Durchschnitt=3.808, CD8+ Durchschnitt=1.409 n=23, p=<0.0001) (Abb. 10).  

A      

B C D  
Abbildung 9 Vergleich des Immunzellinfiltrats in Metastasen und des umliegenden 
Lungengewebes  
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Zur Analyse der Rolle von HS bei der Infiltration von Immunzellen in das metastasierte 

Lungengewebe der Mäuse wurden Gewebsschnitte der Lungen generiert und jeweils Ly6G+, Ly6C+ 

und CD8+-Zellen durch die Färbung spezifischer Oberflächenproteine mittels indirekter IF sichtbar 

gemacht. Zur Bestimmung der Häufigkeit der Immunzellen im Gewebe wurden anschließend mit 

Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Übersichtsaufnahmen von jedem Präparat erstellt, die sich 

wiederum aus einer Vielzahl von einzelnen Bildaufnahmen (Fläche=301228,434µm2) für jedes 

Präparat zusammensetzten. A Abgebildet ist ein beispielhaftes Übersichtsbild, auf dem sowohl 
Lungen- als auch Metastasengewebe zu sehen ist. In der Nahaufnahme sind infolge der IF sowohl 

Ly6G+ Zellen (rot), Zellkerne (blau) und durch den vWF (grün) auch kleine Blutgefäße zu erkennen. 

B Anhand jeweils 10 einzelner Bildaufnahmen von Lungen- bzw. Metastasengewebe wurde 

anschließend die gewebsspezifische Häufigkeit der Immunzellen berechnet. Dabei konnte eine 

signifikant größere Anzahl von B Ly6G+ Zellen; C Ly6C+ Zellen und D CD8+ Zellen im Lungengewebe 

als innerhalb der Lungenmetastasen festgestellt werden. n=23, p=<0.0001 

 
Im Hinblick auf das Ziel der vorliegenden Studie, die Rolle von HS bei der 

Infiltration von Immunzellen in das metastasierte Lungengewebe der Mäuse zu 

untersuchen, wurde das Immunzellinfiltrat in dem Lungengewebe der Mäuse für 

die Tiere mit injizierten B16F10 WT Zellen und für die Tiere mit ausgeschaltetem 

EXT-1 Gen im Anschluss getrennt voneinander analysiert. Aufgrund der 

signifikant geringeren Anzahl von Immunzellen innerhalb der Lungenmetastasen 

im Vergleich zu dem umgebenden Lungengewebe, haben wir uns in dem 

folgenden Experiment auf die Betrachtung von Immunzellen innerhalb des 

Lungengewebes konzentriert. Um einen Eindruck von dem gewöhnlichen 

Immunzellinfiltrat in einer gesunden Lunge zu erhalten, haben wir in 6 

cryokonservierten unveränderten murinen Lungen die Anzahl von Ly6G+ und 

CD8+ Zellen bestimmt. Hier zeigten sich zwar insgesamt wenige Immunzellen, 

aber signifikant mehr Ly6G+ Zellen (Durchschnitt=3,400) als CD8+ 

(Durchschnitt= 0,500) Zellen im Lungengewebe der gesunden Mäuse 

(p=0,0031; n=6) (Abb 11d).  

Eine Quantifizierung pro Bildaufnahme ergab in den mit EXT-1 KO Tumorzellen 

injizierten Tieren beider Versuchsgruppen eine signifikant geringere Anzahl an 

Immunzellen im Vergleich zu den WT Tieren. Für die Versuchsgruppe mit 750 

000 injizierten Tumorzellen wurden in der Auswertung der Ly6G+ Zellen in Folge 

der B16F10 WT Injektion durchschnittlich signifikant mehr (Durchschnitt=13,25, 

n=6) Zellen als nach B16F10 EXT-1 KO Injektion (Durchschnitt=6,020, n=5) 

gezählt. p=0,0002. Ein ähnliches Ergebnis zeigte sich nach B16F10 WT Injektion 
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(Durchschnitt=13,72, n=6) und B16F10 EXT-1 KO Injektion (Durchschnitt=6,46, 

n=5) für die Ly6C+ Zellen. p=0,0033. Bei der Analyse der CD8+ Zellen im 

Lungengewebe wurden im Vergleich zu den vorangehenden Immunzellen 

insgesamt weniger Zellen im Lungengewebe nachgewiesen, aber auch für die 

CD8+ Zellen konnte in Folge der B16F10 WT Injektion (Durchschnitt=2,5 n=6) 

im Vergleich zu den Tieren nach B16F10 EXT-1 KO Injektion (Durchschnitt= 

1,74 n=5) eine größere Zellzahl festgestellt werden. p=0,0699 (Abb. 11). Die 

Ergebnisse unserer Versuchsgruppe mit 100 000 injizierten Tumorzellen zeigen 

ebenfalls eine größere Anzahl an rekrutierten Immunzellen im Lungengewebe 

der mit WT Tumorzellen injizierten Mäuse. Diese Daten sind im Supplement 9 
und 10 zu finden.  

Abschließend wurde das Immunzellinfiltrat im Lungengewebe der gesunden, der 

mit WT und der mit EXT-1 KO Tumorzellen injizierten Mäuse verglichen. 

Dabei konnten wir feststellen, dass sich die drei Versuchsgruppen deutlich 

voneinander unterscheiden. Auffällig war, dass die B16F10 WT Versuchsgruppe 

eine signifikant größere Anzahl sowohl an rekrutierten Ly6G+ Zellen (gesund 

Durchschnitt=3,4, n=6; WT Durchschnitt=13,23, n=12; p=0,0001) als auch an 

CD8+ T-Zellen (gesund Durchschnitt=0,5, n=6; WT Durchschnitt=3,22, n=12; 

p=0,0006) zeigte. 

 

A    

B      
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C      

D      

E    
Abbildung 10 Die Anzahl der Immunzellen in dem metastasierten Lungengewebe 

Gezeigt werden mit dem Fluoreszenzmikroskop hergestellt Nahaufnahmen von den 
immunfluoreszent gefärbten Gewebeschnitten der Mäuse. Im Folgenden ist Ly6G (Neutrophile), 

CD8 (CD8+ T-Zellen) und Ly6C (Monozyten und Neutrophile) jeweils rot, FITC (vWF) grün und DAPI 

(Zellkerne) blau dargestellt. Um die Auswirkung einer blockierten HS Biosynthese bei malignem 

Melanom in Bezug auf die Infiltration von Immunzellen in das metastasierte Lungengewebe zu 

untersuchen, wurde das Immunzellinfiltrat in dem Lungengewebe von Mäusen mit injizierten B16F10 

WT Zellen und B16F10 EXT-1 KO Zellen analysiert. Zur quantitativen Auswertung der Immunzellen 

im Mikromilieu der Lunge wurde jeweils durch optische Auszählung die Anzahl der gezählten 
Immunzellen, anhand der mit dem Immunfluoreszenzmikroskop aufgenommenen Bilder, in Relation 
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zur untersuchten Fläche des Lungengewebes (Fläche= 301228,434µm2) ausgewertet. Dabei 

konnten in der Versuchsgruppe mit 750 000 injizierten Tumorzellen, in Folge einer B16F10 WT 

Injektion signifikant mehr A Ly6G+ Zellen (Durchschnitt= 13,25 p= 0,0002) B Ly6C+ Zellen 

(Durchschnitt= 13,72 p=0,0033) und C CD8+ Zellen (Durchschnitt=2,5 p= 0,0699) im Lungengewebe 

der Mäuse gezählt werden, n=6. D Zum Vergleich mit dem Immunzellinfiltrat in einer gesunden 

Lunge, wurde das kryokonservierte Lungengewebe von 6 Mäusen im Hinblick auf Ly6G+ 

(Durchschnitt= 3,400) und CD8+ Zellen (Durchschnitt=0,500) untersucht, wobei signifikant mehr 
Ly6G+ Zellen gezählt wurden(p=0,0031; n=6). E Im Vergleich des Immunzellinfiltrates im 

Lungengewebe der gesunden, der mit WT und der mit EXT-1 KO Tumorzellen injizierten Mäuse 

konnten wir feststellen, dass sich die drei Gruppen in der Anzahl an sowohl Ly6G+ Zellen (p=0,0001; 

n=29) als auch CD8+ T-Zellen (p=0,0006; n=29) signifikant unterscheiden. 
 

