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Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit beschéftigt sich mit der Expression von cGAS
sowie der Typ | Interferon Antwort und CD8+ Infiltration im humanen Melanom. Daflir wurden
Serienschnitte von 50 ausgewahlten Melanompraparaten der Universitatshautklinik
Magdeburg immunhistochemisch fir cGAS, MxA als Marker der Typ | Interferon Antwort,
CD8+ Infiltrat sowie HMB45 gefarbt und mikroskopisch untersucht.

Die Ergebnisse zeigten eine positive Korrelation sowie eine Kolokalisation der Expression
von MxA - und somit Typ | Interferon Antwort - und CD8+ Infiltration in den ausgewahlten
Melanomen. Die cGAS Expression korrelierte nicht mit der MxA Expression. Es zeigte sich
eine verstarkte cGAS Expression bei dickeren und somit prognostisch schlechteren
Tumoren. Die Uberlebenszeit ab Erstdiagnose zeigte keine signifikanten Unterschiede bei
der Unterscheidung von Tumoren mit einer grof3flachigen intraturmoralen Expression (MxA-
Level 2-4) und einer geringflachigen MxA-Expression (MxA-Level 1). Das Ergebnis bestatigt
die These, dass die Typ | Interferon Produktion im Tumor zu einem verstarktem CD8+
Infiltrat fhrt.

Schlisselworter

Humanes Melanom, cGAS, Typ | Interferon, MxA, CD8+, Immunhistologie, Staining
Methods, Prognose
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Abklrzungsverzeichnis

TIL T-Lymphozyten Infiltrat

IFN Interferon

HMB45 Human melanoma black 45

STING Stimulator of interferon genes

MxA MX Dynamin Like GTPase 1

MC1R Melanocortin 1

cGAS Cyclic GMP-AMP synthase
CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Arf-p53 alternate reading frame protein 53
MITF Mikrophtalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor
HIF1la hypoxia inducible factor 1 alpha
LMM Lentigo-maligna-Melanom

ALM akrolentiginbses Melanom

SSM superfiziell spreitendes Melanom
NM Noduléares Melanom

MUP Melanoma of unknown primary
BRAF B rapidly accelerated fibrosarcoma
c-Kit Tyrosine kinase C

CTLA cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein
PD-1 programmed cell death protein 1
TIL Tumorinfiltrierende Lymphozyten
MHC major histocompatibility complex
STING stimulator of interferon genes

TBK1 TANK-binding kinase 1



IRF3

IKK

NF-kB

TRIM

AMFR

INSIG1

RNf5

APC

GTDS

FFPE

PBS

EDTA

CTL

MIP-1

MCP-1

RANTES

G-CSF

GM-CSF

interferon regulatory factor 3

IkappaB Kinase

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Tripartite motif family

autocrine motility factor receptor

insulin-induced gene 1

ring finger protein 5

antigen presenting cell

GielRener Tumordokumentationssystem
Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe
Phosphatgepufferte Salzlésung
Ethylendiamintetraessigsaure

Cytotoxic T Lymphocyte

Macrophage inflammatory protein 1

Monocyte chemoattractant protein 1

Regulated upon Activation, normal T cell Expressed and presumably

secreted
Granulocyte-Colony Stimulating Factor

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor



1. Einleitung

1.1 Das maligne Melanom

1.1.1 Epidemiologie

Das Melanom ist die am haufigsten todlich verlaufende Tumorerkrankung der Haut. Der
sogenannte ,schwarze Hautkrebs“ entsteht aus maligne entarteten Melanozyten. In
Deutschland erkranken jahrlich knapp tber 20.000 Menschen und tGber 3000 Menschen
versterben an den Folgen eines Melanoms. Das mittlere Manifestationsalter in Deutschland

betragt bei Frauen 59, bei Mannern 67 Jahre (Eggermont et al. 2014).

Aufgrund der mdglichen frithen lymphogenen und hamatogenen Metastasierung ist die
frihzeitige Erkennung durch regelméaRige Ganzkorperscreenings flr die Prognose von
grol3er Bedeutung. Die Einfilhrung des Screenings als Standardprozedur fiihrte ab dem Jahr
2008 zu einer starken Zunahme der Inzidenz (Eggermont et al. 2014). Ebenfalls die
zunehmende Lebenserwartung der Menschen sowie das Freizeitverhalten sorgten fiir eine
starke Zunahme der Inzidenz (S3-Leitlinie "Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Melanoms" 2020). Seit den 1980er Jahren ist die Neuerkrankungsrate in allen westlichen

Industrienationen gestiegen.

1.1.2 Risikofaktoren

Das Risiko der Erkrankung basiert u. a. auf Umwelt - und genetischen Faktoren. Zu den

Umweltfaktoren zahlt v. a. eine erhdhte UV-Exposition der Haut (Rastrelli et al. 2014). Diese
kann durch viele Sonnenstunden/Jahr sowie die mangelhafte Nutzung von
Sonnenschutzmitteln negativ beeinflusst werden (Mulliken et al. 2012). In anderen Regionen
der Welt wie z.B. Australien kann die Inzidenz durch z. B. unterschiedlich starke UV-
Belastung hoher sein. Als Phéanotyp zeigen Menschen mit u. a. heller Haut, roten oder
blonden Haare, sowie blauen Augen ein erhdhtes Risiko. Menschen mit sehr dunklem
Hauttyp leiden nur selten an einem Melanom (Bradford 2009). Das Melanom ist zu 5 - 10 %
familiar bedingt. Es wird in diesem Fall autosomal-dominant vererbt und als FAMM-Syndrom
(Familiares atypisches multiples Muttermal- und Melanomsyndrom) bezeichnet (Lynch und
Shaw 2016). Familien, in denen bereits ein gehuftes Auftreten des Melanoms vorhanden
war, tragen zu zwischen 20 - 40 % eine Keimbahnmutation im CDKN2A Gen (Rossi et al.
2019). In diesem Gen werden im Falle der Keimbahnmutation die beiden Tumorsuppressor-
Proteine p16-Rb und Arf-p53 nicht mehr aktiviert (Bardeesy et al. 2001). Auch eine
Missense-Substitution im MITF-Gen fuhrt zu einem flinffach erhdhten Risiko, ein Melanom
zu entwickeln. Die Mutation sorgt fur eine starkere Bindung des MITF-Proteins an den
HIF1la-Promoter, was zur erhéhten Melanozyten-Produktion, -Migration und -Invasion fuhrt
(Eggermont et al. 2014).



1.1.3 Klinik

Superfiziell spreitendes Melanom (SSM)

Das SSM ist mit 60 % der haufigste histologische Subtyp des Melanoms (Wallon-Dumon und
Dréno 2003). Es tritt meist am Riicken, Rumpf und den Extremitaten auf. Histopathologisch
zeigt sich ein Durchbruch der atypischen Melanozyten durch die Basalmembram sowie eine
breite Durchsetzung der Dermis. Es zeigt sich als Immunreaktion meist basal ein

unterschiedlich ausgepragtes lymhozytares Infiltrat (Smoller 2006).

Noduléares Melanom (NM)

Das nodulédre Melanom ist der zweith&ufigste Subtyp und zeigt meist eine ungtinstige
Prognose, da dem friihen vertikalen invasivem Wachstum nur eine kurze oder keine
horizontale Phase vorausgeht (Saaiq et al. 2016). Es zeigt sich eine knotige, blaulich-rétlich

oder dunkelbraun farbige Hautveranderung (Roesch und Berking 2017).

Lentigo-maligna-Melanom (LMM)

Das Lentigo-maligna-Melanom tritt vorwiegend bei alteren Patienten in stark
sonnenexponierten Arealen wie Gesicht, Hals, Handen, Armen und Unterschenkeln auf
(Situm et al. 2010). Es entsteht meist nach einer prainvasiven Phase atypischer Melanozyten
in Form eines Lentigo maligna. Im Verlauf entwickeln sich auf dem Boden dieser
melanotischen Prakanzerose Knotchen, die auf ein vertikales und somit invasives Wachstum
hinweisen (Iznardo et al. 2020). 10 % der diagnostizierten Melanome sind Melanome vom
LMM-Typ.

Akrolentiginéses Melanom (ALM)

Dieser Typ des Melanoms wird durch seine Lokalisation bestimmt. Es kommt vorwiegend an
Innenflachen der Hande und den Ful3sohlen sowie interphalangeal und subungual vor
(Kuchelmeister et al. 2000). Nur 4 — 5 % aller Melanome sind akrolentigints. Bei dunklen

Hauttypen ist es der haufigste Melanomtyp (Mahendraraj et al. 2017).

Amelanotisches Melanom
Als amelanotisches Melanom bezeichnet man die pigmentarme bis —freie Form des
Melanoms. Klinisch ist meist ein roter bis hautfarbener Knoten sichtbar. Die Prognose ist

schlecht, da amelanotische Melanome meist spat entdeckt werden (Gong et al. 2019).



Sonderformen
Als Sonderformen des Melanoms bezeichnet man die klinischen Bilder, die nicht vollstandig
den oben genannten Formen zugeordnet werden kdnnen. Beispiele sind das

Schleimhautmelanom, das maligne Melanom unklaren Primus (MUP) sowie das

desmoplastische Melanom.

Abb. 1: Beispiele der unterschiedlichen Melanomtypen (Maf3stab 5 mm), (A) superfiziell
spreitendes Melanom, (B) nodulares Melanom, (C) Lentigo-maligna-Melanom, (D)
akrolentigindéses Melanom, (E) amelanotisches Melanom.

