
 

 

  
  

DISSERTATION  
  
  

Proteinexpression, DNA Methylierung und Kopienzahlvariation 
von zellzyklusassoziierten und immunomodulatorischen   

Proteinen in Melanomen der Haut und Schleimhaut  
  

Investigation of protein expression, DNA methylation and copy 
number status of cell cycle-related and immunomodulatory 

genes in mucosal and cutaneous melanomas  
  
  

zur Erlangung des akademischen Grades   
Doctor medicinae (Dr. med.)  

  
  
  

vorgelegt der Medizinischen Fakultät   
Charité – Universitätsmedizin Berlin  

  
  
  

von   
  
  

Niklas Wrede  
  
  
  
  
  

  
Datum der Promotion:  30.11.2023 

  
   

  

   



 

 

   

Inhaltsverzeichnis  

Abkürzungsverzeichnis _________________________________________________________ 1 

Zusammenfassung ____________________________________________________________ 2  

1. Einleitung _______________________________________________________________ 5  

1.1 Epidemiologie ______________________________________________________________ 5  

1.2 Therapie ___________________________________________________________________6  
1.2.1 Tyrosinkinaseinhibitoren bei Mutationen der MAPK-Kaskade und KIT-Mutationen _____________ 6  
1.2.2 Zellzyklus und CDK-Inhibitoren _______________________________________________________7  
1.2.3 Immuncheckpoint-Inhibitoren _______________________________________________________ 9  

1.3 Regulation der Proteinexpression _____________________________________________ 10  
1.3.1 Genetische Veränderungen ________________________________________________________ 10  
1.3.2 Epigenetische Modifikationen ______________________________________________________ 11  

1.4 Fragestellung ______________________________________________________________ 11  

2 Methodik _______________________________________________________________ 13  

2.1 Patienten und Proben _______________________________________________________ 13  

2.2 Immunohistochemie ________________________________________________________ 13  

2.3 Extraktion der DNA _________________________________________________________ 14  

2.4 Gezieltes Next-Generation-Sequencing (NGS) ____________________________________ 14  

2.5 DNA Methylierungsanalyse ___________________________________________________ 15  

2.6 Statistische Analyse _________________________________________________________ 15  

3. Ergebnisse ______________________________________________________________ 16  

3.1 Allgemeine Charakterisierung _________________________________________________ 16  

3.2 Validierung der automatisierten IHC-Auswertung _________________________________ 17  

3.3 Vergleich der IHC-Expression _________________________________________________ 17  

3.4 Einfluss der Kopienzahlvariation und Promotormethylierung auf die Proteinexpression    18  

3.5 Überlebensanalyse __________________________________________________________ 19  



 

 

4. Diskussion ______________________________________________________________ 21   

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse _____________________________________________ 21  

4.2 Immuncheckpointinhibition __________________________________________________ 22  

4.3 Prädiktive und prognostische Marker __________________________________________ 22  

4.4 Differenzialdiagnostische Marker _____________________________________________ 24  

4.5 Stärken und Schwächen der Studie ____________________________________________ 25  

4.6 Implikationen für Praxis und zukünftige Forschung _______________________________ 26  

5. Schlussfolgerungen _______________________________________________________ 27  

Literaturverzeichnis __________________________________________________________ 28  

Eidesstattliche Versicherung ___________________________________________________ 39  

Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen ___________________________________ 40  

Auszug aus der Journal Summary List ____________________________________________ 41  

Druckexemplar der Publikation _________________________________________________ 42  

Lebenslauf __________________________________________________________________ 50  

Publikationsliste _____________________________________________________________ 52  

Danksagung ________________________________________________________________ 53  

 

 

 

 

 



  1  

 