3.3. Ergebnisse der qPCR 
Bei den oben beschriebenen Analysen wurde die Auswirkung einer blockierten 

HS Biosynthese, mittels IF der Gefrierschnitte der Mäuselungen, bereits auf 

Proteinebene untersucht. Um ebenfalls die Genexpression spezifischer 

Immunzellen und Cytokine untersuchen zu können, wurde RNA aus dem 

Lungengewebe der Mäuse extrahiert und bis zur weiteren Verwendung 

kryokonserviert.  

Es sollte im Anschluss untersucht werden, ob eine Dysregulation in der HS 

Biosynthese mit einer veränderten Genexpression von Ly6G+ (Neutrophile), 

Ly6C+ (Neutrophile und Monozyten) oder CD8+ Zellen (CD8+ T-Zellen) 

einhergeht. Da die Rekrutierung von Immunzellen in das metastasierte 

Lungengewebe wahrscheinlich über die Wechselwirkung zwischen HS und 

Cytokinen gesteuert wird (siehe Kapitel 1), wurde daraufhin ebenfalls die 

Genexpression spezifischer Chemokine untersucht. So wurde die 

Genexpression von den Chemokinen CXCL9, CXCL10, CCL2 und Csf3, die für 

eine Rekrutierung von Leukozyten relevant sind, in Folge der Injektion von 

B16F10 WT und EXT-1 KO Zellen untersucht. 

Um das Transkriptionsprofil der verschiedenen Gene zu untersuchen, wurde die 

zuvor kryokonservierte RNA isoliert, in eine stabilere cDNA umgeschrieben und 

anschließend mittels qPCR amplifiziert und quantifiziert. Die Spezifität der PCR 

Reaktion wurde mittels Gelelektrophorese der amplifizierten PCR Produkte 

kontrolliert (Supp. 5).  

Die mithilfe der qPCR untersuchten mRNAs von Ly6G (Durchschnitt=0,0002611 

vs. 0,0003338; p=0,7566), Ly6C (Durchschnitt=0,8936 vs. 1,074; p=0,8568) und 
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CD8 (Durchschnitt=0,009331 vs. 0,01324; p=0,7180) zeigen, dass sich die 

Expression der untersuchten Gene in Abhängigkeit von injizierten B16F10 WT 

vs. B16F10 EXT-1 KO Zellen zwar nicht signifikant unterscheidet, aber 

tendenzielle die Ergebnisse unserer IF wiederspiegelt (Abb. 12).  

Im Zusammenhang mit der Expressionsanalyse der oben genannten 

Immunzellen haben wir anschließend die Genexpression der Cytokine, die für 

die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und T-Zellen 

relevant sind, mittels qPCR analysiert. Die qPCR der Cytokine CXCL9 

(Durchschnitt=0,009366 vs. 0,004895; p=0,1949), CXCL10 

(Durchschnitt=0,04534 vs. 0,02691; p=0,3137), Csf3 (Durchschnitt=3,648e-006 

vs. 3,207e-006; p=0,8226) und CCL2 (Durchschnitt=0,0008226 vs. 0,0003261; 

p=0.2081) zeigte ebenfalls eine tendenziell erhöhte Expression der untersuchten 

Gene nach Injektion von B16F10 WT Zellen, im Gegensatz zu den Zellen mit 

blockierter HS Synthese (EXT-1 KO) (Abb. 13).  

Im Anschluss wurde untersucht, ob zwischen den Ergebnissen der IF auf 

Proteinebene und den Ergebnissen der qPCR auf mRNA Ebene eine Korrelation 

besteht, wobei wir einen positiven Trend beobachten konnten (Supp. 6). 

 

                    

 
Abbildung 11 Die Expressionsanalyse von Immunzellen mit Hilfe einer qPCR 
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Dargestellt ist die Analyse der Genexpression verschiedener Immunzellen bei blockierter HS 

Biosynthese. Es wurde die RNA aus dem metastasierten Lungengewebe von Mäusen extrahiert, die 

mit B16f10 WT oder EXT-1 KO Zellen injiziert wurden. Anschließend wurde die RNA isoliert, in cDNA 

umgeschrieben und die untersuchten Genabschnitte mittels qPCR amplifiziert und semiquantifiziert. 

Die Ergebnisse der qPCR zeigen zwar keinen signifikanten Unterschied in dem Transkriptionsprofil 

zwischen den B16F10 Zellen, sie stimmen jedoch trotzdem tendenziell mit den Ergebnissen der IF 

überein. Ly6G+ (p=0,7566), die Ly6C+ (p=0,8936), CD8+ Zellen (p=0,7180), WT n=12, EXT-1 n=10 

 
Abbildung 12 Die Expressionsanalyse von Cytokinen mit Hilfe einer qPCR 

Um die Auswirkung einer blockierten HS Biosynthese auf die Genexpression verschiedener Cytokine 

zu untersuchen, wurde die RNA aus dem metastasierten Lungengewebe von Mäusen extrahiert, die 

mit B16f10 WT oder EXT-1 KO Zellen injiziert wurden. Anschließend wurde die RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und die untersuchten Genabschnitte mittels qPCR amplifiziert und semiquantifiziert. 

Die Ergebnisse der qPCR zeigen zwar keinen signifikanten Unterschied in der Genexpression 

zwischen den B16F10 Zellen, sie stimmen jedoch trotzdem tendenziell mit den Ergebnissen der IF 

und der qPCR der Immunzellen überein. Es konnte weder für die Cytokine CXCL9(p=0,1949), 

CXCL10 (p=0,3137), Csf3 (p=0,8228) und noch für CCL2 (p=0,2081) ein signifikanter Unterschied 

in der Genexpression festgestellt werden. WT n=12, EXT-1 n=10 
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3.4. Analyse des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der 
Immunzellen und der Anzahl von Metastasen 

In früheren Arbeiten wurde bereits die tragende Rolle von HS bei der Interaktion mit 

Makromolekülen und Signalmolekülen wie z.B. Wachstumsfaktoren, Cytokinen, 

Adhäsionsmolekülen und Proteasen beschrieben, weshalb HS sowohl für die 

Zellmigration, die Angiogenese als auch für Chemotaxis von Immunzellen und 

wahrscheinlich auch für die Metastasierung relevant ist. In der vorliegenden Arbeit 

wurde mit Unterstützung der Ergebnisse aus einer vorangehenden Studie (Wang et 

al. 2022) gezeigt, dass Tumorzellen mit einer blockierten HS Biosynthese zur 

Bildung von Metastasen neigen. Des Weiteren konnten wir in unserer Arbeit nach 

der Auswertung der Ergebnisse aus unserer IF und qPCR zeigen, dass im Falle 

einer blockierten HS Synthese die Rekrutierung von Immunzellen ins Gewebe und 

die Genexpression der Immunzellen deutlich geringer ausfällt als bei Mäusen nach 

der Injektion von WT Melanomzellen. 

Im Anschluss wurde für alle Tiere, denen 750 000 Melanomzellen injiziert wurden, 

untersucht ob ein Zusammenhang zwischen der Menge der ins Lungengewebe 

infiltrierten Immunzellen und der Anzahl an Lungenmetastasen besteht. Besonders 

heraus stach eine signifikante inverse Korrelation der Anzahl von Ly6G+ (Steigung=-

0,03231; R2=0,5980; p=0,0052) und Ly6C+ (Steigung=-0,02913; R2=0,3798; 

p=0,0435) Zellen mit der Anzahl von Metastasen bei den Mäuse (Abb. 14). 