1.1.4 Diagnostik

Zur Beurteilung der Malignitat eines Pigmentmals der Haut kdnnen die sogenannten

ABCDE-KTriterien herangezogen werden, die sich aus A - Asymmetrie, B - Begrenzung, C —
Colour (engl. Farbe), D - Durchmesser, E - Erhabenheit, zusammensetzen (Tsao et al. 2015;
Abbasi et al. 2004). Dazu wird haufig das Hassliche-Entlein-Zeichen (,Ugly Duck Sign®)
genannt. Es bezeichnet ein auffalliges Pigmentmal, das nicht zum Gesamtbild der restlichen
Navi des Patienten passt und fir den Untersucher heraussticht (Gaudy-Marqueste et al.
2017; Scope et al. 2008). Die Beurteilung der Pigmentmale kann durch Verwendung eines
Auflichtmikroskops verbessert werden. Wichtige Faktoren bei der Beurteilung der Melanome
sind histopathologisch die Eindringtiefe (in mm) nach Breslow, das Clark-Level, Ulzerationen
sowie die Mitoserate. Zuséatzlich wird ab einer Tumordicke von 1 mm eine Sentinel-
Lymphknoten-Diagnostik (SLNB) durchgefuhrt, um eine lymphogene Metastasierung
auszuschlieBen (Mays et al. 2010; McMasters et al. 2001). Die Sentinel-Lymphknoten-
Diagnostik kann bereits bei bestehenden Risikofaktoren wie Ulzerationen oder einer hohen
Mitoserate ab einer Tumordicke von 0,8 mm erwogen werden. Dabei wird der sog.
~Wachterlymphknoten®, also der Lymphknoten, welcher im Verlauf des Lymphabflussgebiets
des primaren Melanoms liegt, entfernt und histopathologisch auf Melanomzellinfiltrate
untersucht.

Zudem werden die Laktatdehydrogenase und der Marker S100B im Serum als prognostische
Marker und zur Verlaufskontrolle genutzt (Mocellin et al. 2008). Zeigt der entnommene
Wachterlymphknoten histopathologisch bereits Metastasen, sollten dem Patienten Staging-
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Untersuchungen angeboten werden. Zu dem ublichen Staging gehoéren eine

Kernspintomographie (MRT) des Kopfes, eine Computertomographie (CT) des Thorax

sowie des Abdomen, eine Lymphknotensonographie sowie eine Skelettszintigraphie (S3-

Leitlinie "Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms" 2020; Fogarty und Tartaguia

2006).

1.1.5 Stadieneinteilung nach TNM gemaf der 8. Ausgabe AJCC Klassifikation

Stadium

0

| pathologisch ?

| klinisch 2

[IA pathologisch *

[1A Klinisch 2

[IB pathologisch !

[1B klinisch 2

A

Primartumor

in situ

< 2 cm maximaler

Tumordurchmesser

< 2 cm maximaler

Tumordurchmesser

> 2 cm maximaler

Tumordurchmesser

>2 cm maximaler

Tumordurchmesser

Infiltration von Faszien,
Muskeln, Knorpel oder
Knochen

Infiltration von Faszien,
Muskeln, Knorpel oder
Knochen

1) Unabh&ngig von
Tumordurchmesser

oder Infiltration

2) Kein Primartumor

(unknown primary)

Regionéare Lymphknoten Fernmetastasen

unauffallige Lymphknoten keine

in der pathologischen keine
Untersuchung unauffallige
Lymphknoten

klinisch unauffallige keine
Lymphknoten (keine

pathologische Untersuchung)

in der pathologischen keine
Untersuchung unauffallige
Lymphknoten

klinisch unauffallige keine
Lymphknoten (keine

pathologische Untersuchung)

in der pathologischen keine
Untersuchung unauffallige
Lymphknoten

klinisch unauffallige keine
Lymphknoten (keine

pathologische Untersuchung)

1) pathologisch detektierte  keine
Lymphknotenmetastasen

ohne vorherigen klinischen
Verdacht

2) klinischer Verdacht auf und
pathologisch bestatigte

Lymphknotenmetastasen
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B unabhangig von klinischer Verdacht auf und  keine
Tumordurchmesser pathologisch bestatigte
oder Infiltration Lymphknotenmetastasen

oder in transit Metastasen 3

v Tumordurchmesser unabhangig vom klinischer
oder Infiltration Lymphknotenstatus Verdacht auf
Fernmetastasen
Y Tumordurchmesser unabhangig vom pathologisch
oder Infiltration Lymphknotenstatus bestatigte
Fernmetastasen

1 Mikrometastasen wurden nach einer Schildwachterlymphknotenbiopsie oder nach elektiver
Lymphadenektomie histopathologisch ausgeschlossen

2 Der Befund basiert rein auf einer klinischen bzw. bildgebenden Untersuchung; diese kann
Inspektion, Palpation und/oder Bildgebung beinhalten

% in transit Metastasen sind von ihrer Lokalisation definiert als: (1) zwischen Priméartumor und

regionalem Lymphabflussgebiet; oder (2) distal des Primartumors
Tab. 1: Stadieneinteilung nach TNM gemalf der 8. Ausgabe AJCC Klassifikation (Amin et al.
2017)

1.1.6 Therapie

Bei dem Verdacht auf das Vorliegen eines Melanoms sollte umgehend eine vollstandige

chirurgische Exzision mit nachfolgender histopathologischer Aufarbeitung erfolgen. Alle
Melanome mit einer Tumordicke von >= 2 mm sollten mit einem Sicherheitsabstand von
1 cm exzidiert werden, ab einer Tumordicke von mehr als 2 mm wird mit einem

Sicherheitsabstand von 2 cm exzidiert (Wheatley et al. 2016).

Bei positiver SLN-Biopsie sollte unabhangig von einer vorhandenen Mikro- oder
Makrometastasierung eine Lymphknotendissektion der betroffenen Lymphknotenregion
erfolgen (Dzwierzynski 2010; Morton et al. 1991). Zur Verbesserung der postoperativen
Tumorkontrolle besteht die Mdglichkeit einer adjuvanten Radiotherapie (Creagan et al. 1978;
Mendenhall et al. 2013). Die Auswahl der adjuvanten medikamentdsen Therapie erfolgt nach
dem Tumorstadium nach AJCC 2017. Patienten im Tumorstadium Il kdnnen eine adjuvante
Interferontherapie erhalten (Lens und Dawes 2002; Pirard et al. 2004). Patienten im AJCC
2017 Tumorstadium 1l sollte eine adjuvante Therapie mit einem anti-PD1-Antikdrper
angeboten werden. Dadurch, dass die Therapie mit einem CTLA-4 Antagonisten keine
Verschlechterung der Lebensqualitdt gegentiber Placebo zeigte, kann es als Erganzung zur

Therapie mit einem anti-PD1-Antikorper kombiniert werden (Larkin et al. 2015). Bei positiver
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BRAF V600 E oder V600K Mutation kann die Therapie mit einem BRAF- und MEK-Inhibitor
angeboten werden (Long et al. 2017).

Lokoregionale Metastasen kdnnen chirurgisch therapiert werden, wenn eine vollstandige RO-
Resektion moglich ist und kein Hinweis auf eine Fernmetastasierung vorhanden ist. Zudem
kénnen Satelliten- und In-transit-Metastasen zur lokalen Tumorkontrolle radiotherapiert
werden. Falls lokoregionale Metastasen nicht mehr in sano operabel sind, kann eine
intratumorale Injektion von Interleukin 2, eine intratumorale Elektrochemotherapie mit
Bleomycin oder Cisplatin, oder eine Therapie mit Talimogene Laherparepvec (T-VEC)
erfolgen (Weide et al. 2010; Byrne et al. 2005; Andtbacka et al. 2015). Liegt eine KIT-
Mutation vor, kann eine Therapie mit einem cKIT-Inhibitor wie z. B. Imatinib in Erwagung

gezogen werden (Kim et al. 2008).

Bei Patienten mit friihrezidivierenden Haut- und subkutanen Metastasen besteht die
Moglichkeit der hyperthermen Perfusion mit Chemotherapeutika in Satelliten- oder In-transit-
Metastasen (Overgaard et al. 1996).

Als weitere, meist jedoch letzte therapeutische Option gilt Dacarbazin als klassische
Chemotherapie. Aufgrund der Uberlegenheit der anderen Therapien beziiglich
Lebensqualitat und Lebensverlangerung wird diese jedoch relativ restriktiv genutzt (S3-
Leitlinie "Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms" 2020).

1.1.7 Prognose

Die Prognose des Melanoms wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Die wichtigsten
Faktoren sind die Tumordicke nach Breslow, das Vorhandensein von Ulzerationen und die
Anzahl der Mitosen. Zudem sind eine héhere Anzahl von positiven Sentinel-Lymphknoten,
das Vorhandensein von Fernmetastasen sowie histopathologische Regressionszeichen
ebenfalls mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Auch die Lokalisation des Primarius
zeigt Unterschiede in der Prognose. So hat ein Primarius am Rumpf, Hals oder im Gesicht
eine schlechtere Prognose als ein Primarius an den Extremitaten (Callender et al. 2011).
Patienten mit dem AJCC Stadium | zeigen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von tiber 90 %,
Patienten im AJCC Stadium Il eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 45 — 77 %. Im
Tumorstadium Il zeigt sich lediglich eine 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 27 % und 70 %.
Patienten mit Fernmetastasen und dem Stadium 1V nach AJCC Klassifikation zugeh©rig,
zeigen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 20 % (Heistein und Acharya 2020).
Obwohl das mannliche Geschlecht mit einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert ist,
konnte das weibliche Geschlecht als protektiver Faktor bislang nicht bewiesen werden
(Crocetti et al. 2016).
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1.2 Prognostische Bedeutung der lymphozytéaren Infiltration im Melanom

Viele Arbeiten haben sich in den letzten Jahrzehnten mit der Bedeutung des lymphozytéaren
Infiltrats im Melanom fur den weiteren Krankheitsverlauf beschéftigt. Es konnte gezeigt
werden, dass das Vorhandensein von sog. ,tumor infiltrating lymphocytes® (TIL) unmittelbar
mit der Prognose des Melanoms korreliert. Eine friihzeitige Infiltration des Tumors durch T-
Lymphozyten sorgt fiir eine weniger aggressive lymphogene Metastasierung. Bezogen auf
die 5-Jahres-Uberlebensrate haben Tumore, die friih mit T-Lymphozyten infiltriert werden,
eine bessere Prognose (Burton et al. 2011). Melanome bei Frauen haben eine niedrigere
Wahrscheinlichkeit zu metastasieren und somit eine bessere Prognose als Manner, weil sie
meist eine schnellere adaptive Immunantwort in Form vom TIL haben (Lee und Margolin
2012). Zudem wird ein besseres Ansprechen einer PD-1 Antikdrpertherapie bei Tumoren
vermutet, die bereits eine starke Aktivierung des Typ | Interferonsystems und somit ein
starkeres Immunzellinfiltrat besitzen (Lee et al. 2020).