Abkürzungsverzeichnis  

BCL2  B-cell lymphoma 2  
CD  Cluster of differentiation  
CM  Hautmelanome  
CXCL9  Chemokine (C-X-C motif) ligand 9  
CDKN1C  Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C  
CDK  Cyclin-abhängigen Kinase  
EGFR  Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor  
FAMMM  Familiäres atypisches multiples Muttermal- und Melanomsyndrom  
FFPE  In Formalin fixiert und in Paraffin eingebettete  
ICI  Immuncheckpoint-Inhibition  
IHC  Immunohistochemie  
MM  Schleimhautmelanome  
PD-1  Programmed cell death protein 1  
PD-L1  Programmed death-ligand 1  
Rb  Retinoblastoma protein  
TMA  Tissue-Microarrays  
TILs  Tumorinfiltrierenden Lymphozyten  
TKIs  Tyrosinkinaseinhibitoren  
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Zusammenfassung  

Einleitung: Schleimhautmelanome sind eine seltene Untergruppe der Melanome, die in 

verschiedenen Schleimhautregionen des Körpers entstehen können und eine schlechte 

klinische Prognose aufweisen. Auf Grund ihrer ungeklärten Ätiologie und einem Mangel 

an differenzialdiagnostischen und prognostischen Markern, besteht der Bedarf einer 

genaueren molekularbiologischen Charakterisierung. Prädiktive Marker für das 

Therapieansprechen, beispielsweise auf Immuncheckpoint-Therapie, werden im Zeitalter 

der personalisierten Therapie ebenfalls benötigt.   

  

Methoden: Wir haben in unserer Studie die Proteinexpression an 47 

Schleimhautmelanome und 28 Hautmelanome untersucht. Dafür haben wir ein 

automatisiertes Auswertungsprogramm für immunohistochemische Färbungen validiert, 

um die Proteinexpression von Zellzyklus- und Immuncheckpoint-assoziierten Proteinen 

zu bestimmen. Außerdem haben wir den Einfluss von Kopienzahlvariationen und DNA-

Promotermethylierung auf das Expressionsprofil untersucht.  

  

Ergebnisse: Die Proteinexpression von CD117, Ki67 und p16 war höher in 

Schleimhautmelanomen, während die BCL2, Cyclin D1, PD-1 und PD-L1 Expression 

höher in Hautmelanomen war. Die häufigste Kopienzahlvariation der Melanome war die 

Deletion von CDKN2A, die mit einer verminderten p16 Expression assoziiert war. Der 

komplette Expressionsverlust von p16 war höher in Hautmelanomen. CCND1 

Amplifikationen waren mit einer vermehrten Cyclin D1 Expression korreliert. KIT 

Amplifikationen wurden vermehrt in Schleimhautmelanomen gefunden, waren aber nicht 

mit der CD117 Expression assoziiert. Eine erhöhte PD-1 Expression in Immunzellen und 

die vermehrte PD-L1 Promotormethylierung war ein positiver prognostischer Faktor in 

Patienten mit Schleimhautmelanomen. In der Gesamtgruppe der Melanompatienten war 

eine vermehrte PD-L1 Expression mit dem Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibition 

assoziiert.   

  

Schlussfolgerung: Schleimhautmelanome zeigen ein von Hautmelanomen 

unterschiedliches Expressionsmuster von Proteinen des Zellzyklus und der 

Immunomodulation. Diese sind zum Teil durch Kopienzahlvariationen und 

Promotormethylierung bedingt. Die p16 Expression ist ein potenzieller klinischer Marker 
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bei der pathologischen Unterscheidung von Schleimhautmelanomen und 

Hautmelanomen. Die PD-1 Expression und die PD-L1 Promotormethylierung können 

möglicherweise als prognostische Marker für Patienten mit Schleimhautmelanomen 

eingesetzt werden.  

  

  

Abstract  

Introduction: Mucosal melanomas are a rare, but clinically aggressive subtype of 

melanomas, that can originate from various mucosal linings. Because of the lack of 

diagnostic and prognostic markers, there is a need for the further characterization of this 

cancer on the molecular level. Considering the growing importance of personalized 

therapy, the evaluation of the expression and regulation of molecular targets and their 

predictive value is of great importance.   