Dabei wurde ebenfalls die Tendenz einer inversen Korrelation sowohl für die Anzahl 

an CD8+ Zellen (Steigung=-0,002127; R2=0,09275; p=0,3625) und 

Lungenmetastasen als auch für die jeweilige Genexpression der Immunzellen und 

Lungenmetastasen gezeigt. Ly6G+ (Steigung=-2,811e-007; R2=0,09275; 

p=0,3625); Ly6C+ (Steigung=-4,515e-005; R2=0,01320; p=0,7366); CD8+ Zellen 

(Steigung=-3,087e-007; R2=0,003924; p=0,8548) (siehe Abb. 14). 

 

Auch bei separater Analyse der Tiere mit intakter und blockierter HS Synthese, 

konnte der Trend einer inversen Korrelation auf Protein bzw. mRNA Level von 

Ly6G+, Ly6C+, CD8+ T-Zellen mit der Anzahl der Metastasen beobachtet werden 

(Supp. 7, 8). 
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Abbildung 13 Analyse des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der Immunzellen und der 
Anzahl der Metastasen 

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen den in das Lungengewebe infiltrierenden 

Immunzellen und der Anzahl von Lungenmetastasen besteht, wurden alle Tiere, denen 750 000 

Melanomzellen injiziert wurden, dementsprechend beurteilt. Dabei zeigte sich eine signifikante 

inverse Korrelation der Anzahl von Ly6G+ (p=0,0052) und Ly6C+ (p=0,0435) Zellen mit der Anzahl 

der Metastasen. Es konnte ebenfalls für die Anzahl an CD8+ Zellen (p=0,03625) und 
Lungenmetastasen, und auch für die jeweilige Genexpression der Immunzellen und 
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Lungenmetastasen (Ly6G+ p=0,0532; Ly6C+ p=0,7366; CD8+ Zellen p=0,8548) die Tendenz einer 

inversen Korrelation bestätigt werden. n=11 

 

4. Diskussion 
Das Ziel dieser Arbeit war zu bestätigen, ob das von Melanomzellen produzierte 

HS die Rekrutierung von Immunzellen in den Tumor bzw. das peritumorale 

Gewebe koordiniert. Um die Rolle von HS bei der Immunzellinfiltration in das 

Melanoma metastasierten Lungengewebes zu untersuchen, wurde das für die 

HS Biosynthese essenzielle Enzym EXT-1 ausgeschaltet. 

 

Die Synthese von HS besteht aus zahlreichen aufeinander folgenden 

Reaktionen, die durch einen Komplex verschiedener Enzyme bzw. Enzym 

Isoformen katalysiert werden. Wie schon in vorangehender Literatur 

beschrieben, ist das GAG HS eines der am stärksten negativ geladenen 

Biopolymere, das auf der Oberfläche von Zellen oder in der Matrix Cytokine 

binden und immobilisieren kann (Fang et al. 2016, Vallet et al. 2021). Indem HS 

die Akkumulation von Cytokinen in hohen Konzentrationen an der 

entsprechenden Stelle fördert und einen Konzentrationsgradienten von 

Cytokinen erschafft, ermöglicht es ein Aufeinandertreffen mit ihren Zielzellen 

und verstärkt so deren Wirkung (Tanaka et al. 1998). So wird die Rekrutierung 

von Immunzellen in das metastasierte Lungengewebe wahrscheinlich über die 

Wechselwirkung zwischen HS und Cytokinen gesteuert.  

 

Wie die Ergebnisse unserer IF zeigen, führt das Ausschalten des für die 

Biosynthese von HS essenziellen Enzyms EXT-1 via CRISPR/Cas9 zum Fehlen 

von HS im metastatischen Lungengewebe (Supp. 11) und einer signifikant 

geringeren Infiltration von Ly6G+, Ly6C+ und CD8+ Zellen in das metastasierte 

Lungengewebe (Abb.11). 

Am eindrucksvollsten zeigte sich der Unterschied zwischen den verwendeten 

B16F10 WT und B16F10 EXT-1 KO Zellen in der IF bei den Ly6G+ Zellen. Ein 

ähnliches Bild war auch für die Ly6C+ Zellen zu sehen. In der IF wurden 

insgesamt deutlich weniger CD8+ Zellen detektiert. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass sich das Immunzellinfiltrat im Lungengewebe gesunder Mäuse 

vom Immunzellinfiltrat im metastatischen Lungengewebe signifikant 

unterscheidet. 
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Im Anschluss wurde untersucht, ob eine Dysregulation in der HS Biosynthese 

mit einer veränderten Genexpression von Ly6G+, Ly6C+ oder CD8+ Zellen 

einhergeht. Da die Rekrutierung von Immunzellen in das metastasierte 

Lungengewebe wahrscheinlich über die Wechselwirkung zwischen HS und 

Cytokinen gesteuert wird, wurde im Anschluss ebenfalls die Genexpression 

spezifischer Chemokine untersucht. So wurde die Genexpression der 

Chemokine CXCL9, CXCL10, CCL2 und Csf3, die für eine Rekrutierung von 

Leukozyten relevant sind, in Folge der Injektion von B16F10 WT und EXT-1 KO 

Zellen untersucht. Auch wenn die Ergebnisse der qPCR weder für Ly6G+, Ly6C+, 

CD8+ Zellen noch für die Cytokine signifikant waren, konnte im Einklang mit den 

Ergebnissen der IF tendenziell eine höhere Genexpression der 

Immunzellmarker und Chemokine in Folge einer Injektion von Melanomzellen 

mit intakter HS Biosynthese gezeigt werden (Abb. 12, 13). 

 

Es ist möglich Subpopulationen von Immunzellen anhand von mehr oder 

weniger zellspezifischen Markern bzw. Antikörpern zu identifizieren und zu 

analysieren. 

Der CD8 Antikörper wird ausschließlich auf der Oberfläche von zytotoxischen/ 

Suppressor T-Zellen exprimiert (Laurence Piriou-Guzylack 2008). 

Es ist bekannt, dass der Antikörper Ly6C sowohl auf der Oberfläche von 

Makrophagen, Monozyten, Granulozyten, und verschiedenen Endothelzellen als 

auch auf Subpopulationen von B- und T-Lymphozyten exprimiert wird. Der 

Antikörper Ly6G wird überwiegend auf der Oberfläche von Neutrophilen 

exprimiert (Jean M Daley 2008). Die sehr ähnlichen Ergebnisse aus IF und 

qPCR der Ly6G+ und Ly6C+ Zellen legen nahe, dass das untersuchte 

Immunzellinfiltrat größtenteils aus Neutrophilen nicht aber aus Makrophagen 

oder Monozyten besteht.  
 
Dies passt auch zu früheren Literaturen, nach denen Ly6G+ Neutrophile der 

Hauptbestandteil des Immunzelleinfiltrats sind, das sich in den Lungen von 

Tumor tragenden Mäusen ansammelt, bevor Tumorzellen das Gewebe 

infiltrieren und ihre Anzahl während der Metastasierung weiter ansteigt 

(Donskov 2013, Doornebal et al. 2015, Fridlender et al. 2009). In vorangehenden 
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Studien wurde die Beteiligung der Neutrophilen im Tumorgeschehen bereits 

kontrovers analysiert, wobei der protumoröse Aspekt im Vordergrund stand. 

Neutrophile werden sowohl als Hauptbestandteil als auch als Antrieb der 

Initiation von Metastasen innerhalb der (prä-)metastatischen Mikroumgebung in 

entfernten Organen beschrieben. Sie können durch Produktion von Faktoren, 

die Tumorwachstum und -invasion, Angiogenese und Metastasenbildung 

fördern, protumorgen agieren aber auch immunosupressive Effekte direkt 

induzieren (Hans-Heinrich Oberg 2019). Ein Beitrag anderer Zellen, wie bspw. 