Die Relevanz der lymphozytéren Infiltration in Tumoren hinsichtlich der Prognose beruht auf
der Aktivierung verschiedener immunologischer Prozesse. Unter anderem werden im Tumor
maligne Zellen, die auf dem MHC-I-Komplex Tumorantigene préasentieren, von CD8+ Zellen
angegriffen. CD8+ Zellen sezernieren Interferon-y, welches die Aktivierung von
Makrophagen und die Expression von MHC-I-Klasse-Molekilen in benachbarten Zellen
bewirkt. Auf diese Weise wird die antitumorale Immunantwort weiter aktiviert. Des Weiteren
sezernieren CD8+-Zellen Interferone vom Typ | (IFN-a/B). Diese sind fur die Aktivierung
naturlicher Killerzellen verantwortlich, welche die Tumorabwehr weiter verstarken (Fuertes et
al. 2011).

1.3 Die Rolle des cGAS-STING Signalwegs fur die Interferon-Produktion

Die ,cyclic GMP-AMP synthase® (cGAS) ist eine DNA-bindende Domane, welche durch ihre
Aktivierung einen Signalweg verschiedener Interferon-stimulierender Gene in der Zelle
anregt. Sie wird durch zytosolische DNA aktiviert. Zytosolische DNA ist entweder bei

Invasion der Zelle durch ein Pathogen oder bei Schadigung von DNA in der Zelle vorhanden.

CGAS ist ein Enzym, welches aus einer Nukleotidyltransferase-Doméane sowie zwei DNA-
bindenden Doménen besteht. Durch das Binden von dsDNA aus phagozytiertem Zelldebris,
das Binden freier geschadigter mitochondrialer DNA, dsDNA aus DNA-Viren oder dsDNA
nach reverser Transkription einer RNA aus einem Retrovirus kann cGAS aktiviert werden
(Woo et al. 2014).

Wenn die DNA in einem 2:2 Komplex gebunden ist, wird zyklisches GMP-AMP (cGAMP) aus
ATP und GTP generiert. Dieses cGAMP ist ein ,second messenger“ und bindet an der

,Stimulator of interferon genes“-Doméane (STING-Domé&ne) im endoplasmatischen Retikulum.
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Durch die Bindung an die STING-Domane wird die , TANK-binding kinase 1 (TBK1) aktiviert
und der Transkriptionsfaktor ,interferon regulatory factor 3 (IRF 3) phosphoryliert (Cheng et
al. 2020). TBK1 und die ,lkappaB Kinase® (IKK) aktivieren den ,nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells* (NF-kB) und phosphorylieren IRF3. Das phosphorylierte
IRF3 bildet ein Homodimer, welches im Nukleus die Interferon-Produktion aktiviert. Das
cGAMP kann durch interzellulare Kommunikation tiber gap junctions auch in benachbarten
Zellen den cGAS-STING-Signalweg aktivieren (Ablasser et al. 2013).

STING wird post-translational durch Phosphorylierung und Ubiquitinierung reguliert. Diese
Art der Regulation ist wichtig, um eine Ubermafige Interferonproduktion zu verhindern sowie
den Abbau von STING in der Zelle zu ermdglichen (Konno et al. 2013). Es sind 3 Ubiquitin
E3 Ligasen bekannt, die STING positiv regulieren. Die ,Tripartite motif family“ (TRIM 56, 32)
verstarkt die Aktivierung des Signalwegs (Zhang et al. 2012). Der ,autocrine motility factor
receptor Glykoprotein 78 “ (AMFR-GP78) und ,insulin-induced gene 1“ (INSIG1) Komplex
sorgen fur die Stimulation der IFN Produktion via TBK1 (Wang et al. 2014). Hemmende
Ubiquitinasen sind das ,ring finger protein 5“ (RNf5) und TRIM30a, welche die
Polyubiquitinierung von STING bewirken und somit den Abbau im Proteasom férdern (Chen
et al. 2016). In humanen Melanom-Zelllinien zeigte sich STING teils herabreguliert oder
wurde gar nicht exprimiert. In priméaren Melanomen konnte STING nur in 75% nachgewiesen
werden. Metastasierte Melanome zeigten einen Verlust von STING und cGAS in 40% der
Falle (Xia et al. 2016).
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Abb. 2: Die unterschiedlichen Aktivierungsmdglichkeiten des cGAS-STING Signalweges in
der Zelle (Chen et al. 2016)
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Abb. 3: Die positive Riickkopplung der Typ | Interferon Antwort nach Aktivierung des cGAS-
STING Signalweges in einer Zelle (Chen et al. 2016)

1.4 Ziele und Hypothesen der Arbeit

Die Typ | Interferon Antwort spielt eine wichtige Rolle bei der Co-Stimulation zwischen
Antigen-prasentierenden-Zellen (APC) und CD8+ Zellen sowie bei der Regulation von MHC-
1-Rezeptoren (Welsh et al. 2012). Damit tragt die Typ | Interferon Antwort zu einer starkeren
Immunantwort und zur Bekampfung des Tumors bei, was zu einer besseren Prognose bei
stark CD8+Infiltrierten Tumoren fuhrt (Wenzel et al. 2005).

In welchem Ausmalfd cGAS an der Typ | Interferon Antwort beteiligt ist, ist nicht bekannt. In
A375 und SK-MEL-5 Zelllinien ist cGAS teils nicht exprimiert, in G361 und SK-MEL-24
Zelllinien ist es schwach exprimiert. Auch in humanen priméren Melanomen war die cGAS-
Expression zu 16,1 % nicht mehr vorhanden (Xia et al. 2016). Die Herabregulierung des
Enzyms cGAS konnte eine Ursache fur die unterschiedliche Auspragung der Typ | Interferon
Antwort in humanen Melanomen sein. Die Starke der Typ | Interferon Antwort kann durch
das antivirale Protein MxA gezeigt werden. Dieses wird exprimiert, sobald eine Typ |

Interferon Antwort induziert wurde (Wenzel et al. 2005).

Das untersuchte Patientenkollektiv in der vorliegenden Arbeit umfasst 50 Patienten mit
einem primaren Melanom. Die folgenden Fragen sollten dabei mittels immunhistochemischer
Farbung von Melanompraparaten und ihrer nachfolgenden histopathologischen Auswertung

beantwortet werden.
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1. Korreliert die cGAS-Expression in Melanomen positiv mit der MxA-Expression?

2. Korreliert die cGAS-Expression mit der Tumordicke (in Melanomen 21,5 mm)?

3. Korreliert die MxA-Expression positiv mit der Infiltration von CD8+-Zellen?

4, Haben Melanome mit einer starken MxA-Expression eine bessere Prognose?
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Abb. 4: Schema der mdglichen Aktivierung des cGAS-STING-Signalwegs im Tumor durch
dsDNA aus toten Zellen und der anschlieRenden Typ | Interferon Aktivierung und MxA-

Expression.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Das Patientenkollektiv

Das untersuchte Kollektiv umfasst ausgewéhlte Melanom-Patienten, bei denen zwischen
2012 und 2017 die Primarexzision in der Universitatshautklinik Magdeburg durchgefuhrt
wurde. Es erfolgte eine zustimmende Bewertung seitens der Ethikkomission der Universitét
Magdeburg fur die Durchfiihrung der geplanten Versuche.

Die Aufarbeitung und Suche der Patientendaten erfolgte Gber das MEDOS-System der
Universitatsklinik sowie dem GTD—Magdeburg (GieRener Tumordokumentationssystem). In
diesem Tumordokumentationssystem werden seit Jahren samtliche Hauttumorpatienten der
Universitatshautklinik Magdeburg gemeldet und dokumentiert. Das MEDOS-System
beinhaltet sdmtliche archivierten Arztbriefe sowie dermatohistopathologischen Befunde. Die
gesammelten Daten wurden anhand folgender Kriterien gefiltert: Name, Geburtsdatum,
Geschlecht, Datum der Erstdiagnose, Tumorlokalisation, TNM Stadium, histologischer
Subtyp, Tumordicke nach Breslow, Sentinel Lymphknotendiagnostik.

Fur diese Arbeit wurden aus der Stichprobenmenge lediglich Patienten ausgewdhlt, die eine
Tumordicke 21,5 mm nach Breslow zeigten und im Therapieverlauf eine Sentinel-
Lymphknotendiagnostik erhalten haben. In den ausgewahlten 50 Fallen wurde ebenfalls das
Sterbedatum der Patienten ermittelt.

2.2 Allgemeine immunhistochemische Farbungen

Die immunohistochemische Féarbung besteht aus mehreren Schritten. Der erste Schritt ist
das Schneiden der Gewebepraparate auf 3, 4 oder 5 um Schnitte. Diese Schnitte werden auf
die Objekttrager Ubergetragen. Dabei ist zu beachten, dass die Praparate beim Schneiden
von FFPE immer zeitweise auf eine kiihlende Flache gelegt werden, um das diinne
Schneiden sauber zu ermdglichen. Auch das Entstehen von mechanischen Schaden im
Schnitt sollte verhindert werden. AnschlieBend kommt es zum Entparaffinieren und
Hydrieren der Schnitte, damit Antikérper und andere Reagenzien nicht beim Penetrieren der
Gewebeprobe behindert werden. Das Entparaffinieren wird klassischerweise durch Xylol

erreicht, das Hydrieren wird zun&chst durch Alkohol, darauffolgend durch Wasser erreicht.

Um die immunohistochemische Farbung zu optimieren, bevor man die Gewebeproben mit
dem Antikorper in Kontakt bringt, gibt es zwei notwendige Schritte. Zunéchst sollten zur
Antigendemaskierung mit Hilfe von beispielsweise kochender EDTA oder Citrat-Pufferldsung
oder proteolytischen Enzymen wie z.B. der Proteinase K die kovalenten Cross-Links in der
Zelle, die bei der Formalin-Fixierung entstanden sind, aufgespalten werden. Kontrollierte

Proteolyse verbessert die Penetration der Reagenzien enorm. Danach sollten mit einem
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Proteinblocker die endogenen Enzyme in der Zelle blockiert werden, um ein unspezifisches

Binden von beispielsweise alkaliner Phophatase und ,horseradish peroxidase® zu vermeiden.

