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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Formen

Das maligne Melanom der Haut geht von den Pigmentzellen der Epidermis aus.
Verglichen mit anderen Hauttumorerkrankungen verkurzt es durch sein aggressives
Fortschreiten das Leben der Betroffenen am starksten (Jennings and Murphy, 2009).
Fir 90% aller Sterbefalle an Hauttumoren ist das maligne Melanom verantwortlich
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Vor allem bei der hellhautigen Bevolkerung
verlauft die Erkrankung mit am haufigsten todlich und nimmt weltweit in ihrer Inzidenz
stark zu: Es treten jahrlich 10 bis 15 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner in
Mitteleuropa sowie 10 bis 25 Falle pro 100.000 Einwohner in den Vereinigten
Staaten und 50 bis 60 neue Krankheitsfalle pro 100.000 Einwohner in Australien auf.
Das Lebenszeitrisiko, am Melanom zu erkranken, betrug im Jahr 1960 1:600, im Jahr
2010 1:53 und steigt aufgrund eines besonders mit Sonnenexposition verbundenen
Freizeit- und Urlaubsverhaltens seit den letzten 50 bis 60 Jahren und im
Zusammenhang mit erhohter UV-Belastung durch den Klimawandel rasant weiter an
(Leitlinienprogramm  Onkologie, 2019). Die jahrliche Wachstumsrate der
Erkrankungswahrscheinlichkeit betragt 4 bis 8 % (Fritsch, 2018). Manner sind etwas
haufiger betroffen als Frauen. Es wird von einer Verdopplung der Inzidenzraten bei
Mannern in den nachsten 20 Jahren und bei Frauen in den nachsten 30 Jahren
ausgegangen. 2012 lag die Melanom-assoziierte Sterberate in Deutschland bei
Mannern mit 4,1 pro 100.000 Einwohner hoher als die Mortalitatsrate der Frauen (3
pro 100.000 Einwohner). Die Ursache hierfur besteht unter anderem darin, dass
Manner vor allem im hoheren Alter an MalRnahmen der Sekundarpravention weniger
haufig teilnehmen (Duschek et al., 2013, El Sharouni et al., 2019). Im Vergleich zu
den stark steigenden Inzidenzraten stabilisieren sich die Sterberaten, was auf die
Zunahme von im Jahr 2008 gesetzlich eingefuhrten Hautkrebs-Screenings und
verbesserte Fruhdiagnostik zurtickzufuhren sein mag (Leitlinienprogramm Onkologie,
2019). Zwei Drittel aller Melanome werden im frihen Tumorstadium entdeckt. Die

meisten sogenannten ,schwarzen“ Hauttumoren treten zwischen dem 30. und dem
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70. Lebensjahr auf. Die Tumorentstehung basiert auf strahlungsbedingten DNA-
Schaden. Da die Kapazitat der DNA, sich zu reparieren, im Alter sinkt, steigt das
Erkrankungsrisiko im Laufe des Lebens exponentiell (Sample and He, 2018). Hinzu
kommt, dass die Dysfunktionalitdt des Immunsystems im Alter zunimmt und dies mit
einer reduzierten Tumorabwehr korreliert (Jackaman et al., 2017). Durchschnittlich
manifestiert sich das Melanom bei Frauen im Alter von 60 Jahren und bei Mannern
mit 68 Jahren. Wie beschrieben ist der hauptsachliche Risikofaktor die UV-Strahlung,
wobei die kumulative UV-Exposition der ,Sonnenterrassen® des Korpers (Gesicht,
Unterarme, Handricken) nur mit dem Auftreten des Lentigo-maligna-Melanoms (5%
der Melanome) zusammenfallt. Die anderen Unterarten (superfiziell-spreitendes
(65%), nodulares (15%), akral-lentigindses (5%) und amelanotisches Melanom)
finden sich vorwiegend an nur intermittierend UV-exponierten Korperteilen (Rumpf,
Unterschenkel haufig bei Frauen). Die Inzidenz dieser Tumore steht Studien zufolge
vor allem mit der Anzahl abgelaufener schwerer Sonnenbrande im Zusammenhang
(Fritsch, 2018).

1.1.2 Pathogenese und Tumorprogression

Melanome entwickeln sich Uberwiegend aus klinisch unauffalliger Haut oder seltener,
in 25-50% der Falle, aus Melanomvorlaufern wie melanozytdren Naevi. Dabei
handelt es sich um eine Anhaufung von Melanozyten in der Basalzellschicht. Ein
Naevus ist eine gutartige Fehlbildung der Haut oder Schleimhaut (Fritsch, 2018). Der
UV-Strahlung kommt als Mutagen bei der Entartung der Zellen die grofdte Bedeutung
bei (Sample and He, 2018, Rastrelli et al., 2014). Sie kann den ersten Gendefekt
auslosen, der als ,Initiation“ bezeichnet wird. Uberdies wird durch UV-Strahlung
Angiotropismus und somit auch die Progression und Metastasierung des Melanoms
gefordert (Bald et al., 2014b). Verschiedenste Mutationen sind in mehreren
Signaltransduktionswegen beim malignen Melanom beschrieben worden (Lugovic-
Mihic et al., 2019). Die Multiple-Hit-Theorie der Karzinogenese, bei der mehr als ein
Mutationsereignis notig ist, um die Tumorentstehung auszulOdsen, liegt auch beim
Melanom zugrunde (Fritsch, 2018). In Abbildung 1 ist dargestellt, in welchen
Schritten sich eine Hautlasion mit UV-Signatur in ein metastasiertes Melanom
umwandelt. Ausgangspunkt ist wahrscheinlich ein einziger neoplastischer Zellklon
(Fritsch, 2018). Ein intraepidermal gelegenes Melanoma in situ wird invasiv, indem
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es die Basallamina durchbricht. Der Tumor breitet sich horizontal aus und weist
durch vertikale Invasion eine knotige Struktur auf. Je hoher die Mutationslast, desto
unkontrollierter erfolgt das Wachstum. Da sich die Metastasierung aus vertikalem
Eindringen ergibt, korreliert die Prognose der Erkrankung mit der Tumordicke. Vom
Primartumor ausgehend kommt es zur lymphogenen Aussaat in einem Umkreis bis 2
cm als Satellitenmetastasen, und in einer Distanz > 2 cm in die ableitenden
Lymphwege als In-Transit-Metastasen. AnschlielRend werden die
Lymphknotenstationen und mdglicherweise die Haut oder das subkutane Gewebe
infiltriert. Subkutane Metastasen konnen auch durch hamatogene Aussaat entstehen.
Im Rahmen der Fernmetastasierung streut der Tumor hamatogen in innere Organe,
wie die Leber, die Lunge und das Gehirn (Elder, 2016).

Unauffillige Haut Horizontales und Durchbrechen der Lymphknoten-
oder Nivus vertikales Wachstum Absiedlungen Femmetastasen
' ‘ ‘

Basallamina,
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Abbildung 1: Tumorprogression des malignen \
Melanoms. L
Der Entwicklung eines malignen Melanoms liegt die i é
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Entartung der Melanozyten zugrunde. Ausgangspunkt kann
sowohl ein Navus wie auch unauffallige Haut sein. Falls
maligne Melanomzellen in tiefere Hautschichten eindringen,

)
die Basallamina durchbrechen und Iymphogen in .
Lymphknoten und hamatogen in innere Organe wie Lunge,

Leber und Gehirn metastasieren, so verschlechtert sich die
Prognose der Erkrankung zusehends (Elder, 2016).

1.1.3 Erstdiagnostik und Staging

Bei Verdacht auf ein malignes Melanom der Haut erfolgt die klinische Untersuchung
mittels eines Dermatoskops, wobei es sich um ein Auflichtmikroskop handelt,
welches die diagnostische Genauigkeit im Vergleich zur Inspektion ohne Hilfsmittel
verbessert (Argenziano et al., 2006). Verdachtige Pigmentmale werden zunachst mit
kleinem Sicherheitsabstand komplett exzidiert oder es wird eine Probeexzision
durchgefuhrt. Die Untersuchung des Exzidats erfolgt durch einen Histopathologen.

Ist eine maligne Entartung der Pigmentzellen feststellbar, wird ein Staging der
6
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Tumorerkrankung durchgefuhrt. Das Melanom-Klassifikationssystem des American
Joint Committee on Cancer (AJCC), veroffentlicht 2009, besteht aus der TNM-
Einteilung (T: TumorgrofRe, N: Nodus (Lymphknotenbefall), M: (Fern-)Metastasen)
sowie einer Stadieneinteilung in Stadium O-IV.

Als wichtigster prognostischer Faktor im frGhen Erkrankungsstadium gilt die
Tumordicke nach Breslow (Breslow, 1970). Es sind durch das AJCC in 2001 vier ,T-
Klassen® definiert worden (< 1,0 mm; 1,01 — 2,0 mm; 2,01 — 4,0 mm; > 4,0 mm), die
in der untenstehenden Tabelle 1 aufgeflhrt sind. Im Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Gewebeschnitt werden die Ulzeration und Mitoserate des Primarius bestimmt,
welche insbesondere bei Tumordicken < 1 mm prognostisch eine Rolle spielen
(Azzola et al., 2003). Aus dem Ulzerationsstatus sowie dem mitotischen Index ergibt
sich die Zusatzbezeichnung a oder b, wie unten tabellarisch aufgelistet (Tabelle 1).
In Abhangigkeit vom T-Stadium wird der Sicherheitsabstand bei der Nachexzision
bemessen. In den Stadien pT1 und pT2 soll dieser 1 cm und in den Stadien pT3 und

pT4 2 cm betragen.

T-Klassifikation Tumordicke Weitere prognostische
Parameter

Tis Melanoma In-situ,
keine Tumorinvasion

Tx Keine Angabe Stadium nicht

bestimmbar, z.B.
unbekannter Primarius

T <1,0 mm a: ohne Ulzeration,
Mitosen < 1/mm?

b: mit Ulzeration oder
Mitoserate = 1/mm?

T2 1,01 — 2,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

T3 2,01 —4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

T4 > 4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

Tabelle 1: T-Klassifikation des Primartumors beim malignen Melanom.

Entscheidend fir die T-Klassifikation ist die Tumordicke nach Breslow. Die Zusatzbezeichnung a oder
b erfolgt je nach Ulzerationsstatus des Tumors. (AJCC 2009)

Des Weiteren besteht die TNM-Einteilung aus der Angabe zum tumordsen
Lymphknotenbefall (N-Klassifikation, siehe Tabelle 2). Wenn klinisch kein
Metastasierungsverdacht besteht, bei einer Tumordicke von > 1,0 mm, ulzeriertem

Tumor, erhohten Mitoseraten oder Patienten unter 40 Jahren soll eine
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Wachterlymphknoten-Biopsie durchgefuhrt werden. Ca. 50 % der Melanome
metastasieren in regionale Lymphknoten, ca. 25 % breiten sich lokal aus
(Satellitenmetastasen und In-Transit-Metastasen).

N-Klassifikation Zahl metastatisch Ausmal der
befallener Lymphknoten | Lymphknoten-
(LK) metastasierung

N1 1LK a: nur mikroskopische

Metastase (klinisch okkult)
b: nur makroskopische
Metastase (klinisch
nachweisbar)

N2 2-3LK a: nur mikroskopische
Metastase(n) (klinisch
okkult)

b: nur makroskopische
Metastase(n) (klinisch
nachweisbar)

c: Satelliten- oder In-
Transit-Metastase(n) ohne
regiondre LK-Metastasen

N3 > 4 LK, oder verbackene
LKs oder Satelliten- oder
In-Transit-Metastasen mit
regionarer LK-Beteiligung

Tabelle 2: N-Klassifikation der regiondren Lymphknoten beim malignen Melanom.

Je nach Anzahl metastatisch befallener Lymphknoten wird eine Einteilung in N1 bis N3 mit dem
moglichen Zusatz a bis ¢ vorgenommen. Letzterer richtet sich nach dem Ausmafl} der Lymphknoten-
metastasierung. (AJCC 2009)

Als drittes spezifiziert die TNM-Klassifikation das Ausmal} der (Fern-)Metastasierung
(M-Klassifikation, siehe Tabelle 3), welche bei 25% der Melanome auftritt. Die
haufigsten Zielorgane der hamatogenen Fernmetastasierung sind Haut, Leber,
Skelett, ZNS und Lunge. In diesem Zusammenhang ist als Tumormarker das Serum-
Level der Laktatdehydrogenase (LDH) prognostisch relevant. Eine erhohte Serum-
LDH zeigt Zellmembranschadigung und Zelluntergang an, fur die aber nicht
spezifisch ein Tumorgeschehen ursachlich sein muss. Dennoch hat sich erwiesen,
dass die LDH im fernmetastasierten Melanom positiv mit der Tumorlast korreliert. In
der Klinik findet sie somit als serologischer Biomarker und Indikator fur die

Tumorprogression Beachtung (Wang et al., 2004, Karagiannis et al., 2014).

M-Klassifikation Art der LDH
Fernmetastasierung
M1a Metastasen in Haut, Normal
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Subkutis oder
Lymphknoten jenseits der
regiondren Lymphknoten

M1b Lungenmetastase(n) Normal
M1c Fernmetastase(n) anderer | Normal
Lokalisation
oder

Fernmetastase(n)  jeder | Erhoht
Lokalisation mit erhodhten
Serumwerten der LDH

Tabelle 3: M-Klassifikation der Fernmetastasen beim malignen Melanom.

In der M-Klassifikation wird der Tumor nach Art der Fernmetastasierung in Verbindung mit dem LDH-
Serum-Level des Patienten kategorisiert. (AJCC 2009)

Die Festlegung des Tumorstadiums in 0-IV nach AJCC basiert auf der TNM-
Klassifikation (siehe Tabelle 4). In den nicht-metastasierten Stadien 0-1IC wird der
Tumor vor allem nach der T-Klasse eingeteilt, bei regionarer Lymphknoten-
metastasierung (Stadium Ill) nach der N-Klasse und alle Tumore mit
Organmetastasen (Zusatz M1x) werden im Stadium IV zusammengefasst.

Stadium Primartumor (pT) | Regionare Fernmetastasen
Lymphknoten- (M)
metastasen (N)
0 In situ-Tumor Keine Keine
A < 1,0 mm, keine Keine Keine
Ulzeration
IB < 1,0 mm mit Keine Keine
Ulzeration oder
Mitoserate = 1/mm?
1,01 -2,0 mm, Keine Keine
keine Ulzeration
A 1,01 - 2,0 mm mit Keine Keine
Ulzeration
2,01 -4,0 mm, Keine Keine
keine Ulzeration
1B 2,01 - 4,0 mm mit Keine Keine
Ulzeration
> 4,0 mm, keine Keine Keine
Ulzeration
lIC > 4,0 mm mit Keine Keine
Ulzeration
A Jede Tumordicke, Mikroskopische Keine
keine Ulzeration Metastasen
(klinisch okkult) in
bis zu 3 LK
1B Jede Tumordicke Mikroskopische Keine
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mit Ulzeration

Metastasen
(klinisch okkult) in
bis zu 3 LK

Jede Tumordicke,
keine Ulzeration

Biszu 3
makroskopische
nodale Metastasen

Keine

Jede Tumordicke,
keine Ulzeration

Keine, aber
Satelliten- und/oder
In-Transit-
Metastasen

Keine

c

Jede Tumordicke
mit Ulzeration

Biszu 3
makroskopische
nodale Metastasen
oder Satellit(en)
oder In-Transit-
Metastasen ohne
regionare LK-
Metastasen

Keine

Jede Tumordicke *
Ulzeration

4 oder mehr
makroskopische
nodale Metastasen
oder verbackene
Lymphknoten oder
Satelliten und/oder
In-Transit-
Metastasen mit
regionaren
Lymphknotenmetas
tasen

Keine

\Y

Fernmetastasen

Tabelle 4: Stadieneinteilung des malignen Melanoms.
Die Stadieneinteilung umfasst grob vier Stadien bzw. zehn verschiedene Kategorien. Bis zum Stadium
IIC spielt die T-Klassifikation eine entscheidende Rolle. Hier liegen weder regionare Metastasen noch
Fernmetastasen vor. Beginnend mit Stadium llIA kommt der N-Klassifikation die grof3te Bedeutung
bei, wahrend im Stadium IV alle fernmetastasierten Tumore mit dem Zusatz M1x zusammengefasst

werden. (AJCC 2009)

Aus dem exakten Staging des Melanoms zu Beginn oder im Verlauf der

Tumorerkrankung wird die adaquate Behandlungsstrategie abgeleitet.

1.1.4 Therapiekonzepte in Abhéngigkeit vom Staging

1.1.4.1 Chirurgische Eingriffe, adjuvante Radio- und Interferontherapie

Die kurative Behandlung des Melanoms ist insbesondere durch die chirurgische

Exzision (,R0“: mikroskopisch kein nachgewiesener Residualtumor) moglich. Bei von

10




Einleitung

Vornherein inoperablen und auch bei inoperablen R1 und R2 resezierten Tumoren
(R1: mikroskopisch nachgewiesener Residualtumor, R2: makroskopische Residuen)
besteht die Mdglichkeit einer Radiotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).
Ab Stadium IB wird eine Lymphknotensonografie empfohlen. Patienten, die dem
Stadium IlA zugeordnet werden, kdnnen mit Interferon alpha behandelt werden,
welches  sowohl  antiangiogen, immunregulatorisch,  antiproliferativ.  und
proapoptotisch wirkt (Tarhini et al., 2012). Bei Patienten im Stadium [IB und IIC wird
eine deutliche Empfehlung fur die Interferongabe ausgesprochen. Wurde ein
Stadium IIC oder Ill diagnostiziert, ist eine weitergehende Ausbreitungsdiagnostik
indiziert. Wenn zytologisch, histologisch, sonografisch, im CT (Computertomografie)
oder PET/CT (Kombination von Positronen-Emissions-Tomografie und CT) eine
lokoregionale Metastasierung nachgewiesen wird (Stadien IlIA, [lIB, IlIIC), ist die
Therapieintention in der Regel noch immer kurativ (Leitlinienprogramm Onkologie,
2019). Es ist eine therapeutische Lymphadenektomie (LAD) angezeigt. Werden
bestimmte Kriterien erflullt, kann eine komplettierende Lymphknotendissektion
(Complete Lymph Node Dissection, CLND) vorgenommen werden. Auch eine
postoperative adjuvante Radiotherapie nach LAD kommt in Betracht. Diese kann zur
regionalen Tumorkontrolle beitragen, hat aber keine lebensverlangernde Wirkung
gezeigt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019). Im Stadium IV sollte die
Metastasektomie als RO unter bestimmten Voraussetzungen angestrebt werden. Zur
Behandlung von beispielsweise Knochen- oder Hirnmetastasen ist eine Bestrahlung

ublich (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).

1.1.4.2 Chemotherapie

Fur Hochrisikopatienten gab es bis zur Einfuhrung der Chemotherapie in den 1970er
Jahren keine medikamentdsen Therapieoptionen (Mattia et al., 2018). Die alleinige
Chemotherapie spielt heute nur noch eine untergeordnete Rolle (Wu and Singh,
2011). In der Historie der adjuvanten medikamentdsen Therapie wurden zunachst
Zytostatika wie Cisplatin (Cis-Diamminedichloridoplatinum, CDDP) und 5-Fluoruracil
(5FU) eingesetzt, welche proapoptotische Medikamente sind. CDDP generiert
irreparable DNA-Schaden und induziert einen proliferativen Arrest oder fuhrt die
Zielzelle in die Apoptose, indem es die entsprechenden mitochondrialen Signalwege
aktiviert. Die Ansprechraten wurden bei Gabe von konventionellen Dosierungen auf
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nicht mehr als 10% beziffert (Glover et al., 1987). 5FU hemmt die Thymidilat-
Synthase und stort somit die DNA-Replikation und -Reparatur, woraus DNA-
Schadigung und wiederum ein Zellzyklusarrest resultieren. Im Melanom wird bei
Gabe von 5FU und anderen Thymidilat-Synthase-Inhibitoren das Zielenzym reaktiv
Uberexprimiert. Die Ansprechrate von lediglich 10-15% ist hierauf zurtckzufihren
(Mattia et al., 2018, Christensen et al., 2019).

Die Alkylantien Temozolamid (TMZ) und Dacarbazin (Dimethyl-Trizeno-Imidazol-
Carboxamid, DTIC) galten als Standard-Therapeutikum beim Melanom, konnten aber
Studien zufolge das progressionsfreie Uberleben (Progression-Free Survival, PFS)
und Gesamtuberleben (Overall Survival, OS) nicht verbessern (Robert et al., 2011).
Die vermehrte Expression des Reparaturproteins MGMT (O6-Methylguanin-DNA
Methyltransferase) kann in vielen Fallen die Resistenz des Melanoms gegenuber
Alkylantien erklaren. Zytotoxische Wirkungen von TMZ und DTIC beziehen sich vor
allem auf Tumorzellen und andere sich schnell teilenden gesunden Zellen der
Schleimhaute, des Knochenmarks, der Hoden und Ovarien (Mattia et al., 2018).
Unerwunschte  Arzneimittelwirkungen  sind  hamatologischer  und  nicht-
hamatologischer Art und umfassen Anamien, Neutropenien, Thrombozytopenien und
Lymphopenien (Teimouri et al., 2013). Hinzu kommt die inharent kanzerogene Natur
der Substanzen, sodass die Entwicklung von Zweittumoren keine Seltenheit darstellt.
Sind Metastasen im Stadium |V nicht resezierbar, bietet die Monochemotherapie mit
Dacarbazin heutzutage noch eine etablierte Option. Alternativ kann eine
Polychemotherapie mit Dacarbazin und Cisplantin vorgenommen werden. Diese
bringt jedoch wahrscheinlich keine Vorteile hinsichtlich des Gesamtuberlebens mit
sich und kommt daher nur als letzter Therapieversuch bei Patienten im Endstadium
in Frage (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).

1.1.4.3 Antiangiogene Therapie

Anstatt alle sich schnell teilenden Zellen im Korper zu attackieren, wie es unter TMZ
und DTIC-Therapie erfolgt, sollen unter heutigem besseren Verstandnis uUber die
molekularen Mechanismen mithilfe der sog. ,zielgerichteten® Therapie lediglich
Zielmoleklle angegriffen werden, die mit Tumorwachstum, Progression und
Metastasierung in Verbindung stehen (Kudchadkar, 2010). Die Metastasierung des
Melanoms uber die Blutbahn wird dadurch ermdglicht, dass der Tumor mittels
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Gefalineubildungen Anschluss an das BlutgefalRsystem erhalt. Antiangiogene
Therapieansatze sollen die Invasion von Tumoren verhindern, indem sie das
.Einspriefen“ neuer GefalRe unterbinden (Folkman, 2002). Der Wachstumsfaktor
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Angiogenese- und
Gefalipermeabilitatsfaktor, der von Endothelzellen ausgeschuttet wird und an
physiologischen angiogenen Reaktionen beteiligt ist. In Tumoren fuhrt die Sekretion
grolRer Mengen VEGF zur Ausbildung irregularer und heterogener Tumorgefalle
(Weis and Cheresh, 2005, Carmeliet, 2005). Medikamente, deren Angriffspunkt der
VEGF-Signalweg ist, wie der an den Liganden VEGF-A bindende humanisierte
monoklonale Antikorper Bevacizumab oder die VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-
inhibitoren  Sorafenib und Sunitinib, werden bei metastasierten Tumoren
verschiedener Entitaten eingesetzt (Ohm and Carbone, 2001, Vasudev and
Reynolds, 2014). Fur die Behandlung des Melanoms ist die Medikation jedoch nicht
zugelassen, da in Studien keine Verlangerung des Gesamtuberlebens daraus
resultierte (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019).

1.1.4.4 BRAF/MEK-Inhibition

Im Jahre 2012 wurde mit dem selektiven BRAF-Kinase-Inhibitor Vemurafenib ein
Mittel gegen Melanome zugelassen, in denen das Protoonkogen B-Raf (genannt
BRAF, Raf=rapidly accelerated fibrosarcoma) mutiert ist. Da im Codon des BRAF-
Gens 600 die Aminosaure Valin ausgetauscht ist, wird die Mutation als V600
bezeichnet. Sie bewirkt eine Steigerung der Zellproliferation und tritt bei 40 bis 60%
der Patienten mit kutanen Melanomen auf (Fritsch, 2018). Leider wurden haufig nach
wenigen Monaten der BRAF-Inhibitor-Therapie mit z.B. Vemurafenib bereits Rezidive
aufgrund von Resistenzen beobachtet (siehe Abbildung 2). Das 1-Jahres-
Gesamtuberleben liegt lediglich bei 56% (vergleiche Abbildung 4 unten). Zusatzlich
zur Hemmung des mutierten und damit konstitutiv aktivierten BRAF hat sich die
Inhibition der MEK-Kinase (MAPK/ERK-Kinase, ERK: Extracellular Signal-Regulated-
Kinase) als sinnvoll erwiesen. Ein Medikament, das die Mutation der MEK-Kinase,
also eine zweite Mutation im Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg (MAPK-Signalweg)
behandelt, ist z.B. Trametinib (siehe Abbildung 2). Die kombinierte Gabe der beiden
Hemmstoffe konnte das Uberleben der Patienten verbessern, Rezidive aber nicht
verhindern. Resistenzen, die sich entwickeln, sind zum Teil reversibel und die
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Kombinationsmedikation aus BRAF-Inhibitor Dabrafenib und MEK-Inhibitor
Trametinib, eingesetzt seit 2014, kann ein erneutes Ansprechen der Patienten
bewirken. Das 1-Jahres-Gesamtuberleben war mit Einfuhrung dieser
Kombinationstherapie auf 74% zu steigern (Long et al., 2017). Entsprechend der
Leitlinie soll beginnend ab Stadium IlIB eine Testung auf Mutationen, zunachst auf
eine BRAF-Mutation, durchgefuhrt werden. Bei Vorliegen einer BRAF V600-Mutation
konnen ein BRAF- und ein MEK-Inhibitor verabreicht werden (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2019).

~7p loading |

o
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e

|: Vemurafenib
Raf

Dabrafenib

Trametinib —

ERK

Abbildung 4: Der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg als therapeutisches Target beim Melanom.

Die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib und der MEK-Hemmstoff Trametinib (des Weiteren
Cobimetinib) beheben die Uberaktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalwegs, welche durch
Mutationen herbeigefiihrt wird und in gesteigerter Zellproliferation und damit in Tumorwachstum
resultiert (Yuan et al., 2020).

Abkirzungen: GRB2: Growth Factor Receptor-Bound Protein 2, SOS: Son Of Sevenless, GTP:
Guanosine-5'-Triphosphate, Ras: Rat sarcoma, Raf: Rapidly accelerated fibrosarcoma, MEK:
MAPK/ERK-Kinase, ERK: Extracellular Signal-Regulated-Kinase.

1.1.4.5 Immuntherapie

Vier Dekaden der Erforschung von molekularen Mechanismen, an denen
Immunzellen in der Tumormikroumgebung beteiligt sind, konnten einen Durchbruch
in der Melanombehandlung erbringen, denn es wurde bekannt, dass Tumorzellen
ihrer Vernichtung durch das angeborene und erworbene Immunsystem entkommen
konnen (Mattia et al.,, 2018). Indem sie mittels Liganden an Rezeptoren auf der
Membran von T-Lymphozyten binden, wird die Immunantwort gedampft. Diese
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Rezeptoren auf T-Zellen werden antiinflammatorische Immun-Checkpoints genannt
und ihre physiologische Funktion ist es, korpereigene Zellen vor Angriffen des
Immunsystems zu schitzen (siehe Abbildung 3) (Mahoney et al., 2015). Um die
antitumorale Antwort des Korpers zu reaktivieren, wurden Immuntherapien
entwickelt, welche an Checkpoints binden und sie inhibieren, damit die
Immunevasion der Tumorzellen verhindert wird. Einen solchen Checkpoint stellt der
Co-Rezeptor-Inhibitor CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein-4) dar,
welcher im gesunden Menschen die T-Zell-Aktivierung bei Uberreaktionen des
Immunsystems und Autoimmunitat herunterreguliert (Chikuma, 2017). CTLA-4
konkurriert mit dem auf antigenprasentierenden Zellen vorliegenden Cluster of
Differentiation (CD) 28 um die Bindung an CD80 und CD86 auf T-Zellen (siehe
Abbildung 3) (Rowshanravan et al., 2018). Bindet CD28 an CD80 oder CD86, wird
intrazellular die Bildung von Interleukin-2 (IL-2) Uber den Nuklearen Faktor-kappa B
(NF-kB)-Weg stimuliert. IL-2 stellt das entscheidende Zytokin fur die Aktivierung und
Vermehrung von T-Zellen dar (Macian, 2005). Da CTLA-4 eine hohere Affinitat zu
CD80 und CD86 als zu CD28 aufweist, wird in der Folge die IL-2 Expression
blockiert (Mattia et al., 2018). Konsekutiv kommt es bei verminderter IL-2-Bildung zur
Hemmung der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation (Abbas et al., 2018). Wenn der
CTLA-4-Ligand auf Tumorzellen exponiert ist, kann die Immunantwort Uber den
beschriebenen Mechanismus gestort werden und der Tumor einer Erkennung durch
das Immunsystem entgehen. Ein Therapieansatz ist die CTLA-4 Blockade durch
Antikorper, mithilfe derer ein supprimierter Zustand von T-Zellen aufgehoben werden
kann (siehe Abbildung 3) (Leach et al., 1996).
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Abbildung 5: Die Mechanismen der Inmuncheckpoint-Therapie.

Die Blockade von Immuncheckpoints (CTLA-4, siehe oben, und PD-1/PD-L1, unten erlautert) bewirkt,
dass Tumorzellen sich nicht maskieren und Angriffen des Immunsystems nicht entgehen kénnen.
Abkilrzungen: APC: Antigen-Presenting Cell, MHC: Major Histocompatibility Complex, TCR: T-Cell-
Receptor, B7: Lymphozyten-Aktivierungsantigen CD80/86, CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated Protein-4, PD-1: Programmed Death-1, PD-L1: Programmed Death Ligand-1.