Monozyten, zu einem günstigen prämetastatischen Milieu wird dabei nicht 

ausgeschlossen (Elisa Peranzoni 2018, Hiratsuka et al. 2006). Im Gegensatz zu 

der vermeintlich tumor- und metastasierungsfördernden Wirkung von 

Neutrophilen, zeigen neue Arbeiten eine antimetastasierende Wirkung von 

Neutrophilen und NETs (Casanova-Acebes et al. 2018, Schedel et al. 2020). 

Beispielsweise erwies sich das Infiltrationsverhalten von Neutrophilen und 

B16F1 Zellen in das Lungengewebe im Tagesverlauf als konträr und zeigt somit 

eine mögliche antimetastatische Wirkung der Neutrophilen (Casanova-Acebes 

et al. 2018). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass NETs die Migration von 

Melanomzellen in vitro hemmen und einen zytotoxischen Effekt haben (Blenman 

et al. 2019, Schedel et al. 2020). Zudem gibt es Hinweise, dass die Menge an 

intratumoralen NETs nicht mit der Tumorprogression bei malignem Melanom 

korreliert (Schedel et al. 2020). Ein antitumoröser Effekt durch NETs konnte 

bspw. ebenfalls für Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich 

beobachtet werden (Millrud et al. 2017). 

Unsere Daten, die in Abbildung 8 und 11 gezeigt werden, stimmen mit 

vorheriger Literatur überein, die die antitumorgenen Eigenschaften von 

Neutrophilen hervorhebt. Wie zuvor beschrieben wird die Infiltration von 

Immunzellen wie Neutrophilen wahrscheinlich maßgeblich über das GAG HS 

gesteuert. Wir konnten mit unseren Versuchsgruppen zeigen, dass in den 

Mäusen, die B16F10 WT Zellen injiziert bekommen hatten und die ein deutliches 

Neutrophileninfiltrat in den Lungen zeigten, im Vergleich zu den Mäusen mit 

blockierter HS Synthese deutlich weniger Metastasen auffindbar waren.  

Diese Ergebnisse sind im Einklang mit einer aktuellen Studie, in der durch die 

Analyse von Biopsien von Melanompatienten und der Analyse von öffentlichen 
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Transkriptom Datensätzen bestätigt werden konnte, dass Melanomzellen, die 

weniger HS exprimieren, zur Metastasierung neigen (Wang et al. 2022). 

Dass für die EXT-1 Gruppe mit signifikant geringerem Immunzellinfiltrat eine 

insgesamt höhere Metastasierungslast detektiert wurde, könnte zusätzlich 

darauf zurückzuführen sein, dass auch andere Faktoren zur Bildung von 

Metastasen beitragen könnten, wie zum Beispiel das lokale Tumormikromilieu 

oder die Stromasteifigkeit sowie die Produktion von Faktoren, die die 

Rekrutierung immunsuppressiver Subtypen begünstigen (Li et al. 2018, 

Mariathasan et al. 2018, Nywening et al. 2018). 

 

Bei den von uns verwendeten Methoden, der IF und der qPCR, konnten wir 

feststellen, dass die Methoden nicht signifikant miteinander korrelieren. 

Angesichts der kurzen Lebensdauer neutrophiler Granulozyten von weniger als 

24 Stunden (Bonilla et al. 2020, Kasari et al. 2014) wäre es möglich, dass die in 

der IF auf Proteinebene nachgewiesenen Ly6G+ Zellen bereits teilweise ein 

herunterreguliertes Transkriptionsprofil aufweisen oder einen beginnenden 

programmierten Zelltod, z.B. im Rahmen der NETose, durchlaufen. 

Möglicherweise korreliert aus diesem Grund die mit Hilfe der qPCR ermittelte 

Expressionsrate nicht signifikant mit der Ly6G+ Zellzahl aus der IF. Somit würden 

beide Methoden eventuell Zellen in unterschiedlichen Zellstadien nachweisen. 

Nach Tumorantigen-Stimulation durchlaufen naive CD8+ T-Zellen eine massive 

klonale Expansion. Dies geschieht um eine große Anzahl von TEffektor -Zellen zu 

erzeugen, die in der Lage sind Zellen, die das Zielantigen tragen, zu eliminieren. 

Am Ende der primären Reaktion durchläuft die Mehrheit der CD8+ T-Zellen einen 

programmierten Zelltod. Nur ein kleiner Bruchteil der aktivierten Zellen bleibt 

langfristig bestehen und baut eine Gedächtnis-T-Zellpopulation auf (Harty and 

Badovinac 2008). Dies stellt eine mögliche Erklärung dar, weshalb insgesamt 

wenige CD8+ Zellen in der IF gezählt wurden und die Ergebnisse aus der IF in 

der darauffolgenden qPCR nicht in dem Ausmaß widergespiegelt wurden. Die 

IF erkennt CD8+ T-Zellen auf Proteinebene und somit auch Zellen, die bereit für 

den Zelltod sind. Es kann jedoch möglicherweise nur die kleine verbleibende 

Fraktion von Gedächtnis-T-Zellen mit aktiver Transkription in der qPCR 

nachgewiesen werden. 
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Außerdem legen frühere Arbeiten nahe, dass die Bildung von NETs im Kreislauf 

metastasierende Tumorzellen vor immunzellvermittelter Zytotoxizität schützen 

kann (DuPre and Hunter 2007, Kowanetz et al. 2010, Schmielau et al. 2001). 

Die Dichte der CD8+ T-Lymphozyten korreliert bspw. invers mit dem NET-

Bereich bei Melanoma. Dies deutet darauf hin, dass NETs die CD8+-vermittelte 

Antitumorimmunität beeinträchtigen können (Carlos E de Andrea 2021, de 

Andrea et al. 2021). NETs könnten somit eine weitere Erklärung dafür bieten, 

dass die Zellzahl von CD8+ T-Zellen in unserer IF im Verhältnis zu der Zellzahl 

für Neutrophile relativ gering ist. 

In aktuellen Arbeiten wird zunehmend eine antitumoröse Rolle von NETs bei 

malignem Melanom beschrieben (Blenman et al. 2019, Schedel et al. 2020). Im 

Zusammenhang mit unseren Ergebnissen aus Abbildung 14, die eine 

signifikant inverse Korrelation der Anzahl von Ly6G+ bzw. Ly6C+ Zellen mit der 

Metastasierungslast in den Mäuselungen zeigen, wäre es für nachfolgende 

Arbeiten interessant, eine Netose IF z.B. mit dem Histon H3 Primär AK 

durchzuführen. Wie in früherer Literatur schon beschrieben wurde, scheint ein 

Zusammenhang zwischen der Ansammlung von Neutrophilen, NETs und 

Lungenmetastasen bei Melanoma zu bestehen (Casanova-Acebes et al. 2018, 

Schedel et al. 2020). Sollte eine große Menge an NETs auf Proteinebene in der 

IF nachzuweisen sein, würde dies eine Erklärung sowohl für unsere Ergebnisse 

aus der IF und aus der qPCR als auch für die inverse Korrelation der 

Neutrophilen mit der Anzahl von Metastasen darstellen. Der Nachweis einer 

erhöhten Neutrophilenaktivität in Form von Netose würde die in vorangehenden 

Studien beschriebene anti-metastasierende Wirkung von Neutrophilen und 

NETs unterstützen (Casanova-Acebes et al. 2018, Schedel et al. 2020). Um die 

Korrelation zwischen der Anzahl bzw. der Genexpression von Immunzellen und 

der Metastasierungslast weiterführend zu untersuchen, wäre für nachfolgende 

Studien ein größeres Studienkollektiv von Interesse. 