  

Methods: We analyzed the protein expression profile of 47 mucosal and 28 cutaneous 

melanomas. We validated an automated IHC scoring system for the analysis of cell cycle 

and immune checkpoint related proteins as well as the effect of copy number alterations 

and DNA promoter methylation on the expression profiles.  

  

Results: The expression of CD117, Ki67 and p16 was higher in mucosal melanoma, while 

the expression of BCL2, Cyclin D1, PD-1 and PD-L1 was higher in cutaneous melanoma. 

CDKN2A deletion was the most common copy number variation in cutaneous and 

mucosal melanomas and lead to a decreased expression of p16. The complete loss of 

p16 expression was more common in cutaneous melanomas. There was an association 

between CCND1 amplifications and increased Cyclin D1 expression. KIT amplifications 

were more common in mucosal melanomas and did not lead to increased CD117 

expression. Increased PD-1 expression on immune cells and PD-L1 promoter methylation 

was a positive prognostic factor in mucosal melanoma patients. In the combined group of 

melanoma patients, there was an association between PD-L1 expression and response 

to immune-checkpoint inhibition.   

  



  4  

 

Conclusion: There are differences in protein expression of cell cycle associated and 

immunomodulatory proteins between mucosal and cutaneous melanomas, that are partly 

caused by copy number variations and promoter methylation. p16 expression might be 

clinically relevant for distinguishing mucosal and cutaneous melanomas.  PD-1 

expression and PD-L1 promoter methylation might be prognostic markers for mucosal 

melanoma patients.  
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1.  Einleitung  

Schleimhautmelanome (MM) sind eine seltene Unterform des Melanoms. Wie auch 

Melanome der Haut (CM) entstehen sie aus Melanozyten. Die „klassischen Melanozyten“ 

sind dendritische Zellen innerhalb der Epidermis und Dermis der Haut und sind dort 

mittels Produktion des Pigmentes Melanin für die Pigmentierung von Haut und Haaren 

verantwortlich. Es gibt allerdings auch Melanozyten in anderen Geweben, wie dem 

Innenohr, den Augen, den Hirnhäuten, dem Herz und den Schleimhäuten (Barrett and 

Raja, 1997; Colombo et al., 2011). MM entstehen vor allem in den Schleimhäuten der 

Atemwege, des Gastrointestinaltrakts oder des Urogenitaltrakts. Sie unterscheiden sich 

von CM durch ihre deutlich schlechtere Prognose. Diese ist vermutlich auch durch die 

spätere Diagnosestellung, die häufig erst im metastasierten Stadium erfolgt, bedingt 

(Chang et al., 1998).   

1.1 Epidemiologie  

Die Ätiologie von MM ist noch weitgehend unbekannt, ebenso ist wenig darüber bekannt 

welche Risikofaktoren ihre Entwicklung begünstigen. Der primäre Risikofaktor für die 

Entstehung von CM ist die UV-Exposition, meist in Form von Sonnenlicht (Tucker and 

Goldstein, 2003). Dieses bedingt die Entstehung von DNA-Schäden durch die Bildung 

von Pyrimidin-Dimeren, die einen karzinogenen Effekt haben (Jhappan et al., 2003). Da 

die Ursprungslokalisationen der MM dem Sonnenlicht größtenteils nicht ausgesetzt sind, 

scheint dieser Faktor bei ihrer Entstehung nicht entscheidend zu sein. Dies konnte in 

Gensequenzierungsstudien bestätigt werden, da UV-assoziierte Mutationssignaturen in 

CM häufiger gefunden wurden als in MM (Furney et al., 2013). Andere etablierte 

Risikofaktoren für die Entstehung von CM sind eine familiäre Disposition, männliches 

Geschlecht und die ethnische Zugehörigkeit (Goldstein and Tucker, 2001; Rastrelli et al., 

2014). MM treten dagegen häufiger bei Frauen auf, während die familiäre Disposition und 

ethnische Zugehörigkeit nur eine geringere Rolle zu spielen scheint (Postow et al., 2012).  