P==s=—__9_ S

Im Jahre 2011 wurde der monoklonale Antikérper Ipilimumab flr die Therapie des
nicht-resezierbaren metastasierten Melanoms zugelassen, welcher als CTLA-4
Antagonist fungiert (sieche Abbildung 3 und 4). Studien haben gezeigt, dass die
Gabe dieser Anti-CTLA-4 Therapie das Gesamtlberleben signifikant verbessert
(Ascierto et al., 2017, Maverakis et al., 2015, Hodi et al., 2010). Abbildung 4 ist zu
entnehmen, dass das 5-Jahres-Gesamtlberleben von unter 5% bei Dacarbazin-
Gabe auf 18-20% unter Ipilimumab-Therapie gestiegen ist.
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Abbildung 6: Overall Survival bei adjuvanten medikamentosen Melanomtherapien.

Seit den 1990er Jahren ist das 1- bis 5-Jahres-Gesamtiberleben von Melanompatienten unter dem
Einsatz der zielgerichteten Therapien (blau) und Immuntherapien (rot) signifikant gestiegen. (Adaptiert
nach Georgina V. Long)

Abklrzungen: OS: Overall Survival, J: Jahre, DTIC: Dimethyl-Trizeno-Imidazol-Carboxamid
(Dacarbazin), Ipi: Ipilimumab, Nivo: Nivolumab.

Auch der von T-Zellen exprimierte Checkpoint PD-1 (Programmed Death-1) stellt ein
Target der Immuntherapie dar. PD-1 ist ein Transmembranprotein, das als Apoptose-
assoziiertes Molekul identifiziert wurde. Sein Ligand PD-L1 (Programmed Death
Ligand-1) ist auf hamatopoetischen Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Neuronen,
Mesenchymzellen und Keratinozyten zu finden (Mattia et al., 2018). Ein zweiter
Ligand, PD-L2, wird von aktivierten dendritischen Zellen und B-Zellen sowie
Makrophagen und Mastzellen exprimiert. T-Zell-Anergie ist die Folge der PD-1/PD-
L1/2 Interaktion. Tumorzellen sind ebenfalls in der Lage, die PD-Liganden auf ihrer
Oberflache zu exponieren (siehe Abbildung 3). Dadurch wird die Toleranz von
Tumor-infiltrierenden T-Zellen gegenuber Tumorzellen herbeigefuhrt (sog. ,adaptive
Immunresistenz*) (Ribas, 2015). Uber den PD-1-Checkpoint-Mechanismus, der
normalerweise die Funktion hat, Gewebsschadigung beim Wirt zu verhindern, erfahrt
die Antitumorimmunitat eine Abschwachung. PD-1 blockierende Antikorper (siehe
Abbildung 3) wie Nivolumab wurden sowohl im Nierenzellkarzinom (RCC), im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) wie auch im Melanom getestet und zeigten
einen deutlicheren Benefit und weniger toxische Wirkungen verglichen mit CTLA-4-
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Therapeutika (Topalian et al., 2012). Seit 2014 ist Nivolumab fur die Behandlung vom
fortgeschrittenen Melanom zugelassen. Das 5-Jahres-Gesamtuberleben betragt
unter Nivolumab 35% versus 18-20% unter Ipilimumab (siehe Abbildung 4). Die
Kombination des CTLA-4-Antagonisten Ipilimumab mit dem PD-1-Inhibitor Nivolumab
konnte das progressionsfreie Uberleben im Vergleich zur Ipilimumab-Monotherapie
signifikant verlangern (11,5 versus 2,9 Monate) (Larkin et al., 2015). Ein zweiter PD-
1-Checkpoint-Inhibitor ist Pembrolizumab, der ebenfalls im Jahr 2014 zugelassen
wurde. Er hat sich beziiglich des progressionsfreien Uberlebens und des
Gesamtuberlebens im fortgeschrittenen Melanom der CTLA-4-Therapie Uberlegen
gezeigt (Mattia et al., 2018). In Abbildung 4 ist unter anderem dargestellt, dass die
Wahrscheinlichkeit, nach Therapiebeginn mit Pembrolizumab ein Jahr zu Uberleben
71% betragt. Unter Ipilimumab bemisst sie sich auf lediglich 47%.

Laut Leitlinie besteht die adjuvante medikamentose Therapie bei den Stadien IlIA-D
in der Gabe eines PD-1-Antikorpers. Patienten im Tumorstadium IV werden adjuvant
entweder mit BRAF- und MEK-Inhibitor, oder mit einem PD-1-Antikdrper, oder mit
einer Kombination aus PD-1- und CTLA-4-Antikorper behandelt (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2019). Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist seit dem Einsatz von
revolutionaren Therapien zur Bekampfung des malignen Melanoms signifikant
gestiegen. Insbesondere seit der Anwendung der Immuntherapie im Jahr 2011
wurde sie verzehnfacht. Aktuell liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland flr
Frauen bei 93 % und fur Manner bei 91 % (Fritsch, 2018). Betrachtet man Patienten
mit fernmetastasiertem Melanom, so liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir
Frauen allerdings nur bei 23 % und fur Manner nur bei 15 % (Robert Koch Institut,
2019).

Die Hypothese, dass das Melanom ein stark immunogener Tumortyp ist, stellt die
Basis fur Erfolgschancen von Immuntherapien dar und soll im Folgenden erlautert
werden. Fur diese Annahme sprechen erhebliche lymphozytare Infiltrate, die in
Primarien und Metastasen aufgefunden wurden (Mattia et al., 2018). Des Weiteren
manifestiert sich der immunogene Charakter des Melanoms darin, dass der
Primartumor nach seiner Dissemination aufgrund von Immunabwehr oftmals nicht
mehr aufzufinden ist. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass T-Lymphozyten
spezielle Melanom-Antigene erkennen. Deutliche Hinweise gibt schlie3lich die
Tatsache, dass die Immuntherapie beim Melanom relativ erfolgreich eingesetzt wird
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(Haanen, 2013). Entscheidend fur die Wirkung der Immuntherapie ist der Aufbau der

Mikroumgebung des Tumors.

1.2 Therapieansprechen auf Checkpointinhibition

Etwa die Halfte der Melanompatienten spricht langfristig auf Immuncheckpoint-
Therapien an, aber bei der anderen Halfte der Patienten ist dies nicht der Fall (Luke
et al., 2017). Bei den meisten Patienten der letzteren Gruppe zeigen sich primare
Resistenzen (Nowicki et al., 2018). Diese Erkrankten machen beim Melanom unter
PD-1-Blockade etwa 60% aus und werden ,Never-Responders® genannt. Sie
erfahren unter Therapie eine Progression der Erkrankung (,Progressive Disease®,
PD, klassifiziert gemall RECIST=Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)
(O'Donnell et al., 2017, Schwartz et al., 2016). 40% der Melanompatienten mit PD-1-
Monotherapie und 60% derer mit Checkpointinhibitor (CPIl)-Kombinationstherapie
reagieren initial Therapie-sensibel (,Early Responders®) und erreichen eine komplette
oder partielle Remission (,Complete Response®, CD oder ,Partial Response®, PR
nach RECIST) oder befanden sich in einem stabilen Erkrankungszustand (,Stable
Disease®, SD nach RECIST). Bei einigen Patienten aus dieser Gruppe treten jedoch
erworbene Resistenzen und Rezidive auf (,Progressive Disease®) (O'Donnell et al.,
2017).

Tumore, die reich an PD-1-exprimierenden infiltrierenden T-Lymphozyten (sog.
Tumor Infiltrating Lymphocytes, TILs) sind und deren Mikroumgebung
inflammatorische Charakteristika aufweist, werden ,hot tumors® oder ,infiltrated-
inflamed” genannt und zeigen das beste Ansprechen auf Immuntherapien (Maleki
Vareki, 2018, Binnewies et al., 2018, Tumeh et al., 2014). Das starke Immunzell-
Infiltrat kann die Anti-Tumor-Antwort der T-Zellen modulieren.

CD8+ T-Zellen, die ein Tumorantigen erkannt haben, produzieren Interferon gamma
(IFNy), welches eine groRe Bedeutung fur die Tumorabwehr hat. Es erhoht die Major
Histocompatibility Complex (MHC)-Expression, rekrutiert T-Zellen in den Tumor und
wirkt antiproliferativ sowie proapoptotisch auf maligne Zellen. Auch die Induktion von
PD-L1 auf Tumorzellen erfolgt unter dem Einfluss des Zytokins. Mutationen in den
von IFNy angestoflenen Signaltransduktionswegen sind die Ursache daflr, dass
Tumorzellen gegen IFNy resistent werden. Dieses Phanomen spielt sowohl fur
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primare als auch sekundare Resistenzen gegenuber der Anti-PD-1-Therapie eine
Rolle (Benci et al., 2016).

Trotz adaquater T-Zell-Infiltration und Tumorzell-IFN-Response kann das
Ansprechen auf Checkpointinhibition eingeschrankt sein. Ursachlich ist die
Interaktion der zytotoxischen T-Zellen mit immunsuppressiven myeloiden
Suppressorzellen (Myeloid-Derived Suppressor Cells, MDSCs) und regulatorische T-
Zellen (Tregs) im Mikromilieu (Nowicki et al., 2018).

Kommt es zu Beginn zu einem Ansprechen, konnen daraufhin solche Tumorklone
selektiert werden, die sich unter anderem durch Antigenverlust oder
mutationsbedingt heruntergeregelte MHC | Expression auszeichnen. Es handelt sich
hierbei um Tumorstammzellen, die besonders resistent gegen T-Zell-Angriffe sind.
Sie gehoren zur sog. ,minimal residual disease“ (Rambow et al., 2018).

Des Weiteren kann die unter ICT wiederhergestellte T-Zell-Funktion im Laufe der
Therapie verloren gehen, wenn T-Zellen permanent durch Tumorantigene stimuliert
werden und erschopfen (,exhausted T-cells®, Tex) (Wherry and Kurachi, 2015).

Wenn die Signaltransduktion fur T-Zell-Aktivierung und -Proliferation wie oben
beschrieben unterdruckt ist, werden T-Effektorzellen (Teffs) aus dem
Tumorparenchym ausgeschlossen. Teffs verbleiben dann im Stroma, welches den
Tumor umgibt (Mariathasan et al, 2018). Liegt ein immunzellarmes
Tumorparenchym vor, ist der Erfolg von Checkpointblockaden eingeschrankt (Havel
et al., 2019). Handelt es sich Uberdies um Phanotypen, bei denen auch im Stroma
des Tumors eine Abwesenheit von TILs herrscht, sog. ,cold tumors® oder ,infiltrated-
excluded, sind die geringsten Ansprechraten auf Checkpointinhibition zu
verzeichnen (Galon and Bruni, 2019, Binnewies et al., 2018).

1.3 DAMPs in der Tumormikroumgebung

Das Tumorbett zeichnet sich durch einen persistierenden Entzindungszustand aus
und wurde daher auch als ,nicht-heilende Wunde® bezeichnet (Dvorak, 1986).
Primare Melanome weisen ebenso wie Metastasen unterschiedliche Kompositionen
in der Tumormikroumgebung auf. Wichtige Player im Mikromilieu sind l0sliche
Faktoren wie inflammatorische Zytokine. Zu dieser Gruppe gehodren sog. Damage-
oder Danger-Associated Molecular Patterns (DAMPs).
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In den 1990er Jahren entwickelte Polly Matzinger das immunologische ,Gefahren-
Modell“, demzufolge das Immunsystem nicht zwischen ,korpereigen® und ,-fremd*
unterscheidet, sondern zwischen ,ungefahrlich® und ,gefahrlich“. Die Einordnung als
,2gefahrlich® erfolgt laut der Theorie anhand von Pathogenen oder Alarmsignalen,
welche durch gestresste oder verletzte Zellen ausgeschuttet werden (Matzinger,
1994). DAMPs sind Molekule, die mit ,Gefahr” assoziiert werden. Zu dieser Gruppe
der Alarmine zahlen neben S100A8/A9 auch andere S100 Proteine, HMGB1, DNA
und RNA. Sie liegen intrazellular vor und werden bei Schadigung der Zelle
freigesetzt und in diesem Zuge fur das Immunsystem sichtbar. DAMPs werden von
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs) erkannt; sie
initieren und prolongieren die nichtinfektiose Entzandungsreaktion durch
proinflammatorische Signalkaskaden (Huang et al., 2015).

1.3.1 S100A8/A9 und seine Interaktionen im Tumorbett

Der Heterodimer S100A8/A9, auch Calprotectin genannt, setzt sich aus den
Homodimeren S100A8 (MRP8, Myeloid-Related Protein 8) und S100A9 (MRP14,
Myeloid-Related Protein 14) zusammen, die calciumbindende Proteine der S100-
Familie sind. S100-Molekule wurden erstmals im Jahr 1965 aus Rinderhirn extrahiert
und tragen ihren Namen, da sie in 100% gesattigtem Ammoniumsulfat I6slich sind.
Die heterodimere Form ist wesentlich stabiler und kommt daher haufiger vor.
S100A8/A9 hat sowohl intra- als auch extrazellulare Funktionen. Es wird bei
entzundlichen Prozessen und autoimmunen Reaktionen von Myeloidzellen und
anderen Gefalzellen stark exprimiert und bindet an PRRs wie die Rezeptoren Toll-
Like-Receptor 4 (TLR4) und RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts).
Im Entzindungszustand werden Leukozyten durch S100A8/A9 rekrutiert und
Zytokine freigesetzt. Calprotectin ist in Neutrophilen und Monozyten enthalten und
spielt als Calcium-Sensor fur die Umlagerung des Zytoskeletts und den
Arachidonsauremetabolismus eine Rolle (Wang et al., 2018). S100A8/A9 macht ca.
45% der zytosolischen Proteine in Neutrophilen aus (Srikrishna, 2012). Die in
Neutrophilen enthaltenen inflammatorischen DAMPs wurden mit Tumorprogression
in Verbindung gebracht (Hernandez et al., 2016). Sie sind mit Zellstress assoziiert
und konnen von apoptotischen Neutrophilen, also beispielsweise im Rahmen der
Freisetzung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs), der NETose, ausgeschuttet
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werden (Ausfuhrung siehe Abschnitt 1.5.2 und 4.3.4) (Greenlee-Wacker, 2016,
Brostjan and Oehler, 2020). Es wurde gezeigt, dass Neutrophile S100A8/A9 in
hyperglykamer Stoffwechsellage sezernieren. Durch Interaktion von S100A8/A9 mit
RAGE kommt es zur Ausschuttung von Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor
(Granulocyte Colony Stimulating Factor, G-CSF) aus Makrophagen und
Granulozyten-Monozyten-Progenitorzellen (GMPs) (Kraakman et al.,, 2017). In
Studien wurde gezeigt, dass die auf das G-CSF-Signal hin neu entstandenen
Neutrophilen Reactive Oxygen Species (ROS) freisetzen und NETs bilden (Wong et
al., 2015). Des Weiteren gilt S100A8/A9 als Chemoattractant (,Lockstoff*) flr
Neutrophile. Wurden letztere an einen Ort der Entzindung gelockt, bewirkt
S100A8/A9 uberdies, dass Neutrophile dort verbleiben (Ryckman et al., 2003).
S100A8/A9 kann zudem zur Migration von MDSCs uber den NF-kB-Signalweg
fuhren und sie Uber denselben auch aktivieren (siehe Abbildung 6) (Sinha et al.,
2008). MDSCs verhindern die Aktivierung von Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen)
und T-Zellen und ermoglichen dadurch das Fortschreiten von Tumorerkrankungen
(siehe Abbildung 6). Es entsteht eine positive Feedbackschleife, da MDSCs
S100A8/A9 selbst sezernieren (Sinha et al., 2008). AuRerdem stimulieren S100A8
und S100A9 die Expression von Matrix-Metalloproteinase (MMP) 2 und MMP9 in
Tumorzellen, woraufhin diese ins Gewebe migrieren (Lim et al., 2016).

Inwiefern S100A8/A9 Uber diese und weitere proinflammatorische Mechanismen fur
Tumorprogression und Metastasierung eine Rolle spielt, soll in der vorliegenden

Studie beleuchtet und experimentell untermauert werden.
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Abbildung 7: S100A8/A9 und Neutrophile unter Inmuntherapie des malignen Melanoms.

Unter Immuncheckpoint-Blockade erreicht ein Teil der Patienten eine Remission der
Tumorerkrankung; ein anderer Teil spricht nicht auf die Therapie an. Bei diesen Patienten konnten
erhohte Neutrophilen- und S100A8/A9-Level festgestellt werden. S100A8/A9 lockt MDSCs ins
Tumorbett, welche dort T-Lymphozyten inhibieren und dadurch die Tumorprogression férdern
(Umansky et al., 2016, Gebhardt et al., 2015).

Abkirzungen: ICl: Immune-Checkpoint-Inhibition, MDSCs: Myeloid-Derived Suppressor Cells,
HMGB1: High Mobility Group Box 1.

1.4 Immunzell-Infiltration des Tumors

DAMPs werden von Tumorzellen selbst und von Immunzellen wie Myeloid- und
anderen Gefalzellen sowie Monozyten wie auch neutrophilen Granulozyten
sezerniert und konnen diese rekrutieren (Kerkhoff et al., 1998). Somit kommen in der
Tumormikroumgebung entscheidende zellvermittelte Mechanismen zum Tragen.
Beteiligt sind hier neben T-Zellen unter anderem Makrophagen, Thrombozyten und
neutrophile Granulozyten, deren Funktionen durch Immuncheckpoint-Therapien
beeinflusst werden kdnnen (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 8: Immunzellen in der Tumormikroumgebung.

T-Zellen (griin), Makrophagen (lila), Thrombozyten (rot) und neutrophile Granulozyten (rosé€) gehéren
zu den Zellen, die im Tumorbett zu finden sind.

Abkirzungen: ECM: Extracellular Matrix.

Weitere wichtige Akteure in der Mikroumgebung sind Tregs und MDSCs. Tregs
gehdren zu den CD4+ T-Lymphozyten und regulieren im physiologischen Zustand
die Selbsttoleranz des Immunsystems. In Malignomen fordern sie jedoch die
Tumorprogression, indem sie Anti-Tumor-Immunantworten unterdriicken (Takeuchi
and Nishikawa, 2016). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass ein Nicht-Ansprechen auf
Immuntherapie mit einer niedrigen Ratio von Teffs zu Tregs korreliert (Simpson et al.,
2013). Tregs hemmen die Aktivierung und Vermehrung der lokalen CD8+ T-Zellen.
MDSCs sind myeloische Zellen, welche einen heterogenen Phanotyp aufweisen. Sie
umfassen entdifferenzierte Makrophagen und dendritische Zellen sowie Monozyten,
die sich in entzindetem Gewebe in Makrophagen und dendritische Zellen
differenzieren. Granulozytische Myeloidzellen bezeichnen Eosinophile, Basophile,
Mastzellen und polymorphkernige Neutrophile. MDSCs sind in der Lage,
Immunantworten zu unterdricken und begunstigen daher die Tumorprogression
(Gabrilovich, 2017). Ihre Anwesenheit im Tumorgewebe ist mit Immunevasion,
Angiogenese, Metastasierung und schlechtem Ansprechen auf Checkpointinhibition

assoziiert (Meyer et al.,, 2014). Insbesondere bei Neutrophilen konnte ein
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Zusammenhang mit der Tumorprogression sowie deren Modulation der T-Zell-
Antwort gezeigt werden (Jensen et al., 2012, Muller et al., 2009, Tazzyman et al.,
2009). Unter neutrophilen Granulozyten sind jedoch pro- und antitumorale Subtypen
zu unterscheiden. Auf der einen Seite hat man beobachtet, dass bestimmte
Neutrophile in der Lage sind, Apoptose in Tumorzellen zu initieren und das
Tumorwachstum einzudammen. Auf der anderen Seite verursachen Neutrophile
maligne Entartung, fordern Tumorwachstum und Angiogenese, sind an der Bildung
prametastatischer Nischen beteiligt und verhelfen Tumorzellen zur Immunevasion,
indem sie NK-Zellen und T-Zellen inhibieren (Mukaida et al., 2020).

1.5 Der neutrophile Granulozyt

Neutrophile Granulozyten zahlen zu der Gruppe der Leukozyten myeloider Herkunft
und sind Teil des angeborenen Immunsystems. Der Anteil Neutrophiler an den
Gesamtleukozyten betragt 50 bis 70%. Pro Tag werden im Knochenmark etwa 10"
Neutrophile gebildet (Dancey et al., 1976).

1.5.1 Morphologie

Bei Neutrophilen handelt es sich um Zellen mit einem Durchmesser von 7 bis 10 pm.
Sie verfugen uUber einen segmentierten Zellkern von drei bis funf Kompartimenten.
Morphologisch kann man stabkernige und segmentkernige Phanotypen
unterscheiden. Neutrophile beherbergen funf Arten von Granula, welche mit
verschiedenen Peptiden und Enzymen geflllt sind, darunter saure Hydrolasen,
Defensine, Myeloperoxidase (MPO), Lysozyme, Serinproteasen wie Kathepsin G,
Kollagenase, Gelatinase, Neutrophile Elastase (NE) und Platelet-Derived Growth
Factor (PDGF) sowie Katalase und alkalische Phosphatase.

Granulozyten werden durch die Sichtbarmachung der enthaltenen basophilen sowie
eosinophilen Stoffe charakterisiert. Bei Neutrophilen ergibt sich in der Summe ein
schwacher, rosafarbener Ton in der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung. Diese

,neutrale“ Farbe der Granula ist namensgebend (Liew and Kubes, 2019).
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1.5.2 Funktionen bei Entziindung und malignen Tumoren

Neutrophile sind sehr beweglich und migrieren mit am schnellsten zu Orten der
Infektion und Gewebeschadigung. Sie sind in der Lage, unspezifische Antigene zu
detektieren, Pathogene =zu phagozytieren sowie Erreger mittels bakterizider
Substanzen zu eliminieren. Ebenso wie Makrophagen ist es Neutrophilen mdglich,
einen ,Respiratory Burst® zu erzeugen, indem sie ROS wie Peroxide bilden und
freisetzen, die zytotoxisch wirksam sind (Powell and Huttenlocher, 2016). Zu ihren
Funktionen gehort auch, dass sie nukleares Material in Form von NETs auswerfen,
um Mikroorganismen ,einzufangen® (Rosales, 2018). Bei diesem Vorgang, der als
NETose bezeichnet wird, kann der neutrophile Granulozyt untergehen. NETs setzen
sich aus nuklearer DNA und Mitochondrien-DNA zusammen, welche an Histone und
anti-bakterielle Substanzen wie NE und MPO gebunden sind (Cedervall et al., 2018).
Im Rahmen einer Tumorerkrankung steigt die Zahl der Neutrophilen in der Zirkulation
an. Ins Tumorbett rekrutiert werden sie unter anderem Uber Zytokine wie Interleukine
und Chemokine. Sie exprimieren die C-X-C Chemokin Rezeptortypen 1 und 2
(CXCR1 und CXCR?2), die fur Chemotaxis bedeutsam sind (Powell and Huttenlocher,
2016). Die von Tumoren ausgeschutteten C-X-C Chemokin Liganden 8, 5 und 6
(CXCL8, CXCLS und CXCLG6) locken Neutrophile in die Tumormikroumgebung (Viola
et al, 2012). Neutrophilie wird in malignen Erkrankungen auch durch
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), G-CSF, IL-1 und IL-6 induziert (Rosales, 2018,
Moore et al., 1999, Lechner et al., 2010). Im Tumorgewebe setzen neutrophile
Granulozyten wiederum selbst Zytokine frei (Tecchio et al., 2014). Ebenso wie durch
Antigenprasentation uUber MHC |l steuern sie dadurch andere Zellen der
angeborenen und adaptiven Immunantwort wie B- und T-Zellen (Kolaczkowska and
Kubes, 2013). Sie fungieren als Immunsuppressoren, da sie die Proliferation und
Aktivierung von T-Zellen hemmen konnen, indem sie unter anderem die in ihren
Granula gespeicherte Arginase 1 einem CXCL8-Signal folgend ausschutten und
ROS produzieren (Liew and Kubes, 2019, Czystowska-Kuzmicz et al., 2019, Kruger
et al., 2015, Powell and Huttenlocher, 2016). Im Allgemeinen wird Uberdies
angenommen, dass sie Tumorzellproliferation, Angiogenese und Metastasierung
fordern, da sie Einfluss auf die MDSC-Besiedlung des Tumors nehmen (Gregory and
Houghton, 2011). Letztere wurden als die am starksten immunsuppressiv wirkenden
Myeloidzellen im metastasierten Melanom beschrieben (Umansky and Sevko, 2012).
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Neutrophile verstarken Angiogenese auch via VEGF durch Sezernieren von MMP9
(Powell and Huttenlocher, 2016). Matrixmetallopeptidasen sind bedeutsam bei der

Tumorzellmigration und -Invasion (Nabeshima et al., 2002).

1.6 Ziele der Dissertation

Die Immuncheckpoint-Blockade hat die Melanomtherapie revolutioniert, aber es
sprechen wie beschrieben nur etwa 50% der behandelten Patienten auf die Therapie
an. Dabei treten einige entzundliche Nebenwirkungen auf (Jenkins et al., 2018).
Neutrophile  Granulozyten modifizieren inflammatorische Signalwege und
interagieren mit T-Zellen (Rosales, 2018, Minns et al., 2019, Leliefeld et al., 2015).
Das DAMP-Molekul S100A8/A9, welches proentzundlich wirkt, wird unter anderem
von Neutrophilen sezerniert (Hernandez et al., 2016, Wang et al., 2018). Diverse
Arbeiten haben gezeigt, dass Neutrophile und S100A8/A9 fur die Tumorprogression
eine Rolle spielen (Templeton et al., 2014, Ding et al., 2018, Gebhardt et al., 2006,
Wagner et al., 2019). Um zu evaluieren, inwiefern Therapiekonzepte sinnvoll waren,
die auf Neutrophilenpopulationen und S100A8/A9 abzielen, wurden in dieser Studie
zwei Untersuchungen angestellt. Zum einen wurde eine systemische Messung des
DAMP  S100A8/A9 vorgenommen (ELISA-Experiment), um dieses als
prognostischen und pradiktiven Biomarker fur ein Ansprechen auf Immuncheckpoint-
Therapie zu testen. Routinemallig in der Klinik erhobene Neutrophilen-
Serumkonzentrationen der Patienten wurden miteinbezogen. Die Ergebnisse wurden
sodann mit der Prognose der Patienten korreliert. Zum anderen wurde die lokale
Gewebeinfiltration von neutrophilen Granulozyten in Naevi, Primarmelanomen und
Metastasen quantifiziert (TMA-Analyse) und mit der Prognose der Patienten in
Beziehung gesetzt. Grundlegend fur die Erwagung von Kombinationstherapien war
die Zusammenschau der Ergebnisse aus der systemischen sowie der lokalen
Analyse, um den prognosemodulierenden Effekt von S100A8/A9 und Neutrophilen
risikoprofilgerecht charakterisieren zu konnen. SchlieRlich sollten Therapieoptionen
diskutiert werden, die das Potenzial besitzen, die Ansprechraten von
Melanompatienten im fortgeschrittenen Stadium zu erhdhen und deren Prognose zu

verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienkonzept

2.1.1 Systemische Analyse

Fur die systemische Analyse erfolgten Blutuntersuchungen per Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) in einem Kollektiv aus 45 Patienten mit
metastasiertem Melanom (4 Patienten in Tumorstadium IlIC, 40 Patienten in
Tumorstadium 1V, 1 Patient im Tumorstadium IVA, siehe Tabelle 5 und 6) aus der
Biobank der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). Der Altersdurchschnitt in der
Kohorte liegt bei 61 Jahren. 67% der Patienten sind mannlichen Geschlechts, 33%
sind weiblich (sieche Tabelle 5). Sie erhielten eine Immuntherapie mit
Pembrolizumab, Nivolumab oder Ipilimumab kombiniert mit Nivolumab. Untersucht
wurden Serumwerte von S100A8/A9 vor Therapie (,BE" fur ,Baseline®) und vor der 4.
Gabe des Immuntherapeutikums (genannt ,C4“ fur ,Cycle 4°).

Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
Geschlecht
N 11 16 6 12 45
w 5(45.5%) | 5(31.2%) | 1(16.7%) | 4 (33.3%) 15
(33.3%)
m 6 (54.5%) | 11 (68.8%) | 5(83.3%) | 8 (66.7%) 30
(66.7%)
Alter
N 11 16 6 12 45
Mittelwert (SD) | 63.8 (22.1) | 56.2 (20.6) | 72.2 (10.0) 59.5 61.1
(12.9) (18.3)
AJCC Stadium
N 11 16 6 12 45
lc 1(9.1%) 2 (12.5%) 0 (0.0%) 1(8.3%) | 4(8.9%)
v 10 (90.9%) | 13 (81.2%) | 6 (100.0%) 11 40
(91.7%) (88.9%)
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Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
IVA | 0(0.0%) | 1(62%) | 0(0.0%) | 0(0.0%) | 1(2.2%)

Tabelle 5: Systemische Analyse: Deskriptive Statistik.

Abkirzungen: CR: complete response, PR: partial response, SD: stable disease / standard deviation,
PD: progressive disease, N: number, w: weiblich, m: mannlich, AJCC: American Joint Committee on
Cancer.

2.1.2 Gewebestudie

Die vorliegende Studie basiert des Weiteren auf Daten einer retrospektiven
Untersuchung von Tissue Micro Arrays (TMAs). Durch das TMA-Verfahren kénnen
bis zu mehrere hundert 0,3 bis 2 mm durchmessende zylinderférmige
Gewebestanzen aus histologisch definierten Arealen eines Tumors in einen einzigen
Paraffinblock eingebracht werden. Zlobek und Kollegen haben gezeigt, dass der
Zellstatus in den Gewebestanzen fur denjenigen des gesamten Tumors reprasentativ
ist (Zlobec et al., 2013). Aus ausgewahlten Melanomgeweberegionen (,Regions of
Interest) wurden je zwei Zylinder herausgestanzt und semiautomatisiert (mittels
eines Systems von Becher Instruments, Silver Spring, MD) in einen Paraffinblock
eingeordnet. AnschlieBend wurden von dem TMA-Block an einem Weichschnitt-
Mikrotom Schnitte von 1 um Dicke angefertigt, auf Objekttrager gebracht und
getrocknet. Die schachbrettmusterartige Anordnung der Stanzen ist in Abbildung 6
nachvollziehbar. Die Histonummern der Stanzen wurden dementsprechend

tabellarisch in Microsoft Excel dokumentiert.
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Abbildung 9: Lichtmikroskopische Ubersichtsdarstellung von TMA 2.3 (HE-Féirbung).