 

Immunzellen, wie Neutrophile und CD8+T-Zellen, können durch die Interaktion 

mit Cytokinen an spezifische Stellen im Gewebe rekrutiert werden und für die 

Verteilung von Cytokinen im Gewebe ist zu einem großen Teil wahrscheinlich 

HS verantwortlich. Aus diesem Grund haben wir mittels qPCR zusätzlich zu den 

Immunzellmarkern die Genexpression einiger Chemokine untersucht. In 
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vorangehender Literatur wurde gezeigt, dass Chemokine von mehreren 

Zelltypen sezerniert werden, darunter Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, 

entzündliche Makrophagen, dendritische Zellen und Tumorzellen selbst (de 

Mingo Pulido et al. 2018, Tokunaga et al. 2018). Dies bietet eine mögliche 

Erklärung dafür, warum sich die Genexpression der von uns untersuchten 

Cytokine zwischen den Mäusen mit injizierten WT- oder EXT-1 B16F10 Zellen 

nicht signifikant unterscheidet. 

Laut früherer Literatur sind EXT-1/ EXT-2 Heterodimer für eine effiziente HS-

Kettenelongation erforderlich (Fang et al. 2016). Aufgrund der ähnlichen 

Expressionsrate der Immunzellen und Cytokine im tumorassoziierten Gewebe 

von  Mäuse mit B16F10 WT aber auch mit B16F10 EXT-1 Melanomzellen kann 

jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass zusätzliche HS-

Glykosyltransferasen existieren.  

PCR- generierte Daten sind sehr genau für stark regulierte Gene (Rajeevan et 

al. 2001). Aufgrund der ähnlichen Ergebnisse beider Versuchsgruppen scheint 

das Verfahren der qPCR aber in diesem Fall nicht sensitiv genug zu sein, um 

einen signifikanten Unterschied zwischen WT- und EXT-1 Tumorzellen 

aufzudecken. Außerdem legt die qPCR somit zugleich unsere Hypothese nahe, 

dass die Rekrutierung von Immunzellen überwiegend durch die Bindung von 

Cytokinen an HS und aufgrund des hohen elektrostatischen Potentials geschieht 

und nicht nur durch eine erhöhte Genexpression.  

Die Ergebnisse unserer Arbeit unterstützen somit unsere Hypothese. In früherer 

Literatur wurde schon beschrieben wie die Verfügbarkeit von Chemokinen durch 

ihre Bindungsaffinität zu GAGs reguliert wird (Migliorini et al. 2015). Das hohe 

elektrostatische Potential lässt sich durch die Cardin und Weintraub Sequenz 

erklären, wobei die Konsensussequenz in HS und verschiedenen Cytokinen 

gefunden werden kann (Vallet et al. 2021). Im Hinblick auf unsere Ergebnisse 

aus der IF und qPCR konnten wir somit zeigen, wie Gewebe mit einer 

reduzierten Menge an HS vor einer Bindung von Cytokinen und einer damit 

verbundenen Rekrutierung von Immunzellen geschützt ist. HS kann als eines 

der am stärksten negativ geladenen Biopolymere über ein hohes 

elektrostatisches Potential zahlreiche Bindungsproteine binden. Es kann jedoch 

keinen ausschlaggebenden Einfluss auf die Expressionsrate seines 

Bindungsproteins ausüben und deshalb unterscheidet sich das 
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Expressionsprofil der Mäuse mit intakter HS Biosynthese nicht signifikant von 

dem der Mäuse mit intakter HS Biosynthese. 

 

Für nachfolgende Studien wäre es interessant, die von uns analysierten 

Cytokine CXCL9, CXCL10, CCL2 und Csf3 ebenfalls auf Proteinebene zu 

untersuchen. Es könnte so untersucht werden, ob die Ergebnisse einer IF für 

diese Cytokine einen Gradienten bzw. eine Verteilung aufweisen, die im Hinblick 

auf die korrespondierenden Immunzellen für beide Versuchsgruppen 

entsprechend übereinstimmen. 

 

In vorangehenden Studien wurden verschiedene Immunzellsubtypen untersucht 

und es konnte unter anderem gezeigt werden, dass CD8+ T-Zellen und CD4+ T-

Zellen eine Rolle bei der Behandlung des Melanoms spielen (Koliopanos et al. 

2001, Mambetsariev et al. 2010).  

Tumore, die stark von CD8+ T-Zellen infiltriert sind und als entzündet bzw. 

klinisch als „heiß“ bezeichnet werden, sprechen am günstigsten auf ICB an, im 

Gegensatz zu Tumoren mit geringem oder ohne Immunzellinfiltrat, welche 

klinisch als „kalt“ bezeichnet werden.  

Eine Limitation der ICB ist, dass sie hauptsächlich durch die Reaktivierung 

antigenspezifischer T-Zellen, die bereits in dem Tumormikromilieu präsent sind, 

aktiv ist (Spranger and Gajewski 2018).  

Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass das Ausschalten von EXT-1 „heißes“ 

Melanom metastasiertes Lungengewebe in „kaltes“ mit geringer T-Zell-

Infiltration verwandelt. Für nachfolgende Studien wäre es interessant zu prüfen, 

ob oder wie sich infolge einer ICB das Outcome zwischen den von uns 

untersuchten Versuchsgruppen unterscheidet. Im Falle eines eindeutigen 

Ergebnisses, hätte der Nachweis einer blockierten HS Biosynthese mittels Exom 

Sequenzierung das Potential, die klinische Prognose vorherzusagen. 

 

Die Umwandlung von kalten in heiße Tumoren ist derzeit eines der Hauptziele 

zur Verbesserung der Behandlung von soliden Tumoren mit ICB. 

Wir konnten mit der vorliegenden Studie unsere Hypopthese bestätigen, dass 

HS die Anzahl an rekrutierten Immunzellen in das melanommetastasierte 

Lungengewebe kontrolliert. Somit lässt sich schlussfolgern, dass die Menge an 
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HS im Tumor bzw. peritumoralen Gewebe das Ansprechen auf eine ICB 

determiniert.  

Therapien, die darauf abzielen die HSPG/Cytokin-Interaktionen und 

Signalnetzwege zu modellieren, stellen potenzielle Ansätze für therapeutische 

Interventionen dar, die darauf abzielen unerwünschte oder ausbleibende 

Cytokinwirkungen bei verschiedenen Krankheitsprozessen vorzubeugen 

(Tanaka et al. 1998). 

 

Es können posttranslational strukturelle Veränderungen von HS durch die 

Wirkung von Sulfotransferasen, Sulfatasen und Heparanasen erfolgen. Ebenso 

kann der Proteinkern von HSPG durch Matrix- Metalloproteasen und andere 

proteolytische Enzyme, wie bspw. Plasminogen modifiziert werden und so 

HSPG-abhängige Signalwege regulieren (Romero-Garcia et al. 2016, Whitelock 

et al. 1996). 

In einer Studie von Liu et al. wurde demonstriert, wie die Spezifität der Enzyme 

darüber entscheidet, ob sich Tumore zurückbilden oder fortschreiten, je nach 

ihrer Interaktion mit HS (Liu et al. 2002). So konnte in einer vorangehenden 

Studie bspw. gezeigt werden, dass Heparanase sowohl maßgeblich an der 

Tumorprogression beim Myelom beteiligt ist als auch die Induktion von 

Heparanase mit einem reduzierten Spiegel von CXCL10 assoziiert und somit die 

tumorsuppressive und antiangiogenetische Wirkung von CXCL10 

abgeschwächt ist (Barash et al. 2014).  

Die Reparatur mutierter Enzyme innerhalb der HS Biosynthese könnte eine 

potenzielle Therapieoption darstellen. 

Als neuer Therapieansatz könnte bspw. die Kombination von HS-Mimetika oder 

Heparanase-Inhibitoren mit einer ICB weiterverfolgt werden, da so mit einer 

größeren Menge an HS, im Tumor bzw. peritumoralen Gewebe, eine größere 

Anzahl an Immunzellen wie z.B. CD8+ T-Zellen rekrutiert werden könnte. Dies 

würde eine bessere Ansprechrate auf die ICB bedeuten könnte.  