Bei dem Farbungsprozess gibt es verschiedene Methoden. Es gibt zum einen die direkte
Farbung, bei der der priméare Antikdrper direkt gekoppelt ist mit einem Marker, und zum
anderen die indirekte Farbung, bei der der Antikdrper tber das passende Fc-Fragment mit
einem sekundaren Antikorper reagiert. Dieser sekundéare Antikorper ist an ein Enzym
gekoppelt, welches das danach hinzugegebene Substrat spaltet. Die Spaltung dieses

Substrats fuhrt zu einem sichtbaren Farbstoff.

Fir die Etablierung der Primarantikdrper wurde das Zytomed-Kit genutzt. Dieses farbt die
histologischen Praparate mittels der ,Labelled (Strept-) Avidin-Biotin Methode® (LSAB). In
diesem Fall ist der sekundare Antikdrper biotinyliert. Streptavidin und Avidin haben eine hohe
Affinitat gegeniber Biotin, sodass das Streptavidin-AP-Konjugat spater durch das
Hinzugeben von dem Naphtol-AS-MX-Phosphat (,FastRed") zu einer spezifischen Farbung
fuhrt, da die alkaline Phosphatase den Phosphat-Komplex im ,FastRed® spaltet. Der
sekundare Antikorper ist in diesem Fall ein Antikbrpergemisch aus biotinylierten Antikdrpern,
sodass auch z. B. der monoklonale MB143 Antikorper aus der Maus bei der AK-Ag-
Komplexbildung abgedeckt wird. Nach der Farbung und Gegenfarbung folgt die
Dehydrierung. Diese erfolgt mit einer aufsteigenden Alkoholreihe. AbschlieBend werden die

Trager neu eingedeckt.

HE

MxA D8+ CGAS

‘ 'isugg.:

Abb. 5: Beispiele der etablierten Farbungen eines ausgewahlten Tumors. HE-Farbung
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(Maf3stab 1 mm); MxA-Farbung (Mal3stab 1 mm, 250 pm); CD8+ Farbung (Mal3stab 1 mm,
250 um); cGAS-Farbung (MalRstab 1 mm, 250 pum).

2.3 Substanzen und Chemikalien

Primé&rantikorper

Anti-CGas

Anti MxA

Anti CD8A

Anti P100

Antigen

Human CGas

Human MxA

Human CD8+

Human

Melanosome

Host

Rabbit

polyclonal

Mouse

monoclonal

Mouse

monoclonal

Mouse

monoclonal

Clone

MB21D1

M143

CD8A

HMB45

Hersteller

Novus Biologicals

Universitatsklinikum

Freiburg,

Arbeitsgruppe Prof.
Georg Kochs

Zytomed

Dako/Agilent

Verdinnung

1:2000

1:100

1:50

1:100

Tab. 2: Eigenschaften der Primarantikérper. Angabe des gesuchten Antigens, des Hosts,

des Klons, des Herstellers und der Verdinnung.

Substanzen, Chemikalien und Lésungen

Streptavidin-AP-Konjugat

Substrat-Chromogenlésung

Biotinylierter Sekundar-Antikorper

Firma

Zytomed (FastRedKit)

Zytomed (FastRedKit)

Zytomed



PBS-Ldsung/ System Wash Buffer
Blockingserum

Antibody Diluent

Hamatoxylin

Ethanol 100 %, 96 %, 70 %
Xylolersatz, ProTaqs® Clear

0,3 % H202 Losung

Aqua dest.
Glycerineindeckmedium

EDTA, pH 9

Citrat, pH 6

20

Zytomed

Zytomed (FastRedKit)
Zytomed

Zytomed

Fischar

Quartett

Zytomed

Braun

Leica

Zytomed

Zytomed

Tab. 3: Verwendete Substanzen, Chemikalien und Losungen

Gerate und Materialien

BenchMark Ultra

Leica ST5020 Multistainer
CV5030 Eindecker
Glasobjekttrager

Pipetten

Deckglaser

NanoZoomer-SQ Digital slide scanner: C13140-01

Tab. 4: Verwendete Gerate und Materialien

Firma

Ventana
Leica
Leica
Menzel
Eppendorf
Leica

Hamamatsu
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2.4 Etablierung der immunhistochemischen Farbungen

Die Farbung fur den CD8A- Antikorper und fur HMB45 erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die Farbeprotokolle fur den cGAS- und MxA-Antikdrper wurden zunachst mittels
Handfarbungen etabliert und dann als Programm auf den BenchMark Ultra (Ventana)

Ubertragen.

Die Etablierung des MxA-Antikdrpers der Forschungsgruppe von Dr. Georg Kochs wurde
zunachst mit einem bereits bekannten Protokoll durchgefiihrt und dann fur die maschinelle

Farbung des BenchMark Ultra angepasst.

Fur die Protokolle des cGAS-Antikérpers wurden ebenfalls Handfarbungen angefertigt. Dies
diente vor allem einem optimalen Antigen Retrieval (Kochen in Citrat/EDTA-Puffer,
enzymatisch mit Proteinkinase K) sowie einer optimalen Verdiinnung des Antikdrpers. Die
Beurteilung wurde durch Kontrolle von einem Dermato-Histopathologen ebenfalls als

spezifisch eingeschatzt.

Als Positivkontrollen fir cGAS wurden Préparate ausgewahlt, welche fur eine starke Typ |
Interferon Aktivierung bekannt sind. Entsprechend der Herstellerempfehlung wurden
Tonsillen-, Plazenta- und Melanom -Praparate genutzt und miteinander verglichen. Zur
Etablierung der MxA-Farbung wurden Hautproben von Lupus erythematodes-Patienten

verwendet.

1. Entparaffinieren/Rehydratisieren maschinell

Schritt Reagenz t (min) Dip
1 Xylol 5 ja
2 Xylol 5 ja
3 Xylol 5 ja
4 Ethanol 100 % 15 ja
5 Ethanol 96 % 15 ja
6 Ethanol 70 % 15 ja
7 FlieRwasser-Station 1 nein

Tab. 5: Schritte des maschinellen Entparaffinierungsprogramms, mit Angabe der
jeweiligen Schritthnummer, Reagenz, Reaktionszeit und Eintauchbewegung im ST5020

Leica.
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Antigen Retrival
Hier zeigte sich ein Unterschied bei den beiden Antikorpern:
MxA-Antikorper:

- 14 min einlegen in 0,3 % H202

- Waschen mit PBS-Ldsung

- 10 min Blockingserum
CGAS-Antikorper:

- 20 min Kochen in EDTA (pH 6)
- Waschen mit PBS-Lésung

- 10 min Blockingserum

Das Blockingserum wird benutzt, um chromogene Signale von beispielsweise
»horseradish peroxidase“ und alkaline Phosphatase, die viel Bindungsaktivitat in
verschiedenen Zellorten und Gewebearten zeigen, zu verhindern. Es kann zu
unspezifischen Ergebnissen kommen, wenn kein Blockingserum genutzt wird. Das

benutzte Blockingserum war in dem ,FastRedKit“ von Zytomed enthalten.

LSAB-AP Farbungen
Primarantikorper
=  MxA-Antikorper: 100 pl Primarantikdrper/Schnitt auftragen, inkubieren tber 60
min bei 37° Celsius
= cGAS-Antikdrper: 100pl Priméarantikdrper/Schnitt auftragen, inkubieren tber
45 min bei 37° Celsius

Trager 2x5 min mit PBS Waschpuffer waschen

biotenylierter Sekundar-Antikorper

= 100 ul sekundar Antikérpergemisch auftragen, 20 min lang inkubieren
Trager 2x5 min mit PBS Waschpuffer waschen

Streptavidin-AP-Konjugat
= 100 pl Streptavidin-AP-Konjugat auftragen und 20 min lang inkubieren

Trager 2x5 min mit PBS Waschpuffer waschen
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IV. FastRed-Losung

= 100 pl Substrat-Chromogenlésung auftragen und 20 min lang inkubieren
Trager 2x5 min mit PBS Waschpuffer waschen, Praparat mit Aqua dest. spiilen

V. Gegenfarbung

= Praparat kurz in Hamatoxylin eintauchen, griindlich mit Aqua dest. Waschen

4. Dehydrieren maschinell, Eindecken der Trager maschinell
Schritt Reagenz t (min)

FlieBwasser-Station
Ethanol 96%
Ethanol 100%
Ethanol 100%

Xylol

N N o1 o1

o o1 A WN PP
(S2 B &)

Xylol

Tab. 6: Schritte des maschinellen Dehydratationsprogramms, mit Angabe der
jeweiligen Schritthummer, Reagenz und Reaktionszeit im ST5020 Leica.

Nach der Etablierung mittels der Methode per Hand wurde im ,BenchMark ULTRA®
von Ventana ein identisches Programm erstellt, um die Serie der 50 ausgewahlten
Melanome zu farben. Der Schritt der Bleichung mittels der 0,3 % H202-Ldsung
wurde dabei nicht mehr durchgefiihrt.

Antigen Positiv-Kontrolle

Hautbioptat eines Lupus

MxA erythematodes-Patienten
cGas Melanom
HMB45 Melanom

Hautbioptat eines Lupus

CD8A erythematodes-Patienten

Tab. 7: Beispielfarbungen/Positivkontrollen zum Nachweis der Bindungsspezifitat der
genutzten Antikorper



Whole slide imaging der Proben

Abb. 6: Beispiele fur Positivkontrollen (A) CD8+ positives Infiltrat bei Lupus
erythematodes (Mal3stab 500 um, 100 um). (B) HMB45 Farbung im Melanom
(Maf3stab 1 mm, 100 um). (C) cGAS Farbung eines Melanoms (Maf3stab 1 mm,
100 pm). (D) MxA Farbung eines Lupus erythematodes (Maf3stab 500 pum,100 pm).
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Die Serienfarbung erfolgte mittels des Ventana Bench Ultra.