Zu sehen ist hier eine Ubersichtsaufnahme des HE-gefarbten TMA 2.3 (Erlduterung siehe unten). Die
GroRe der Gewebestanzen bemisst sich auf etwa 1 mm?2. Der Block ist in eine linke und eine rechte
Seite zu unterteilen, links oben befinden sich jeweils zwei Muskelstanzen, die der Orientierung dienen
sollen.

Abkurzungen: HE: Hamatoxylin-Eosin.

Im Rahmen des vorliegenden Dissertationsprojekts wurden 44 Naevi, 86 Primarien
und 162 Metastasen, also insgesamt 292 Gewebestanzen (GroRe: 0,3 mm? (TMA 1),
1 mm?2 (TMA 2) und 0,5 mm? (TMA 3)) von 113 Patienten und Patientinnen der Klinik
fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitatsklinik Mannheim
untersucht. Sieben Jahre lang wurde die Kohorte Uberwacht und Krankheitsverlaufe
wurden dokumentiert. Kam es zur Metastasierung, so entnahm man eine Biopsie aus
dem metastasierten Gewebe und bereitete die Probe auf. Im Fokus standen vor
allem Proben von Patienten, die mehrere primare Melanome, Naevi oder
Melanommetastasen besallen, da es von besonderem Interesse war, diese
miteinander zu vergleichen. Patienten, die diesen Kriterien entsprechen, sind extrem
selten. Es fanden sich jedoch insgesamt 40 Patienten, die jene Charakteristika
aufweisen.

Zwei Dermatohistopathologen des Zentrums haben jede Gewebeprobe unabhangig
voneinander bezlglich Tumorart (,Typing“) und Tumorausbreitung (,Staging®)
beurteilt. Des Weiteren wurde fir jede Probe die Tumordicke nach Breslow bestimmt.
Das Vorliegen von Ulzeration und die Mitoserate wurden dokumentiert. Schlieflich
wurden die Daten aller Patienten bezlglich Erstdiagnose, Exzisionsstelle, Datum der
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Exzision, Dauer der Erkrankung, eventuellem Rezidiv, Labordiagnostik, Therapien,

Nebendiagnosen und Tod registriert.

Parameter (N=113)
Alter

Mittelwert (SD) | 65.1 (13.0)
Geschlecht

m 73 (64.0%)

w 41 (36.0%)

AJCC Stadium
I
Il
1]
v
BRAF-Mutation
V600E
WT

14 (12.6%)
60 (54.1%)
9 (26.1%)
8

7.2%)

(
(
29 (
(

10 (55.6%)
8 (44.4%)

Tabelle 6: TMA Patientenstatistik: Diverse deskriptive Parameter.
Abkilrzungen: N: number, w: weiblich, m: mannlich, d: delta, SD: standard deviation, AJCC: American
Joint Committee on Cancer, BRAF: B Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, WT: Wild Type, V: Valin, E
(Einbuchstabencode): Glutaminsaure.

Parameter Naevus Primarius Metastase Total
(N=44) (N=86) (N=162) (N=292)
Breslow-Gruppe
N 9 62 31 102
<=1mm 0 (0.0%) 8 (12.9%) 0 (0.0%) 8 (7.8%)
1-2mm 0 (0.0%) 11 (17.7%) 0 (0.0%) 11 (10.8%)
2-4mm 6 (66.7%) 33 (53.2%) 15 (48.4%) 54 (52.9%)
>4mm 3 (33.3%) 10 (16.1%) 16 (51.6%) 29 (28.4%)
Ulzeration
N 5 62 20 87
ja 3 (60.0%) 27 (43.5%) 8 (40.0%) 38 (43.7%)
nein 2 (40.0%) 35 (56.5%) 12 (60.0%) 49 (56.3%)
Tumorlokalisation
N 44 85 160 289
Stamm 36 (81.8%) 65 (76.5%) N/A 101 (34.9%)
Extremitat 8 (18.2%) 20 (23.5%) N/A 28 (9.7%)
Lokoregionar N/A N/A 144 (90.0%) 144 (49.8%)
Fernmetastase N/A N/A 16 (10.0%) 16 (5.5%)
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Parameter Naevus Primarius Metastase Total
(N=44) (N=86) (N=162) (N=292)
BRAF
N 1 21 67 89
V600E 1 (100.0%) 6 (28.6%) 48 (71.6%) 55 (61.8%)
WT 0 (0.0%) 15 (71.4%) 19 (28.4%) 34 (38.2%)

Tabelle 7: TMA Gewebestatistik: Diverse deskriptive Parameter.

Abkirzungen: N: number, N/A: not applicable, SD: standard deviation, BRAF: B Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma, WT: Wild Type, V: Valin, E (Einbuchstabencode): Glutaminsaure.

Metastasenlokalisation | (N=162)
N 160
Kutan/subkutan 72 (45.0%)
Lymphknoten 72 (45.0%)
Fernmetastase 16 (10.0%)

Tabelle 8: TMA Gewebestatistik: Metastasenlokalisation.

Abkurzungen: N: number.

Primarien-Tumortyp (N=86)
N 56
ALM 8 (14.3%)
LMM 6 (10.7%)
Melanom auf kongenitalem Naevus | 2 (3.6%)
Melanoma in situ 2 (3.6%)
MM 4 (7.1%)
MM der Lid- und Bindehaut 2 (3.6%)
Mucosa Melanom 1(1.8%)
NMM 9 (16.1%)
Sonstige 2 (3.6%)
SSM 8 (32.1%)
Uvea MM 2 (3.6%)

Tabelle 9: TMA Gewebestatistik: Primarien-Tumortyp.
Abkurzungen: N: number, ALM: amelanotisches Melanom, LMM: Lentigo-Maligna-Melanom, MM:
malignes Melanom, NMM: primar noduldres malignes Melanom, SSM: Superfiziell spreitendes

Melanom.
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Die neun in dieser Arbeit herangezogenen TMAs wurden im Rahmen zweier
Dissertationsprojekte der Arbeitsgruppe Gebhardt der Klinik fur Dermatologie an der
Universitatsmedizin Mannheim in Zusammenarbeit mit der NCT Gewebebank des
Pathologischen Instituts am Universitatsklinikum Heidelberg erstellt. Sie wurden fur
diese Arbeit zwecks Immuninfiltrat-Analyse mit Schwerpunkt der Zellzahlung von
neutrophilen Granulozyten zur Verfugung gestellt. Mittels Immunfluoreszenz erfolgte
die Untersuchung der Gewebestanzen nachdem das mit Neutrophilen assoziierte
Protein CD15 markiert war (Pillay et al., 2013). Das fukosylierte CD15 Kohlenhydrat-
Epitop, das auch die Bezeichnung Lewis x oder Le* tragt, wird vor allem von reifen
Neutrophilen, Monozyten und Promyelozyten exprimiert (Oriol et al., 1986, Hanjan et
al., 1982, Civin et al., 1981). Bei Neutrophilen spielt es fur die Zell-Zell-Interaktion,
Phagozytose, beim Respiratory Burst und der Stimulation von Degranulierung eine
Rolle (Nakayama et al., 2001). Es dient als Oberflachenmarker.

Die gefarbten TMAs wurden mithilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert
und mittels einer hochauflosenden Mikroskopkamera digitalisiert. Daraufhin erfolgte
die weitergehende Analyse der gefarbten Gewebeproben durch handische
Auszahlung nach zuvor festgelegten Kriterien unter Verwendung des Programms
Image J. Schlie3lich wurden die daraus resultierenden Rohdaten einer statistischen
Auswertung bezuglich Korrelation der Expressionsdaten mit klinischen Parametern

wie Diagnose und Risikofaktoren unterzogen.

2.1.3 Ethikvoten

Die Genehmigung von Studien an Blutproben der Patienten aus der systemischen
Analyse ist unter der Kennzeichnung PV5392 zu finden. Im Rahmen des
Ethikvotums 2010-318N-MA gab jeder Patient der Gewebestudie mit einer
Unterschrift sein Einverstandnis zur Verwendung seiner Proben und klinischer Daten

fur Forschungszwecke.
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2.2 Material

2.2.1 Geréte

Bezeichnung

Bezugsquelle

Artikelnummer

37°C Inkubationsschrank | Heraeus Instruments, 51009072

T6030 Hanau

Axiophot 2 Mikroskop Carl Zeiss Microscopy 20980029
GmbH, Jena

Axiostar Carl Zeiss Microscopy 36143

Durchlichtmikroskop GmbH, Jena

Zeiss Axio Observer.Z1 Carl Zeiss Microscopy 491912-0049-000

Fluoreszenzmikroskop GmbH, Jena

Biofuge fresco Heraeus Instruments, 10355052
Hanau
Centrifuge 5910 R Eppendorf AG, Hamburg | 5942HL401125
GFL 1052 Paraffin- Gesellschaft fur 10354098 B
Streckbad Labortechnik mbH,
Burgwedel
HT 50 Controller Minitib GmbH, DES54390403
Microscope Warming Tiefenbach
Heating Plate Stage
Kihleinheit TES 99.410 MEDITE Medical GmbH, | 02-9941-00

Burgdorf

Kihlschrank -20°C

Liebherr-International S.A,

A160016918-0

G5216-21 Bulle FR, Schweiz

Kuhlschrank -80°C Thermo Fisher Scientific 164VTOCO1M

TSX600V Inc., Waltham, USA

Kdhlschrank 4°C Liebherr-International S.A, | CBNes 6256-25
Bulle FR, Schweiz

Macro-Pipettierhelfer BRAND GMBH + CO KG, | 10L69896
Wertheim

Magnetruhrer MR 3001 Heidolph Instruments 079829232
GmbH & Co. KG,
Schwabach

Mehrkanal-Pipette Eppendorf AG, Hamburg | N26111H

Repeater E3 1pl -50mL

Mikrotiterplatten Reader BioTek Instruments Inc., 240462

PowerWave XS2 Winooski, USAd

Mikrotom Leica RM 2165 | Leica Instruments GmbH, | 050331621
Nussloch

Mikrowelle Bosch GmbH, Stuttgart HMT84M421

MS2 Minishaker IKA Works Inc., 28405

Wilmington, USA

Observer Z1 Mikroskop

Carl Zeiss Microscopy

491912-0049-000

GmbH, Jena
Perfect Spin 24 Plus Peqglab P402054
Microcentrifuge BiotechnologieGmbH,
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Erlangen
Pipette Research plus Eppendorf AG, Hamburg | EP3121000015
10ul
Pipetten Reference 100ul, | Eppendorf AG, Hamburg | 4910000.069
1000l
Pipetten Research 10y, Eppendorf AG, Hamburg | 3112000.010
200ul, 5000ul 3112000.061

3120000.070

Pippettierhilfe pipetus Hirschmann Laborgerate | 9907200
standard GmbH & Co. KG,

Eberstadt
Prazisionswaage Entris Il | Sartorius AG, Gaottingen BCE223I-1CEU

Vortexer Paramix 3 Julabo Labortechnik 9129046182
GmbH, Seelbach

Warmeschrank U10 Memmert GmbH + Co. 3634
KG, Schwabach

Zeiss Axio Scan.Z1 Slide | Carl Zeiss Microscopy 10355052

Scanner GmbH, Jena

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Geréte.

2.2.2 Software und Datenbanken

Bezeichnung

Bezugsquelle

Adobe lllustrator (Version 26.0.1)

Adobe Systems Software Ireland
Limited, IRL

BioRender

BioRender Software, Toronto, Canada

EndNote X9 (Version 3.3)

Adept Scientific GmbH, Frankfurt

Gen5 (Version 1.10)

BioTek Instruments Inc., Winooski, USA

Google

Google Inc., Mountain View, CA, USA

GraphPad PRISM (Version 9)

GraphPad Software, Inc., San Diego,
USA

Image J (Version 1.53c)

Image J Software, Jena

Microsoft Office 365 Pro Plus (Version
14.7.7)

Microsoft, Redmond, WA, USA

netScope Viewer (Version 2019)

Net-Base Software GmbH, Freiburg

PubMed

National Center for Biotechnology
Informa- tion, U.S. National Library of
Medicine, Rockville Pike, Bethesda, MD,
USA

R (Version 4.1.1)

Free Software Foundation, Boston, USA

ZEN 2012 (blue edition, Version 1.1.2.0)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Tabelle 11: Auflistung verwendeter Software und Datenbanken.
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2.2.3 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
(Artikelnummer)

Bezugsquelle

Artikelnummer

Combitips advanced 5 mL | Eppendorf AG, Hamburg | 0030089.669
Deckglaser 24x60mm Paul Marienfeld GmbH & | 0101242
Co. KG, Lauda-
Kdénigshofen
EUKITT Mounting ORSAtec GmbH, 6.00.01.0001.06.01.01
medium Bobingen
Fluoromount-G Invitrogen AG, Carlsbad, | 00-4958-02
USA
Handschuhe Gentle Skin | Meditrade GmbH, 8092M/1000
classic Kiefersfelden
Mehrkanalpipettenaufsatz | Eppendorf AG, Hamburg | 3122606006

Pipettenspitzen 0,1-10yl

Eppendorf AG, Hamburg

0030000.810

Pipettenspitzen 2-200yl

Eppendorf AG, Hamburg

0030000.870

Pipettenspitzen 50-1000yul

Eppendorf AG, Hamburg

0030000.919

Pipettenspitzen mit Filter
0,1-10pl

Sarstedt AG & Co. KG,
NUmbrecht

70.1130.215

Pipettenspitzen mit Filter
2-200pl

Eppendorf AG, Hamburg

0030077.547

Pipettenspitzen mit Filter
50-1000yl

Eppendorf AG, Hamburg

0030077.571

Reaktionsgefalle 15ml

Falcon, Corning B.V. Life
Science, Amsterdam,
Niederlande

352095

Safe-Lock Tubes 0,5 mL

Eppendorf AG, Hamburg

0030123.301

Safe-Lock Tubes 1,5 mL

Eppendorf AG, Hamburg,

0030123.328

Safe-Lock Tubes 2,0 mL

Eppendorf AG, Hamburg

0030123.344

Serologische Sarstedt AG & Co. KG, 86.1254.001
Einwegpipetten 10ml Numbrecht

Serologische Sarstedt AG & Co. KG, 357525
Einwegpipetten 25ml Numbrecht

Serologische Falcon, Corning B.V. Life | 356543
Einwegpipetten 5ml Science, Amsterdam, NL

SuperFrost Plus R. Langenbrinck GmbH, 03-0060

Objekttrager

Emmendingen

Tabelle 12: Auflistung von Verbrauchsmaterialien.

2.2.4 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Artikelnummer

Destilliertes Wasser B. Braun Melsungen AG, | 0082479E
(Aqua dest.) Melsungen
Dako REAL Antibody Dako, Glostrup, S2022

Diluent

Danemark
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4" ,6-diamidino-2- Roche Diagnostics, 10236276001

phenylindone (DAPI) Mannheim

Eosin 0,2% Medite GmbH, Burgdorf 41-6670-00

Ethanol 70% Th. Geyer GmbH & Co. 2202.5000
KG, Renningen

Ethanol 80% Th. Geyer GmbH & Co. 2203.5000
KG, Renningen

Ethanol 96% Th. Geyer GmbH & Co. 2209.5000
KG, Renningen

Ethanol 99% Th. Geyer GmbH & Co. 2212.5000
KG, Renningen

Hamatoxylin Mayer Medite GmbH, Burgdorf 41-5131-00

Negative Control Rabbit Dako, Glostrup, X0903

Immunoglobulin Fraction | Danemark

(Normal)

PAP PEN Immunostaining | Kisker Biotech GmbH & MKP-1

Pen Co. KG, Steinfurt

Protein Block Serum-Free | Dako, Glostrup, X0909
Danemark

Trypsin Biochrom GmbH, Berlin L 2103-20G

Tween 20 SIGMA-ALDRICH 9005-64-5
CHEMIE GmbH,
Steinheim

Vollentsalztes Wasser Universitatsklinikum -

(VE-Wasser) Hamburg-Eppendorf,
Hamburg

Xylol z.A. (zur Analyse) Th. Geyer GmbH & Co. 326.2500
KG, Renningen

Tabelle 13: Auflistung von Chemikalien und Reagenzien.

2.2.5 Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung

0,02% DAPI

40ul DAPI
200mL Phosphate Buffered Saline
(Phosphat-gepufferte Salzlosung, PBS)

0,5 mol Tris-Hydrochloride (Tris-HCI)

60,579 Tris (M=121,14g/mol)
500 mL Aqua dest.

pH auf 7,4 eingestellt mit
ca. 400 — 500 mL 1N HCI
Aquadest.ad 1L

10x PBS

(KH2PO4)

160,00g Natriumchlorid (NaCl)
4,00g Kaliumchlorid (KCI)

23,209 Dinatriumhydrogenphosphat
(Naz2HPO4)

4,00g Kaliumhydrogenphosphat
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Aquadest.ad 2 L

Nach 1:10 Verdunnung fur 1x PBS pH

auf 7,3-7,5 eingestellt

10x Tris-hydroxylmethylaminomethan
(Tris) Buffered Saline mit Tween 20
(Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween
20, TBS-T)

121,109 Tris (Trizma-Base)
175,32g NaCl
Aquadest.ad1,5L

10 mL Tween 20

pH auf 7,6 eingestellt mit
90 mL 25% HCI
Aquadest.ad 2 L

Zitratpuffer

Stammlosung A

10,5 g Zitronensauremonohydrat
(CeHgO7 - H20)

Aqua dest. ad 500 mL

Stammldsung B

14,7 g Tri-Natriumzitratdihydrat
(CeHsNaszO7 - 2 H20)

Aqua dest. ad 500 mL

Gebrauchslosung

9 mL Stammlosung A
41 mL Stammldsung
450 mL Aqua dest.

pH der Gebrauchslésung auf 6,0
eingestellt

Tris-gepufferte Salzlosung (TBS-)
Spulpuffer

53g NaCl
12g Tris
Aqua dest. ad 800 mL

pH auf 7,4-7,5 eingestellt mit
1N HCI
Aquadest.ad 1L

Trypsin 0,01%

1 mL Tris-HCI 0,5 mol
9 mL Aqua dest.

100pl entnommen und durch 100pl

Trypsin 0,1% ersetzt

Trypsin 0,1%

1 mL Tris-HCI 0,5 mol
9 mL Aqua dest.
0,01g Trypsin (4°C)

0,011g Calciumchlorid + Wasser (CaCl.-

H20)

Tabelle 14: Auflistung von Puffern und Lésungen.
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2.2.6 Kit fiir ELISA-Messungen

Bezeichnung Bezugsquelle Artikelnummer
MRP8/14 (S100A8/A9) Buhlmann, Schonenbuch, | EK-MRP8/14
ELISA Kit Schweiz

Tabelle 15: Dokumentation des ELISA-Kits.

2.2.7 Primérer Antikérper

Bezeichnung Bezugsquelle Artikelnummer

Rat Recombinant Anti- Abcam, Cambridge, GB ab135377
CD15 (Species
independent)
(Neutrophilen-Marker)
Clone SP159

Tabelle 16: Auflistung des primaren Antikorpers.

2.2.8 Sekundéarer Antikérper

Bezeichnung Bezugsquelle ArtikelInummer
Goat-Anti-Rabbit Alexa Invitrogen AG, Carlsbad, | A-11072

Flour 594 1gG (H+L) USA

AB_2534116

Tabelle 17: Auflistung des sekundéren Antikorpers.

2.3 Methoden

2.3.1 Bestimmung der S100A8/A9-Konzentrationen im Patientenserum

Die Blutuntersuchungen wurden mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um ein Antikorper-basiertes
Nachweisverfahren fur Proteine, Viren, Hormone, Toxine oder Pestizide aus Blut,
Milch oder Urin (Lequin, 2005). S100A8/A9-Level wurden in dieser Studie mit einem
kommerziell erhaltlichen ELISA-Kit in mit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
antikoaguliertem Patientenserum bestimmt. Der Test misst mithilfe eines
Sandwichverfahrens selektiv das MRP8/14-Antigen, welches wie beschrieben
S100A8/A9 markiert. Namensgebend fur die Methode ist die Tatsache, dass
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Antigenkonzentrationen zwischen zwei Lagen von Antikorpern detektiert werden.
Nach Beschichten der Kuvetten der Mikrotiterplatte mit einem monoklonalen
Fangantikorper (,Capture Antibody“), der hochgradig spezifisch an heterodimere und
-polymere  MRP8/14-Molekule bindet, erfolgt ein Waschschritt, um alle
ungebundenen und somit unerwunschten Antigene zu entfernen. AnschlieRend wird
ein zweiter monoklonaler Antikorper hinzugegeben (sog. ,Detektionsantikorper®).
Letzterer wurde zuvor mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert und bindet an die
am Fangantikorper gebundenen MRP-8/14 Komplexe. Das Antikdrperpaar aus Fang-
und Detektionsantikdrper umgibt nun das Antigen (in diesem Fall S100A8/A9) und es
entsteht ein ,Sandwich“ aus Antikorper — Antigen — Antikorper. Nach Inkubation und
einem Waschschritt wird Tetra-Methyl-Benzidine (TMB) in die Kuvetten der
Mikrotiterplatte pipettiert. Es ergibt sich aus der ablaufenden Enzymreaktion eine
blaue Farbung. Die Reaktion wird sodann mittels einer sauren Stopplosung
(Schwefelsaure, H2SO4) beendet und es erfolgt ein Farbumschlag nach Gelb.
Schliel3lich wird bei 450 nm die optische Dichte gemessen, welche zur MRP8/14-
Konzentration direkt proportional ist.

Pro Patient wurden 10 pl Serum bendtigt. Zur Gewinnung von Serum wurde den
Patienten der Kohorte Blut abgenommen. Nach zehnminutiger Zentrifugation bei
1000 g (d.h. 1000 x Erdbeschleunigung) ohne Bremse, konnte der Uberstand, das
Serum, von den festen Blutbestandteilen separiert und bei -80 Grad Celsius in der
Biobank des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf tiefgefroren werden. Das
Serum wurde zum Zweck des ELISA-Experiments aus der Biobank entnommen und
erstmals wieder aufgetaut. Vor Beginn des Versuchs wurden alle Reagenzien auf
Raumtemperatur aquilibriert. Zuerst wurden die Patientenproben mit dem im Kit
enthaltenen Inkubationspuffer im Verhaltnis 1:100 verdinnt und gut gemischt. Vor
weiterem Gebrauch sollten die Proben 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen werden. Als Nachstes wurden die MikrokUvetten der Mikrotiterplatte 2 x mit
jeweils 300 ul Waschpuffer gespult; die Platte wurde dann dekantiert und auf einem
saugfahigen Papier durch Ausschlagen sorgfaltig getrocknet. Dann wurden jeweils
100 pl Inkubationspuffer als ,Blank® (Leerprobe) und die mitgelieferten Kalibratoren
zur spateren Erstellung der Eichkurve in Duplikaten in die MikrokUvetten pipettiert.
Ebenso wurde mit den vom Hersteller zur Verfugung gestellten Kontrollen (,Hoch®
und ,Tief) verfahren. Des Weiteren wurden je 100 pl der verdinnten Serumproben
als Duplikate in die nachsten Kuvetten pipettiert. Die Platte wurde mit einer
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Abdeckfolie beklebt und auf einem Platten-Schuttler bei 500 rpm (,revolutions per
minute“, Umdrehungen pro Minute) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten ein Waschschritt und die Zugabe von jeweils 100 pl des Enzym-Markers. Die
Mikrotiterplatte wurde dann erneut mit einer Folie abgedeckt und auf dem Platten-
Schuttler bei 500 rpm fur etwa 30 Minuten inkubiert. Nach dem Entleeren der
Mikrokuvetten wurden 5 Waschschritte vorgenommen und die Platte wurde durch
Ausschlagen auf saugfahigem Papier getrocknet. Dann wurden jeweils 100 pl des
TMB-Substrats zu jeder Kulvette gegeben. Die Platte wurde ein letztes Mal
abgedeckt und etwa 15 Minuten vor Licht geschutzt bei Raumtemperatur auf dem
Platten-Schattler (500 rpm) inkubiert. Als letztes wurde je 100 ul der Stopp-Ldsung in
die Kuvetten pipettiert, Luftblaschen wurden mit einer Pipettenspitze entfernt und
innerhalb der nachsten 30 Minuten erfolgte die Messung der optischen Dichte in

einem Platten-Photometer bei 450 nm.

2.3.2 Immunfluoreszenz-Féarbungen von Gewebeschnitten

Die formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten humanen Melanom-Schnitte (9 TMAs:
1, 2.1, 2.2, 2.3, 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 und 3.5 aus Mannheim und 3 Positiv-/Negativ-
Kontrollen aus den Melanomgewebe-Archiven des Instituts am UKE, jeweils 1 ym
Paraffin-Schnitte) wurden zunachst in Xylol entparaffiniert (2 x 20 min 100% Xylol)
und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (1-2 min 100%
Ethanol, 5 min 100% Ethanol, 3-5 mal schwenken in 90% Ethanol, 3-5 mal
schwenken in 80% Ethanol, ebenso in 70% Ethanol, 5 min Aqua dest.).
AnschlieRend wurden sie in der Mikrowelle bei 360 Watt 2 x 10 min in Zitratpuffer in
verschlossenen Plastikkuvetten gekocht, um die maskierten Antigen-Epitope
freizulegen. Nach dem Abkuhlen bei offenem Deckel (30 min) folgten zwei
Waschschritte in 1x TBS-T (jeweils 3 min). Dann erfolgte die Inkubation der Schnitte
mit 0,001% Trypsin bei 37 Grad Celsius (10 min). Die Schnitte wurden kurz in Aqua
dest. gespult und anschlielend in 1x PBS gesammelt. Daraufhin wurden die
einzelnen Gewebeschnitte auf den Objekttragern mit einem wasserabweisenden Stift
(Delimiting Pen) umkreist, um die einzusetzende Antikorpermenge zu minimieren. Es
folgen zwei weitere Waschschritte mit 1x TBS-T (jeweils 3 min). Um unspezifische
Bindungen durch die verwendeten Antikdrper zu verhindern, wurden die Schnitte
danach fur 30 Minuten mit je einem Tropfen DAKO Blocking Solution bei
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Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Die Schnitte wurden dann durch
Abklopfen auf einem saugfahigen Tuch von der Losung befreit und anschlielend mit
dem in 1x PBS verdinnten Primarantikbrper SP159 (Anti-CD15, Verdinnung 1:75)
benetzt (siehe Tabelle 19). Auf die fur die Negativkontrolle bestimmten Schnitte der
gesondert mitgelaufenen Melanome aus Archiven wurde der Isotyp-
Kontrollantikorper Negative Control Rabbit Immunoglobulin Fraction (Normal),
verdunnt 1:260 in 1x PBS, pipettiert. Dieser soll das Ausmald an unspezifischer
Bindung des Primarantikorpers (sog. ,Hintergrundsignal®) aufzeigen. Nach dem
Auftragen aller Antikorper erfolgte dann die Inkubation Uber Nacht bei 4 Grad Celsius
in der Feuchtkammer. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte zunachst 3 x fur
je 3 Minuten mit 1x TBS-T gewaschen und im nachsten Schritt mit dem
Sekundarantikorper Alexa Flour 594 1gG (H+L), verdinnt 1:400 in 1x PBS fur 45
Minuten bei RT im Dunkeln in der Feuchtkammer inkubiert (siehe Tabelle 19). Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte nun 5 Minuten mit 1x PBS gespult
und anschlieRend wurde die Kerngegenfarbung mit DAPI durchgefuhrt (Verdunnung
1:5000 fur 5 min bei RT). SchlieRlich wurden die Schnitte 2 x 5 min in PBS und 2 x 3
min in Aqua dest. gespult und mit Eindeckmedium (Mounting Medium Fluoromount

G) eingedeckt. Besonders wichtig war hierbei die Vermeidung von Luftblasen.

Primarantikorper, Sekundarantikorper,
Verdiinnung Verdiinnung
SP159 (Anti-CD15) 1:75 in PBS Alexa 594 (rot) 1:400 in PBS

Tabelle 18: Verwendete Antikorper fiir die CD15-Farbung.

Aufgelistet ist die Kombination aus Primar- und Sekundérantikérper fur die Sichtbarmachung des
Neutrophilenmarkers CD15. Genannt werden auch die Konzentrationen im Verdiinnungsmedium.
Detaillierte Bezeichnungen der Produkte sind in den Materiallisten aufgefiihrt (siehe Tabelle 17 und
18).

2.3.3 Mikroskopie und Auswertung der Melanom-TMAs

Die mitgelaufenen, oben beschriebenen Kontrollen, die 3x je eine Positivkontrolle mit
Primar- und Sekundarantikorper sowie 3x je eine Negativkontrolle mit Isotyp-
Kontrolle und Sekundarantikorper umfassten, wurden noch im feuchten Zustand
unter einem Lichtmikroskop auf Funktionieren der Farbung und spezifische Signale
hin Gberpruft (,wie im Etablierungsprozess gesehen®). Alle gefarbten Gewebeschnitte
wurden dann nach dem Trocknen (am Uberndchsten Tag) fur die

Immunfluoreszenzmikroskopie an einem Lichtmikroskop mikroskopiert und es
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wurden mithilfe einer Mikroskopkamera Ubersichtsaufnahmen der einzelnen Stanzen
in 40-facher Vergroflerung mit Immersionsdl angefertigt. Diese wurden in das
Programm Image J Uberfuhrt. Die Stanzen wurden einzeln vermessen und die in der
Farbung markierten Zellen mithilfe eines Nummerierungstools ausgezahlt. Von den
insgesamt 292 Gewebestanzen der Melanom-TMAs waren 44 Naevi, 86
Primarmelanome und 162 Metastasen fur die Analyse geeignet. Die restlichen
Proben wurden aufgrund unzureichender Gewebemengen aus der statistischen
Wertung herausgenommen. Die klinischen Parameter wurden tabellarisch mit den in

dieser Studie erhobenen Zellzahlen pro Stanzflache zusammengeflnhrt.