Die HS-Mimetika, wie bspw. Muparfostat (PI-88) (Basche et al. 2006), 

Neuparanib (N-402) (O'Reilly et al. 2017) und Pixatimod (PG545) (Dredge et al. 

2018), werden klinisch in der Therapie bei metastasiertem Melanom oder 

Pancreascarcinoma untersucht. In einer vorangehenden Studie konnte bspw. 

gezeigt werden, dass Pixatimod, das unter anderem Heparanase inhibiert, in 
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Kombination mit einer anti-PD1 Therapie sowohl zu einer Modulation 

angeborener Immunzellen als auch einer verstärkten T-Zell Infiltration führt und 

die Wirksamkeit der PD1-Inhibition in schwach immunogenen Tumormodellen 

verbessert (Hammond et al. 2018). 

HS-Mimetika und Polysaccharid-Derivate werden jedoch durch ihr relativ hohes 

Molekulargewicht und eine eher heterogene Struktur eingeschränkt. 

Vorangehende Studien haben gezeigt, dass dies für niedermolekulare 

Inhibitoren der Heparanase, wie beispielsweise Benzimidazol- und 

Benzoxazolderivate, nicht gilt (Courtney et al. 2005, Xu et al. 2006). Einen 

vielversprechenden Fortschritt bei diesen Derivaten bietet die Synthese 

symmetrischer Analoga. Diese symmetrischen Analoga haben sowohl die 

Fähigkeit Heparanase zu hemmen als auch mit HS interagierende Chemokine 

und Wachstumsfaktoren, die die Angiogenese modulieren, zu binden und zu 

sequestieren (Messore et al. 2018), was jedoch fortführender Forschung bedarf. 

 

Zusammengefasst demonstriert unsere Studie, dass Melanomzellen mit einer 

blockierten HS Biosynthese zu der Bildung von Lungenmetastasen neigen. Wir 

konnten zeigen, dass der negativ geladene Biopolymer HS für die Infiltration 

und relativ erhöhte Genexpression von Neutrophilen und CD8+ T-Zellen in das 

metastasierte Lungengewege von Mäusen verantwortlich ist. Außerdem 

unterstützt unsere Studie die antimetastatische Wirkung von Neutrophilen im 

metastatischen Lungengewebe bei Malignem Melanom. Die Ergebnisse 

unserer Studie zeigen somit die Relevanz und den Bedarf fortführender 

Entwicklung therapeutischer Interventionen, wie HS-Mimetika und 

Polysaccharid-Derivaten, bei metastasiertem Melanom. 
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5. Zusammenfassung 

Das maligne Melanom ist ein hochgradig maligner Tumor der Pigmentzellen, 

der sich in der Haut manifestiert und sich durch seine frühzeitige sowohl 

lymphogene als auch hämatogene Metastasierung auszeichnet. In 

fortgeschrittenen Tumorstadien ist das Melanom die häufigste tödlich 

verlaufende Hauterkrankung und für mehr als 90% der Todesfälle aller 

Hautmalignome verantwortlich. Da die bisher eingesetzten Therapien noch 

wenig erfolgreich sind, wurde in den letzten Jahren intensiv an der Entwicklung 

neuer Therapiemöglichkeiten geforscht. Ein großer Fortschritt konnte durch die 

2011 in das Therapieschema eingeführte ICB und durch sogenannte „targeted 

therapies“ erzielt werden. Der Erfolg moderner Krebstherapien, wie z.B. der 

ICB, basiert entscheidend auf der Infiltration von Immunzellen in das 

Tumorgewebe. Aktuelle Arbeiten zum malignen Melanom zeigen, dass in 

Patienten, die nicht auf die ICB ansprechen, die Zahl von tumorinfiltrierenden 

CD8+ T-Zellen geringer ist als in Patienten mit einer guten Ansprechrate. Die 

Rekrutierung von Immunzellen wird unter anderem durch Cytokine wie CXCL9 

reguliert. Das GAG HS kann verschiedene Moleküle, wie Wachstumsfaktoren, 

Cytokine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle und Proteasen binden und daher ist 

HS für Zellmigration, Angiogenese und Chemotaxis der Immunzellen relevant. 

Die Menge an inflammatorischen Cytokinen im Tumor wird wahrscheinlich zu 

einem großen Teil über das extrazellulär vorkommende HS kontrolliert. Exom-

Sequenzierung von humanen Melanomen weisen darauf hin, dass in ca. 40% 

der Patienten die Bildung des HS aufgrund von somatischen Mutationen gestört 

ist. Inwiefern eine Dysregulation der HS-Biosynthese die Rekrutierung von 

Immunzellen in das Tumorgewebe reguliert, ist bislang nur wenig verstanden 

und wurde daher in dieser Studie untersucht.  

In einer vorangehenden Studie wurde bereits durch die Analyse von Biopsien 

von Melanompatienten und die Analyse von öffentlichen Transkriptom 

Datensätze bestätigt, dass Melanom Zellen, die weniger HS exprimieren, zur 

Metastasierung neigen (Wang et al. 2022). Die Auswertung unserer 

Versuchsgruppen zeigte im Einklang mit den Transkriptom Datensätzen, dass 

eine deutlich größere Anzahl an murinen Lungenmetastasen in Folge der 
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Injektion von Melanomzellen mit dysregulierter HS Biosynthese (EXT-1 KO) 

gebildet wurde. 

Mit Hilfe einer inversen IF von Gefrierschnitten der kryokonservierten 

metastasierten Lungengewebe, konnten wir infolge der Injektion von B16F10 

EXT-1 KO Zellen eine signifikant geringere Anzahl an rekrutierten Neutrophilen 

und CD8+ T-Zellen finden als nach der Injektion von B16F10 WT Zellen. 

Darüber hinaus wurde die Genexpression der Immunzellen und der für die 

Rekrutierung von Leukozyten relevanten Chemokine mittels qPCR sowohl nach 

Injektion von B16F10 WT als auch nach der Injektion von B16F10 EXT-1 KO 

Zellen untersucht. Die Ergebnisse zeigten im Einklang mit unseren Ergebnissen 

der IF eine geringere Genexpression in Folge einer Dysregulation der HS 

Biosynthese. Die Ergebnisse der IF und qPCR bestätigen somit die Hypothese, 

dass die Rekrutierung in das metastasierte Lungengewebe bei malignem 

Melanom über die Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen 

Biopolymer HS und Chemokinen reguliert wird.  

Die Rolle von Neutrophilen in der Tumorprogression und Metastasierung wurde 

in vorangehenden Studien kontrovers dargestellt, wobei der protumorgene 

Aspekt im Vordergrund stand. Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass 

zwischen der Anzahl von Neutrophilen im metastasierten Lungengewebe und 

den Lungenmetastasen bei malignem Melanom eine inverse Korrelation 

besteht. Somit zeigen die Daten unserer Arbeit die antimetastasierende 

Wirkung von Neutrophilen.  

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen somit die Relevanz von HS bei der 

Rekrutierung von Immunzellen in das Melanom metastasierte Lungengewebe 

und unterstützen die Notwendigkeit für die fortführende Entwicklung 

therapeutischer Interventionen, die zur Verbesserung der Patientenergebnisse 

bei metastasiertem Melanom führen könnten. 
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Summary 

Malignant melanoma is a highly malignant tumor of pigment cells that manifests 

in the skin and is characterized by its early metastasis to both lymphogenic and 

hematogenic sites. In advanced tumor stages, melanoma is the most common 

fatal skin disease and is responsible for more than 90% of deaths from all skin 

malignancies. Since the therapies used to date have not been very successful, 

intensive research has been conducted in recent years to develop new 

therapeutic options. A great progress could be achieved by ICB, which was 

introduced into the therapy regimen in 2011, and by so-called "targeted 

therapies". The success of modern cancer therapies, such as ICB, is crucially 

based on the infiltration of immune cells into the tumor tissue. Recent work in 

malignant melanoma shows that in patients who do not respond to ICB, the 

number of tumor-infiltrating CD8+ T cells is lower than in patients with a good 

response rate. Immune cell recruitment is regulated by cytokines such as 

CXCL9, among others. The GAG HS can bind various molecules, such as 

growth factors, cytokines, chemokines, adhesion molecules, and proteases, 

and therefore HS is relevant for cell migration, angiogenesis, and chemotaxis of 

immune cells. The amount of inflammatory cytokines in tumors is most likely 

controlled in large part by extracellular HS. Exome sequencing of human 

melanomas indicate that in approximately 40% of patients the formation of HS 

is impaired due to somatic mutations. The extent to which dysregulation of HS 

biosynthesis regulates immune cell recruitment to tumor tissue is poorly 

understood and was therefore investigated in this study.  