A

1001 t MxA

W ~N ;R W N =

i Y 'y
3D o BEW N = OO

[o =T BN =) & 2 I L O B

—_ A & A A
O O ke W NN = O W

Entparaffinierung [Ausgewahli]

Objekttrager-Temperatur von [63 °C] auf Mittlere Temperaturen ( Entparaffinierung ) erhdhen
Hitzevorbehandlung [Ausgewahlt]

ULTRA Conditioner #1 [Ausgewahlt]

Erwarme Objekttrager auf [90 °C] und inkubiere fur 8 Minuten ( Cell Conditioner Nr.1 )

20 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlt]

36 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlt]

52 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlt]

64 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlt]

Titration [Ausgewahlt]

Hand Apply ( Primar Antikérper ), and Incubate for [0 Stunden 48 Min]

ultraWash [Ausgewahilt]

Gegenfarbung [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [HEMATOXYLIN II] ( Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fiir [8 Minuten] inkubieren.
Nach-Gegenfarbung [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [BLUING REAGENT] ( Nach-Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fir [4 Minuten] inkubieren.

1000 tc Gas

Entparaffinierung [Ausgewahl]

Objekttrager-Temperatur von [63 °C] auf Mittlere Temperaturen ( Entparaffinierung ) erhdhen
Hitzevorbehandlung [Ausgewahlt]

ULTRA Conditioner #1 [Ausgewahli]

Erwérme Objekttrager auf [90 °C] und inkubiere flir 8 Minuten ( Cell Conditioner Nr.1)

20 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlf]

36 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlf]

52 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahli]

64 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlf]

Titration [Ausgewahlt]

Hand Apply ( Primar Antikérper ), and Incubate for [0 Stunden 48 Min]

ultraWash [Ausgewahit]

Gegenfarbung [Ausgewahl]

1 Tropfen von [HEMATOXYLIN II] ({ Gegenférbung ) auftragen, LCS auftragen u. fiir [8 Minuten] inkubieren.
Nach-Gegenfarbung [Ausgewahilt]

1 Tropfen von [BLUING REAGENT] ( Nach-Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fir [4 Minuten] inkubieren.
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3 cDs

Entparaffinierung [Ausgewahit]

Obijekttrager-Temperatur von [63 °C] auf Mittlere Temperaturen ( Entparaffinierung ) erhdhen
Hitzevorbehandlung [Ausgewahit]

ULTRA Conditioner #1 [Ausgewahlt]

Erwdrme Objekttrager auf [90 °C] und inkubiere fiir 8 Minuten ( Cell Conditioner Nr.1)

20 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahilt]

36 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahilt]

52 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewahlt]

64 Minuten ULTRA CC1 [Ausgewabhlt]

Antikérper [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [anti-CD8 (SP57)] ( Antikérper ) auftragen, LCS auftragen u. fiir [0 Stunden 32 Min] inkubieren.
ultraWash [Ausgewahlt]

Gegenfarbung [Ausgewdhlf]

1 Tropfen von [HEMATOXYLIN II] ( Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fur [ Minuten] inkubieren.
Nach-Gegenfarbung [Ausgewahit]

1 Tropfen von [BLUING REAGENT] ( Nach-Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. flr [4 Minuten] inkubieren.

W ~N O ;bW N =

—_ A
o kW N = O W

12 HMB45

Entparaffinierung [Ausgewahit]

Objekttrager-Temperatur von [63 °C] auf Mittlere Temperaturen ( Entparaffinierung ) erhéhen

Antikérper [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [anti-Mel (HMB45)] ( Antikdrper ) auftragen, LCS auftragen u. fir [0 Stunden 24 Min] inkubieren.
ultraWash [Ausgewahli]

Gegenfarbung [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [HEMATOXYLIN II] ( Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fur [8 Minuten] inkubieren.
Nach-Gegenfarbung [Ausgewahlt]

1 Tropfen von [BLUING REAGENT] ( Nach-Gegenfarbung ) auftragen, LCS auftragen u. fir [4 Minuten] inkubieren

O w0 ~N 0O ;B W=

Abb. 7: Auszug aus den Protokollen der Antigenfarbung des Benchmark Ultras von
Ventana. A (MxA), B (cGAS), C (CD8+), D (HMB45)
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2.5 Beurteilung der cGAS-Expression

Nach der immunohistochemischen Farbung der Melanompraparate wurden diese
semiquantitativ auf die Flache des Antigens cGAS mikroskopisch untersucht. Die Farbung
zeigte granular gefarbte, im Zytosol gelegene Strukturen. Es wird zur Beurteilung ein
Grading von 1 - 4 genutzt. Level 1 beschreibt eine starke eindeutige Expression von <25 %
des Tumors, Level 2 >25 % bis <50 %, Level 3 >50 % bis <75 %, Level 4 >75 %.

cGAS-Grading

A B
CGAS Level 1 (<25%) CGAS Level 2 (25%-50%)
1mm imm
C D
CGAS Level 3 (50%-75%) CGAS Level 4 (>75%)

”

imm 25mm

£ — N

Abb. 8: Einteilung der jeweiligen Gradings der cGAS-Farbungen nach gefarbter Flache im
Tumor. (A) cGAS Level 1 (<25 %) Mal3stab 1mm; (B) cGAS Level 2 (25 % - 50 %) Mal3stab
1 mm; (C) cGAS Level 3 (50 % - 75 %) Mal3stab 1 mm; (D) cGAS Level 4 (75 % - 100 %)
Mafstab 2,5 mm

2.6 Beurteilung der MxA- Expression

Nach der immunohistochemischen Farbung der Melanompraparate wurden diese
semiquantitativ auf das Verteilungsmuster und die Flache von MxA mikroskopisch
untersucht. Die Farbung zeigte wie erwartet granuléar gefarbte membranés gelegene
Strukturen. Es wurde zur Beurteilung ein Grading von 1-4 genutzt. Level 1 beschreibt eine
starke eindeutige Expression von <25 % des Tumors, Level 2 >25 %;< 50 %, Level 3 >50 %;
<75 %, Level 4 >75 %.
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A B
MXxA Level 1 (<25%) MxA Level 2 (25%-50%)
2,5 mm imm
€& D
MxA Level 3 (50%-75%) MXxA Level 4 (>75%)
a
2,5mm imm

Abb. 9: Einteilung der jeweiligen Gradings der MxA-Farbungen nach gefarbter Flache im
Tumor. (A) MxA Level 1 (<25 %) Mal3stab 2,5 mm; (B) MxA Level 2 (25 % - 50 %) Mal3stab
1 mm; (C) MxA Level 3 (50 % - 75 %) Mal3stab 2,5 mm; (D) MxA Level 4 (75 % - 100 %)
Malstab 1 mm.

2.7 Beurteilung der CD8+ Infiltration

Nach der immunohistochemischen Farbung wurde das Infiltrat nach Verteilungsmuster und

Zellzahl untersucht.
Verteilungsmuster:

1. CD8+ Infiltrat im Tumorwall
2. CD8+ Infiltrat im fibrosierten Gewebe

3. CD8+ Infiltrat diffus im Tumor verteilt



A
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CD8+-Infiltrat diffus
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C

CD8+Infiltrat Tumorwall
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25mm

&

CD8&+-Infiltrat Fibrosen
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500 pm

500 um
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Abb. 10: Einteilung der unterschiedlichen Lokalisationen des CD8+ Infiltrats. (A) Darstellung

der diffusen Verteilung der Zellen im Tumor (MaR3stab 2,5 mm). (B) Haufung des Infiltrats im

Tumorwall (Maf3stab 2,5 mm; 500 um). (C) Haufung des Infiltrats im fibrosierten Gewebe des
Tumors (Maf3stab 2,5 mm; 500 um).

Es wurden im Tumor die immunhistochemisch gefarbten CD8+ Zellen semiquantitativ
ausgezahlt. Daflir wurden pro Préparat drei je 1 mmz2 grof3e Flachen im Tumor zentral, am
Tumorrand und zwischen den vorgenannten Lokalisationen im Tumor gewahit und

ausgezahlt. Aus diesen Zahlen wurde fiir jedes Praparat die durchschnittliche Zellzahl pro

mm?2 ermittelt.

2,5mm

CD8+-Count (mm?)

i

=

Abb. 11: Beispiel der quantitativen Analyse der im Tumor lokalisierten CD8+ Zellen

(Maf3stab 2,5 mm)



30

2.8. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wird mit dem Programm PRISM 8 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, USA) durchgefuhrt. Fir die Untersuchung der Korrelationen wurde die Rangkorrelation
nach Spearman genutzt, da das ausgewahlte Patientenkollektiv nicht als normalverteilt
angesehen werden kann und die Variablen ordinalskaliert sind. Die unterschiedlichen

Effektstarken der Korrelationen wurden nach Cohen (1992) klassifiziert. Der p-Wert wird als

signifikant gewertet, wenn er kleiner als 0,05 ist (p-Wert <0,05= *; p-Wert <0,001: **; p-Wert

<0,0001: ***). Bei der Rangkorrelation wird der ungerichtete lineare Zusammenhang zweier

Variablen untersucht. Ungerichtet bedeutet, dass nicht von einer abhangigen und einer
unabhangigen Variablen gesprochen wird. Es werden keine kausalen Aussagen gemacht.
Die Rangkorrelation nach Spearman ist das nichtparametrische Aquivalent der
Korrelationsanalyse nach Bravais-Pearson. Nicht parametrisch heif3t, die Daten missen
nicht normalverteilt sein und sollten lediglich ordinalskaliert sein. Auch bei kleineren
Stichproben kann eine Rangkorrelation berechnet werden. Ob das Ergebnis signifikant ist,
wird mit einem Test auf Signifikanz untersucht. Bei diesem fallt die Wahl auf einen

zweiseitigen Test, da ein ungerichteter Zusammenhang angenommen wird.