2.3.4 Statistische Berechnungen

Die ELISA-Messdaten wurden aus dem Programm Gen 5 exportiert und in Microsoft
Excel Ubertragen sowie mittels Tabellenkalkulation ausgewertet. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit R (Version 4.1.1) und GraphPad PRISM (Version 6)
durchgefuhrt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0.05 interpretiert.
Um die Expression von Neutrophilen in der lokalen Analyse zu quantifizieren, wurden
positiv gewertete Signale auf die Stanzflache normiert (siehe Abbildung 23 sowie
Tabelle 20). Unterschiedlich grole Gewebestanzen wurden durch die Angabe
Zellzahl pro mm? somit vergleichbar gemacht. Mittels one way-ANOVA Test konnten
die Zellzahlen der Gewebearten einander gegenubergestellt werden. Bei der ANOVA
handelt es sich um ein Verfahren zum Mittelwert-Vergleich zwischen mehr als zwei
Gruppen. Der p-Wert wurde mit dem Kruskal-Wallis Test errechnet. Die unabhangige
Variable war die Gewebeherkunft. Die abhangige Variable bestand in der normierten
Zellzahl. Fur den Vergleich jeweils zweier Gruppen wurden der Mann-Whitney-U
Test und der Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests durchgefuhrt.
Univariate Uberlebenszeitanalysen dienten dazu, herauszufinden, ob die Serum-
S100A8/A9- oder Serum-Neutrophilenlevel bzw. die Neutrophileninfiltration sich auf
die Prognose der Patienten auswirkte. Der Beobachtungszeitraum wurde
folgendermallen definiert: Zeitpunkt der Erstdiagnose bzw. Registrierung der
Studienpatienten bis zum ersten Krankheitsprogress, oder bis zum Versterben des
Patienten. Berechnungen des progressionsfreien Uberlebens und des
Gesamtuberlebens und wurden anhand von Kaplan-Meier-Kurven und LogRang-
Tests analysiert.
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Die Survival-Analysen der Gewebestudie wurden auf Patientenbasis pro Tumorart
(Naevus, Primarius, Metastase) angefertigt. Standen von einem Patienten mehrere
Gewebeproben einer Tumorart zur Verfugung, so wurde der Mittelwert gebildet. In
Analysen des Krankheitsverlaufs wurde das arithmetische Mittel aller Proben einer
Tumorart berechnet und sodann die Differenz zum Mittelwert der anderen Tumorart
desselben Patienten ermittelt.

Die Uberlebenszeitanalysen der systemischen Analyse wurden ebenfalls auf
Patientenbasis durchgefuhrt und es wurden zwei Zeitpunkte einbezogen (,Baseline”
und ,C4%). Analysen, die sich auf den individuellen Serumgradienten bezogen,
bedienten sich der absoluten Differenz zwischen dem ,C4“-Messwert und der
.Baseline“-Serumkonzentration pro Patient.

Die Korrelationen zwischen Parametern aus der systemischen Analyse wurden
anhand des Kendall'schen Rangkorrelationskoeffizienten (Kendall-Tau) berechnet.
Dabei handelt es sich um eine lineare Korrelationsbestimmung, welche
vergleichsweise  robust gegenuber  Ausreilern ist. Ein  Kendall-Tau-
Korrelationskoeffizient (R) von <0,3 spricht fur eine schwache, ein R zwischen 0,3
und 0,5 fur eine moderate und ein R>0,5 fur eine starke Korrelation.

Um herauszufinden, ob S100A8/A9-Serum-Level, Neutrophilen-Serumkonzen-
trationen oder die Neutrophileninfiltration im Tumorgewebe es ermdglichten,
Patienten mit verkirztem OS bzw. PFS zu identifizieren, wurden die Patienten
anhand der gemessenen Serumkonzentrationen bzw. Neutrophilenzellzahlen in je
zwei Gruppen eingeteilt. Hierfir wurde jeweils automatisiert ein Cut-Off-Wert
generiert, welcher auf Basis des p-Werts der Survival-Analyse optimiert wurde.

Fir die one way-ANOVA Tests und die kinetischen Analysen der Systemstudie
erfolgte eine Unterteilung in Responder und Non-Responder — je nach Ansprechen
auf ICT. Dazu wurde die radiologische Bildgebung aller Stagings, die fur den
einzelnen Patienten durchgefuhrt worden waren, basierend auf den aktuellen
RECIST-Kriterien beurteilt. Es wurde das beste dokumentierte Ansprechen fur die

Datenauswertung genutzt.

44



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Systemische Analyse

3.1.1 S100A8/A9

Proentzundliche Faktoren, zu denen unter anderen LDH, CRP und DAMPs gehdren,
konnen als Marker fur eine inflammatorische Dysregulation bei Tumorerkrankungen
dienen (Wagner et al., 2018, Fang et al., 2015, Boone and Lotze, 2014).
Insbesondere bezlglich einer vermehrten Sekretion von DAMPs hat sich in Studien
ein Zusammenhang mit Tumorentstehung und beschleunigter Tumorprogression
gezeigt (Pandey et al., 2015, Gebhardt et al., 2002). In dieser Arbeit wurde eine
Untersuchung des zirkulierenden S100A8/A9 zu zwei Zweitpunkten (,Baseline” und
,C4“, d.h. vor der vierten Infusion der Immuncheckpoint-Inhibitoren) in einer Kohorte
aus Patienten durchgeflhrt, die unter einer Melanomerkrankung im fortgeschrittenen
Stadium litten. Die erhobenen S100A8/A9-Serumwerte wurden sodann mit der
Prognose der Patienten, speziell mit zwei Endpunkten, dem progressionsfreien
Uberleben und dem Gesamtiiberleben, korreliert, um die prognostischen
Eigenschaften von S100A8/A9 weitergehend zu erforschen.

3.1.1.1 Univariate Survivalanalyse

Zur Uberprifung der Hypothese beziiglich der Auswirkungen von S100A8/A9 auf die
Tumorprogression wurden sowohl mittels der ,Baseline“-Werte als auch basierend
auf den Daten vom Zeitpunkt vor der vierten Infusion der Immuntherapeutika (,C4“)
Uberlebenszeitanalysen vorgenommen. Diese sollen, beginnend mit den Analysen
der ,Baseline®, im Folgenden erortert werden.

In der in Abbildung 8A dargestellten univariaten Survival-Analyse zeigte sich ein
signifikanter positiver Effekt von S100A8/A9 auf das progressionsfreie Uberleben
(Progression-Free Survival, PFS): GroRere Mengen von im Blut zirkulierendem
S100A8/A9 waren mit einem spateren Tumorprogress assoziiert (p=0,041). Der Cut-

Off-Wert in dieser Analyse betrug rechnerisch 3905 ng/ml.
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Im Gegensatz zur PFS-Analyse zeigte sich ein signifikanter negativer Effekt fur hohe
Baseline-S100A8/A9-Serum-Level in der Analyse mit dem  Endpunkt
,Gesamtuberleben® (Overall Survival, OS) (siehe Abbildung 8B). Melanompatienten
mit einem hohen ,Baseline“-S100A8/A9-Serum-Level von mehr als 5000 ng/ml
erreichten lediglich ein verkirztes Gesamtuberleben vergleichen mit Patienten, die
vor ICT-Beginn ein niedriges Level aufwiesen. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppen war signifikant (p=0,011).

A PFS-Analyse: S100A8/A9-Baseline-Serum-Level
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B  0S-Analyse: S100A8/A9-Baseline-Serum-Level
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Abbildung 10: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen "Baseline"-S100A8/A9-
Serumspiegeln und progressionsfreiem Uberleben bzw. Gesamtiiberleben.

A) Fur die Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das
progressionsfreie Uberleben dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen S100A8/A9-
Serumkonzentrationen stratifiziert. Erhohte S100A8/A9-Serumkonzentrationen vor ICT-Beginn
(,Baseline“) konnten mit einem verlangerten progressionsfreien Uberleben assoziiert werden. In der
PFS-Analyse war die ,Number at risk“ an Tag 0 fur S100A8/A9-Serumkonzentrationen Uber 3905
ng/ml 13 Patienten und flr Level unter 3905 ng/ml 22 Patienten. B) Fiur die Melanompatienten der
systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben dargestellt. Erhohte
S100A8/A9-Serumkonzentrationen vor ICT-Beginn (,Baseline”) konnten mit einem verkirzten
Gesamtiiberleben assoziiert werden. Die ,Number at risk“ betrug in der OS-Analyse an Tag 0 fur
S100A8/A9-Serumkonzentrationen tber 5000 ng/ml 10 Patienten und fur Level unter 5000 ng/ml 29
Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival, OS: Overall Survival.

Zusammenfassend zeigte sich ein positiver Effekt von hohen ,Baseline“-Serum-
Spiegeln des DAMP S100A8/A9 auf das progressionsfreie Uberleben (siehe
Abbildung 8A). Hohe ,Baseline“-S100A8/A9-Serum-Level beeinflussten jedoch die
Prognose von Stadium lll- und IV-Melanompatienten unter Immuntherapie negativ
bezlglich ihres Gesamtuberlebens (siehe Abbildung 8B). Die beobachteten Effekte
waren also gegensatzlich: Hohe S100A8/A9-,Baseline“-Level fuhrten somit zwar zu

einem spaterem Krankheitsprogress, aber zum friheren Versterben am Melanom.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der ,,C4“-Analyse hinzugezogen werden (siehe
Abbildung 9). Beziiglich des progressionsfreien Uberlebens war ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen mit hohen bzw. niedrigen S100A8/A9-,C4"-
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Serumkonzentrationen zu verzeichnen: Hohe S100A8/A9-,C4“Level konnten
wiederum mit einem verlangerten progressionsfreien Uberleben assoziiert werden
(Cut-Off-Wert: 2271 ng/ml, p=0,0028) (sieche Abbildung 9A).

Die Auswertung der S100A8/A9-,C4“-Serumkonzentrationen mittels Survival-
Analysen ergab jedoch bezuglich des Gesamtuberlebens erneut eine signifikant
schlechtere Prognose fur Patienten mit hohen S100A8/A9-,C4“-Konzentrationen

(Cut-Off-Wert: 3770 ng/ml, p=0,036) (siehe Abbildung 9B).

A  PFS-Analyse: S100A8/A9-C4-Serum-Level
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B  0OS-Analyse: S100A8/A9-C4-Serum-Level
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Abbildung 11: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen S100A8/A9-,C4“-
Serumspiegeln und progressionsfreiem Uberleben bzw. Gesamtiiberleben.

A) Fir die Melanompatienten der systemischen Analysen sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das
progressionsfreie Uberleben dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen S100A8/A9-
Serumkonzentrationen stratifiziert. Hohe S100A8/A9-Serum-Level vor der vierten Gabe der
Immuntherapeutika (,C4“) zeigten einen positiven Effekt auf das progressionsfreie Uberleben der
Patienten. In der PFS-Analyse war die ,Number at risk® an Tag 0 fir S100A8/A9-
Serumkonzentrationen Uber 2271 ng/ml 24 Patienten und fiir Level unter 2271 ng/ml 11 Patienten. B)
Fir die Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das
Gesamtiberleben dargestellt. Hohe S100A8/A9-Serumkonzentrationen vor der vierten Infusion der
Immuntherapeutika (,C4“) konnten mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben assoziiert werden. Die
,Number at risk“ betrug an Tag 0 in der OS-Analyse fiir S100A8/A9-Serumkonzentrationen tber 3770
ng/ml 14 Patienten und fur Level unter 3770 ng/ml 25 Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival, OS: Overall Survival.

In der Zusammenschau zeigten sich sowohl in der ,Baseline®- wie auch in der ,,C4"
Analyse dieselben gegeneinander gerichteten Effekte von S100A8/A9-
Serumkonzentrationen auf die Prognose von Stadium lllI- und 1V-Melanompatienten
bezliglich der Endpunkte ,progressionsfreies Uberleben* und ,Gesamtiiberleben®.
Das progressionsfreie Uberleben wurde bei hohen S100A8/A9-
Serumkonzentrationen zu beiden untersuchten Zeitpunkten positiv beeinflusst (siehe
Abbildung 8A und 9A), wobei jeweils eine Verkurzung des Gesamtluberlebens
festgestellt werden konnte (siehe Abbildung 8B und 9B).

Erganzend wurde die absolute Anderung der S100A8/A9-Serum-Level zwischen den
beiden Zeitpunkten ,Baseline” und ,C4“ errechnet sowie mit der Prognose der

Patienten korreliert. In der in Abbildung 10 dargestellten univariaten Survival-
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Analyse wurde die Patientengruppe mit hoherer Konzentrationsdifferenz im
S100A8/A9-Serum-Level der Patientengruppe mit vergleichsweise geringerer
Differenz zwischen den Messzeitpunkten gegenubergestellt. Der errechnete Cut-Off-
Wert betrug -1239 ng/ml. Als Endpunkt diente das progressionsfreie Uberleben. Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen: War das
,C4“-Serum-Level deutlich geringer als der Basalwert (C4 minus Baseline=low),
fihrte dies zu einem verlangerten progressionsfreien Uberleben (p=0,047). Eine
analog durchgefuhrte Analyse mit dem Endpunkt ,Gesamtuberleben® ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Die Kaplan-Meier-Kurve ist im
Anhang abgebildet (siehe Abbildung 1 im Anhang).

PFS-Analyse: Differenz des S100A8/A9-Serum-Levels
zwischen C4 und Baseline
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Abbildung 12: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen der absoluten
Anderung der S100A8/A9-Serumspiegel zwischen den Zeitpunkten ,Baseline“ und ,,C4“ mit
dem progressionsfreien Uberleben.

Fir die Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das
progressionsfreie Uberleben dargestellt. Fiir eine vergleichsweise héhere Abnahme der S100A8/A9-
Serum-Level zwischen Blutentnahme vor Therapiebeginn (,Baseline) und Blutentnahme vor der
vierten Gabe der Immuntherapeutika (,C4“) zeigte sich ein positiver Effekt auf das progressionsfreie
Uberleben der Melanompatienten. In der PFS-Analyse war die ,Number at risk“ an Tag 0 fir die
Differenz C4 minus Baseline=low 12 Patienten und fiir C4 minus Baseline=high 23 Patienten.
Abkurzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival.

Eine starke Abnahme des S100A8/A9-Serum-Levels im Verlauf der Therapie wirkte
sich somit positiv auf das progressionsfreie Uberleben aus.
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3.1.1.2 Responder vs. Non-Responder: ANOVA-Analysen und kinetische Analyse

Als letztes wurden die Patienten der systemischen Kohorte aufgrund von Staging-
Befunden, jeweils bezogen auf das beste Ansprechen (,Best Response®) den
Gruppen ,Complete Response” (CR), ,Partial Response” (PR), ,,Stable Disease” (SD)
und ,Progressive Disease“ (PD) zugeordnet (vgl. Abschnitt 1.2). Dabei sollten
Patienten mit CR, PR und SD (,Responder®) getrennt von Patienten mit PD (,Non-
Responder®) betrachtet werden. Es wurden zunachst fur die Zeitpunkte ,Baseline”
und ,C4“ ANOVA-Analysen angefertigt, um Unterschiede bezuglich der absoluten
S100A8/A9-Serumkonzentrationen zwischen Respondern und Non-Respondern zu
evaluieren (siehe Abbildung 11). Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden.

A AVOVA-Analyse: S100A8/A9-Baseline-Serum-Level
Responder vs. Non-Responder
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B AVOVA-Analyse: S100A8/A9-C4-Serum-Level
Responder vs. Non-Responder

Kruskal-Wallis, p = 0.54
9000 A ° ns
[
()] [ ]
< ° ¢ .
2 6000 - o
o
e
(/)] b °
Y Y ‘
. ® 4 °®
[ ] [
3000 A e °
o 9 L
[} - [ J
[ J
: e o
) ° ®
Resp'onder Non-Reéponder

Abbildung 13: ANOVA-Analysen der S100A8/A9-Serumkonzentrationen zum ,,Baseline®- und
,»C4“-Zeitpunkt in Respondern (CR,PR,SD) bzw. Non-Respondern (PD).

Dargestellt sind ANOVA-Auswertungen bezilglich der S100A8/A9-Serum-Level (in ng/ml) bei
Respondern im Vergleich zu Non-Respondern (Einteilung gemafl des besten Ansprechens = ,Best
Response®). A) Zum Zeitpunkt ,Baseline” zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. B) Zum Zeitpunkt ,C4“ zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.

Abkulrzungen: p: p-Wert.

Fir eine Ubersicht Gber die im Serum gemessenen S100A8/A9-Level sind die
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen pro Gruppe (CR, PR, SD, PD)
zum Baseline- und C4-Zeitpunkt in Tabelle 19 aufgelistet. Zusatzlich sind die Level
der gebrauchlichen Prognosemarker S100B, LDH sowie CRP angegeben.

Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
S100A8/A9 (BE)
N 11 16 6 12 45
Mittelwert (SD) 2612.5 5350.3 3248.4 3758.4 3976.3
(1375.6) | (3566.6) | (1212.7) | (1749.2) | (2633.5)
S100A8/A9 (C4)
N 11 16 6 12 45
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Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
Mittelwert (SD) 2831.4 4052.3 2663.9 3594.7 3446.7
(1395.2) (2230.2) (1329.6) (1675.4) (1832.5)
d.s100a8a9.abs
(BE - C4)
N 11 16 6 12 45
Mittelwert (SD) 218.9 -1298.0 -584.5 -163.7 -529.6
(1533.9) (3256.1) (1276.5) (1634.6) (2322.5)
S$100B (BE)
N 9 14 5 9 37
Mittelwert (SD) 0.3(0.4) 1.2 (1.4) 0.3 (0.5) 0.5 (0.6) 0.7 (1.0)
S100B (C4)
N 10 10 4 11 35
Mittelwert (SD) 0.1 (0.1) 0.5(0.9) 0.1 (0.1) 0.6 (0.6) 0.4 (0.6)
LDH (BE)
N 10 15 5 10 40
Mittelwert (SD) 253.7 492.6 332.8 2431 350.5
(40.8) (363.4) (190.3) (31.0) (254.8)
LDH (C4)
N 10 12 4 11 37
Mittelwert (SD) 285.9 362.3 239.0 302.1 310.4
(51.2) (118.3) (50.2) (113.2) (101.8)
CRP (BE)
N 10 14 5 10 39
Mittelwert (SD) 5.1(0.3) [25.4(33.3)|12.2(13.4)| 8.4(8.4) |14.2(22.2)
CRP (C4)
N 7 10 4 10 31
Mittelwert (SD) 4.6 (1.2) 11.4(7.7) | 3.8(1.2) |17.1(13.5) | 10.7 (10.1)

Tabelle 19: Systemische Analyse: Deskriptive Parameter — Baseline- und C4-Werte; Best
Response.

Abkirzungen: BE: Baseline, C4: Cycle 4, CR: complete response, PR: partial response, SD: stable
disease / standard deviation, PD: progressive disease, N: number, d: delta, LDH:
Laktatdehydrogenase, CRP: C-reaktives Protein, abs: absolut.

Es wurde sodann eine ,kinetische Analyse“ angestellt, in welcher der Anstieg bzw.
Abfall der S100A8/A9-Serum-Level zwischen den Zeitpunkten ,Baseline” und ,C4°
fur jeden einzelnen Patienten grafisch veranschaulicht wurde (siehe Abbildung 12).
Es erfolgte auch hier die Gruppenzuordnung zu Respondern bzw. Non-Respondern
Dabei
S100A8/A9-Serumkonzentration durchschnittlich zwischen ,Baseline” und ,C4“ sank

basierend auf dem besten Ansprechen. war festzustellen, dass die
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— sowohl bei Respondern wie auch bei Non-Respondern, wobei sie bei Respondern,

von einem inital hdheren Ausgangslevel kommend, starker abfiel.

Kinetische-Analyse: S100A8/A9-Serum-Level
Baseline (BE) und C4 / Responder vs. Non-Responder

Responder Non-Responder
100001 increase/decrease
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< 1000
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S 0

(7))

5000 -1000
= > -
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Abbildung 14: Kinetische Analyse der S100A8/A9-Serum-Level zu den Zeitpunkten ,,Baseline”
und ,,C4“ unter Aufteilung der Patienten in die Gruppen ,,Responder” (CR,PR,SD) und ,,Non-
Responder” (PD).

Dargestellt ist flr jeden einzelnen Patienten die Entwicklung der S100A8/A9-Serumkonzentration
zwischen den beiden Zeitpunkten (1 Patient = 1 Linie, Abnahme: rot, Zunahme: grin,
Gesamtdurchschnitt: schwarz). Die S100A8A9-Serumkonzentration sank durchschnittlich zwischen
,Baseline” und ,C4“ — sowohl bei Respondern wie auch bei Non-Respondern, wobei sie bei
Respondern, von einem inital héheren Ausgangslevel kommend, starker abfiel.

Abkilrzungen: BE: Baseline (Blutentnahme vor Therapiebeginn), C4: Zyklus 4 (Blutentnahme vor der
4. Infusion der ICT), CR,PR,SD: Complete Response, Partial Response, Stable Disease, PD:
Progressive Disease.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei Respondern die Gabe der
Immuntherapeutika durchschnittlich mit einem starken Abfall der S100A8/A9-Serum-

Level einherging als bei Non-Respondern.
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3.1.2 Neutrophile Granulozyten

Als Quellen von DAMPs wie S100A8/A9-Molekulen sind neben Tumorzellen,
Myeloid- und anderen Gefaldzellen sowie Monozyten auch neutrophile Granulozyten
zu nennen (Kerkhoff et al., 1998, Hessian et al.,, 1993). Anschlielend an die
S100A8/A9-Analyse sollte die Serum-Neutrophilenkonzentration, welche bei den
Patienten der systemischen Analyse zu den Zeitpunkten ,Baseline® und ,C4“
routinemalig erhoben worden war, miteinbezogen werden, um einen eventuellen
Zusammenhang zwischen S100A8/A9 und neutrophilen Granulozyten zu prufen. Es
wurden dazu Uberlebenszeitanalysen, ANOVA-Analysen und kinetische Analysen
angestellt, sodass die generierten Ergebnisse den fur S100A8/A9 aufbereiteten
Daten gegenubergestellt werden konnten.

3.1.2.1 Univariate Survivalanalyse

Neutrophile Granulozyten konnen grofe Mengen an S100A8/A9 in ihren Granula
speichern und sezernieren (Stroncek et al., 2005). Um zu prufen, ob die Einflisse
von zirkulierenden Neutrophilen und S100A8/A9-Molekilen gleichgerichtet sind,
wurden sowohl die Neutrophilenkonzentration vor Immuntherapie (,Baseline®), wie
auch das Serum-Level vor der vierten Gabe der Therapeutika (,C4) mit der
Prognose der Melanompatienten anhand univariater Uberlebenszeitanalysen
korreliert. Beginnend mit den Datenanlysen auf Basis der ,Baseline®-
Serumkonzentrationen in Abbildung 13 sollen die Betrachtungen zu beiden
Zeitpunkten im Folgenden dargelegt werden.

Die in Abbildung 13A dargestellte Kaplan-Meier-Kurve bezuglich des
progressionsfreien Uberlebens zeigt, dass Patienten mit hoher ,Baseline‘-
Neutrophilenkonzentration im Vergleich zu Patienten mit niedrigem Basalwert nur ein
verkirztes progressionsfreies Uberleben erreichten. Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen war signifikant (p=0,044). Der Cut-Off-Wert betrug 4,34/nl fur hohe
versus niedrige systemische Neutrophilenkonzentrationen vor ICT-Beginn.

Im Gegensatz zur PFS-Analyse erreichten Patienten mit hoher ,Baseline®-
Neutrophilenkonzentration in der OS-Analyse ein verlangertes Uberleben (siehe
Abbildung 13B). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war hoch
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signifikant (p=0,00097). Fur die dargestellte Survival-Analyse bezuglich des
Gesamtuberlebens ergab sich ein Cut-Off-Wert von 3,45/nl.

A PFS-Analyse: Neutrophilen-Baseline-Serum-Level
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Abbildung 15: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen ,Baseline“-
Neutrophilen-Serumkonzentrationen und progressionsfreiem Uberleben bzw.
Gesamtiiberleben.

A) Fur die Patienten der systemischen Analyse sind Kaplan-Meier-Kurven flir das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen Neutrophilenkonzentrationen
im Blut stratifiziert. Hohe Neutrophilenkonzentrationen vor ICT-Beginn konnten mit einem verkirzten
progressionsfreien Uberleben der Patienten assoziiert werden. In der PFS-Analyse war die ,Number
at risk* an Tag O fir hohe Neutrophilenkonzentrationen 24 Patienten und fiir niedrige 8 Patienten. B)
Fir die Patienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben
dargestellt. Hohe Neutrophilenkonzentrationen vor ICT-Beginn konnten mit einem verlangerten
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Gesamtiiberleben der Patienten assoziiert werden. Die ,Number at risk“ betrug in der OS-Analyse an
Tag 0 fir hohe Neutrophilen-Level 31 Patienten und fur niedrige Level 5 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, N: PFS: Progression Free Survival, OS: Overall Survival.

Es lasst sich zusammenfassend konstatieren, dass hohe Neutrophilen-
konzentrationen im Serum zum Zeitpunkt ,Baseline” zwar mit einem verkurzten
progressionsfreien Uberleben (siehe Abbildung 13A), jedoch mit einem verlangerten
Gesamtuberleben (siehe Abbildung 13B) assoziiert werden konnten.

Die anschlielRende Auswertung der Neutrophilen-,C4“-Serum-Level mittels Survival-
Analysen ergab weder beziglich des progressionsfreien Uberlebens noch
hinsichtlich des Gesamtuberlebens einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen mit hohen bzw. niedrigen Neutrophilen-,C4“
Serumkonzentrationen. Die zugehorigen Kaplan-Meier-Kurven sind im Anhang
abgebildet (siehe Abbildung 2 im Anhang).

Zusétzlich wurde die absolute Anderung der Neutrophilen-Serum-Level zwischen
den beiden Zeitpunkten ,Baseline” und ,C4“ errechnet sowie mit der Prognose der
Patienten korreliert. In der Analyse aus Abbildung 14A war der Endpunkt das
progressionsfreie Uberleben. Die Unterschiede zwischen den definierten Gruppen
waren knapp nicht signifikant (Cut-Off 2,56/nl, p=0,05). Es lassen sich lediglich
Tendenzen vermuten: War das ,C4“-Serum-Level deutlich hoher als der Basalwert
(C4 minus Baseline = high), so wurde ein verlangertes progressionsfreies Uberleben
beobachtet. Die Patientengruppe mit einer Abnahme, einem unverandertem Serum-
Level oder einer geringen Zunahme im Neutrophilen-Serum-Level (C4 minus
Baseline = low), erreichte nur ein verkirztes PFS.

In der in Abbildung 14B dargestellten univariaten Survival-Analyse diente als
Endpunkt das  Gesamtuberleben. Wenn das ,C4“-Serum-Level der
Melanompatienten deutlich geringer war als der Basalwert (C4 minus Baseline=low),
zeigte sich ein verlangertes OS (Cut-Off-Wert -1,75/nl, p=0,047). Die Gruppe mit
geringer Abnahme, unverandertem Serum-Level oder einer Zunahme der
Neutrophilenkonzentration (C4 minus Baseline=high) erreichte hingegen nur ein

verkurztes Gesamtiuberleben.
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A PFS-Analyse: Differenz des Neutrophilen-Serum-Levels
zwischen C4 und Baseline
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Abbildung 16: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen der absoluten
Anderung der Neutrophilen-Serumspiegel zwischen den Zeitpunkten ,Baseline® und ,,C4“ mit
dem progressionsfreien Uberleben bzw. Gesamtiiberleben.

A) Fur die Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das
progressionsfreie Uberleben dargestellt. Fir eine Abnahme, ein unverandertes Serum-Level oder eine
geringe Zunahme der Neutrophilen-Serum-Level zwischen dem Zeitpunkt vor Therapiebeginn
(,Baseline®) und vor der vierten Gabe der Immuntherapeutika (,C4“) zeigte sich ein negativer Effekt
auf das progressionsfreie Uberleben der Melanompatienten. In der PFS-Analyse war die ,Number at
risk” an Tag O fur die Differenz C4 minus Baseline=low 19 Patienten und fiir C4 minus Baseline=high
5 Patienten. B) Fir die Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das
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Gesamtiberleben dargestellt. Eine geringe Abnahme, ein unverandertes Serum-Level oder eine
Zunahme der Neutrophilen-Serum-Level zwischen dem Zeitpunkt vor Therapiebeginn (,Baseline®) und
vor der vierten Gabe der Immuntherapeutika (,C4“) hatte einen negativen Effekt auf das
Gesamtiiberleben der Melanompatienten. In der OS-Analyse war die ,Number at risk“ an Tag O fir die
Differenz C4 minus Baseline=low 6 Patienten und fir C4 minus Baseline=high 21 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival, OS: Overall Survival.

Zusammenfassend wurde eine starke Zunahme der Neutrophilen-Serum-Level im
Therapieverlauf mit einem spateren Krankheitsprogress in Verbindung gebracht.
Eine starke Abnahme der Neutrophilen-Serumkonzentration konnte mit einem
verlangerten Gesamtuberleben assoziiert werden. Daraus geht eine positive Wirkung
hoher Neutrophilen-Level auf das progressionsfreie Uberleben und eine negative

Wirkung hoher Neutrophilenkonzentrationen auf das Gesamtuberleben hervor.