In a previous study, analysis of biopsies from melanoma patients and analysis 

of public transcriptome datasets already confirmed that melanoma cells 

expressing less HS tend to metastasize (Wang et al. 2022). Consistent with the 

transcriptome datasets, evaluation of our experimental groups showed that a 

significantly greater number of murine lung metastases were formed as a result 

of the injection of melanoma cells with dysregulated HS biosynthesis (EXT-1 

KO). 

Using inverse IF of frozen sections of cryopreserved metastatic lung tissues, we 

found significantly lower numbers of recruited neutrophils and CD8+ T cells as 
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a result of the injection of B16F10 EXT-1 KO cells than after the injection of 

B16F10 WT cells. In addition, gene expression of immune cells and chemokines 

relevant to leukocyte recruitment was examined by qPCR after both the injection 

of B16F10 WT and the injection of B16F10 EXT-1 KO cells. Consistent with our 

IF results, the results showed lower gene expression as a consequence of 

dysregulation of HS biosynthesis. Thus the IF and qPCR results confirm the 

hypothesis that recruitment to metastatic lung tissue in malignant melanoma is 

regulated by the interaction between the negatively charged biopolymer HS and 

chemokines.  

The role of neutrophils in tumor progression and metastasis has been 

controversially presented in previous studies, focusing on the protumorgenic 

aspect. In our study, we demonstrated that there is an inverse correlation 

between the number of neutrophils in metastatic lung tissue and lung 

metastases in malignant melanoma. Thus the data of our work demonstrate the 

antimetastatic effect of neutrophils.  

Thus the results of our study demonstrate the relevance of HS in the recruitment 

of immune cells to melanoma metastatic lung tissue and support the need for 

continued development of therapeutic interventions that could lead to improved 

patient outcomes in metastatic melanoma. 
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6. Supplement 
 

Klassifikation des Primärtumors  

Stadium Tumordicke nach Breslow Ulzeration 

Tx Kann nicht bestimmt werden Keine Angaben 

T0 Kein Anhalt für einen Primärtumor 

Tis Keine Angaben (Melanoma In-situ) 

T1  

T1  ≤1,0mm Unbekannt/ nicht spezifisch 

T1a <0,8mm 

<0,8mm 

0,8mm-1,0mm 
 

Ohne Ulzeration 

T1b Mit Ulzeration 

Mit/ ohne Ulzeration 
 

T2  

 

T2 

>1,0-2,0mm 
 

Unbekannt/ nicht spezifisch 

T2a Ohne Ulzeration 

T2b Mit Ulzeration  

T3  

 

T3 

>2,0–4,00mm  

Unbekannt/ nicht spezifisch 

T3a Ohne Ulzeration 

T3b Mit Ulzeration  

T4  

 

T4 

>4,00mm  

Unbekannt/ nicht spezifisch 

T4a Ohne Ulzeration 

 T4b Mit Ulzeration  
Supplement 1 Klassifikation des Primärtumors nach TNM Klassifikation bei malignem 
Melanom (AJCC 2016) (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020) 
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Klassifikation der regionären Lymphknoten  

Stadium 
Anzahl metastatisch befallener 
Lymphknoten  

Intransit-, Satelliten, 
und/oder Mikrosateliten- 
Metastasen 

Nx 
Regionale Lymphknoten wurden 

pathologisch nicht untersucht Nein 

N0 Kein Befall 

N1  

N1a 1 klinisch okkulter Lymphknoten 
Nein N1b 1 klinisch auffälliger Lymphknoten 

N1c Keine regionale 

Lymphknotenmetastasen 
Ja 

N2 

N2a 2-3 klinisch okkulte Lymphknoten 

Nein N2b 2-3 Lymphknoten, wobei mind. 1 

klinisch aufgefallen ist 

N2c 1 Lymphknoten Ja 

N3  

N3a ≥4 klinisch okkulte Lymphknoten  

Nein N3b ≥4 Lymphknoten, wobei mind. 1 

klinisch aufgefallen ist 

N3c ≥2 Lymphknoten Ja 
Supplement 2 Klassifikation der regionären Lymphknoten nach TNM Klassifikation bei 
malignem Melanom (AJCC) (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020) 

* Als „klinisch okkult“ bezeichnet man bspw. einen Lymphknoten, der nur mittels 
Wächterlymphknotenbiopsie entdeckt wurde. 
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Klassifikation der Fernmetastasen 
Stadium Lokalisation LDH im Serum 
M0 Keine  

M1 Nachgewiesene Fernmetastasen  

M1a M1a Fernmetastasen in Haut, Weichteilen, 

Muskeln und/oder nicht-regionalen 

Lymphknoten 

Nicht bestimmt/ 

dokumentiert 

M1a(0) Normal 

M1a(1) Erhöht 

M1b M1b Fernmetastasen der Lunge Nicht bestimmt/ 

dokumentiert 

M1b(0) Normal 

M1b(1) Erhöht 

M1c M1c Andere viszerale Fernmetastasen ohne 

ZNS-Beteiligung 

Nicht bestimmt/ 

dokumentiert 

M1c(0) Normal 

M1c(1) Erhöht 

M1d M1d Fernmetastasen des ZNS Nicht bestimmt/ 

dokumentiert 

M1d(0)  Normal 

M1d(1)  Erhöht 
Supplement 3 Klassifikation der Fernmetastasen nach TNM Klassifikation bei malignem 
Melanom (AJCC 2016) (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020) 
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Stadieneinteilung  

Stadium  Primärtumor (pT)  
Regionäre Lymphknoten- 
metastasen (N)  

Fern- 
metastasen (M)  

0 Tis 

N0 

  

M0 

  

I 

IA T1a  

T1b 

IB T2a  

II 

IIA T2b 

T3a 

IIB T3b 

T4a 

IIC T4b 

III 

IIIA T1a/b-T2a  N1a oder N2a 

IIIB T0 N1b/c  

T1a/b-T2a N1b/c oder N2b 

T2b-T3a N1a-N2b 

IIIC T0 N2b/c oder N3b/c 

T1a-T3a N2c oder N3a/b/c 

T3b-T4a Jedes N ≥N1 

T4b N1a-N2c 

IIID T4b N3a/b/c 

IV  Jedes T, Tis  Jedes N  M1 
Supplement 4 Histopathologische Stadieneinteilung des malignen Melanoms (AJCC 2016) 
(Leitlinienprogramm-Onkologie 2020) 
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Supplement 5 Gelelektrophorese 

Um das Transkriptionsprofil der verschiedenen Gene zu untersuchen, wurde die zuvor 

kryokonservierte RNA isoliert, in eine stabilere cDNA umgeschrieben und anschließend mittels 

qPCR amplifiziert und quantifiziert. Anschließend an die qPCR konnten durch eine 

Gelelektrophorese die amplifizierten PCR Produkte anhand ihrer Größe auf dem Agarose-Gel 

aufgetrennt, nach einer Laufstrecke von ungefähr 4 cm wurde das Gel aus der Kammer entfernt 
und zur Dokumentation der Banden unter UV-Licht fotografiert. Somit konnten die amplifizierten 