Die zwei Stichproben der Kaplan-Meier-Kurven setzen sich aus einer geringen und einer
haufigen MxA-Expression zusammen. Als haufig wurden séamtliche Melanome
zusammengefasst, die als ein MxA-Level 2-4 definiert sind. Melanome mit einer geringen
MxA-Expression gehoren der Level 1 Einteilung des MxA-Gradings an. Die beiden

Uberlebenszeiten werden univariat anhand des Log-Rank-Test miteinander verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Das untersuchte Patientenkollektiv
Patientenkollektiv 2012-2017

Anzahl 50
Alter (Jahre)

Median 72,5
Min - Max 41-94

Alter bei Diagnose

<30 0 (0 %)

30-39 2 (4 %)

40-49 1 (2 %)

50-59 8 (16 %)

60-69 13 (26 %)

70-79 18 (36 %)

80-89 7 (14 %)

90-100 1 (2 %)

Geschlecht
Weiblich 26 (52 %)

Méannlich 24 (48 %)

Melanomtypen

SSM 22 (44 %)

ALM 5 (10 %)

NMM 15 (30 %)

Amelanotisch 3 (6 %)

LMM 2 (4 %)

Sonstige 3 (6 %)

Lokalisation

FuR/Bein 14 (28 %)

Hand/Arm 7 (14 %)

Kopf 5 (10 %)

Rumpf/Rucken 24 (48 %)
Tumordicke nach Breslow Davon SLNB positiv
T1 (<1,0 mm) 0 (0 %) 0 (0 %)
T2 (1,0-2,0 mm) 12 (24 %) 1 (8 %)

T3 (2,0-3,0 mm) 14 (28 %) 3 (21 %)
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T4 (>4 mm) 24 (48 %) 10 (42 %)
Sentinellymphknoten-
diagnostik (SLND)

negativ 30 (60 %)
positiv 17 (34 %)
unbekannt 3 (6 %)

Tab. 8: Klinische Charakteristika der Patienten der dermato-onkologischen Ambulanz
Magdeburg, bei denen in den Jahren 2012-2017 ein Melanom primér exzidiert wurde und
eine Sentinel-Lymphknoten-Diagnostik durchgefuhrt wurde.

50 Patienten der dermato-onkologischen Ambulanz der Universitatsklinik Magdeburg
erfullten in den Jahren 2012-2017 die Auswahlkriterien: (1) Primé&re Exzision im
Universitatsklinikum Magdeburg, (2) durchgefiihrte Sentinel-Lymphknoten-Diagnostik, (3)
Tumordicke nach Breslow >1,5 mm. Das Patientenkollektiv wurde nach den klinischen
Parametern Alter, Geschlecht, Lokalisation des Primartumors, Melanomtyp, Tumorstadium
und Sentinel-Lymphknoten-Status charakterisiert (s. Tab. 1).

Das Alter der Patienten lag zwischen 41-94 Jahren. Die Verteilung bezogen auf das
Geschlecht zeigt sich ausgeglichen. Die Kohorte setzt sich zu gleichen Anteilen aus
Méannern und Frauen zusammen. Die Lokalisation der exzidierten Primartumore zeigte ein
gehauftes Vorkommen an Rumpf und Ricken (48 %), gefolgt von Ful3 und Bein (28 %),
Hand und Arm (14 %) und dem Kopf (10 %).

48 % der Patienten befanden sich nach histopathologischer Einschatzung im T4-Stadium.
Die Sentinel-Lymphknoten-Diagnostik war im T4 Stadium zu 42 % positiv. Das T1-Stadium
macht 0 % der Stichprobe aus. Im Tumorstadium T2 und T3 befinden sich jeweils 24 % bzw.
28 % der Melanome des Patientenkollektivs. Die Sentinel-Lymphknoten-Diagnostik war in
diesen beiden Stadien in 8 % (T2) bzw. 21 % (T3) der Féalle positiv. Insgesamt ergab sich fur
das Patientenkollektiv eine positive Sentinel-Lymphknotenbiopsie bei 34 % der Patienten,

wobei bei 6 % der Status unbekannt blieb.

Die unterschiedlichen Melanomtypen zeigten eine Mehrheit der SSM mit 44 %, gefolgt von
den NMM (30 %), den ALM (10%), den amelanotischen Melanomen (6 %) und den LMM
(4 %). 6 % der Melanome konnten klinisch und histopathologisch keinem der o.g. Kriterien

zugeordnet werden, so dass diese in Tab.1 als ,Sonstige“ bezeichnet wurden.
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3.2 Ausgepragte Expression von cGAS in primaren Melanomen

Das gesamte Patientenkollektiv zeigte im Tumor eine Expression von cGAS, welche sich nur
in der Auspragung der Intensitéat sowie der Flache unterschied. In der Kategorie cGAS Level
1 befanden sich 16 % des Patientenkollektivs. Der gréf3te Anteil der Melanome wurde cGAS
Level 2 zugeordnet (38 %). Die Kategorien cGAS Level 3 sowie 4 ergaben 24 % bzw. 22 %

des Patientenkollektivs.
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Abb. 12: Auspragung der cGAS-Expression (n=50).

3.3 Geringe MxA-Expression in primaren Melanomen

Die Expression von MxA in den Tumoren wurde nach der unterschiedlich grof3en Flache
untersucht. In der Kategorie MxA Level 1 befand sich mit 52 % der gréf3te Anteil des
Patientenkollektivs. Der kleinste Anteil der Melanome wurde MxA Level 4 zugeordnet (14 %).

Die Kategorien MxA Level 2 sowie 3 ergaben 14 % bzw. 22 % des Patientenkollektivs.
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Abb. 13: Auspragung der MxA-Expression (n=50).
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3.4 Geringe CD8+ Infiltration in primaren Melanomen

Die CD8+-Zellinfiltration wurde zundchst anhand der Anzahl der Zellen bestimmt, und
danach fiir die Ubersicht in 4 verschiedene Gruppen eingeteilt. Den groRten Anteil hat das
CD8+ Level 1 (0-300/mm2), gefolgt von dem CD8+ Level 2 (300-600/mm?2 und 3 (600-
900/mm?2) mit jeweils 24 % und 14 %. Die kleinste Gruppe zeigt das CD8+ Level 4
(>900/mm2) mit 10 %.
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Abb. 14: Starke des CD8+ Infiltrats in den untersuchten primaren Melanomen. (A)
Darstellung der Gesamtzahl der CD8+ Zellen in den einzelnen Tumoren. (B) Darstellung der

Gesamtzahl der unterschiedlichen CD8+ Infiltrat Level von 1-4.

Auffallig waren immer &hnliche Lokalisationen der CD8+ Zellen in den Melanomen. Die

Charakterisierung der Lokalisation erfolgte in den folgenden drei Gruppen:

o Diffuse Infiltration, ohne einen Schwerpunkt der Infiltration
o Fibrosen

e Tumorwall/Tumorrand
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Abb. 15: Einteilung der unterschiedlichen Lokalisationen des CD8+ Infiltrats. (A) Darstellung
der diffusen Verteilung der Zellen im Tumor (Maf3stab 2,5 mm). (B) Haufung des Infiltrats im

Tumorwall (Maf3stab 2,5 mm; 500 um). (C) Haufung des Infiltrats im fibrosierten Gewebe des
Tumors (Maf3stab 2,5 mm; 500 um).

In den meisten Tumoren waren die CD8+ Zellen diffus im Gewebe verteilt. Das heil3t, es
waren sowohl am Tumorrand/Tumorwall als auch in den Fibrosen und im restlichen
Tumorgewebe Zellen zu finden. Der Anteil der diffus infiltrierten Melanome lag bei 58 %. Ein
groRer Anteil der Tumore zeigte eine Haufung der CD8+ Infiltration im Tumorwall (siehe Abb.
16). Hierbei war eine starkere CD8+ Infiltration am Ubergang von tumorésen zu gesundem
Gewebe zu erkennen. Zeigte sich dieses Infiltrationsmuster, war zentral im Tumor sehr
wenig CD8+ Infiltrat vorhanden. Der geringste Anteil der Tumore wies die Infiltration von
CD8+ Zellen im fibrosierten Gewebe auf (siehe Abb. 16). Haufig waren in diesem Fall die

CD8+ Zellen in der Nahe von Vaskularisation innerhalb der Fibrosen nachweisbar.
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Abb. 16: Verteilung des CD8+ Infiltrats im Tumor (n=50).

3.5 Die cGAS- und MxA-Expression korrelieren nicht in primaren Melanomen
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Der Korrelationskoeffizient der Rangkorrelation nach Spearman betragt r = -0,04365. Es gibt

keine relevante Korrelation zwischen den beiden Expressionen - weder eine positive noch
eine negative. Das Ergebnis ist bei einem 95 %-Konfidenzintervall nicht signifikant. Da der

Korrelationskoeffizient r <.10 ist, kann keine Effektstarke nach Cohen bestimmt werden.

A

25mm

MxA Level 4

CGAS Level 1

CGAS Level 4

MxA Level 1

500 pm

500 pm

Abb. 17: Beispiele der Korrelation von cGAS- und MxA-Expression. (A) Praparat mit MxA-
Level 4 und cGAS-Level 1(Mal3stab 2,5 mm; 500 um). (B) Praparat mit MxA-Level 1 und

CGAS-Level 4 (Mal3stab 5 mm; 500 pm).
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Abb. 18: Darstellung der Korrelation der cGAS- und MxA-Expression in einem Scatter-Plot

mit Steigungsgrade des r-Wertes.

3.6 Die MxA-Expression korreliert mit der CD8+ Infiltration

Der Korrelationskoeffizient der Rangkorrelation nach Spearman betragt r=0.4648. Die
unterschiedlichen Level der MxA Expression korrelieren positiv mit der CD8+ Infiltration. Das
Ergebnis ist bei einem 95 %-Konfidenzintervall signifikant. Der Korrelationskoeffizient ist
groBer als r=.30 und liegt fast bei r=.50. Nach Cohen kann man von einer mittelstarken

positiven Korrelation sprechen.

In der Analyse der ausgezéahlten CD8+ Infiltration ist das Ergebnis bei einem 95 %-
Konfidenzintervall ebenfalls signifikant. Nach Cohen liegt der r-Wert sehr nah an r=.50. Die

Effektstarke ist demnach als stark zu bewerten.
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Abb. 19: Beispiele der Korrelation der CD8+ Infiltration und MxA-Expression. (A) Praparat
mit MxA Level 4 und CD8+ Level 4 (Mal3stab 2,5 mm, 500 pum). (B) Praparat mit MxA Level 1
und CD8+ Level 1 (Mal3stab 2,5 mm, 500 pm).
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Abb. 20: (A) Darstellung der Korrelation der MxA-Expression und der ausgezahlten CD8+
Zellen in einem Scatter-Plot mit Steigungsgrade des r-Wertes. (B) Darstellung der
Korrelation der MxA Expression und dem CD8+ Level in einem Scatter-Plot mit

Steigungsgrade des r-Wertes.
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3.6.1 Haufige Kolokalisation der MxA-Expression und CD8+ Infiltration im Tumor

Im Vergleich zwischen der Lokalisation von der MxA-Expression und der CD8+ Zellen war in
76 % der Tumore mikroskopisch eine Kolokalisation zu sehen. Lediglich 24 % der Tumore

zeigten keine Kolokalisation.