Uberdies zeigte sich in einer Korrelation des Neutrophilen-Serumgradienten (C4
minus Baseline) mit dem Gesamtuberleben, dass ein Anstieg der
Neutrophilenkonzentration zwischen ,Baseline® und ,C4“ mit einem verklrzten
Uberleben einherging (siehe Abbildung 15). Es handelte sich um eine signifikante
moderate negative Korrelation (R=-0,4; p=0,037). Dieses Ergebnis ist kongruent mit
dem protumoralen Einfluss von Neutrophilen, welcher in den Abbildungen 13A und
14B ersichtlich ist.
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Pearson-Korrelation: Differenz des__NeutrophiIen—Serum—LeveIs
zwischen C4 und Baseline versus Uberleben
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Abbildung 17: Pearson-Korrelation zwischen dem Neutrophilen-Serumgradienten (C4 minus
Baseline) und dem Uberleben der Melanompatienten.

In der Grafik sieht man, dass eine Zunahme des Neutrophilen-Serum-Levels zwischen Baseline und
C4, welche einer positiven Differenz zwischen C4 und Baseline entspricht, mit einem reduzierten
Uberleben assoziiert werden konnte.

Abkilrzungen: R: Rangkorrelationskoeffizient (Pearson-Korrelationskoeffizient), p: p-Wert.

Im Weiteren wurde fir den Zeitpunkt ,Baseline” der Anteil Neutrophiler an den
Leukozyten herangezogen. Die Serum-Gesamtleukozyten-Konzentrationen waren
ebenfalls routinemaRig bei Blutentnahmen erhoben worden. Aus der Survival-
Analyse bezliglich des progressionsfreien Uberlebens in Abbildung 16A geht kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit hohem und derjenigen
mit geringem Neutrophilen/Leukozyten-Verhaltnis hervor (Cut-Off-Wert: 0,68,
p>0,05). In Abbildung 16B ist eine univariate Uberlebenszeitanalyse mit dem
Endpunkt ,Gesamtliberleben® dargestellt. Die Patientengruppe mit hoher
Neutrophilen/Leukozyten-Ratio erreichte ein signifikant langeres Gesamtiberleben
im Vergleich zur Patientengruppe mit niedriger Neutrophilen/Leukozyten-Ratio (Cut-
Off-Wert: 0,71; p=0,023).

60



Ergebnisse

A PFS-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Leukozyten-Ratio im Serum

low === high

100
75
S
n 50
L
o
o5 | Log—rank , ,
p=0.29 ' '
0
0 250 500 750 1000

days

B OS-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Leukozyten-Ratio im Serum

low =+ high

100 =+ . H :
75
S
7))
@ 50
o5 | Log—rank
p =0.023
0
0 250 500 750 1000

days

Abbildung 18: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen ,Baseline“-
Neutrophilen/Leukozyten-Verhiltnis im Serum und progressionsfreiem Uberleben bzw.
Gesamtuberleben.

A) Fur die Patienten der systemischen Analyse sind Kaplan-Meier-Kurven flir das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Aus der Analyse bezlglich des progressionsfreien Uberlebens ging kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe mit hoher und derjenigen mit
niedriger Neutrophilen/Leukozyten-Ratio hervor. In der PFS-Analyse war die ,Number at risk* an Tag
0 fur hohe Neutrophilen/Leukozyten-Quotienten 13 Patienten und fur niedrige 19 Patienten. B) Fur die
Melanompatienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das Gesamtiiberleben
dargestellt. Ein hoher Anteil von Neutrophilen an der Leukozytenkonzentration im Serum vor ICT-
Beginn (,Baseline®) zeigte einen positiven Effekt auf das Gesamtiiberleben der Patienten. In der OS-
Analyse war die ,Number at risk“ an Tag 0 fir Neutrophilen/Leukozyten-Ratios im Serum tber 0,71/nl
8 Patienten und fir Ratios unter 0,71/nl 28 Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression-Free Survival, OS: Overall Survival.
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Zusammenfassend kann man festhalten, dass ein hoher Anteil Neutrophiler an den
Gesamtleukozyten zum Zeitpunkt ,Baseline” einen antitumoralen Effekt besal}, da
das Gesamtuberleben der Patienten mit hoher Neutrophilen/Leukozyten-Ratio
verlangert war. Dieses Ergebnis ist deckungsgleich mit dem in Abbildung 13B
gezeigten positiven Effekt einer hohen ,Baseline“-Neutrophilenkonzentration auf das

Gesamtuberleben.

Zudem wurde die Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) zu beiden
Messzeitpunkten betrachtet. Die Serum-Gesamtlymphozyten-Konzentrationen der
Patienten wurden in den Routine-Blutuntersuchungen bestimmt. Aus der PFS-
Analyse in Abbildung 17A geht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den definierten Gruppen hervor (Cut-Off-Wert: 3,19, p>0,05). In Abbildung 17B ist
die dazugehdrige OS-Analyse dargestellt. Die Patientengruppe mit hoher NLR
erreichte ein signifikant Iangeres Gesamtuberleben im Vergleich zur Patientengruppe
mit niedriger NLR (Cut-Off-Wert: 3,58; p=0,019).

A PFS-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio im Serum
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B OS-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio im Serum
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Abbildung 19: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen ,Baseline“-
Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) im Serum und progressionsfreiem Uberleben bzw.
Gesamtuberleben.

A) Fur die Patienten der systemischen Analyse sind Kaplan-Meier-Kurven flir das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Aus der Analyse beziiglich des progressionsfreien Uberlebens ging kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe mit hoher und derjenigen mit
niedriger NLR hervor. In der PFS-Analyse war die ,Number at risk“ an Tag O fiir hohe Neutrophilen-
Lymphozyten-Quotienten 15 Patienten und flr niedrige 17 Patienten. B) Fir die Patienten der
systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das Gesamtiiberleben dargestellt. Eine hohe NLR
im Serum vor ICT-Beginn (,Baseline®) zeigte einen positiven Effekt auf das Gesamtiiberleben der
Melanompatienten. In der OS-Analyse war die ,Number at risk® an Tag 0 fir hohe
Neutrophilen/Lymphozyten-Ratios im Serum 10 Patienten und fiir niedrige Ratios 26 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression-Free Survival, OS: Overall Survival.

Zusammenfassend soll das Ergebnis herausgestellt werden, dass Patienten mit einer
hohen NLR zum Zeitpunkt ,Baseline“ ein verlangertes Gesamtuberleben erreichten.
Dieses Ergebnis ist kongruent mit den in Abbildung 13B und 16B gezeigten
positiven Effekten von hohen ,Baseline“-Neutrophilenkonzentration auf das

Gesamtuberleben.

Als letztes wurde die absolute Anderung der NLR im Serum zwischen den beiden
Zeitpunkten ,Baseline® und ,C4“ errechnet und mit der Prognose der
Melanompatienten korreliert. Die PFS-Analyse lieferte keine signifikanten Ergebnisse
und ist nicht abgebildet. In der Analyse in Abbildung 18 war der Endpunkt das
Gesamtuberleben. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
definierten Gruppen (Cut-Off-Wert: -0,77/nl; p=0,022): War die NLR bei ,C4“ deutlich
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hoher als der Basalwert (C4 minus Baseline=high), resultierte ein verklrztes
Gesamtuberleben.

OS-Analyse: Differenz der Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio
zwischen C4 und Baseline
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Abbildung 20: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen der absoluten
Anderung der Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) im Serum zwischen den Zeitpunkten
,Baseline” und ,,C4“ mit dem Gesamtiiberleben.

Fir die Patienten der systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben
dargestellt. FUr eine Zunahme, ein unverandertes Serum-Level oder eine geringe Abnahme der NLR
zum Zeitpunkt vor Therapiebeginn (,Baseline) und vor der vierten Gabe der Immuntherapeutika
(,C4) zeigte sich ein negativer Effekt auf das Gesamtiiberleben der Melanompatienten. Die ,Number
at risk® an Tag O war fir die Differenz C4 minus Baseline=low 14 Patienten und fir C4 minus
Baseline=high 13 Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, OS: Overall Survival.

Zusammenfassend konnte ein ungunstiger Einfluss auf das Gesamtuberleben der
Patienten festgestellt werden, wenn sie zum Messzeitpunkt ,C4“ eine hohere NLR
aufwiesen als vor Therapiebeginn. Dieses Ergebnis stimmt nicht mit dem Resultat
aus Abbildung 17B uberein, denn hier wurde eine hohe NLR zum Zeitpunkt
.Baseline® mit einem verlangerten Gesamtuberleben der Melanompatienten

assoziiert.
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3.1.2.2 Responder vs. Non-Responder: ANOVA-Analysen und kinetische Analyse

Die Patienten der systemischen Kohorte wurden fur die folgenden Analysen, wie
oben beschrieben, basierend auf dem besten ICT-Ansprechen den Gruppen
,Ccomplete Response” (CR), ,Partial Response® (PR), ,Stable Disease” (SD) und
.Progressive Disease“ (PD) zugeordnet (vgl. Abschnitt 1.2 und 3.1.1.1). Patienten
mit CR, PR und SD (,Responder) sollten getrennt von Patienten mit PD (,Non-
Responder®) betrachtet werden. Es wurden zunachst fur die Zeitpunkte ,Baseline”
und ,C4“ ANOVA-Analysen angefertigt, um Unterschiede bezuglich der absoluten
Neutrophilen-Serumkonzen-trationen zwischen Respondern und Non-Respondern zu
evaluieren (siehe Abbildung 19). Es konnten jedoch keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden.

A AVOVA-Analyse: Neutrophilen-Baseline-Serum-Level
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B AVOVA-Analyse: Neutrophilen-C4-Serum-Level
Responder vs. Non-Responder
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Abbildung 21: ANOVA-Analysen der Neutrophilen-Serumkonzentrationen zum ,,Baseline*“- und
»C4“-Zeitpunkt in Respondern (CR,PR,SD) bzw. Non-Respondern (PD).

Dargestellt sind ANOVA-Auswertungen bezlglich der Neutrophilen-Serum-Level bei Respondern im
Vergleich zu Non-Respondern. A) Zum Zeitpunkt ,Baseline” zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. B) Zum Zeitpunkt ,C4“ zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Abkulrzungen: p: p-Wert.

Uberdies wurden Unterschiede beziglich der Neutrophilen/Leukozyten-Ratio im
Serum zwischen Respondern und Non-Respondern zu beiden Zeitpunkten mittels
ANOVA-Analysen untersucht (siehe Abbildung 20). Auch hier konnten keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden.
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A AVOVA-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Leukozyten-Ratio
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B AVOVA-Analyse: C4-Neutrophilen/Leukozyten-Ratio
Responder vs. Non-Responder
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Abbildung 22: ANOVA-Analysen der Neutrophilen/Leukozyten-Ratio im Serum zum ,,Baseline“-
und ,,C4“-Zeitpunkt in Respondern (CR,PR,SD) bzw. Non-Respondern (PD).

Dargestellt sind ANOVA-Auswertungen beziiglich der Neutrophilen/Leukozyten-Ratio bei Respondern
im Vergleich zu Non-Respondern. A) Zum Zeitpunkt ,Baseline” zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. B) Zum Zeitpunkt ,C4“ zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Abkulrzungen: p: p-Wert.

Als Nachstes wurde die Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) im Serum zwischen
Respondern und Non-Respondern zu den zwei Zeitpunkten mithilfe von ANOVA-
Analysen verglichen (siehe Abbildung 21). Wiederum ergaben sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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A AVOVA-Analyse: Baseline-Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio
Responder vs. Non-Responder

12.5 - Kruskal-Wallis, p = 0.9

-
©
o

Neutrophile/Lymphozyten
\I
[@)]

o
o
°

° L4 ° o
2 - -
25 . o
® [}
[ ] N °
[ ]
Resp&mder Non-Re'sponder

69



Ergebnisse

B AVOVA-Analyse: C4-Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio

Responder vs. Non-Responder
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Abbildung 23: ANOVA-Analysen der Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) im Serum zum
»Baseline”- und ,,C4“-Zeitpunkt in Respondern (CR,PR,SD) bzw. Non-Respondern (PD).

Dargestellt sind ANOVA-Auswertungen beziglich der NLR bei Respondern im Vergleich zu Non-
Respondern. A) Zum Zeitpunkt ,Baseline® zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. B) Zum Zeitpunkt ,C4“ zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen.
Abkulrzungen: p: p-Wert.

Ubersichtshalber sind die im Serum gemessenen Neutrophilen-Level sowie die

jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen pro Gruppe (CR, PR, SD, PD)

zum Baseline- und C4-Zeitpunkt in Tabelle 20 aufgelistet. Zusatzlich sind die Level

von Leukozyten und Lymphozyten angegeben.

Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
Neutrophile (BE)
N 11 13 5 10 39
Mittelwert (SD) 4.8 (0.9) 5.0 (1.2) 5.6 (1.7) 4.9 (2.2) 5.0 (1.5)
Neutrophile (C4)
N 8 10 5 9 32
Mittelwert (SD) 5.5 (3.8) 5.5(2.3) 4.5(1.2) 5.4 (3.2) 5.3 (2.8)
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Parameter CR PR SD PD Total
(N=11) (N=16) (N=6) (N=12) (N=45)
d.neutrophils.abs
(BE - C4)
N 8 8 4 7 27
Leukozyten (BE)
N 11 14 5 12 42
Mittelwert (SD) 7.0(1.2) 7.4 (1.8) 7.9 (1.8) 7.5 (2.5) 7.4 (1.9)
Leukozyten (C4)
N 10 13 5 11 39
Mittelwert (SD) 8.1(2.9) 8.3 (2.1) 7.9 (1.4) 7.8 (3.9) 8.0 (2.8)
Lymphozyten (BE)
N 11 13 5 10 39
Mittelwert (SD) 1.4 (0.4) 1.8 (0.6) 1.5 (0.3) 1.5 (0.6) 1.6 (0.5)
Lymphozyten (C4)
N 8 10 5 9 32
Mittelwert (SD) 2.6 (3.1) 1.8 (0.7) 2.1(0.4) 1.6 (1.0) 20(1.7)

Tabelle 20: Systemische Analyse: Deskriptive Parameter — Baseline- und C4-Werte; Best
Response.

Abkirzungen: BE: Baseline, C4: Cycle 4, CR: complete response, PR: partial response, SD: stable
disease / standard deviation, PD: progressive disease, N: number, d: delta, abs: absolut.

Schlielich wurde in ,kinetischen Analysen® der Anstieg bzw. Abfall der
Neutrophilenkonzentrationen, des Neutrophilen/Leukozyten-Verhaltnisses und der
NLR zwischen den Zeitpunkten ,Baseline® und ,,C4“ dargestellt (siehe Abbildung
22). Dabei war festzustellen, dass die Neutrophilen-Serumkonzentration bei
Respondern durchschnittlich zwischen ,Baseline” und ,C4“ anstieg, wobei sie bei
Non-Respondern im Mittel konstant blieb (siehe Abbildung 22A). Das Verhaltnis
zwischen Neutrophilen und Leukozyten befand sich zum Zeitpunkt ,Baseline® bei
Respondern durchschnittlich auf einem hoéheren Level als bei Non-Respondern und
sank zum Zeitpunkt ,C4“ unter das Niveau der Non-Responder. Bei Non-Respondern
stieg die untersuchte Ratio zwischen ,Baseline” und ,C4“ im Durchschnitt marginal
an (siehe Abbildung 22B). Die NLR war bei Non-Respondern vor Therapiebeginn
hoher als bei Respondern und stieg im Therapieverlauf starker an (siehe Abbildung
22C). Es gab in allen Gruppen deutliche Ausreil3er verglichen mit den Mittelwerten
(als schwarze Linien dargestellt).
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A Kinetische-Analyse: Neutrophilen-Serum-Level
Baseline (BE) und C4 / Responder vs. Non-Responder
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C Kinetische-Analyse: Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio im Serum
Baseline (BE) und C4 / Responder vs. Non-Responder
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Abbildung 24: Kinetische Analysen der Neutrophilen-Serum-Level, der

Neutrophilen/Leukozyten-Ratios und der Neutrophilen/Lymphozyten-Ratios zu den Zeitpunkten
»Baseline“ und ,,C4“ unter Aufteilung der Patienten in die Gruppen ,, Responder” (CR,PR,SD)
und ,,Non-Responder* (PD).

Dargestellt ist fUr jeden einzelnen Patienten die Entwicklung der Neutrophilen-Serumkonzentration
bzw. Neutrophilen/Leukozyten-Ratio zwischen den beiden Zeitpunkten (1 Patient = 1 Linie, Abnahme:
rot, Zunahme: griin, Gesamtdurchschnitt: schwarz). A) Die Neutrophilen-Serumkonzentration stieg bei
Respondern durchschnittlich zwischen ,Baseline” und ,,C4“ an, wobei sie bei Non-Respondern nahezu
konstant blieb. B) Die Neutrophilen/Leukozyten-Ratio befand sich zum Zeitpunkt ,Baseline® bei
Respondern durchschnittlich auf einem hoheren Level als bei Non-Respondern und sank zum
Zeitpunkt ,C4“ unter das Niveau der Non-Responder. Bei Non-Respondern stieg der Anteil der
Neutrophilen an den Leukozyten zwischen ,Baseline® und ,C4“ im Durchschnitt minimal an. C) Die
Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio war bei Non-Respondern vor Therapiebeginn hoéher als bei
Respondern und stieg im Therapieverlauf starker an. In allen Gruppen sind deutliche Ausreier
festzustellen.

Abkirzungen: CR,PR,SD: Complete Response, Partial Response, Stable Disease, PD: Progressive
Disease.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei Respondern die Gabe der
Immuntherapeutika durchschnittlich mit einem Anstieg der Neutrophilen-Serum-Level
einherging. Non-Responder wiesen im Durchschnitt konstant niedrigere
Neutrophilen-Serumkonzentrationen auf. Der Anteil Neutrophiler an den
Gesamtleukozyten sank bei Respondern, von einem hohen Ausgangsniveau
kommend, im Verlauf der Therapie stark ab, wahrend der Messwert bei Non-
Respondern durchschnittlich minimal anstieg. Die NLR stieg in beiden Gruppen an,
bemal} sich aber bei Non-Respondern auf héhere Niveaus.
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Der Tumor fordernde Effekt, welcher sich in einer der systemischen ,Baseline®-
Neutrophilen-Analysen gezeigt hat, deckt sich mit dem beschriebenen protumoralen
Einfluss von S100A8/A9 (siehe Abbildungen 13A, 8B und 9B). Insbesondere
stimmen die Ergebnisse dahingehend uberein, als dass eine starke Abnahme der
Neutrophilen-Serumkonzentration mit einem verldngerten Uberleben assoziiert
werden konnte (siehe Abbildungen 14B und 15) und sich eine starke Abnahme des
S100A8/A9-Serum-Levels im Verlauf der Therapie positiv auf das progressionsfreie
Uberleben auswirkte (siehe Abbildung 10). Die Population der neutrophilen
Granulozyten ist jedoch durch eine hohe Heterogenitat gekennzeichnet und die
antitumoralen Einflisse von Neutrophilen, welche aus einem Teil der durchgefuhrten
Analysen, insbesondere der ,Baseline“-Untersuchung mit dem Endpunkt
,Gesamtuberleben® hervorgeht, zeugen von diesem Aspekt (siehe Abbildung 13B).
Der Effekt von Neutrophilen auf die Tumorprogression und Prognose von
Melanompatienten sollte davon ausgehend mittels einer Gewebeanalyse
tiefergehend erforscht werden.

3.2 Gewebeanalyse

Die vorausgehenden Ergebnisse haben gezeigt, dass die Neutrophilenkonzentration
im Blut die Prognose von Stadium IlI- und IV-Melanompatienten signifikant
beeinflusste. Im lokalen Tumorbett sind neutrophile Granulozyten, wie einleitend
erlautert, eine bedeutsame inflammatorische Zellpopulation und als solche
mutmaldlich an der Tumorprogression beteiligt (Treffers et al., 2016, Powell and
Huttenlocher, 2016, Liang and Ferrara, 2016). Es gibt jedoch auch Evidenz fir einen
Tumor hemmenden Effekt von Tumor-assoziierten neutrophilen Granulozyten (Berry
et al., 2017, Galdiero et al., 2016). Um die systemische Studie zu erweitern, sollte im
Anschluss die Rolle von lokal vorkommenden Neutrophilen in Naevi,
Primarmelanomen und Metastasen, welche in Form von TMAs asserviert worden
waren, charakterisiert werden.
Ein besonderes Merkmal der folgenden Arbeit ist es, dass eine Studienkohorte
herangezogen werden konnte, innerhalb derer sowohl Naevus- als auch Primarius-
und Metastasen-Gewebe der jeweiligen Patienten zu Analysezwecken verfugbar
waren. In ihren Gewebeproben verschiedenen Ursprungs sollten mittels einer
Immunfluoreszenzfarbung neutrophile Granulozyten detektiert werden. Von den
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hierfur zur Verfugung stehenden TMA-Gewebestanzen waren 44 Naevi, 86 Primarien
und 162 Metastasen fur die Quantifizierung der Neutrophileninfiltration geeignet und
wurden in die Analyse einbezogen (siehe Tabelle 22 unten). Um den Einfluss von
Neutrophilen auf den Tumorprogress zu evaluieren, wurden Patienten ausgewahlt,
von denen korrespondierende Proben gesammelt worden waren, da es von
besonderes groller Bedeutung schien, diese untereinander zu vergleichen. Es
fanden sich 46 zusammenhangende Dubletten und 3 Tripletts. Darunter waren 16
Dubletten aus melanozytarem Naevusgewebe und Primarmelanomprobe, 25
Dubletten aus Primarmelanom und Metastase und 5 Dubletten aus Naevus und
Metastase. Durch die Analyse der Probenparchen sollte die Melanomerkrankung
eines Patienten im Verlauf beurteilt und die Neutrophileninfiltration verschiedener
Erkrankungsstadien untersucht sowie mit der Prognose korreliert werden. Den
prognostischen Einfluss der Neutrophileninfiltration galt es schlielich mit den oben

beschriebenen Ergebnissen aus den systemischen Analysen abzugleichen.

3.2.1 Bildanalyse

Zur Bildanalyse der Gewebestanzen, welche mit dem Neutrophilen-spezifischen
CD15-Antikorper und einem Fluoreszenzfarbstoff gefarbt und anschliellend
mikroskopiert worden waren, kam das Programm Image J zum Einsatz. Es wurde
jeweils die Stanzflache vermessen sowie die Anzahl positiver CD15-Signale gezahlt
und dokumentiert.

Um die Differenzierung zwischen positiven, d.h. spezifischen bzw. negativen (als
unspezifisch gewerteten) farblichen Zell-Signalen nachvollziehbar zu machen, sind
unten Beispielbilder aus der Neutrophilenfarbung abgebildet (siehe Abbildung 23).

..

Alexa 594 — CD15 DAPI Overlay

Abbildung  25: Beispielbilder aus  der
Neutrophilenfarbung. A) Neutrophiler Granulozyt in
Melanomgewebe auf einem TMA (Positivkontrolle).
Die TMAs wurden mittels Immunfluoreszenz gefarbt
und die neutrophilen Granulozyten mit einem Anti-
CD 15-Antikorper in Kombination mit dem Sekundar-
antikorper Alexa 594 rot markiert. Die Kerngegen-
farbung erfolgte mit DAPI (blau). Das CD15-Signal
erschien hier in Verbindung mit der Kerngegen-
farbung spezifisch und wurde als solches positiv
gewertet.

B) Unspezifisches CD15-Signal in Melanomgewebe
auf einem TMA (Negativkontrolle). Das rote
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Farbsignal (Alexa 594) erschien hier flachig-diffus und stand in keiner eindeutigen Verbindung zu
einem Zellkern (Kerngegenfarbung mit DAPI=blau). GréRenbalken: 5um.

Die folgende Tabelle 21 beschriebt das Scoring-Modell, welches mit dem Ziel, eine

konsistente Analyse zu gewahrleisten, der Auswertung zugrunde gelegt wurde.

Kriterium Beschreibung
Zellkern In der Regel deutlich segmentiert
(polymorphkernig)

V.a. bei starken, grellen Signalen nur als
positiv gewertet, wenn ein Zellkern
sichtbar war.

Signalbezug zu einem Zellkern

Signalstarke Abhebung des Signals vom

“Hintergrund”

Signalfarbe Haufig pink, seltener rot

Signalform “‘Umrandung” der Zelle (flachig oder

flachig-granuliert)

Tabelle 21: Bewertungsmodell fiir Zell-Signale in der Neutrophilenfarbung mit Anti-CD15.
Hier sind die Kriterien der Signalbeurteilung beschrieben.

Fir eine Ubersicht tber die pro Flacheneinheit gezahlten CD15-Signale sind die
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen pro Gewebeart (Naevus,
Primarius, Metastase) in Tabelle 22 aufgelistet. Uberdies sind die Level der

gebrauchlichen Prognosemarker S100B und LDH sowie das PFS angegeben.

Parameter Naevus Primarius Metastase Total
(N=44) (N=86) (N=162) (N=292)
CD15 (normiert)
N 44 86 162 292
Mean (SD) 7.0 (26.0) 81.2 (249.7) 28.0 (129.7) 40.4 (168.3)
S100B
N 31 33 42 106
Mean (SD) 0.1 (0.1) 0.3(1.4) 0.4 (1.2) 0.3(1.1)
LDH
N 35 38 43 116
Mean (SD) 214.6 (89.6) | 249.6 (207.1) 272.0 (267.5) 247.3
(207.0)
PFS
N 0 56 78 134
Mean (SD) N/A 552.3 (5652.1) 275.9 (655.0) 391.4
(627.0)

Tabelle 22: TMA Gewebestatistik: Deskriptive Parameter.
Abkirzungen: N: number, N/A: not applicable, SD: standard deviation, CD: Cluster of Differentiation,
LDH: Laktatdehydrogenase, PFS: progression-free survival.
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3.2.2 Vergleich der Neutrophileninfiltration zwischen den Gewebearten

Zum Vergleich der Neutrophileninfiltration in den jeweiligen Gewebearten sind in
Abbildung 24 reprasentative Beispielaufnahmen aus den untersuchten Naevi,
Primarien und Metastasen, sowie die korrespondierende statistische Aufbereitung
abgebildet.

Primarius

400 -

300 A

200 -~

Neutrophile / mm2

-

o

o
1

Naevus Primarius Metastase

Metastase

Abbildung 26: Ubersichtsaufnahmen und Analysen eines durchschnittlich gering Neutrophilen-
infiltrierten Naevus (A) sowie eines durchschnittlich stark infiltrierten Primarius (B) und einer
Metastase (C). Statistische Auswertung aller erhobenen Zellzahlen (D).

Abgebildet sind firr die jeweiligen Gewebearten reprasentative mikroskopische Ubersichtsaufnahmen
der Stanzen eines Naevus (TMA 1, Stanze L17), eines Primarius (TMA 2.1, Stanze A11) und einer
Metastase (TMA 2.2, Stanze E8). Die Farbung der Proben erfolgte mit einem Anti-CD15-Antikorper in
Verbindung mit dem Sekundarantikdrper Alexa 594, um die neutrophilen Granulozyten rot sichtbar zu
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machen. Ein einzelner Neutrophiler aus der jeweiligen Stanze ist vergroRert dargestellt. Es wurde eine
blaue Kerngegenfarbung mit DAPI durchgefiihrt. Grafisch sind zudem die Neutrophilenzahlen der
insgesamt untersuchten 44 Naevi, 86 Primarien und 162 Metastasen aufgefihrt (D).
Signifikanzniveaus: *: p=0,05; ***: p=0,001.

In Naevi waren durchschnittlich 6 Neutrophile und in Primarien 68 Neutrophile zu
finden (Angaben jeweils normiert auf die Stanzflache). Das bedeutet, dass mehr als
11x mehr Neutrophile in Primarien vorkamen als in Naevi (siehe Abbildung 24A, B,
D). In Metastasen befanden sich im Durchschnitt 23 Neutrophile und somit etwa 4x
mehr neutrophile Granulozyten als in Naevi (siehe Abbildung 24A, C, D). Primarien
enthielten durchschnittlich rund 3x mehr Neutrophile als Metastasen (siehe
Abbildung 24B, C, D).

Die Durchfuhrung von ANOVA-Analysen stutzte die These, dass die Anzahl von
Neutrophilen in Naevi versus in Primarien hoch signifikant geringer war (p<0,001).
Zwischen Naevi und Metastasen war die Neutrophilenzahl ebenfalls hoch signifikant
unterschiedlich (p<0,001) und zwar geringer in den Naevi. Die Anzahl der
Neutrophilen in Primarien versus in Metastasen war signifikant kleiner in Metastasen
(p<0,05).

Zusammenfassend lie® sich feststellen, dass sich in Naevi verglichen mit
Primarmelanomen und Metastasen signifikant weniger Neutrophile anfarben liel3en.
So wurden in der betrachteten Patientenkohorte durchschnittlich die wenigsten
Neutrophilen in Naevi gezahlt und in Primarien kamen im Durchschnitt die meisten

neutrophilen Granulozyten vor.

Des Weiteren wurden die Gewebestanzen gemall des Grads ihrer
Neutrophileninfiltration gruppiert. Dadurch konnten solche Naevi, Primarien und
Metastasen, die eine geringe Neutrophileninfiltration aufwiesen, getrennt von
Stanzen mit hoher Infiltration betrachtet werden. Der errechnete Cut-Off-Wert
zwischen der ,Low*“- und der ,High“-Gruppe betrug 5,1781 Neutrophile / mm?2. Dabei
wurde die ,High“-Gruppe mittels eines Scoring-Modells fur die Auswertung doppelt
gewichtet, da die Analyse und der Effekt hoher Neutrophileninfiltrationen in dieser
Studie grundsatzlich im Vordergrund stehen sollten. In Abbildung 25 sind die
ANOVA-Analysen fur die ,Low“- und die ,High“-Gruppe dargestellt. In Primarien der
,Low“-Gruppe fanden sich mehr Neutrophile im Vergleich zu Naevi und Metastasen
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dieser Gruppe (siehe Abbildung 25A). Die Unterschiede zwischen den Tumorarten
waren jeweils hoch signifikant (p<0,01).

In Primarien der ,High“-Gruppe kamen ebenfalls mehr Neutrophile vor als in
Metastasen dieser Gruppe (p=0,0067, siehe Abbildung 25B). Die Unterschiede
zwischen den Neutrophileninfiltrationen in den anderen Tumorarten (Naevus vs.
Primarius und Naevus vs. Metastase) waren in der ,High“-Gruppe statistisch nicht
signifikant.