PCR Produkte anhand ihrer Größe validiert werden. 
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A    WT   Ext-1  

B    WT   Ext-1  

C    WT  Ext-1  
Supplement 6 Der Zusammenhang zwischen der Anzahl an Immunzellen und ihrer 
Genexpression 

In einer Versuchsgruppe wurden entweder 750 000 B16F10 WT Zellen oder B16F10 EXT-1 KO 

Zellen injiziert. Es wurde im Anschluss mittels IF auf Proteinebene und mittels qPCR auf mRNA 
Ebene untersucht, welchen Einfluss eine blockierte HS Biosynthese auf die Rekrutierung von 

Immunzellen ins Lungengewebe ausübt. Hierbei zeigte sich eine tendenziell positive Korrelation 

zwischen der Genexpression und Anzahl der Immunzellen. A Ly6G+ Zellen (WT: Steigung=7,769e-

006; R2=0,08708; p=0,5702) (EXT-1: Steigung=2,261e-005; R2=0,8287; p=0,0318) B Ly6C+ Zellen 

(WT: Steigung=0,007896; R2=0,6657; p=0,0477) (EXT-1: Steigung=0,01725; R2=0,4646; 

p=0,2050) C CD8+ Zellen (WT: Steigung=0,0004822; R2=0,3754; p=0,1959) (EXT-1: 

Steigung=0,0007367; R2=0,5206; p=0,1688) 
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A     WT Ext-1   

B     WT Ext-1    

C     WT Ext-1  
Supplement 7 Analyse des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der Immunzellen und der 
Anzahl der Metastasen 

Es wurde für alle Tiere, denen 750 000 Melanomzellen injiziert wurden, untersucht, ob in der Folge 

ein Zusammenhang zwischen der Anzahl von rekrutierten Immunzellen und den Metastasen im 

Lungengewebe besteht. Dafür wurden die Tiere mit intakter und blockierter HS Synthese separat 
voneinander analysiert. Hierbei konnte der Trend einer inversen Korrelation auf Protein Level von A 
Ly6G+ (WT: Steigung=-0,01669; R2=0,4152; p=0,1673) (EXT-1: Steigung=-0,01735; R2=0,7862; 

p=0,0450), B Ly6C+ (WT: Steigung=-0,01678; R2=0,08638; p=0,5718) (EXT-1: Steigung=-0,01088; 

R2=0,4624; p=0,2065), C CD8+ T-Zellen (WT: Steigung=0,002574; R2=0,04834; p=0,6755) (EXT-1: 

Steigung=-0,001107; R2=0,1387; p=0,5371) mit der Anzahl der Metastasen beobachtet werden. 
  



 77 

A     WT  Ext-1  

B     WT   Ext-1  

C     WT Ext-1   
Supplement 8 Analyse des Zusammenhangs zwischen der Genexpression der Immunzellen 
und der Anzahl der Metastasen 

Es wurde für alle Tiere, denen 750 000 Melanomzellen injiziert wurden untersucht, ob in der Folge 

ein Zusammenhang zwischen der Anzahl von rekrutierten Immunzellen und den Metastasen im 

Lungengewebe besteht. Dafür wurden die Tiere mit intakter und blockierter HS Synthese separat 

voneinander analysiert. Hierbei konnte der Trend einer inversen Korrelation auf mRNA Level von A 
Ly6G+ (WT: Steigung=2,812e-007; R2=0,3198; p=0,2421) (EXT-1: Steigung=-4,769e-007; 

R2=0,9638; p=0,0030), B Ly6C+ (WT: Steigung=-1,032e-005; R2=0,0003486; p=0,9720) (EXT-1: 

Steigung=-0,0001762; R2=0,1893; p=0,7004), C CD8+ T-Zellen (WT: Steigung=3,550e-006; 
R2=0,1485; p=0,0,4506) (EXT-1: Steigung=-6,496e-007; R2=0,04579; p=0,7296) mit der Anzahl der 

Metastasen beobachtet werden. 
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A   

 

B    

 

C     
Supplement 9 Anzahl der Immunzellen im metastasieren Lungengewebe 

Gezeigt werden mit dem Fluoreszenzmikroskop hergestellte Nahaufnahmen von den 

immunfluoreszent gefärbten Gewebeschnitten der Mäuse. Im Folgenden ist Ly6G (Neutrophile), 

CD8 (CD8+ T-Zellen) und Ly6C (Monozyten und Neutrophile) jeweils rot, vWF als Gefäßmarker in 

grün und DAPI gefärbte Zellkerne in blau dargestellt. Um die Auswirkung einer blockierten HS 

Biosynthese bei malignem Melanom in Bezug auf die Infiltration von Immunzellen in das 
metastasierte Lungengewebe zu untersuchen, wurde das Immunzellinfiltrat in dem Lungengewebe 

von Mäusen mit 100 000 injizierten B16F10 WT Zellen und B16F10 EXT-1 KO Zellen analysiert. Zur 

quantitativen Auswertung der Immunzellen im Mikromilieu der Lunge wurde, jeweils durch optische 

Auszählung, die Anzahl der gezählten Immunzellen, anhand der mit dem 

Immunfluoreszenzmikroskop aufgenommenen Bilder in Relation zur untersuchten Fläche des 

Lungengewebes (Fläche= 301228,434µm2) ausgewertet. Dabei konnten in der Versuchsgruppe mit 
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100 000 injizierten Tumorzellen, in Folge einer B16F10 WT Injektion deutlich mehr A Ly6G+ Zellen 

(Durchschnitt=13,20 p=0,2995) B Ly6C+ Zellen (Durchschnitt=10,48 p=0,9041) und C CD8+ Zellen 

(Durchschnitt=3,933 p=0,2293) im Lungengewebe der Mäuse gezählt werden. n=6 

 

A   WT  EXT-1  
 

B   WT  EXT-1  
 

C   WT  EXT-1   
Supplement 10 Analyse des Zusammenhangs der Anzahl der Immunzellen und der Anzahl 
der Metastasen 
Es wurde für alle Tiere, denen 100 000 Melanomzellen injiziert wurden, untersucht ob in der Folge 
ein Zusammenhang zwischen der Anzahl von rekrutierten Immunzellen und den Metastasen im 

Lungengewebe bestand. Dafür wurden die Tiere mit intakter und blockierter HS Synthese separat 

voneinander analysiert. Hierbei konnte größtenteils der Trend einer inversen Korrelation auf Protein 
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Level von A Ly6G+ (WT: Steigung=2,177; R2=0,3856; p=0,1883) (EXT-1: Steigung=-0,7386; 

R2=0,07079; p=0,6103), B Ly6C+ (WT: Steigung=1,577; R2=0,9451; p=0,0055) (EXT-1: Steigung=-

0,6932; R2=0,001393; p=0,9440), C CD8+ T-Zellen (WT: Steigung=-0,4423; R2=0,5533; p=0,0900) 

(EXT-1: Steigung=-0,001136; R2=1,259e-005; p=0,9947) mit der Anzahl der Metastasen beobachtet 

werden. 

 

 

                      

 
Supplement 11 Repräsentative Bildaufnahmen bei einer intakten bzw. blockierten HS 
Biosynthese 

Hier beispielhaft gezeigt sind mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommene Bildaufnahmen des 

Lungengewebes von Mäusen nach der Injektion von B16F10 WT (A) oder B16F10 EXT-1 KO (B) 

Melanomzellen. Dabei ist HS rot, Gefäße mit Hilfe des vWF grün und DAPI gefärbte Zellkerne blau 

dargestellt. Die bei der EXT-1 KO Versuchsgruppe blockierte HS Biosynthese und das daraus 

resultierende Fehlen von HS im Lungengewebe dieser Mäuse, konnten wir anhand der IF und 
representativer Bilder bestätigen. 
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