MxA/CD8+ Kolokalisation
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Kolokalisation Kolokalisation nicht
vorhanden vorhanden

W MxA/CD8+ Kolokalisation

Abb. 21: Verteilung der Kolokalisation von CD8+ Infiltrat und der MxA-Expression

Ob eine Kolokalisation zwischen MxA und CD8+ Zellen vorliegt, wurde mittels der digitalen
Software ,NDP view2“ von Hammamatsu ermittelt. Es wurden jeweils aus einem Tumor zwei
Stellen fokussiert, welche im Tumor direkt hintereinander geschnitten, danach vergroR3ert
und fotografisch festgehalten wurden. In den Beispielbildern werden eine Lokalisation im
Tumorwall (Abb.1), in Fibrosen (Abb.2) sowie die diffuse Lokalisation der CD8+ Zellen
(Abb.3) gezeigt und mit der MxA Expression an den jeweiligen Stellen im Tumor verglichen.
Links sei die Farbung mittels MxA Antikdrper gegeben, rechts die Farbung des CD8+

Rezeptors.
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Abb. 22: Darstellung und Gegenuberstellung der Kolokalisation von CD8+ Zellen und MxA-
exprimierenden Zellen: (A) im Tumorwall lokalisiert (Maf3stab 2,5 mm, 500 um), (B) diffuse
Verteilung (Maf3stab 2,5 mm, 500 um) (C) diffuse Verteilung der CD8+ Zellen und MxA
exprimierenden Zellen (Mal3stab 2,5 mm), (C1) Kolokalisation vorhanden (Mal3stab 250 um),
(C2) keine Kolokalisation vorhanden (Maf3stab 500 um).



3.7 Die cGAS-Expression korreliert positiv mit der Tumordicke

Der Korrelationskoeffizient der Rangkorrelation nach Spearman betragt r=0.2816. Die
unterschiedlichen Level der cGAS Expression korrelieren positiv mit der Tumordicke. Das
Ergebnis ist bei einem 95 %-Konfidenzintervall signifikant. Der p-Wert wird als ungefahr
angegeben, da die Stichprobeng6RRe groRer als 17 Stichproben ist. Der
Korrelationskoeffizient ist groRer als r=.10 und liegt fast bei r=.30. Nach Cohen kann man

von einer mittelschwachen positiven Korrelation sprechen.
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Abb. 23: Darstellung der positiven Korrelation der cGAS-Expression und Tumordicke: (A)
Nodulares Melanom TD=9 mm; dazugehoriges histopathologisches Préaparat mit starker
CcGAS-Expression (Mal3stab 2,5 mm), (B) Nodulares Melanom TD=27 mm,;
histopathologisches Praparat mit starker cGAS-Expression (Maf3stab 2,5 mm), (C)
Superfiziell spreitendes Melanom TD=1,8 mm; histopathologisches Praparat mit geringer
CcGAS-Expression (Mal3stab 2,5 mm), (D) Nodulares Melanom TD=2,5 mm;
histopathologisches Préaparat mit geringer cGAS-Expression (Mal3stab 2,5 mm).
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Abb. 24: Darstellung der Korrelation der cGAS-Expression und Tumordicke in einem

Scatter-Plot mit Steigungsgrade des r-Wertes.
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3.8 Die Typ I Interferon Antwort korreliert nicht mit der Prognose
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Abb. 25: Kaplan-Meier Analyse zur Uberlebenszeit ab Erstdiagnose in Monaten zwischen
Tumoren mit einer hohen MxA-Expression (MxA Level 2-4) und einer niedrigen MxA-
Expression (MxA Level 1).

Ob es eine bessere Prognose fir Melanome mit einer starken MxA Expression gibt, wurde
mittels des Log-Rang-Tests ermittelt. Das Ergebnis zeigt, dass es keine signifikant bessere
Prognose bei einer starken MxA Expression im Vergleich zu einer niedrigen MxA Expression
gibt. Da die beiden Stichproben sich Uberschneiden, musste zuséatzlich der Breslow-Test
durchgefuhrt werden. Auch hier zeigte sich keine signifikant bessere Prognose fir die
Melanome mit einer héheren MxA-Expression. Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt bei der Gruppe
der héheren MxA-Expression einen leichten Vorteil der Uberlebensprognose bis zum 40.
Monat nach Erstdiagnose. Ab dem 40. Uberlebensmonat sieht man keine relevanten

Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen.
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4. Diskussion

Das Melanom ist ein bgsartiger, invasiv wachsender Tumor der Melanozyten von Haut
und/oder der Schleimhaut. Es ist die am haufigsten todlich verlaufende Tumorerkrankung der
Haut. In Deutschland erkranken jahrlich tiber 20.000 Menschen, mit weiterhin steigender
Inzidenz. Als Ursachen dafiir werden u. a. eine alternde Gesellschaft, ein geandertes
Freizeitverhalten der Bevolkerung und eine damit verbundene verstarkte UV-Exposition
diskutiert (Eggermont et al. 2014). Klinisch-histologisch werden verschiedene Typen mit
jeweils unterschiedlichen makroskopischen Phanotypen unterschieden (Abb. 1). Es
metastasiert lymphogen und hamatogen. Im Stadium 1V nach AJCC Klassifikation liegt die 5

Jahresiberlebensrate bei unter 20 % (Heistein und Acharya 2020).

In den letzten Jahrzehnten wurde immer diskutiert, wie sich das Vorliegen eines
lymphozytéren Infiltrats im Melanom auf den weiteren Krankheitsverlauf auswirkt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass der Nachweis sog. ,tumor infiltrating lymphocytes” (TIL)
unmittelbar mit der Prognose des Melanoms korreliert (Antohe et al. 2019). Eine friihzeitige
Infiltration des Tumors durch T-Lymphozyten sorgt fiir eine weniger aggressive lymphogene
Metastasierung und verbessert die Prognose fur den Patienten (Fu et al. 2019). Auch
moderne Therapien, wie z.B. eine Behandlung mit PD-1-Antikérpern zeigen ein besseres
Ansprechen bei Patienten mit einem starken lymphozytaren Infiltrat im Tumor (Truijillo et al.
2018).

Die ,tumor infiltrating lymphocytes® bestehen zum groften Teil aus CD8+ Zellen (Fujimura et
al. 2017). Diese migrieren v. a. durch die Aktivierung der Typ | Interferon Produktion verstarkt
in das Tumorgewebe (Ben-Sasson et al. 2013). Durch das Typ | Interferon System wird auch
die Co-Stimulation zwischen Antigen-prasentierenden Zellen und CD8+ Zellen unterstiitzt
und die MHC-I Expression verstarkt. Somit ist es essenziell fir die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems gegen Tumorzellen (Welsh et al. 2012). Aus welchem Grund in
manchen Tumoren Typ | Interferone verstarkt nachzuweisen sind, andere Tumore aber
nahezu keine Typ | Interferon Aktivierung aufweisen, ist bis heute nicht abschlieRend
verstanden. In den letzten Jahren wurde u. a. eine Aktivierung des cGAS-STING Signalwegs
als Ursache einer verstarkten Typ | Interferon Antwort diskutiert. cGAS als DNA-bindende
Doméne im Zytosol aktiviert NF-kB, welches als Transkriptionsfaktor die Typ | Interferon
Produktion unterstitzt. Ein positiver Effekt konnte dabei bereits in anderen Tumorformen

sowie bei virusinfizierten Zellen gezeigt werden (Xia et al. 2016).

Um die Bedeutung des cGAS-STING Signalwegs auf die Typ | Interferon Produktion im
Tumorgewebe zu untersuchen, haben wir 50 humane Melanome immunhistochemisch auf
die Expression von cGAS, MxA -als Indikator einer Typ | Interferon Antwort sowie auf die

Infiltration von CD8+ Zellen im Tumor untersucht. Die Ergebnisse wurden statistisch auf eine
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mogliche positive Korrelation der cGAS- und MxA- Expression, der cGAS-Expression und
der Tumordicke sowie der MxA-Expression und CD8+ Infiltration im Tumor analysiert. Zudem
erfolgte die Auswertung der ausgewahlten Proben auf eine mdgliche bessere Prognose der
Patienten bei ausgepragter MxA-Expression im Tumor. Die Auswertung der

immunhistochemischen Proben erfolgte mikroskopisch.

In unseren Experimenten konnten wir keine positive Korrelation zwischen der Expression
von cGAS und der Expression von MxA nachweisen. Immunhistochemisch zeigte sich v.a.
eine schwache MxA- und eine hohe cGAS-Expression im Melanomgewebe. Eine Erklarung
fur diese Expressionsmuster ist eine mdgliche Deaktivierung der Effektoren am Ende des
cGAS-STING-Signalswegs. Das heifl3t, in den Schritten zwischen dem Binden der
zytosolischen DNA an den cGAS Komplex und der Aktivierung von NF-kB durch TBK1 und
IKK kénnten Veranderungen des Signalwegs vorliegen, welche als Escape-Strategie des
Tumors gegen die Immunabwehr des Kérpers dienen. Hierflr ware es sinnvoll, die
ausgewahlten Proben immunhistochemisch auf die nachfolgenden zytologischen
Komponenten des cGAS-STING Signalweges zur untersuchen. Eine weitere Erklarung ware,
dass der cGAS-STING Signalweg keine Rolle in der Interferon Typ | Antwort in Melanomen
spielt. Dies wurde die fehlende Ko-Lokalisation der Expressionsmuster von cGAS und MxA
in den immunhistochemischen Farbungen erklaren. Um diese Hypothesen weiter zu
untersuchen, sollte u. a. die untersuchte Probenanzahl erweitert werden, da bei einer
StichprobengréRe von 50 Patienten, die Auswertung, bezogen auf eine Rangkorrelation nach
Spearman, kein signifikantes Ergebnis zeigen konnte. Bei einer gré3eren Stichprobe wirde
man am ehesten keine Korrelation der beiden untersuchten Expressionen erwarten, jedoch
ein signifikantes Testergebnis erhalten. Eine immunhistochemische Doppelfarbung von zwei
verschiedenen Antigenen konnte ebenfalls ein aussagekraftigeres Ergebnis zeigen. In dieser
Arbeit war dies leider nicht moglich, da beide gesuchten Antigene zytosolisch oder
membranos lokalisiert sind und somit keine genaue Auswertung der Proben méglich

gewesen ware.