A  ANOVA-Analyse: Neutrophileninfiltration in den Gewebearten (CD15, normiert)
,Low“-Gruppe: Stanzen mit geringer Neutophileninfiltration (< 5.1781/mm2)
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B ANOVA-Analyse: Neutrophileninfiltration in den Gewebearten (CD15, normiert)
,High“-Gruppe: Stanzen mit hoher Neutophileninfiltration (> 5.1781/mm2)
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Abbildung 27: ANOVA-Analysen der Neutrophileninfiltrationen in den Tumorarten — gruppiert
nach Stanzen mit hohen und solchen mit niedrigen Neutrophileninfiltrationen.

Dargestellt sind ANOVA-Auswertungen fir die Tumorarten der ,Low“- und der ,High“-Gruppe. A) In
der ,Low“-Gruppe zeigten sich hohere Neutrophilenzahlen in ,Primarius versus Naevus“ und
.Primarius versus Metastase®. B) In der ,High“-Gruppe liel3en sich signifikante Unterschiede zwischen
Primarien und Metastasen beobachten. In Primarien waren auch hier hohere Neutrophileninfiltrationen
als in Metastasen nachweisbar.

Abkirzungen: p: p-Wert, CD: Cluster of Differentiation.

Zusammenfassend konnte hier demonstriert werden, dass auch bei getrennter
Betrachtung von neutrophilenreichen und neutrophilenarmen Gewebestanzen die

starkste Neutrophileninfiltration in Primarmelanomen zu finden war.

3.2.3 Univariate Survivalanalyse

Im Folgenden sollte der Einfluss von Neutrophilen im tumoralen Gewebe mittels
Survival-Analysen untersucht werden. Die Wahl des Gesamtluberlebens als
Endpunkt der Survival-Analysen war fur die TMA-Auswertung ungeeignet, da es
wahrend des Beobachtungszeitraums im Patientenkollektiv kaum zu Todesfallen
kam. Daher wurde in der Auswertung lediglich das progressionsfreie Uberleben

betrachtet.
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Zunachst erfolgte eine Untersuchung innerhalb der jeweiligen Gewebeart. Die
Auswertung der Naevi zeigte keine signifikanten Unterschiede in puncto
progressionsfreiem Uberleben zwischen Patienten mit stark durch Neutrophile
infiltrierten Naevi und Patienten mit gering infiltrierten Naevi (p>0,05). Die
dazugehdrige Kaplan-Meier-Kurve ist im Anhang abgebildet (siehe Abbildung 3 im
Anhang). Des Weiteren wurde die Neutrophileninfiltration in Primarien mit dem
progressionsfreien  Uberleben  korreliert  (sieche  Abbildung 26). Hohe
Neutrophileninfiltrationen  in  Primarien konnten mit einem  verkirzten
progressionsfreien Uberleben assoziiert werden. Fanden sich im Primarmelanom
eines Patienten viele Neutrophile, trat die Tumorprogression mit hoher
Wahrscheinlichkeit rascher ein als bei Patienten, deren Primarius von weniger
neutrophilen Granulozyten infiltriert war. Der Cut-Off-Wert betrug 0,99/mm?. Der
Unterschied zwischen den Gruppen war signifikant (p=0,022).

PFS-Analyse: Neutrophileninfiltration in Primarien (CD15, normiert)
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Abbildung 28: Hohe Neutrophileninfiltrationen in Primarien konnten mit einem verkiirzten
progressionsfreien Uberleben assoziiert werden.

Fir die Patienten der Gewebestudie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben
dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen Neutrophileninfiltrationen im Primarius
stratifiziert. Die ,Number at risk” betrug an Tag 0 fir CD15=low 7 Patienten; fir CD15=high 19
Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival.

SchlieBlich erfolgte die Auswertung innerhalb der Gruppe der Metastasen, in welcher

sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich des progressionsfreien Uberlebens
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zwischen der Gruppe mit hoher und derjenigen mit geringer Neutrophileninfiltration in
der Metastase ergaben (p>0,05). Die dazugehodrige Kaplan-Meier-Kurve ist im
Anhang abgebildet (siehe Abbildung 4 im Anhang).

Zusammenfassend soll die prognostische Bedeutung einer hohen lokalen
Neutrophileninfiltration in Primarmelanomen hervorgehoben werden. Diese konnte
mit einem verkirzten progressionsfreien Uberleben der Patienten assoziiert werden
und spiegelt damit Tumor fordernde Effekte von Neutrophilen im Tumormikromilieu

wider.

3.2.4 Vergleich der Neutrophileninfiltration im Krankheitsverlauf

Insbesondere erschien auch die Veranderung der Infiltration zwischen Naevus,
Primarius und Metastase innerhalb eines Patienten und die Korrelation dieser Daten
mit der individuellen Prognose interessant. Eine erste relevante Analyse bezog sich
auf die Differenz in der Neutrophileninfiltration zwischen dem Primarius und dem
Naevus desselben Patienten (P-N) (siehe Abbildung 27). Bei Patienten, in deren
Primarius verglichen mit dem Naevus bedeutend mehr Neutrophile zu finden waren
(P-N=high), kam es schneller zur Tumorprogression. Der Cut-Off-Wert betrug -
4,69/mm?2. Die Differenz zwischen den beiden definierten Gruppen war signifikant
(p=0,022).
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PFS-Analyse: Differenz der Neutrophileninfiltration
im Primarius verglichen mit dem Navus eines Patienten (P-N, CD15, normiert)
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Abbildung 29: Je starker die Neutrophileninfiltration im Primarius verglichen mit der im Naevus
eines Melanompatienten, desto kiirzer das progressionsfreie Uberleben.

Fir die Patienten der Gewebestudie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben
dargestellt. Die Patienten wurden nach groRen versus kleinen Neutrophileninfiltrationsdifferenzen
zwischen dem Primarius und dem Naevus stratifiziert (P-N=high versus low). Die ,Number at risk®
betrug an Tag O fir die Differenz P-N=low 2 Patienten; fiir P-N=high 10 Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival, P: Primarius, N: Naevus.

Als zweites wurde die Differenz zwischen Primarius und Metastase analysiert. Die in
Abbildung 28 dargestellte univariate Uberlebenszeitanalyse bezog sich auf das
progressionsfreie Uberleben beim Vorliegen hoher bzw. niedriger Differenzen in der
Neutrophileninfiltration zwischen Primarius und Metastase (P-M). Waren im
Primarius eines Patienten bedeutend weniger Neutrophile zu finden als in seiner
Metastase (P-M=low), erreichte der jeweilige Patient ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben (siehe Abbildung 28). Der Cut-Off-Wert betrug
22,14/mm?. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war signifikant
(p=0,029).
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PFS-Analyse: Differenz der Neutrophileninfiltration
im Primarius verglichen mit der Metastase eines Patienten (P-M, CD15, normiert)
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Abbildung 30: Je geringer die Neutrophileninfiltration im Primarius verglichen mit der
Metastase eines Melanompatienten, desto linger das progressionsfreie Uberleben.

Fir die Patienten der Gewebestudie sind Kaplan-Meier-Kurven fir das progressionsfreie Uberleben
dargestellt. Die Patienten wurden nach grolen und kleinen Unterschieden der
Neutrophileninfiltrationen in Primarius versus in der Metastase stratifiziert (P-M=high versus low). Die
~,Number at risk“ betrug an Tag 0 fir die Differenz P-M=low 8 Patienten; fiir P-M=high 2 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival, P: Primarius, M: Metastase.

Die Analyse fur den Unterschied in der Neutrophileninfiltration zwischen Metastase
und Naevus konnte aufgrund zu geringer Anzahl des ,paarweisen“ vorhandenen

Probenmaterials nicht durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend lasst sich als Tendenz festhalten, dass in der ersten vorliegenden
Krankheitsverlaufsuntersuchung ein protumoraler Effekt von lokal infiltrierenden
Neutrophilen im Primarius beobachtet wurde. Je mehr Neutrophile im Primarius
eines Patienten verglichen mit dessen Naevus detektierbar waren, desto ungunstiger
wirkte sich dies auf den Krankheitsfortschritt aus. Je starker jedoch die Neutrophilen-
infiltration in der Metastase eines Patienten verglichen mit seinem Primarius war,
desto spater kam es zum Progress der Erkrankung. Dieses Ergebnis spricht fur
einen antitumoralen Effekt von Neutrophilen in Metastasen. Leider war die
Gruppengrofde in diesen Analysen sehr klein. Die Ergebnisse konnen daher lediglich
als erste Indizien gewertet werden und es bedarf grofer angelegter Studien, um sie

zu verifizieren.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle von zirkulierendem S100A8/A9 bei der Tumorprogression

Wie einleitend erlautert wurde, kann nicht nur das Immunsystem des Menschen die
Tumorprogression hemmen, indem es sich entwickelnde Tumorzellen zerstort,
sondern der Tumor verfugt auch uber Mechanismen, um die Immunabwehr fur
Tumorwachstum und Metastasierung zu instrumentalisieren (Gutkin and Shurin,
2014). In dieser Studie sollte unter anderem die Funktion und Bedeutung von
S100A8/A9 fiur die Progression des Melanoms und das Therapieansprechen unter
Checkpointinhibition beleuchtet werden. Die Bestimmung von DAMPs wie
S100A8/A9 im Patientenserum oder -plasma mittels schneller, unkomplizierter,
kostengunstiger und komplikationsarmer Liquid Biopsy (Blutanalyse) konnte die
Aussagen bereits routinemaRig bei Melanompatienten gemessener Parameter wie
Laktatdehydrogenase (LDH) und S100B erganzen (Wagner et al., 2019). Es lieRen
sich dadurch moglicherweise die individuellen Chancen der Gabe von
Immuntherapeutika abschatzen. Zudem ist es im Therapieverlauf zu jedem Zeitpunkt
von groRem Interesse, Aussagen daruber zu treffen, wie sich die Tumorerkrankung
eines Patienten bezlglich Metastasierung und - davon abhangig - seine Prognose
mutmallich entwickeln wird. Diese Frage konnte S100A8/A9 als Serum-Biomarker
beantworten.

In Vorarbeiten zeigte sich bei Stadium IV-Melanompatienten ein negativer Einfluss
von zirkulierendem S100A8/A9 auf das Ansprechen unter Ipilimumab- und
Pembrolizumab-Gabe (Gebhardt et al., 2015, Wagner et al., 2019, Weide et al.,
2016). Unter anderem wurden in den genannten Studien die erhobenen S100A8/A9-
Serum-Level mit der Therapieeffizienz (basierend auf einem CT/MRT/PET-CT-
Staging) und dem klinischen Ansprechen der Patienten (nach immune-related
Response-Criteria, irRC) zu verschiedenen Zeitpunkten vor und wahrend der
Immuntherapie korreliert (Wolchok et al., 2009). Die in der vorliegenden Analyse
analog durchgefuhrten Untersuchungen lieferten diesbezuglich keine signifikanten
Ergebnisse.

Fir S100A8/A9-Molekule bestatigte sich in diversen Forschungsprojekten ein
Zusammenhang mit der Progression des malignen Melanoms (Gebhardt et al., 2006,
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Gebhardt et al.,, 2015, Hibino et al., 2013). Wagner und Kollegen haben einen
negativen Einfluss von hohen Serum-S100A8/A9-Konzentrationen auf das
progressionsfreie Uberleben von Melanompatienten festgestellt (Wagner et al.,
2019). Bezuglich des Effekts systemischer S100A8/A9-Konzentrationen auf die
Prognose von Melanompatienten im fortgeschrittenen Stadium mit ICT zeigte sich in
der vorliegenden Arbeit jedoch, dass hohe systemische ,Baseline®- und ,C4%
S100A8/A9-Level mit einem verlangerten progressionsfreien Uberleben assoziiert
waren (siehe Abbildung 8A und 9A). Das hier Uberraschenderweise beobachtete
verlangerte PFS hat sich auf das Gesamtuberleben der Patienten nicht ausgewirkt,
denn es zeigte sich im Weiteren ein Zusammenhang zwischen hohen S100A8/A9-
Leveln und einem verkurzten Gesamtuberleben (und Abbildung 8B und 9B).
Wagner et al. haben ebenfalls einen negativen Einfluss von hohen Serum-
S100A8/A9-Konzentrationen auf das Gesamtuberleben beobachtet. Der in der
vorliegenden Arbeit fur die Analyse des Gesamtuberlebens zum Zeitpunkt ,Baseline”
determinierte Cut-Off-Wert von 5000 ng/ml ist in etwa kongruent mit demjenigen,
welcher von Wagner und Kollegen nach einem speziellen Algorithmus berechnet
wurde (5500 ng/ml) (Wagner et al., 2019, Hothorn, 2003). Der vom ELISA-Kit-
Hersteller Buhlmann angegebene Median in einem Kollektiv von 93 gesunden,
asymptomatischen Blutspendern liegt bei 1140 ng/ml und die 95. Perzentile bei 2900
ng/ml. Vor diesem Hintergrund ist der in dieser Arbeit gewahlte Cut-Off-Wert von
5000 ng/ml als deutlich erhdhtes S100A8/A9-Serum-Level zu bewerten.

Da Verlaufsparameter zur Beurteilung des Krankheitsfortschritts und flr
Therapieentscheidungen in der klinischen Praxis von groRer Bedeutung sind,
erschien die Untersuchung der Entwicklung von S100A8/A9-Spiegeln im
Therapieverlauf besonders relevant. Bei Betrachtung der generierten Ergebnisse fiel
auf, dass eine starke Zunahme der S100A8/A9-Serumkonzentration zwischen den
zwei Messzeitpunkten (vor Therapiebeginn und vor der vierten Gabe der ICT)
verkiirzend auf das progressionsfreie Uberleben wirkte (siehe Abbildung 10).
Dieses Resultat deckt sich mit der Hypothese, dass S100A8/A9 einen protumoralen
Effekt innehat. Gebhardt und Kollegen haben bei Stadium |V-Melanompatienten
festgestellt, dass Ipilimumab-Non-Responder nach der ersten Gabe des
Immuntherapeutikums erhdhte S100A8/A9-Serumkonzentrationen aufwiesen, die zur
Akkumulation von MDSCs und deren Aktivierung fuhrten (Gebhardt et al., 2015).
MDSCs haben durch ihre vermehrte Produktion von NO und Expression von PD-L1
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immense immunsuppressive Effekte im Kontext der Melanomerkrankung gezeigt
(Kiessling et al., 2014). Sowohl S100A8/A9-Molekile (als I0Osliche
Entzindungsfaktoren) wie auch MDSCs, insbesondere monozytische MDSCs (als
Zellen des angeborenen Immunsystems mit immunsuppressiven Eigenschaften im
Tumorbett) wurden mit aggressivem Tumorwachstum in Verbindung gebracht
(Gebhardt et al., 2006, Jiang et al., 2015). Da mdgliche zellulare Quellen von
S100A8/A9 neben Tumorzellen selbst, Myeloid- und anderen Gefalizellen sowie
Monozyten auch neutrophile Granulozyten sind, soll im Weiteren der Einfluss dieser
Leukozyten auf die Tumorprogression diskutiert werden.

4.2 Der Einfluss von Serum-Neutrophilen auf das Tumorwachstum

Neutrophile Granulozyten konnten als Serum-Biomarker ebenso wie S100A8/A9
geeignet sein, um prognostische Aussagen Uuber den Tumorprogress bei
Melanompatienten zu treffen und pradiktiv das Therapieansprechen vorherzusagen.
Klinische Studien haben gezeigt, dass eine Vielzahl von im Blut zirkulierenden
Neutrophilen ebenso wie hohe S100A8/A9-Level mit einer verschlechterten
Prognose bei Melanompatienten korrelieren (Gebhardt et al., 2015, Weide et al.,
2016, Rosner et al., 2018, Shaul and Fridlender, 2018, Schmidt et al., 2005).
Gebhardt und Kollegen sowie Donskov und Kollegen konnten negative
prognostische Eigenschaften einer hohen systemischen Neutrophilenkonzentration
vor Therapiebeginn (,Baseline”) beim metastasierten Melanom demonstrieren
(Gebhardt et al., 2015, Donskov, 2013). Im Hinblick auf den Einfluss systemischer
Neutrophilenkonzentrationen bezuglich der Prognose von Melanompatienten im
fortgeschrittenen Stadium mit ICT geht aus den hier durchgefluhrten Experimenten
ebenfalls hervor, dass hohe Serum-Konzentrationen neutrophiler Granulozyten vor
Therapiebeginn eine verkiirzende Wirkung auf das progressionsfreie Uberleben
hatten (siehe Abbildung 13A). Der Cut-Off-Wert betrug 4,34/nl (Norm: 2,0-7,0/nl) flr
hohe versus niedrige systemische Neutrophilenkonzentrationen vor ICT-Beginn
(=“Baseline”, BE) (Lewis et al., 2006). Der Referenzbereich, den das Labor des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf angibt, in dem das Patientenblut
untersucht wurde, bemisst sich auf 1,5-7,7 Mrd./| = 1,5-7,7/nl (Klinische Chemie,
UKE). Gebhardt und Kollegen sind in ihren Analysen von einem ahnlichen
Referenzbereich ausgegangen (2200-6300/pl = 2,2-6,3/nl) (Gebhardt et al., 2015).
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In unserer Studie fanden sich auf der anderen Seite jedoch auch Hinweise dafur,
dass zirkulierende Neutrophile gegen den Tumor gerichtet sein konnten, anstatt
seine Progression zu fordern. So erreichten die Patienten mit hohen
Neutrophilenkonzentrationen vor Therapiebeginn (,Baseline”) ein verlangertes
Gesamtuberleben (siehe Abbildung 13B). In Vorarbeiten zeigte sich jedoch ein
verkurztes Gesamtuberleben, wenn die Neutrophilenzahl vor der Immuncheckpoint-
Blockade (zum Zeitpunkt ,Baseline® bei Ipilimumab- bzw. Nivolumab-Therapie)
erhoht war (Valpione et al., 2015, Nakamura et al., 2016, Ferrucci et al., 2016).
Interessanter noch erscheint die Dynamik der Neutrophilen-Serum-Spiegel im
Therapieverlauf. Im Falle einer starken Zunahme der systemischen
Neutrophilenkonzentration =~ zwischen  ,Baseline® und ,C4“ ergab sich
Uberraschenderweise ein verlangertes progressionsfreies Uberleben (siehe
Abbildung 14A). Allerdings wirkte sich der Effekt nicht auf das Gesamtuberleben
aus: Dem Kaplan-Meier-Schatzer zufolge war bei einer Zunahme der
Neutrophilenkonzentration im Therapieverlauf das Gesamtuberleben verkurzt (siehe
Abbildung 14B). Diese Beobachtung schien von herausragender Bedeutung und
eine anschliefend durchgefuhrte Pearson-Korrelation bestatigte den negativen Effekt
hoher Neutrophilen-Spiegel: War das ,,C4“-Neutrophilen-Serum-Level hoher als der
Basalwert, korrelierte dies mit einem kirzeren Uberleben (siehe Abbildung 15).
Einige der aufgezeigten Resultate sind somit deckungsgleich mit dem protumoralen
Effekt von S100A8/A9 (siehe Abschnitt 4.1). In der oben bereits erwahnten
Vorarbeit von Gebhardt und Kollegen wurden in Ipilimumab-Non-Respondern neben
erhohten Zahlen von monozytischen MDSCs und Monozyten auch hohe ,Baseline®-
Neutrophilenzahlen festgestellt (Gebhardt et al., 2015). DAMPs wie S100A8/A9
wurden dabei als Mediatoren der Chemotaxis und Aktivierung von Neutrophilen
identifiziert. Im Zytoplasma von aktivierten Neutrophilen wie auch in MDSCs wurden
grol3e Mengen an S100A8/A9 gefunden (Sinha et al., 2008, Vedder et al., 2020). Der
enge Zusammenhang zwischen S100A8/A9 und neutrophilen Granulozyten erscheint
durch die gezeigten gleichgerichteten Effekte im Tumorgeschehen sehr plausibel. Es
gilt zu begrinden, warum nicht in allen Analysen ein Zusammenhang zwischen
zirkulierenden Neutrophilen und S100A8/A9 gefunden werden konnte. Diesbezuglich
sollte berucksichtigt werden, dass mdoglicherweise nicht alle Subtypen von
Neutrophilen S100A8/A9 in ihren Granula beherbergen und sezernieren (Ausfuhrung
sieche Abschnitt 4.3.1). Die Sekretion scheint aullerdem mit dem
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Aktivierungszustand der Neutrophilen verknlUpft zu sein (Stroncek et al., 2005).
Perego et al. haben sich mit der Reaktivierung einer Tumorerkrankung nach langerer
Remission befasst und konnten zeigen, dass fur die S100A8/A9-Freisetzung aus
Neutrophilen Stresshormone verantwortlich waren (Ausfuhrung vgl. Abschnitt 4.3.1)
(Perego et al., 2020).

In weiteren Analysen dieser Arbeit wurden Quotienten herangezogen, wie z.B. die
Neutrophilen/Leukozyten-Ratio, und sodann mit der Prognose korreliert. Ein hoher
Anteil Neutrophiler an den Gesamtleukozyten zum Zeitpunkt ,Baseline” besal} einen
antitumoralen Effekt, da das Gesamtuberleben der Patienten mit hoher
Neutrophilen/Leukozyten-Ratio verlangert war (siehe Abbildung 16B). Wie andere
ahnliche Ergebnisse, die oben beschrieben wurden, lasst sich dieses Resultat
dahingehend einordnen, dass bereits in den 1970er Jahren (zunachst im
Mausmodell) neutrophile  Granulozyten als Anti-Tumor-Effektorzellen  mit
zytotoxischen Eigenschaften identifiziert wurden (Pickaver et al., 1972). Unter
bestimmten Umstanden, namlich bei einer hochakuten Entzindungsreaktion,
konnten andernfalls protumorale Neutrophile zur Tumorabwehr beitragen (Souto et
al., 2011, Brandau et al.,, 2013). Ein Zusammenhang zwischen Neutrophilie und
Tumorhemmung bestatigte sich beispielsweise in murinen Lungen-Prametastasen
und daraufhin auch bei Patientinnen mit Mammakarzinom (Granot et al., 2011,
Lopez-Lago et al., 2013). Vermutlich kdnnen die vom Tumor sezernierten Chemokine
IL-8, CXCL5, CCL2 und CCL5 Neutrophile zur Tumorabwehr aktivieren. Diese
neutrophilen Granulozyten in der Zirkulation und in Prametastasen wurden daraufhin

als , Tumor-Entrained Neutrophils“ (TENs) bezeichnet (Granot et al., 2011).

In der Literatur ist breite Evidenz fur die auch in dieser Arbeit berechnete NLR als
negativer prognostischer Marker zu finden (Shen et al., 2014, Masucci et al., 2019,
Mollinedo, 2019). Speziell wurde eine hohe NLR im Magen-, Pankreas- und
kolorektalen Karzinom, aber auch im metastasierten Melanom mit einem verkurzten
Uberleben in Verbindung gebracht (Cho et al., 2014, Stotz et al., 2013, Walsh et al.,
2005, Capone et al., 2018). Da eine niedrige NLR in univariaten und multivariaten
Uberlebenszeitanalysen mit einem verkilrzten progressionsfreien Uberleben und
Gesamtuberleben der Melanompatienten assoziiert werden konnte, schlugen
Capone und Kollegen die NLR als Biomarker vor. Bezuglich einer hohen NLR vor
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Therapiebeginn ergab sich in der vorliegenden Arbeit jedoch ein verlangertes
Gesamtuberleben (siehe Abbildung 17B). Der Betrachtung der Differenz zwischen
.Baseline” und ,C4“ kann wie bereits erwahnt eine hohere Aussagekraft fur die
Beurteilung des Krankheitsverlaufs sowie Therapieentscheidungen beigemessen
werden. Die selbst angefertigten Analysen offenbarten einen unginstigen Einfluss
auf das Gesamtuberleben der Patienten, wenn sie zum Messzeitpunkt ,C4“ eine
hohere NLR aufwiesen als vor Therapiebeginn (siehe Abbildung 18). Insbesondere
wenn man die Entwicklung der Level im Therapieverlauf beobachtete, gab die NLR
also Hinweise auf einen Tumor fordernden Einfluss der im Serum vorkommenden

Neutrophilen.

Die Dichotomie der Neutrophilenfunktion und der augenscheinliche Widerspruch
zwischen uberwiegend negativen, aber auch positiven Einflissen von Neutrophilen
auf das Uberleben, lassen sich gegebenenfalls dadurch erklaren, dass abhangig vom
Zellreifestadium eine ausgepragte Neutrophilenheterogenitat im Blut besteht
(Ausfuhrung siehe Abschnitte 4.3.1 und 4.3.2) (Brandau, 2013). Um dem bisher
unzureichend geklarten Effekt von Neutrophilen im Tumorgeschehen auf den Grund
zu gehen, sollte mittels der Immunfluoreszenzfarbungen von Tumorgewebe die
Neutrophileninfiltration quantifiziert sowie mit der Prognose der Melanompatienten in
Beziehung gesetzt werden.

4.3  Die Effekte von Tumor infiltrierenden Neutrophilen auf die Tumorprogression

Neutrophile und andere Immunzellen kénnen bis zu 90% der Tumormasse
ausmachen (Sionov et al., 2015b). Es liegt nahe, dass sie abhangig von den
Signalen, die sie im Tumormikromilieu aussenden und empfangen, in erheblichem
MaRe Einfluss auf die Tumoreindammung bzw. die Tumorausbreitung nehmen
konnen (Fridman et al., 2012). In der Analyse von 292 Tumorgewebeproben einer
Kohorte aus 113 Melanompatienten mit sdmtlichen Tumorstadien (14 Stadium |-, 60
Stadium Il-, 29 Stadium Ill- und 8 Stadium IV-Patienten) ergab sich, dass zwischen
der Neutrophileninfiltration in den drei Tumorarten (Naevi, Primarien und
Metastasen) signifikante Unterschiede bestanden: In Naevi waren die wenigsten
Neutrophilen zu detektieren und in Primarien die meisten neutrophilen Granulozyten
(siehe Abbildung 24). Auch bei separierter Betrachtung von neutrophilenreichen und
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neutrophilenarmen Gewebestanzen war die starkste Neutrophileninfiltration in
Primarmelanomen zu finden (siehe Abbildung 25).

In der Literatur wird davon ausgegangen, dass die Zahl Tumor infiltrierender
Neutrophiler im Laufe der Progression des Melanoms ansteigt (Simiczyjew et al.,
2020). Demzufolge ware zu erwarten gewesen, dass die Metastasen unserer
Expressionsanalyse eine starkere (und keine geringere) Neutrophileninfiltration als
Primarien aufweisen. Es erscheint jedoch stimmig, dass sich in Metastasen weniger
intakte Neutrophile anfarben lieBen, weil bei zunehmender Aktivierung von
Neutrophilen diese im Rahmen von NETose untergehen konnen (Erlauterung der
NETose siehe Abschnitt 4.3.4). Aktivierte Neutrophile hatten somit Einfluss auf das
Tumorbett und die Tumorprogression nehmen kénnen, ohne als intakte Zellen noch
nachweisbar zu sein.

Hinsichtlich der Wirkung lokaler Neutrophileninfiltration auf die Prognose der 113
inkludierten Melanompatienten stand unter den Ergebnissen dieser Arbeit im
Vordergrund, dass eine ausgepragte Neutrophileninfiltration im Primarius mit einem
reduzierten progressionsfreien Uberleben einherging (siehe Abbildung 26). Eine
starke Infiltration solider Tumore durch Neutrophile und die Konsequenz der
verschlechterten Prognose ist in der Literatur, auch beim Melanom, haufig
beschrieben worden (Yazdani et al.,, 2019, Simiczyjew et al., 2020). In diversen
publizierten Studien wurde demonstriert, dass eine erhohte Anzahl von neutrophilen
Granulozyten im Tumorbett mit einer deutlich schlechteren Prognose einherging
(Gebhardt et al.,, 2015, Jensen et al., 2012, Powell and Huttenlocher, 2016,
Templeton et al., 2014, Queen et al., 2005). Mechanistisch haben Bald und Kollegen
die Auswirkungen von UV-Strahlung auf das Tumormikromilieu untersucht und
festgestellt, dass Neutrophile via Toll-Like Receptor 4 (TLR4) von DAMPs (wie bspw.
auch High Mobility Group Box 1, HMGB1) rekrutiert und aktiviert werden (Bald et al.,
2014b). DAMPs werden bei UV-Schadigung von epidermalen Keratinozyten
freigesetzt. Die  UV-induzierte  Neutrophileninfiltration geht mit einem
Entzindungszustand einher, in dem es vermehrt zu Angiogenese kommt und
Angiotropismus gefordert wird. In der Forschung zur Sepsis konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass DAMPs (wie z.B. S100A8/A9) Makrophagen und andere Immunzellen
dazu anregen, Zytokine und Chemokine zu produzieren. Dadurch werden wiederum
grol3e Zahlen Neutrophiler ins Gewebe gelockt. Es stellte sich heraus, dass aktivierte
Neutrophile Gewebsentzindung fordern, indem sie ROS, iINOS und NETs
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produzieren und freisetzen (Denning et al., 2019). Dadurch steigt beim Melanom das
Metastasierungsrisiko erheblich (Bald et al., 2014b). Dieses gilt insbesondere fur
ulzerierte maligne Hauttumore, denn Neutrophile konnten im Falle von Ulzeration in
sehr grof3er Zahl im Tumorbett vorgefunden werden (Mandala and Massi, 2014). Aus
diesem Kontext ergibt sich, dass das Kriterium des ulzerierten Tumors fur die
Prognose der Melanomerkrankung eine bedeutende Rolle spielt (Bonnelykke-
Behrndtz and Steiniche, 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen
exulzerierenden und nicht-ulzerierten Tumoren nicht unterschieden. Eine
histologische Begutachtung des UV-Schadens (,photodamage®) der entnommenen
Proben wurde sich fur folgende Forschungsprojekte anbieten.

Eine Besonderheit dieser Arbeit stellte die Moglichkeit dar, den Krankheitsverlauf von
Melanompatienten zu analysieren. Es ergab sich entsprechend der oben zitierten
Literatur ein verklrztes progressionsfreies Uberleben, wenn im Primarius eines
Patienten verglichen mit seinem Naevus deutlich mehr Neutrophile detektierbar
waren (siehe Abbildung 27). Wenn in der Metastase eines Patienten im Vergleich
zu dessen Primarius sehr viel mehr Neutrophile zu finden waren, wurde hingegen ein
verlangertes progressionsfreies Uberleben gemessen (siehe Abbildung 28). Dies
wurde fur den antitumoralen Einfluss einer vergleichsweise starken Neutrophilen-
infiltration in Metastasen sprechen. Bei diesen Neutrophilen handelt es sich
womaoglich um nicht-aktivierte Zellen. Leider war die Patientenkohorte in der
Krankheitsverlaufs-analyse sehr klein und hieraus ergibt sich eindeutig eine
Limitation der vorliegenden Arbeit. Zudem wuirde es weiterer Untersuchungen
bedurfen, welche sich auf Kohorten mit Immuntherapie beziehen und welche sodann
Patientengruppen mit Ansprechen versus ohne Ansprechen auf ICT getrennt

voneinander betrachten.

Um sowohl die Effekte von Gewebeneutrophilen differenzierter zu untersuchen, als
auch die in Abschnitt 4.2 beschriebene ambivalente Rolle von zirkulierenden
Neutrophilen zu erklaren, sollen im Folgenden Unterschiede zwischen systemisch
und lokal vorkommenden Neutrophilenpopulationen, deren Heterogenitat und

Polarisierung erortert werden.
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4.3.1 Neutrophilenheterogenitéat

Bis heute konnten 19 verschiedene Subtypen unter den Neutrophilen nachgewiesen
werden (Garley and Jablonska, 2018). Im Blut von Tumorpatienten wurden primar
drei Populationen neutrophiler Granulozyten gefunden. Zum einen handelt es sich
um grof3e unreife Granulozyten-artige myeloide Suppressorzellen niedriger Dichte
(Granulocyte-like Myeloid Suppressor Cells, G-MDSCs, immature Low-Density
Neutrophils, LDN), zum zweiten um reife Neutrophile niedriger Dichte (mature LDN).
Beide haben protumorale Funktionen. Zum dritten wurden kleine ausgereifte
Neutrophile hoher Dichte (mature High-Density Neutrophils, HDN) mit antitumoraler
Wirkung identifiziert (siehe Abbildung 29) (Sagiv et al., 2015, Sionov et al., 2015a).
Vor diesem Hintergrund lieRe sich der scheinbare Widerspruch zwischen den
negativen und den positiven Einflussen zirkulierender Neutrophiler auf den
Tumorprogress I6sen. Die Zusammensetzung der im Blut gemessenen neutrophilen
Granulozyten kann stark variieren. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass
sich protumorale unreife LDN sowohl in protumorale reife LDN als auch in
antitumorale reife HDN verwandeln konnen (siehe Abbildung 29) (Shaul and
Fridlender, 2018).
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Abbildung 31: Mogliche Herkunft der Neutrophilen-Subgruppen.

Hypothesen zufolge stammen im Blut vorkommende unreife Neutrophile niedriger Dichte (immature
Low-Density Neutrophils, LDN) aus dem Knochenmark oder der Milz. Aus der reifen Fraktion hoher
Dichte (High-Density Neutrophils, HDN) kdnnte der reife Subtyp niedriger Dichte hervorgehen. Da sich
in frthen Maustumoren gegen das Malignom gerichtete zytotoxische Tumor-assoziierte Neutrophile
(TANs) fanden, wahrend diese in fortgeschrittenen Tumoren nicht detektiert wurden, steht ein N1-N2-
Switch von TANs zur Diskussion (Shaul and Fridlender, 2018).

Abkilrzungen: LDN: Low-Density Neutrophils, HDN: High-Density Neutrophils, TGF-3: Transforming
Growth Factor Beta, IFN-B: Interferon beta, IL-10: Interleukin 10, TAN: Tumor-Associated Neutrophil,
N1: Neutrophilen-Subtyp 1, N2: Neutrophilen-Subtyp 2, PGE2: Prostaglandin E2, VEGF: Vascular
Endothelial Growth Factor.

Tumore konnen die Freisetzung von Neutrophilen aus dem Knochenmark sowie die
Entwicklung der Zellen beeinflussen (Coffelt et al., 2016). Vom Tumor direkt oder
indirekt — beispielsweise Uber das von den Gamma-Delta-T-Zellen sezernierte G-
CSF oder GM-CSF sorgen dafur, dass reife, aber auch vermehrt unreife Neutrophile
in die Zirkulation gelangen und proliferieren (siehe Abbildung 30). Der Prozess, in
dem grolRe Zahlen Neutrophiler im Tumor befallenen System verbraucht und
nachgebildet werden, wurde als ,emergency granulopoeisis“ bezeichnet (Manz and
Boettcher, 2014). Ein hoher Zellumsatz innerhalb bestimmter Neutrophilen-Subsets
konnte mit einem vermehrten S100A8/A9-Release verbunden sein. Die protumorale
Funktion unreifer Neutrophiler mag auch damit zusammenhangen, dass in diesen
Vorlauferzellen Tumor abwehrende neutrophile Granula noch nicht synthetisiert sind
(Hager et al., 2010). Allerdings kdnnen auch reife Neutrophile Granula enthalten, die
dem Tumor helfen, sich auszubreiten. Dazu gehoren beispielsweise solche Granula
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mit einem hohen Gehalt an Matrixmetalloproteasen, welche die extrazellulare Matrix
verandern und Angiogenese ermoglichen (Ardi et al., 2007). Im Blutstrom detektierte,
mit einem positiven Einfluss auf das Uberleben assoziierte Neutrophile kénnten als
reife HDN antitumorale Granula beinhalten, einem weniger rapiden Zellumsatz
unterliegen und somit weniger S100A8/A9 sezernieren. Studien haben S100A8/A9
im Zytosol von Neutrophilen sowie in deren sekundaren Granula nachgewiesen und
gezeigt, dass S100A8/A9 insbesondere von aktivierten Neutrophilen bei ,Zellstress”
(wie z.B. NETose) aus sog. ,spezifischen Granula“ freigesetzt wird (Stroncek et al.,
2005). Anhand dieser Argumentationskette ware nachvollziehbar, warum die Effekte
von zirkulierenden, gegebenenfalls nicht aktivierten bzw. nicht ,gestressten®
neutrophilen Granulozyten und S100A8/A9 auf das Uberleben in der hier
unternommenen Messung nicht gleichgerichtet waren. Im Rahmen zukunftiger
Forschungsprojekte erscheint es sehr sinnvoll, die Granulazusammensetzung bei
Neutrophilen zu adressieren und genauer zu untersuchen. Urban und Kollegen
beispielsweise haben in einem anderen Kontext fur den Nachweis und die
Quantifizierung von S100A8/A9 in neutrophilen NETs die Methode der
hochauflosenden Elektronenmikroskopie genutzt (Urban et al., 2009). Auch die
Durchflhrung einer Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie kame fur die
Erforschung neutrophiler Granula in Betracht (Bjornsdottir et al., 2016, Depreester et
al., 2017).

Gewebeneutrophile (sog. Tumor-assoziierte Neutrophile, TANs) werden unter
anderem von Signalen, die Tumorzellen aussenden, ins Tumorbett gelockt. Hier
spielt auch S100A8/A9 eine Rolle. TANs unterscheiden sich bezuglich ihres
Transkriptionsprofils von naiven Neutrophilen aus dem Knochenmark sowie von G-
MDSCs (siehe Abbildung 30) (Fridlender et al., 2012, Mishalian et al., 2013).

95



Diskussion

Blut ‘ ‘ .

CXCL1

CXCL2
S100A8/A9
CCL3
G-CSF

CXCL8
CXCL6
CXCLS
CXCL2
CXCL1

Tumorgewebe

Abbildung 32: Rekrutierung von Neutrophilen ins Tumorbett: Tumor-assoziierte Neutrophile.
Von Tumorzellen freigesetztes S100A8/A9, CXCL1 und CXCL2 foérdern die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten (rosé) aus dem Knochenmark (ber den Blutstrom in die
Tumormikroumgebung. Die autokrine Sekretion von CXCL1 und CXCL2 bildet einen positiven
Feedbackmechanismus und es werden weitere Neutrophile ins Tumorbett gelockt. Th17-Zellen und
Gamma-Delta-T-Zellen fiihren Uber IL-17 und G-CSF zur weiteren Expansion der neutrophilen
Granulozyten (Shaul and Fridlender, 2018).

Abkirzungen: CXCL-: C-X-C Chemokin Ligand, GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor, G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating Factor, IL-: Interleukin, CCL-: C-C Motif
Chemokin Ligand, TNFa: Tumornekrosefaktor alpha, MMP-: Matrixmetallopeptidase, VEGF: Vascular
Endothelial Growth Factor.

Neutrophile aus dem Tumorgewebe und aus drainierenden Lymphknoten
exprimieren immunsuppressive Gene wie Nos2/iNOS (Nitric Oxide Synthase 2,
inducible), Arginase 1 (Arg1) und CD274/PD-L1 (Gabrilovich et al., 2012). Aus der
immunsuppressiven Wirkung von Neutrophilen in der Tumormikroumgebung
erschliel3t sich die Tumor fordernde Rolle, welche auch durch die in dieser Studie
generierten Ergebnisse in Primarmelanomen vermutet werden kann. Es sind
allerdings zwei unterschiedliche Populationen von TANs bekannt (Subtypen N1 und
N2, siehe Abbildung 29). In der Literatur finden sich somit ebenso valide
Messungen eines antitumoralen Einflusses von gewebestandigen Neutrophilen
(Grecian et al., 2018, Fridlender et al., 2009, Giese et al., 2019). Protumorale reife
LDN konnen sich Hypothesen zufolge in protumorale N2-Neutrophile verwandeln und
antitumorale reife HDN kdnnen zu antitumoralen N1-Neutrophilen werden — N1 und
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N2 sind aber auch in der Lage, unter der Steuerung durch die Zytokine Transforming
Growth Factor beta (TGF-B) und Interferon beta (INF-B) einen Switch zu vollfUhren
(siehe Abbildung 29) (Shaul and Fridlender, 2018, Pylaeva et al., 2016, Jablonska
et al.,, 2010). Da Eingriffe in die Wirkweise der womdoglich mehrheitlich in dieser
Studie nachgewiesenen N2-Neutrophilen, oder eine Umwandlung von N2-
Neutrophilen in N1-Neutrophile, fur die Tumortherapie von grolem Interesse waren,
soll als Nachstes die Polarisierung von Neutrophilen noch naher beleuchtet werden
(Andzinski et al., 2016).

4.3.2 Neutrophilenpolarisierung: N1 und N2

Im Weiteren wird die Phanotypplastizitat und duale Rolle von Neutrophilen im
Tumorgewebe detaillierter aufgezeigt. Hypothesen zufolge finden sich Neutrophile in
frihen Tumorerkrankungen vermehrt in der Peripherie und sind antitumoral wirksam
(Singhal et al.,, 2016, Eruslanov et al., 2014). In fortschreitenden Tumoren
akkumulieren sie im Parenchym und haben protumorale Effekte (Patel et al., 2018,
Sagiv et al., 2015). Ebenso wie Makrophagen kdnnen Neutrophile in zwei Typen
unterteilt werden (Mills et al., 2000). Antitumorale Typ 1 Neutrophile (N1) produzieren
die proinflammatorischen Zytokine IL-12 und CCL3 (Yang et al., 2017). Sie kdnnen
Tumorzellen einiger Tumorzelllinien direkt eliminieren (Gerrard et al., 1981, Yan et
al., 2014). Mechanistisch ist Hydrogenperoxid (H202) beteiligt. Zudem wurden
Neutrophile als Mediatoren der Antikorper-abhangigen zellularen Zytotoxizitat
(Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC) identifiziert (Fridlender and
Albelda, 2012). Ihre Funktion in diesem Zusammenhang wird als ,Trogoptose”
bezeichnet und beschreibt die Nekrose Antigen-opsonierter Tumorzellen Uber Fc-
Rezeptoren (Matlung et al., 2018). Die zytotoxische Wirkung auf den Tumor und die
Metastasierungshemmung durch naive Neutrophile im frGhen Tumorstadium sowie
ihre Fahigkeit, potente T-Zell-Antworten zu stimulieren, wurden unter anderem in
mehreren Studien zu Lungentumoren postuliert (Granot et al., 2011, Eruslanov et al.,
2014). Somit verfugen N1-Neutrophile Uber diverse Funktionen, mittels derer sie den
Tumor direkt angreifen und andere Zellen der Immunabwehr mobilisieren kdnnen.
Insofern erscheint die Vermehrung von N1-Neutrophilen von grof3er therapeutischer

Relevanz zu sein.
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Andererseits fordern N2-Neutrophile das Ilokale Tumorwachstum wund die
Metastasierung Uber eine Vielzahl von Mechanismen (Zhang et al., 2016). Typ 2
Neutrophile bilden die Immuntoleranz induzierenden Faktoren IL-10, CCL2 und
Arginase-1 (Yang et al., 2017). N2-polarisierte TANs fordern die Tumorprogression
aullerdem, indem sie Entzindungsfaktoren wie neutrophile Elastase und
Prostaglandin E2 ausschutten und indem sie NETs bilden (siehe Abschnitt 4.3.4)
(Oberg et al., 2019). Sie sezernieren Uberdies die proangiogenen Faktoren MMP9
und VEGF (Treffers et al., 2016, Zhang et al., 2016). TGF- ist im Tumorbett fur die
Polarisierung der Neutrophilen zu Typ 2 verantwortlich (Fridlender et al., 2009).
Einen mdglichen therapeutischen Angriffspunkt stellt also TGF-B dar (Ausfuhrung
siehe Abschnitt 4.3.6). Im Magenkarzinom wurde beobachtet, dass Neutrophile im
Tumormikromilieu auf ein GM-CSF-Signal folgend verstarkt PD-L1 exprimieren,
welcher mit PD-1 auf T-Zellen interagiert und die Anti-Tumor-Aktivitat und
Vermehrung der T-Lymphozyten hemmt (Zhang and Xu, 2017). Dieses Phanomen
stellt prognostisch einen gro3en Nachteil dar, da T-Zell-depletierte Tumore ein
besonders schlechtes Ansprechen auf ICT zeigten (Zhang et al, 2019). Im
hepatozellularen Karzinom konnte beobachtet werden, dass auch Tumor-assoziierte
Fibroblasten (Cancer-Associated Fibroblasts, CAFs) die PD-L1-Expression auf
Neutrophilen induzieren (Cheng et al., 2018). Zudem rekrutieren Neutrophile Tregs
und Typ 2 Makrophagen (M2), welche die zytotoxische Aktivitat von CD8+ T-Zellen
inhibieren (Giese et al., 2019). Die Typ 2-Teilpopulation von Makrophagen modifiziert
die Tumorumgebung Uberdies dahingehend, dass sie die Motilitat von Tumorzellen
erhoht und die Angiogenese begunstigt (Quatromoni and Eruslanov, 2012). Somit
konnte man unter Inhibition der M2-Makrophagen-Vermehrung Resistenzen bei
Immuntherapie im Mausmodell vermindern (Zhu et al., 2014). Zusammenfassend
wirken N2-Neutrophile selbst wie auch die von ihnen induzierten Zellpopulationen
und Signalkaskaden auf vielfaltige Weise protumoral, und Typ 2-Neutrophile kdnnen
andere Zellen der Tumorabwehr, vor allem T-Lymphozyten, in ihrer Funktion
behindern. Die Inhibition der N2-Vermehrung erscheint therapeutisch von grof3em

Interesse.

Eine getrennte Anfarbung der beiden Populationen, N1 und N2, ware fur die
vorliegende Arbeit interessant gewesen. Tatsachlich wurde bisher aber kein
Oberflachenmarker gefunden, durch welchen sich N1- und N2-Neutrophile
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voneinander unterscheiden lieRen (Fridlender et al., 2009). Nabizadeh und Kollegen
unterstutzten die Hypothesen einer differenzierten Rolle von Neutrophilen je nach
ihrem Aktivierungsstatus (Nabizadeh et al., 2016). Hier kdonnte ein Ansatzpunkt fur
zukunftige Forschung liegen.

Geht der Entzindungsstatus im Tumorbett von einem akuten in einen chronischen
Uber, so verandert sich auch die Zytokinexpression und es konnten bis dato
antitumoral wirksame N1-Neutrophile aktiviert werden und sich in Pro-Tumor-Zellen
verwandeln (Souto et al., 2011, Korniluk et al., 2017). Speziell das Melanom wird mit
einem chronischen Entzundungszustand assoziiert (Gebhardt et al., 2015). Unter
dieser Voraussetzung lieBe sich erklaren, dass TANs im Melanom bei
Kranksheitsfortschritt in groRer Zahl aktiviert werden und insbesondere eine
protumorale Wirkung haben konnten, wie sie in der Primarienanalyse nachgewiesen
wurde (siehe Abschnitt 4.3 und Abbildung 26). Im Folgenden sollen die
Mechanismen der Tumor fordernden Wirkung von N2-Neutrophilen im Hinblick auf
mogliche therapeutische Angriffspunkte im Einzelnen erdrtert werden.

4.3.3 Foérderung der Tumorprogression durch N2-Neutrophile

N2-Neutrophile treiben wie beschrieben mittels diverser Mechanismen die
Tumorausbreitung voran. Sie sekretieren diverse Wachstumsfaktoren, darunter
VEGF, PDGF und TGF-f3, welche unter anderem die Angiogenese fordern. Indem sie
zudem die Adhasion zirkulierender Tumorzellen ermoglichen, konnen sich
Metastasen entwickeln (Granot et al., 2011). Lokale Tumorprogression, Angiogenese
und Migrationskapazitat bzw. Metastasierung sowie Tumor-assoziierte Thrombose
werden auch durch NETose beschleunigt (Huang et al., 2020). Die protumorale Rolle
der NETose wurde in diversen Studien, unter anderem im Melanom und speziell im
fortgeschrittenen, ulzerierten Tumor beschrieben (Erpenbeck and Schon, 2017,
Cools-Lartigue et al., 2013, Schedel et al., 2020). Da die NETose eine Besonderheit
unter den Neutrophilen-Funktionen dargestellt, soll diesem Phanomen ein eigenes
Kapitel gewidmet werden.

99



Diskussion

4.3.4 Neutrophile NETose

Neutrophile haben die einzigartige Fahigkeit zur NETose, einer speziellen Form des
programmierten Zelltodes (Fuchs et al.,, 2007). Werden polymorphkernige
neutrophile Granulozyten aktiviert, kdnnen sie NETs ausbilden. Dieses sind Protein-
umhtllte Strange, bestehend aus Proteinen der Granula und DNA, welche netzartig
ausgeworfen werden und Pathogene immobilisieren konnen (siehe Abbildung 31)
(Brinkmann et al., 2004). Man kann zwischen den zwei Formen ,suizidale® und
,vitale® NETose unterscheiden. Ersteres Phanomen lauft langsamer ab und es
kommt zum Reilden der Plasmamembran, wodurch die Zelle untergeht, wahrend die
schnell erfolgende vitale NETose sich dadurch auszeichnet, dass ein DNA-gefulltes
Vesikel bei intakter Zellmembran exozytiert wird und der neutrophile Granulozyt trotz
fehlender DNA weiterhin Mikroorganismen phagozytiert und abtotet (Yipp and Kubes,
2013). NETs fordern die intravasale Blutgerinnung. Durch eine lokal fokussierte
Entzindungsreaktion bleiben gesunde Korperzellen jedoch vor Schadigung
geschutzt (Powell and Huttenlocher, 2016).
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Abbildung 33: NETose des neutrophilen Granulozyten.

Aktivierte polymorphkernige neutrophile Granulozyten kénnen Protein-umhiilite Strange, bestehend
aus Proteinen der Granula und DNA netzartig auswerfen, welche Pathogene immobilisieren.
Abkirzungen: NET: Neutrophil Extracellular Traps, Cit: Citrullin.

NETs enthalten immunmodulierende Faktoren, die das proinflammatorische
Mikromilieu pragen sowie Tumorzellen zur Proliferation anregen (Wu et al., 2019a,
Minns et al., 2019). Uberdies kénnen NETs Tumorzellen die Extravasation
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ermoglichen und tragen auf diese Weise zur Metastasierung bei (Cools-Lartigue et
al.,, 2013). NET-DNA wurde sogar als chemotaktischer Faktor beschrieben, welcher
Tumorzellen anlocken kann (Yang et al., 2020). DNA und Histone, die in Form von
NETs freigesetzt werden, binden an von Willebrand Faktor (VWF), Transkriptions-
sowie Komplementfaktoren wie Complement 3a (C3a) und 5a (C5a) (Merle et al.,
2015, Reis et al., 2019). Letztere wiederum verursachen Thrombosen durch eine
Aktivierung der Thrombozyten und behindern insbesondere die T-Zell-Zytotoxizitat
(siehe auch Abschnitt 4.4.2). Es hat sich gezeigt, dass Complement 3 (C3) die IL-
10-Produktion hemmt und auf diesem Wege eine suffiziente Antwort der CD8+ T-
Zellen unterdruckt wird (Peng et al, 2016). Der direkte Zusammenhang
inflammatorischer und thrombotischer Vorgange bei Tumorgeschehen kann als
. mmunothrombose® bezeichnet werden (Engelmann and Massberg, 2013). Im
Weiteren soll es speziell um die Interaktion zwischen Neutrophilen und T-Zellen

gehen.

4.3.5 Modulation der T-Zell-Antwort durch Neutrophile

Neutrophile kénnen sowohl positive als auch negative Einflusse auf die T-Zell-
Aktivierung nehmen. Im Entzindungszustand werden MHC Il und beispielsweise das
ko-stimulatorische Molekul CD86 auf Neutrophilen hochreguliert und letztere
fungieren dann ahnlich wie dendritische Zellen (Dendritic Cells, DCs) als Antigen-
prasentierende Zellen (Antigen-Presenting Cells, APCs) (Takashima and Yao, 2015).
Auf der anderen Seite verhindern G-MDSCs die T-Zell-Aktivierung mittels ROS
(Hock et al., 2012). In der Folge wird der T-Zell-Rezeptor (T-Cell Receptor, TCR)
vermindert auf T-Zellen exprimiert (Loeuillard et al., 2020). Die Sekretion von
Serinproteasen und Arginase-1 aus neutrophilen Granula fuhrt zur Inaktivierung von
Zytokinen und Zytokinrezeptoren, die an der T-Zell-Aktivierung beteiligt sind (Treffers
et al., 2016). Auch wird die T-Zell-Aktivierung dadurch gehemmt, dass Neutrophile
IL-10 ausschutten (Yang et al., 2017). Neutrophile kdnnen die Zytotoxizitat von T-
Zellen blockieren, da sie INOS exprimieren und NO produzieren (Coffelt et al., 2015).
Bemerkenswerterweise wird in T-Zellen sogar Apoptose induziert: Der durch
Neutrophile exhibierte PD-1-Ligand kann INF-y-abhangig den Zelltod von T-Zellen
initieren, indem diese an PD-L1 binden (de Kleijn et al., 2013). In der
Zusammenschau dieser Mechanismen erscheint es sinnvoll, die Infiltration von T-

101



Diskussion

Zell-Populationen im Tumor und deren Interaktion mit Neutrophilen genauer zu
untersuchen. Hierfur kame eine Immunfluoreszenzfarbung von T-Zellen sowie eine
Ko-Farbung von T-Zellen und Neutrophilen infrage. Durch diese Experimente liel3e
sich der bedeutsame Link zwischen T-Zellen und Neutrophilen genauer beleuchten.
Mit Blick auf eine mogliche Therapie ist die =zeitiche Komponente der
Medikamentengaben von ubergeordnetem Interesse: Tumore, die reich an N2-
Neutrophilen und dadurch bereits zu T-Zell-armen Geweben geworden sind, zeigen
wie bereits erwahnt ein besonders schlechtes Ansprechen auf ICT. Es ware
therapeutisch denkbar, die Anti-T-Zell-Aktivitat von Neutrophilen zu hemmen, bevor
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) verabreicht werden. Letztere konnten sodann
effektiver wirken und es wurden verbesserte Ansprechraten erreicht. Die PD-L1/PD-
1-Interaktion zwischen Neutrophilen und T-Zellen zu verhindern, stellt das Zentrum
dieser Uberlegung dar (Ausfiihrung siehe Abschnitt 4.4.2 und Abbildung 33). Im
Folgenden soll beschrieben werden, welche weiteren Aspekte fur die T-Zell-
Depletion und ein protumorales Mikromilieu von Bedeutung sind sowie ICT-

Resistenzen verursachen konnen.

4.3.6 Charakteristika einer protumoralen Tumormikroumgebung

Die permanente Expression von PD-1 auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) ist
mit einer schlechten Prognose und Rezidiven assoziiert (Thommen et al., 2015).
TGF-B hat multiple Funktionen in der Tumormikroumgebung und tragt dazu bei, dass
PD-1 auf T-Zellen hochreguliert wird (Park et al., 2016). Von Tumorstammzellen,
Tregs, Regulator-B-Zellen (Bregs), Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs),
Cancer-Associated Fibroblasts (CAFs) sowie in grolen Mengen auch von MDSCs
sezerniertes TGF-B spielt eine entscheidende Rolle fur den immunsuppressiven
Charakter des Tumormikromilieus (siehe Abbildung 33A) (Ahmadi et al., 2019,
Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Die Proliferation von CD8+ T-Zellen wird durch TGF-
B gehemmt, indem es Uber bestimmte Signalwege eine Herunterregelung von |L-2
bewirkt (Wolfraim et al., 2004). Auch die zytotoxische Wirkung von T-Zellen kann
direkt beeintrachtigt werden (Zhang and Bevan, 2012). TGF-B-Uberexpression steht
aullerdem mit Hypoxie im Zusammenhang (Hatfield et al., 2015). Intratumoral ist
Hypoxie vorherrschend. Geringe Sauerstoffkonzentrationen erhdhen das
Metastasierungspotenzial der Tumorzellen (Vaupel and Multhoff, 2018). Der
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Hypoxie-Induzierte Faktor 1 alpha (HIF-1a) bestimmt den Effektor-Status von CD8+
T-Zellen, indem er das zytolytische Molekul Granzym B, ko-stimulatorische Molekule
sowie Checkpointrezeptoren auf T-Zellen kontrolliert (Palazon et al., 2017). Zudem
wird die Differenzierung und Reifung von dendritischen Zellen behindert, wodurch es
zur verminderten Aktivierung der T-Zellen kommt (Corcoran and O'Neill, 2016). Auch
besteht eine Wirkung auf CD4+ T-Zellen, deren Konversion zu Tregs uber die
Induktion von Forkhead Box P3 (FOXP3) gesteigert wird (Hsu and Lai, 2018). Tregs
werden Uber CCL28 ins hypoxische Milieu gelockt. HIF-1a regt in MDSCs die
Transaktivierung von PD-L1 an. Im Tumormikromilieu ergibt sich daraus eine erhohte
T-Zell-Toleranz und damit eine immunsupprimierte Umgebung (Noman et al., 2014).
Im Ubrigen tritt im hypoxischen Gewebe eine Resistenz der Tumorzellen gegen T-
Zell-Angriffe auf (Noman et al., 2009). Ein weiteres Charakteristikum des
Tumorgewebes ist der kompartimentierte pH-Wert. Es haufen sich saure
metabolische Abfallprodukte wie Laktat und Kohlenstoffdioxid (CO2) an (Parks et al.,
2017). Ein Grund dafur ist die hohe metabolische Aktivitat im Tumor. Eine weitere
Ursache ist die geringe Perfusion. Tumorzellen sind an einen extrazellularen pH-
Wert im sauren Bereich adaptiert. Melanomzellen reagieren auf Azidose mit MMP-9-
und MMP-2-Produktion und setzen die proangiogenen Faktoren VEGF und IL-8 frei
(Bohme and Bosserhoff, 2016).

Neben PD-1 und CTLA-4 wurden weitere Immuncheckpoints identifiziert, die das
protumorale Mikromilieu aufrechterhalten und ursachlich fur ein Nicht-Ansprechen
auf ICT sein konnen. Dazu gehoren beispielsweise das Lymphozyten-
Aktivierungsgen 3 (LAG-3) mit seinem Liganden MHC Il sowie das T-Zell
Immunglobulin und die Muzin-enthaltende Domane 3 (TIM-3) mit seinen I6slichen
Liganden Galectin-9 und HMGB1 (Joller and Kuchroo, 2017, Pardoll, 2012). Es gibt
bereits Ansatze, diese weiteren Checkpoints neben PD-1 und CTLA-4 mit
Antikorpern zu blockieren (Russell et al., 2021). Als Beispiel ist die Behandlung mit
dem Anti-LAG-3-Antikorper LBL-007 zu nennen, der an aktivierte T-Zellen bindet und
die Sekretion von IL-2 unterstutzt (Yu et al., 2019). Auch bi-spezifische Antikorper
wie LY3415244 gegen TIM-3 und PD-L1 wurden jungst als Kombinationstherapie in
klinischen Studien bei fortgeschrittenen Tumoren getestet (Hellmann et al., 2021).
Zusammenfassend fuhren die in diesem Kapitel erorterten Bedingungen dazu, dass
Tumore ,erkalten®, das heif’t, dass sie arm an infiltrierenden Immunzellen sind und

diverse in der Theorie mogliche Immuncheckpoint-Blockaden das Tumorwachstum
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nicht aufhalten kénnen (siehe Abbildung 32A) (Bonaventura et al., 2019). Patienten
mit ,kalten“, T-Zell-armen Tumoren zeigten kein gutes Ansprechen auf
Immuntherapien  (Gajewski et al, 2013). Neben Antikdrper-basierten
Checkpointblockaden spielen erganzend inzwischen Gen-Silencing und Small-
Molecule-Inhibitoren eine Rolle (Wu et al., 2019b). Erstere Methode bedient sich z.B.
small interfering RNA (siRNA) oder microRNA (miRNA), um einen ,Knockdown® von
Checkpoints wie PD-1 zu erreichen (Perrier et al., 2020). Zweitens wird die
Checkpoint-Expression uber Signalwege reguliert, in die man mit chemischen
Inhibitoren eingreifen kann (Wu et al., 2021). Diese Ansatze bieten die Moglichkeit,
,kalte® Tumore wieder zu ,heilen®* Tumoren werden zu lassen, indem die

Immunabwehr remobilisiert wird (siehe Abbildung 32B).
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Abbildung 34: ,Kalter Tumor und Tumorprogression — ,Heier* Tumor und ausgepragte
Tumorabwehr.