Die Hypothese, dass die cGAS-Expression positiv mit der Tumordicke in Melanomen mit
einer Tumordicke von mind. 1,5 mm korreliert, konnte bestatigt werden. Die cGAS-
Expression ist in samtlichen Melanomen der Stichprobe mit unterschiedlicher Auspragung
vorhanden. Die Vermutung, dass cGAS im cGAS-STING-Signalweg bei Melanomen
deaktiviert wird und es somit zu einer verminderten Typ | Interferon Produktion kommt,

konnte nicht bestatigt werden.

Im Gegensatz zu der Hypothese, dass die MxA-Epression und cGAS-Expression positiv
miteinander korrelieren, steht die Beobachtung, dass cGAS in dickeren und somit

prognostisch schlechteren Melanomen sogar stéarker exprimiert wird. Die
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immunhistochemischen Farbungen zeigte die cGAS-Expression tUberwiegend in
Tumorzellen, teils im Immunzellinfiltrat sowie schwach in Epithelzellen. Die Ursache dafir
l&sst sich am wahrscheinlichsten mit der Funktion von cGAS erklaren. cGAS ist ein DNA-
Senser, der ds-DNA bindet und Uber den cGAS-STING-Signalweg die Tumorabwehr fordert.
Im Tumor selbst gibt es viel phagozytierte DNA, die in den Zellen an cGAS binden kann. Die
Beobachtung, dass in dicken Tumoren eine starkere cGAS-Expression zu sehen ist, kbnnte
mit einer positiven Rickkopplung erklart werden. Durch mehr Angebot von ds-DNA
produzieren Zellen im Tumor mehr cGAS, um eine gréf3ere Anzahl von Komplexen zwischen
CGAS und ds-DNA zu bilden und somit eine starkere Immunabwehr durch die Typ |

Interferon Produktion zu erreichen.

Zellulare Seneszenz ist ein weiterer Mechanismus, um geschadigte Zellen an der
Proliferation zu hindern. Es wird diskutiert, dass der cGAS-STING Signalweg den
.senescense-associated secretory phenotype” (SASP) verstérkt (Loo et al. 2019). Ob der
CcGAS-STING Signalweg uber diesen Weg die Seneszens in Zellen beeinflusst und somit die
Tumorgenese inhibiert oder verstarkt, ist nicht abschlie3end geklart. Die Ergebnisse unserer
Stichprobe bestéarken die Theorie, dass cGAS die Seneszenz in Zellen verstarken und somit
auch eine grof3e Rolle fir die erhdhte Malignitat des Tumors spielen kdnnte. Das zeigt das
Ergebnis, dass besonders dicke Tumore mit einer schlechten Prognose eine sehr starke
CcGAS-Expression aufweisen.

Die Aussage, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen der MxA-Expression — und
somit der IFN-B Produktion- und der CD8+ Infiltration gibt, wurde erneut in dem
Patientenkollektiv bestatigt. Durch die Interferon-Produktion wandern Leukozyten in das
Tumorgewebe ein. Des Weiteren kdnnten andere Botenstoffe, die durch die Aktivierung von
NF-kB produziert werden, bei der Leukozyteninfiltration eine Rolle spielen. Dazu zéhlen z.B.
IL-1B3, IL-2, IL-6 und IL-12. IL-1B ist wichtig fir die Expansion, Effektorfunktionen,
Gewebelokalisation und Memory-Antwort der T-Zellen (Ben-Sasson et al. 2013). IL2 ist fur
die Differenzierung von T-Zellen (Boyman et al. 2010) von Bedeutung, IL6 ist wichtig fur die
Proliferation und zytotoxische Aktivitat der T-Zellen (Lee et al. 2016). IL12 unterstitzt eine
Verstarkung der CD8+ Aktivierung (Henry et al. 2008). Als Chemokine werden u. a. MIP-1,
MCP-1 und RANTES produziert (Loetscher et al. 1994). Die koloniestimulierenden Faktoren,
welche durch NF-kB aktiviert werden, sind G-CSF und GM-CSF (Blackwell und Christman
1997).

Die Unterstutzung der angeborenen Immunitét in Form eines verstarkten CD8+ Infiltrats
scheint auch durch eine in den immunhistochemischen Préaparaten auffallige Ko-Lokalisation
der MxA-Expression und CD8+ Infiltration wahrscheinlich. Da die MxA-Expression meist

~wolkenférmig“ gehauft an verschiedenen Stellen im Tumor vorkommt, kdnnte man einen
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Zusammenhang in Form von einer positiven Rickkopplung zwischen der IFN-B Produktion
der Zelle und der gleichzeitigen verstarkten Expression von Interferon a/3-Rezeptoren
annehmen. Diese positive Rickkopplung konnte flr eine noch starkere CD8+ Attraktion
sorgen und somit die Korrelation und haufige Ko-Lokalisation der MxA-Expression und dem
CD8+ Infiltrat erklaren. In der vorliegenden Arbeit war eine starkere MxA-Expression nicht
mit einer besseren Prognose assoziiert. Die starkere Interferon-Antwort zeigte lediglich in

den ersten 40 Monaten eine bessere Prognose.

Therapeutisch konnte die Auspragung der IFN- Produktion somit wichtig sein. In klinischen
Studien wurde bereits versucht, Immuntherapien wie z.B. PD-1 Antikérper mit IFN-f3 als
adjuvante Gabe zu kombinieren, um den Tumor empfanglicher fur die Immuntherapie zu
machen (Fujimura et al. 2017). Es ist jedoch fraglich, ob sich Interferon 3, ohne zusatzliche
Therapie, positiv auf die Prognose der Melanompatienten auswirkt (S3-Leitlinie "Diagnostik,

Therapie und Nachsorge des Melanoms" 2020).

4.1 Ausblick

Unsere Analyse der Melanomproben unterstitzt die Hypothese, dass die Expression von
Typ | Interferon mit der Infiltration durch CD8+ Zellen positiv korreliert. Der cGAS-STING
Signalweg konnte dabei eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der Typ | Interferon Antwort
spielen (Li et al. 2019). Vor allem die Aktivierung von STING kénnte die antitumorale Aktivitat
verstarken (Chin et al. 2020). Der STING-Agonist diABZI (dimeric amidobenzimidazole)
beispielsweise soll das adaptive Immunsystem starken, um einer Therapieresistenzbildung
zu entgehen (Chipurupalli et al. 2020). In der Zukunft konnte eine Starkung dieses
immunologischen Signalwegs zu einer Unterstiitzung bei verschiedensten Mono- oder

kombinierten Tumortherapien fihren.

Auch die Aktivierung der Typ | Interferon Antwort scheint eine gréRere Rolle fir die Prognose
von Melanompatienten sowie flr die Wirksamkeit von Immuntherapien wie zum Beispiel
Nivolumab zu spielen (Fujimura et al. 2017). Des Weiteren spielt die IFN- Produktion eine
wichtige Rolle fur den Erfolg einer Strahlentherapie (Deng et al. 2014). Das Ziel sollte eine
Intensivierung der Erforschung des cGAS-STING Signalweges sein, um beispielweise
Tumoren zur einer starkeren Typ | Interferon Antwort zu verhelfen. Auch die Tatsache, dass
in dickeren und somit prognostisch schlechteren Tumoren die cGAS-Expression verstarkt ist,

rickt den cGAS-STING Signalweg als therapeutisches Ziel weiter in den Fokus.
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5. Zusammenfassung

Das Melanom ist die am haufigsten tddlich verlaufende Tumorerkrankung der Haut. Es kann
frih lymphogen und hamatogen metastasieren und die 5 Jahrestiberlebensrate beim
metastasierten Melanom ist mit unter 20 % noch schlecht. Unterschiedliche Faktoren kdnnen
den Verlauf und die Prognose positiv oder negativ beeinflussen. So zeigen z.B. Tumore mit
einem starken Immunzellinfiltrat prognostisch guinstigere Verlaufe. Dabei sind die Aktivierung
des Typ | Interferon Systems und die damit verbundene verstéarkte Einwanderung von CD8+
T-Zellen in das Tumorgewebe von zentraler Bedeutung. Als moglicher Aktivator des Typ |
Interferon Systems wird u.a. der cGAS-STING Signalweg diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die cGAS-Expression in Melanomen mit
einer verstarkten Interferon-Signatur korreliert. Dazu wurden 50 Melanome, die in den
Jahren 2011-2017 in der Universitatshautklinik Magdeburg exzidiert wurden,
immunohistochemisch auf die Expression von cGAS, MxA sowie die Infiltration von CD8+
Zellen untersucht. Das Expressionsmuster von cGAS/MxA und MxA/CD8+ Zellen wurde
verglichen sowie die cGAS Expression mit der Tumordicke korreliert. Abschliel3end wurde

untersucht, ob die MxA-Expression Einfluss auf die Prognose hat.

Die urspriingliche Annahme, dass eine starkere cGAS-Produktion in Tumoren positiv mit
einer starkeren Aktivierung der Typ | Interferon Antwort korreliert, wurde nicht bestétigt. Die
beschriebene positive Korrelation von Typ | Interferon Antwort und CTL-Infiltrat konnte in
unserem Kollektiv bestatigt werden. Die Expression des Enzyms cGAS korreliert positiv mit
der Tumordicke. Aus diesem Grund konnte die cGAS-Expression bzw. sogar der gesamte
cGAS-STING Signalweg eine Rolle bei der Prognose von dickeren Tumoren spielen. Die
verstarkte Auspragung der Typ | Interferon Antwort zeigte in unserer Stichprobe keinen

positiven Einfluss auf die Prognose.

Die therapeutische Modulation des cGAS-STING konnte in Zukunft fir die Verbesserung
verschiedener Mono- oder kombinierter Tumortherapien genutzt werden. Dahinter steht das
Prinzip, aus einem ,Cold-Tumor® einen ,Hot-Tumor® zu machen, welcher empfanglicher fur

Immuntherapien des Melanoms ist (Bonaventura et al. 2019).
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