A) Dargestellt ist ein kalter Tumor mit einem immunsuppressiven Tumormikromilieu, das von
regulatorischen T- und B-Lymphozyten, Typ 2 Makrophagen, MDSCs und Typ 2 Neutrophilen infiltriert
wird. Hervorgehoben werden soll die Rolle der Zytokine IL-10 und TGF-B fiir die Tumorprogression
sowie die Bedeutung der Angiogenese fordernden Faktoren MMP9 und VEGF. Auch die Hemmung
von T-Zellen durch Neutrophile Uber eine PD-L1/PD-1-Interaktion wirkt sich negativ auf die
Tumorabwehr aus. B) Es ist ein heiler Tumor mit einem inflammatorischen Mikromilieu abgebildet.
Die Infiltration von T-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Typ 1 Makrophagen sowie Typ 1
Neutrophilen sorgt fiir eine gezielte Tumorabwehr.

Abkilrzungen: PD-L1/PD-1: Programmed Cell Death Protein (Ligand) 1, TAM: Tumor-Associated
Macrophage, M1: Typ 1 Makrophage, M2: Typ 2 Makrophage, MDSC: Myeloid Derived Suppressor
Cell, ECM: Extracellular Matrix, Breg: regulatorische B-Zelle, Treg: regulatorische T-Zelle, N1: Typ 1
Neutrophiler Granulozyt, N2: Typ 2 Neutrophiler Granulozyt, MMP9: Matrixmetalloprotease 9, VEGF:
Vascular Endothelial Growth Factor, CAF: Cancer-Associated Fibroblast, IL-12: Interleukin 12, IL-10:
Interleukin 10, TGF-B: Transforming Growth Factor Beta, CCL3: C-C Motif Chemokin Ligand 3, DC:
Dendritic Cell.

4.4  Ausblick

Es soll das Ziel gegenwartiger und zukinftiger Immuntherapien und vor allem
multimodaler Ansatze sein, die verschiedensten identifizierten und noch zu
erforschenden Immunevasionswege in synergistischer Weise zu unterbinden, sodass
eine Therapieresistenz unter ICT verringert werden kann (Galon and Bruni, 2019). In

diesem Zuge braucht es neue Behandlungsstrategien zur Reduktion von Melanom-

105



Diskussion

assoziierter Morbiditat und Mortalitat sowie unerwuinschter Arzneimittelwirkungen,
um ein besseres klinisches Ergebnis fur Melanompatienten zu gewahrleisten. Ein
grundlegender Ansatz besteht, wie bereits erwahnt, darin, ,kalte® Tumore wieder
,heill* zu machen (siehe Abbildung 32) (Duan et al., 2020). Bald und Kollegen
haben einem solchen Ansatz folgend Experimente durchgefuhrt, welche darauf
basieren, dass die T-Zell-Infiltration z.B. mit spontaner Typ | Interferon (IFN)-
Aktivierung korreliert. Die Autoren untersuchten im Mausmodell, ob gezielte Typ |
IFN-Aktivierung mittels immunstimulatorischer RNA-Injektionen die Wirksamkeit der
PD-1 Blockade erhoht und dies konnte in der Tat gezeigt werden (Bald et al., 2014a).
Diese Methode reprasentiert ein Ergebnis der Suche nach Moglichkeiten, ,heille”
Tumore zu erzeugen und die Ansprechrate auf Immuntherapien zu erhdhen. In
diesem Sinne haben auch Glodde und Kollegen Experimente durchgefuhrt, in denen
die Rezeptor-Tyrosinkinase c-MET blockiert wurde, an welche der Hepatozyten-
Wachstumsfaktor (HGF) bindet und wodurch unter anderem Tumorentstehung
gefordert werden kann (Glodde et al., 2017). Im Mausmodell sahen die Autoren
infolge der c-MET-Blockade eine erhohte Infiltration von Effektor-T-Zellen im Tumor
und erklarten diese Beobachtung dadurch, dass vermindert Neutrophile in Tumorbett
und Lymphknoten rekrutiert und somit immunsuppressive Wirkungen gesenkt
wurden. Eine Checkpointblockade erwies sich im c-MET-inhibierten Setting sowohl
bei c-MET-abhangigen und -unabhangigen Tumoren als effektiver.

Die Immuncheckpoint-Blockade hat grol3e Erfolge fur die Therapie diverser
Tumorentitdten mit sich gebracht. Es wurde vor allem der Ansatz verfolgt,
antitumorale T-Zellen zu (re)aktivieren — die Rolle der neutrophilen Granulozyten
beispielsweise wurden dabei bisher weitestgehend Uubersehen (Ustyanovska
Avtenyuk et al., 2020). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stutzen die grofRe
Bedeutung von Neutrophilen fur den Progress des Melanoms sowie den
Zusammenhang zwischen Neutrophilen und S100A8/A9 — gleichzeitig ist weiterer
Forschungsbedarf ersichtlich. Therapeutisch sind diverse Eingriffe denkbar, durch
die eine Modulation der Neutrophilenaktivitdt und der Interaktion mit T-Zellen
erfolgen wirde, und begleitende immunsuppressive Wirkweisen von S100A8/A9

gemindert werden konnten.
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4.4.1 Therapieansétze hinsichtlich S100A8/A9

Melanozyten und Melanomzellen produzieren kein bzw. kaum S100A8/A9 (Shirley et
al., 2014). Sie exprimieren aber Rezeptoren fur das Protein, z.B. TLR-4, RAGE, das
,Melanoma Cell Adhesion Molecule®* (MCAM), das ,Activated Leukocyte Cell
Adhesion Molecule® (ALCAM) oder den ,Extracellular Matrix Metalloproteinase
Inducer” (EMMPRIN) (Ruma et al., 2016, Hibino et al., 2013). Keratinozyten
hingegen setzen S100A8/A9 in der Folge eines UV-Stimulus frei und das
proinflammatorische Zytokin kann Melanozyten und Tumorzellen parakrin aktivieren
(Shirley et al., 2014). Ein denkbarer Therapieansatz, um die Wirkung von S100A8/A9
zu unterbinden, ware eine Rezeptorblockade. Da jedoch wie beschrieben diverse
Rezeptoren in Betracht kommen, haben Kinoshita und Kollegen im Mausmodell
mittels eines Zellmigrations-Assays einen chimaren monoklonalen Antikorper (Ab45)
getestet, der den Liganden S100A8/A9 neutralisieren sollte. Die Metastasierung des
malignen Melanoms in die Lunge konnte dadurch verhindert werden (Kinoshita et al.,
2019). Es bestenht also ein vielversprechender Therapieansatz darin, S100A8/A9
antikorperbasiert zu blockieren und die Interaktion mit Neutrophilen, d.h. deren
Anlockung und Aktivierung zu verhindern (siehe Abbildung 33). Auf diesem Feld
erscheint weitere Forschung no6tig, ebenso in puncto der Zell-Kompartiment-
spezifischen, genregulatorischen Rolle von lokal vorkommendem S100A8/A9:
Interessanterweise wurde nuklear vorkommendes S100A8/A9 mit der C3-
Genexpression in Verbindung gebracht (Schonthaler et al., 2013). Dieser
Mechanismus und ahnliche intrazellulare Funktionen von S100A8/A9 wurden in der
vorliegenden Arbeit nicht aufgeklart, bieten aber spannende Ansatze fur zukunftige
Projekte.

4.4.2 Therapeutische Eingriffe bezlglich NETs, Neutrophilen-Rekrutierung und
Neutrophilen induzierter T-Zell-Blockade

Mit dem Ziel, von Neutrophilen gebildete NETs zu destabilisieren oder deren
Formation zu blockieren, gibt es zum einen die Mdglichkeit, rekombinante DNase 1
einzusetzen, welche NETs degradiert. Zum anderen kann der Inhibitor GSK484
(GlaxoSmithKline 484) verabreicht werden, welcher Uber PAD4 (Peptidyl-Arginine
Deiminase 4) die Ausbildung von NETs hemmt (siehe Abbildung 33) (Cedervall et
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al., 2017, van der Giessen et al., 2007). Auch Eingriffe in das Komplementsystem
sind denkbar. Das Komplementsystem ist daran beteiligt, ein protumorales
Mikromilieu aufrechtzuerhalten, Leukozyten anzulocken und ihren Phanotyp zu
verandern (Roumenina et al., 2019). Eine Komplementinhibition resultiert in einer
Modulation der T-Zell-Antwort. Um C5 zu blockieren, kommt bei Myasthenia Gravis
Eculizumab zum Einsatz (Dhillon, 2018). Zur Blockade des C5a-Rezeptors ist der
Antikorper Avdoralimab (IPH5401) in der Lage (siehe Abbildung 33) (Afshar-
Kharghan, 2017). Bezlglich der Anwendung der genannten Substanzen beim
Melanom bedarf es weiterer Forschung.

Fur die Neutrophilenrekrutierung ist wie oben beschrieben VWF mitverantwortlich.
Das Protein ADAMTS13 (Akronym fur "A Disintegrin And Metalloprotease with
Thrombo-Spondin-1-like domains") ist eine zinkhaltige Metalloprotease und spaltet
sowie inaktiviert VWF sekundenschnell (Zhang et al., 2009). Daher stellt die Gabe
von rekombinantem ADAMTS13 (rADAMTS13) einen weiteren Therapieansatz dar
(siehe Abbildung 33). Auch der humanisierte monoklonale Antikorper
Caplacizumab, der Ublicherweise beim Krankheitsbild einer erworbenen
thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura eingesetzt wird, targetiert eine Doméane
von VWF und kann von Nutzen sein, um die Neutrophileninfiltration zu hemmen
(Scully et al., 2019). Darlber hinaus blockiert = Capmatinib die
Neutrophilenrekrutierung ins Tumorbett. Bei Capmatinib handelt es sich um einen
Small-Molecule c-MET Inhibitor, durch dessen Gabe eine gesteigerte T-Zell-
Infiltration gewahrleistet und ein besseres Ansprechen auf ICT ermoglicht wird
(Glodde et al., 2017).

Um die T-Zell-Inhibition zu verhindern, welche durch neutrophile Granulozyten
verursacht werden kann, steht die Verabreichung eines gegen PD-1 und TGF-f
gerichteten Fusionsproteins (M7824) als Therapieoption zur Verfugung (siehe
Abbildung 33) (Gatti-Mays and Gulley, 2018, Strauss et al., 2018).
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Abbildung 35: Therapieoptionen, um die Entstehung von ,kalten Tumoren zu verhindern, damit im
Folgenden verabreichte Immuntherapeutika effektiver wirken kdnnen.

Dargestellt sind Mechanismen, welche infolge einer tumorbedingten Aktivierung des Endothels
ablaufen: Aktivierte, durch VWF rekrutierte Neutrophile bilden NETs und interagieren Gber PD-1/PD-
L1 mit T-Zellen, wodurch die Tumorabwehr gehemmt wird und ,kalte* Tumore entstehen.
Therapeutische Angriffspunkte stellen die Verhinderung der PD-1/PD-L1-Interaktion durch
entsprechende Antikdrpergabe, sowie die Verabreichung des Fusionsproteins M7824 gegen TGF-
und PD-1 dar. Uberdies sind rADAMTS13 gegen Thrombozytenaggregation, und Nanoantikdrper
gegen VWF (Calacizumab) dazu in der Lage, die Neutrophilenrekrutierung im Vorhinein zu
unterbinden. Komplementfaktoren und ihre Rezeptoren kénnen durch Eculizumab und IPH5401
gehemmt werden. In der Folge wird die T-Zell-Antwort moduliert und ,heilRe“ Tumore entstehen. Bei
NETose freigesetztes S100A8/A9 kann durch Ab45 gebunden und der immunsuppressive Charakter
der Tumormikroumgebung gemindert werden.

Abkilrzungen: PD-1/PD-L1: Programmed Cell Death Protein (Ligand) 1, TGF-B: Transforming Growth
Factor Beta, TCR: T-Cell-Receptor, ICT: Immuncheckpoint-Therapie, C5: Complement 5, C5aR:
Complement 5a Receptor, rDNAse 1: rekombinante DNAse 1, rADAMTS13: rekombinantes
ADAMTS13, NETs: Neutrophil Extracellular Traps, VWF: von Willebrand Faktor, Ab45: Antibody 45.

4.4.3 Die Rolle der Kombinationstherapien

Alle in den vorherigen Kapiteln erlauterten therapeutischen Optionen verfolgen das
Ziel, ,kalte” Tumore in ,heil3e” Tumore zu verwandeln, indem sie die Immunabwehr
im Tumormikromilieu (wieder)herstellen. Da die molekularen Signalwege, welche der
Interaktion und dem Crosstalk von Tumorzellen, Immunzellen und plasmatischer
Koagulation zugrunde liegen, ausgesprochen vielfaltig und komplex sind, konnten
erfolgreiche Therapiekonzepte multimodaler Natur sein. Es ist denkbar, dass
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zielgerichtete Kombinationstherapien den bisher angewandten Therapieschemata in
einigen Fallen Gberlegen waren. Uberdies ist zu erwégen, Kombinationstherapien im
Melanom bereits adjuvant fur Stadium | und Il-Patienten einzusetzen. Auch relativ
kleine Melanome konnen trotz kompletter Exzision ein groRes Metastasierungs-
potenzial aufweisen (Abbas et al., 2014, Poklepovic and Luke, 2020). Insbesondere
konnte herausgearbeitet werden, dass eine Verhinderung der T-Zell-Depletion von
Tumoren im Vorfeld der ICT-Gabe die Ansprechraten der Patienten steigern konnte.
Der Ansatz dieser vorangestellten Therapien sollte in zuklnftigen Forschungs-
projekten weiterverfolgt werden.

4.4.4 Therapieeffizienz-Monitoring mittels sequentieller Liquid Biopsy

Um eine Kosten-Nutzen-Abwagung der Therapie zu ermdglichen, und
herauszufinden, welcher Patient von Kombinationstherapien profitieren kann, ist es
von grof3er Bedeutung, das Stadium der Tumorerkrankung moglichst genau zu
charakterisieren. Ein Ziel der Erhebung von Serumkonzentrationen wie S100A8/A9-
und Neutrophilen-Leveln besteht fur klinisch tatige Dermato-Onkologen darin, die
individuelle Prognose jedes Patienten besser abzuschatzen. Mittels Liquid Biopsy
konnte man zudem idealerweise das (Nicht-)Ansprechen des einzelnen Patienten auf
die verabreichte Medikation frihzeitig erkennen und gegebenenfalls die Indikation fur
gezielte Kombinationstherapien stellen, um die Ansprechraten auf ICT zu erhdhen.
Eine S100A8/A9-Serumkonzentration von uber 5000 ng/ml korrelierte in dieser
Studie prognostisch mit einem verkurzten Gesamtuberleben und entspricht etwa dem
Fanffachen der Durchschnittskonzentration in einer Kohorte aus gesunden Patienten
(sieche Abschnitt 4.1). Der S100A8/A9-Referenzbereich sollte anhand eines
grolReren Kollektivs Uberpruft werden. Darlber hinaus steht die Definition von
bestimmten S100A8/A9- und Neutrophilen-Serum-Leveln und  kritischen
Verlaufswerten, welche direkt auf Response bzw. Non-Response hinweisen konnen,
noch aus. Es bedarf grofer angelegter Studien, um den pradiktiven Wert der
vorgeschlagenen Biomarker statistisch hinreichend zu validieren.
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5 Zusammenfassung

Immuntherapien haben die Behandlungsoptionen fur das maligne Melanom seit etwa
einer Dekade revolutioniert. Aufgrund zum Teil geringer Ansprechraten und schwerer
unerwunschter Arzneimittelwirkungen ist es das Ziel dermato-onkologischer
Forschung, die Mechanismen der Resistenzbildung umfassend zu verstehen und
Melanompatienten mittels im klinischen Alltag anwendbarer Tests der fur sie
optimalen Therapie zuzufuhren. Studien belegen, dass neutrophile Granulozyten
inflammatorische Signalwege modifizieren und mit T-Zellen interagieren. Das DAMP-
Molekul S100A8/A9 wird unter anderem von Neutrophilen sezerniert und wirkt
proentzundlich. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels einer systemischen
Messung von S100A8/A9 in einer Kohorte aus 45 Patienten, dieses als
prognostischen und pradiktiven Biomarker fur ein Ansprechen auf Immuncheckpoint-
Therapie zu testen (ELISA-Experiment). Die Serumkonzentrationen von Neutrophilen
wurden in die Betrachtung miteinbezogen. Es wurde sodann die Ilokale
Neutrophileninfiltration in 44 Naevi, 86 Primarmelanomen und 162 Metastasen
quantifiziert und mit der Prognose der 113 inkludierten Patienten korreliert (TMA-
Analyse). Bei einem Vergleich von ,Baseline®- und ,C4"“-Serumwerten wirkte sich
eine Zunahme von S100A8/A9-Leveln negativ auf das PFS aus. Fur einen Anstieg
der Serum-Neutrophilenkonzentrationen im Therapieverlauf zeigten sich positive
Effekte bezlglich des PFS; das OS der Patienten war allerdings verkirzt. Eine
Zunahme des Neutrophilen/Lymphozyten-Quotienten war ebenfalls mit einem
verkurzten OS assoziiert. In der lokalen Analyse Tumor infiltrierender Neutrophiler
konnten hohe Neutrophilenzahlen im Primarius eindeutig mit einer friheren
Tumorprogression assoziiert werden. Es gibt bereits einige Ansatze, mittels
Kombinationstherapien die vielfaltigen protumoralen Wirkweisen von Neutrophilen,
und den immunsupprimierenden Einfluss von S100A8/A9 zu unterbinden. Bei der
Verhinderung der T-Zell-Depletion von Tumoren wurde die Rolle der Neutrophilen
bisher weitestgehend Ubersehen und letztere sollten zuklnftig als therapeutisches
Target erwogen werden. Eine Aufgabe zukunftiger Forschungsprojekte wird es sein,
die Response von Melanompatienten beim Einsatz kombinierter ICT-Optionen zu
untersuchen, ihren Benefit zu quantifizieren, statistisch zu validieren und neuartige

Therapieschemata mithilfe von sequentiellen Liquid Biopsies effektiv zu monitoren.
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Summary

Immunotherapies have revolutionised treatment options for malignant melanoma for
about a decade. Due to sometimes low response rates and severe adverse drug
reactions, the goal of dermato-oncological research is to comprehensively
understand the mechanisms of resistance and to guide melanoma patients to their
optimal therapy by developing tests that can be applied in clinical practice. Studies
show that neutrophil granulocytes modify inflammatory signaling pathways and
interact with T cells. The DAMP molecule S100A8/A9 is secreted by neutrophils and
has pro-inflammatory effects. The aim of the present study was to test S100A8/A9 as
a prognostic and predictive biomarker for response to immune checkpoint therapy.
For this purpose, systemic measurement was conducted in a cohort of 45 patients
(ELISA experiment). Serum concentrations of neutrophils were incorporated into the
analysis. Additionally, local neutrophil infiltration was quantified in 44 nevi, 86 primary
melanomas and 162 metastases and correlated with the prognosis of the 113
patients examined (TMA analysis). When comparing "baseline” and "C4" serum
levels, an increase in S100A8/A9 concentrations had a negative impact on PFS. For
an increase in serum neutrophil levels over the course of therapy, there were positive
effects on PFS to be observed; however, the patients' OS was shortened. An
increase in the neutrophil/lymphocyte ratio was also associated with shorter OS. In
the local analysis of tumor infiltrating neutrophils, high neutrophil counts in primary
melanomas were clearly associated with earlier tumor progression. There already do
exist some approaches, by means of combination therapies, to prevent the multiple
protumoral modes of action neutrophils can perform, as well as the
immunosuppressive influence of S100A8/A9. In preventing T cell depletion of tumors,
the role of neutrophils has been largely overlooked but should be considered as a
therapeutic target in the future. It should be the purpose of future research projects to
investigate the response of melanoma patients when using combined ICT options.
Their benefit should be quantified and statistically validated. Ultimately, novel therapy

regimens might be effectively monitored by using sequential liquid biopsies.
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6 Anhang

OS-Analyse: Differenz des S100A8/A9-Serum-Levels
zwischen C4 und Baseline
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Abbildung 1: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen der absoluten Anderung
der S100A8/A9-Serumspiegel zwischen den Zeitpunkten ,Baseline“ und ,,C4“ mit dem
Gesamtuberleben.

In der Analyse mit dem Endpunkt ,Gesamtiiberleben® zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit einer starken Zunahme der S100A8/A9-Serum-Level zwischen den zwei
untersuchten Zeitpunkten und solchen Melanompatienten, die eine weniger starke Zunahme oder
Abnahme aufwiesen. Der Cut-Off-Wert betrug 294,02 ng/ml. In der OS-Analyse war die ,Number at
risk” an Tag O fur die Differenz C4 minus Baseline=low 25 Patienten und fiir C4 minus Baseline=high
14 Patienten.

Abkirzungen: p: p-Wert, OS: Overall Survival.
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A PFS-Analyse: Neutrophilen-C4-Serum-Level
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Abbildung 2: Univariate Uberlebenszeitanalyse: Korrelation zwischen ,C4“-Neutrophilen-
Serumkonzentrationen und progressionsfreiem Uberleben bzw. Gesamtiiberleben.

A) Fur die Patienten der systemischen Analyse sind Kaplan-Meier-Kurven flir das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Es zeigte sich fiir niedrige versus hohe Neutrophilenkonzentrationen zum
Zeitpunkt ,C4“ kein Unterschied beziiglich des progressionsfreien Uberlebens. Der Cut-Off-Wert
betrug 2,63/nl. In der PFS-Analyse war die ,Number at risk® an Tag O fir hohe
Neutrophilenkonzentrationen 23 Patienten und fir niedrige 4 Patienten. B) Fir die Patienten der
systemischen Studie sind Kaplan-Meier-Kurven flir das Gesamtlberleben dargestellt. Die Patienten
wurden nach hohen und niedrigen Neutrophilenkonzentrationen im Blut stratifiziert. Der Cut-Off-Wert
betrug 4,27/nl. Es zeigte sich fiir niedrige versus hohe Neutrophilenkonzentrationen zum Zeitpunkt
,C4" kein Unterschied beziglich des Gesamtiiberlebens. Die ,Number at risk“ betrug in der OS-
Analyse an Tag O fiir hohe Neutrophilen-Level 17 Patienten und fiir niedrige Level 13 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, N: PFS: Progression Free Survival, OS: Overall Survival.
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PFS-Analyse: Neutrophileninfiltration in Naevi (CD15, normiert)
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Abbildung 3: Bei hohen bzw. geringen Neutrophileninfiltrationen in Naevi konnte kein
signifikanter Unterschied in puncto progressionsfreiem Uberleben gezeigt werden.

Fir die Patienten der Gewebestudie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben
dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen Neutrophileninfiltrationen im Naevus
stratifiziert. Der Cut-Off-Wert betrug 0/mm?. Die ,Number at risk“ betrug an Tag 0 fiir CD15=low 13
Patienten; fir CD15=high 4 Patienten.

Abkilrzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival.

PFS-Analyse: Neutrophileninfiltration in Metastasen (CD15, normiert)
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Abbildung 4: Bei hohen bzw. geringen Neutrophileninfiltrationen in Metastasen konnte kein
signifikanter Unterschied in puncto progressionsfreiem Uberleben gezeigt werden.

Fir die Patienten der Gewebestudie sind Kaplan-Meier-Kurven fiir das progressionsfreie Uberleben
dargestellt. Die Patienten wurden nach hohen und niedrigen Neutrophileninfiltrationen in der
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Metastase stratifiziert. Der Cut-Off-Wert betrug 6,27/mm?. Die ,Number at risk“ betrug an Tag 0 fir
CD15=low 13 Patienten; fir CD15=high 6 Patienten.
Abkirzungen: p: p-Wert, PFS: Progression Free Survival.
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5FU 5-Fluoruracil

ADAMTS13 Akronym fur “A Disintegrin And
Metalloprotease with Thrombo-Spondin-
1-like domains”

AJCC American Joint Committee on Cancer

ALCAM Activated Leukocyte Cell Adhesion
Molecule

APCs Antigen Presenting Cells

Aqua dest. Destilliertes Wasser

Arg1 Arginase 1

B7 CD80/86

BE Baseline

BRAF B Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Bregs Regulatory B-Cells

C4 Cycle 4

CAFs Cancer-Associated Fibroblasts

CCL- C-C Motif Chemokin Ligand

CD Cluster of Differentiation

CD Complete Response

CDDP Cis-Diamminedichloridoplatinum
(Cisplatin)

CLND Complete Lymph Node Dissection

cm Centimeter

cMET Hepatozyten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor, ,codiert im MET-Gen*

CO2 Carbon Dioxide

CT Computertomografie

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated
Protein-4

CXCL- C-X-C Chemokin Ligand

CXCR- C-X-C Chemokin Rezeptortyp

DAMPs Damage-/Danger-Associated Molecular
Patterns

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-Phenylindone

DCs Dendritic Cells

DNA Deoxyribonucleic Acid

DTIC Dimethyl-Trizeno-Imidazol-Carboxamid
(Dacarbazin)

ECM Extracellular Matrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EMMPRIN Extracellular Matrix Metalloproteinase
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ERK
FITC
FOXP3
G-CSF
GM-CSF

GMPs
GRB2

GTP
H+L
H202
HE
HGF
HMGB1
HRP
ICI

ICT
IFN
IFNy
IL

LAD
LDH
LK

M

M1

M2
MAP
MAPK
MCAM
MDSCs
MEK

MGMT

MHC I/l
Min.
mm
MMP
MPO
MRP

N

Inducer

Extracellular Signal-Regulated-Kinase
Fluoresceinisothiocyanat (Fluorescein)
Forkhead Box P3

Granulocyte Colony Stimulating Factor
Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor
Granulozyten-Monozyten-
Progenitorzellen

Growth Factor Receptor-Bound Protein
2

Guanosine-5'-Triphosphate

Heavy + Light Chain

Hydrogen Peroxide
Hamatoxylin-Eosin

Hepatozyte Growth Factor

High Mobility Group Box 1
Horseradish Peroxidase
Immuncheckpoint-Inhibitoren
Immuncheckpoint-Therapie

Interferon

Interferon gamma

Interleukin

Lymphadenektomie
Laktatdehydrogenase

Lymphknoten

(Fern-)Metastasen

Typ 1 Makrophagen

Typ 2 Makrophagen
Mitogen-aktiviertes Protein
Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
Melanoma Cell Adhesion Molecule
Myeloid-Derived Suppressor Cells
MAPK/Extracellular Signal-Regulated-
Kinase (ERK)-Kinase
06-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase

Major Histocompatibility Complex I/11
Minuten

Millimeter

Matrixmetallopeptidase
Myeloperoxidase

Myeloid-Related Protein

Nodus (regionare
Lymphknotenmetastasen)
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N/A
N1
N2
NCT

NE

NETs
NF-xB
NK-Zellen
nl

NLR

nm
Nos2/iNOS
NSCLC
(0N

PAD4
PBS

PD

PD-1
PD-L1/2

PDGF

PET

PFS

PGE2

PR

PRRs

pT
rADAMTS13
Raf

RAGE

Ras
RCC
RECIST

RNA
ROS
rom
RT

SD
sog.
SOS
STAT3

not applicable

Typ 1 Neutrophile

Typ 2 Neutrophile

Nationales Centrum fur
Tumorerkrankungen

Neutrophile Elastase

Neutrophil Extracellular Traps
Nuklearer Faktor kappa B
Naturliche Killerzellen

Nanoliter
Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio
Nanometer

Nitric Oxide Synthase 2, Inducible
Non Small Cell Lung Carcinoma
Overall Survival

Peptidyl-Arginine Deiminase 4
Phosphate Buffered Saline
Progressive Disease
Programmed Cell Death Protein 1
Programmed Cell Death Protein Ligand
1/2

Platelet-Derived Growth Factor
Positronen-Emissions-Tomografie
Progression-Free Survival
Prostaglandin E2

Partial Response

Pattern Recognition Receptors
Primary Tumor

rekombinantes ADAMTS13
Rapidly accelerated fibrosarcoma
Receptor for Advanced Glycation
Endproducts

Rat sarcoma

Renal Cell Carcinoma

Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors

Ribonucleic Acid

Reactive Oxygen Species
Revolutions per minute
Raumtemperatur

Stable Disease

sogenannten

Son Of Sevenless

Signal Transducer and Activator of
Transcription 3
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TAMs
TANSs
TBS-T

TCR
TD
Teffs
TENs
Tex
TGF-B
TILs
TLR
TLS
TMA
TMB
T™MZ
TNF-a
TNM
Tregs
Tris-HCI
UKE

uv
VEGF
VWF
z.B.
ZNS

Ml

Tumor-Associated Macrophages
Tumor-Associated Neutrophils
Tris-hydroxylmethylaminomethan
Buffered Saline with Tween 20
T-Cell Receptor

Tumordicke

Effector-T-Cells
Tumor-Entrained Neutrophils
Exhausted T-Cells

Transforming Growth Factor Beta
Tumor Infiltrating Lymphocytes
Toll-Like Receptor

Tertidre Lymphoide Strukturen
Tissue Micro Array
Tetramethylbenzidine
Temozolamid
Tumornekrosefaktor alpha
Tumor, Nodus, Metastasen
Regulatory T-Cells
Tris-Hydrochloride
Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf

Ultra Violett

Vascular Endothelial Growth Factor
von Willebrand Faktor

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
Mikroliter
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