Es wurden Tabakrauch und Formaldehyd-Exposition als Risikofaktoren für MM der oralen 

und respiratorischen Schleimhäute postuliert. Tabakrauch kann zu oraler 

Hyperpigmentierung führen, die Assoziation mit MM ist allerdings unklar (Axeix and 

Hedin, 1982). Außerdem wurden von Holmstrom und Lund drei Patienten beschrieben, 
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die nasale MM nach Formalaldehyd-Exposition entwickelten (Holmstrom and Lund, 

1991).   

  

1.2 Therapie  

Aus der späteren Diagnosestellung folgt, dass bei MM häufiger auf eine systemische 

Therapie zurückgegriffen werden muss, da eine alleinige Resektion den Tumor nicht 

mehr vollständig entfernen kann. Die zielgerichtete Therapie hat sich in den letzten 

Jahren zu einem wichtigen Standbein der systemischen Krebstherapie entwickelt. Hierbei 

greifen die Medikamente an spezifischen Zielstrukturen der Tumorzellen an.  

  

1.2.1 Tyrosinkinaseinhibitoren bei Mutationen der MAPK-Kaskade und KIT-Mutationen   

Von dem Fortschritt der personalisierten Therapie haben Patienten mit CM profitiert, da 

in bis zu 66% aller CM eine Mutation im BRAF-Gen auftritt, die mit Hilfe von BRAF-

Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) als Therapieziel genutzt werden kann (Davies et al., 

2002a).  Das BRAF-Gen kodiert für die RAF-Kinase, die Teil der mitogen-aktivierten 

Kinase (MAPK)-Kaskade ist. Die Proteine dieser Signalkaskade aktivieren sich 

gegenseitig, indem sie sich in einer bestimmten Reihenfolge phosphorylieren. 

Physiologisch wird die Kaskade durch die extrazelluläre Bindung eines Liganden, 

beispielsweise eines Wachstumsfaktors, an eine Rezeptortyrosinkinase, wie den 

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), initiiert. Diese Ligandenbindung führt zu 

einer Autophosphorylierung der Rezeptortyrosinkinase. Anschließend wird ein 

Proteinkomplex mit GRB2 und SOS gebildet. Diese Komplexbildung aktiviert SOS, 

welches wiederum ein RAS Protein aktiviert. Dieses aktiviert dann die RAF-

Tyrosinkinase, welche die MEK-Tyrosinkinase aktiviert. MEK phosphoryliert dann das 

Protein MAPK, welches verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie Myc, aktiviert und so 

die Genexpression der Zelle verändert. Dies bedingt beispielsweise eine vermehrte 

Zellproliferation (Avruch, 2001).   

  

Die häufigste BRAF-Mutation, V600E, führt dazu, dass RAF unabhängig von der 

Stimulation durch die RAS-Kinase aktiv ist und bedingt eine dauerhafte Aktivierung der 

MAPKKaskade und damit einen anhaltenden Wachstumsreiz (Zaman et al., 2019). In 
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Patienten mit metastasierten Melanomen und einer BRAF-Mutation konnte der Einsatz 

von BRAFTKIs die durchschnittliche Überlebensdauer steigern (Chapman et al., 2017; 

Davies et al., 2002b). MM haben im Vergleich zu CM seltener BRAF-Mutationen. Newell 

et al. beschrieben elf BRAF Mutationen in einer Kohorte von 67 MM-Patienten (16%) 

(Newell et al., 2019), während etwa die Hälfte aller CM Patienten BRAF Mutationen 

aufweist (Sanchez-Vega et al., 2018). BRAF-TKIs zeigten sich aber auch bei der 

Therapie von BRAF-mutierten MM als wirksam (Bai et al., 2017). NRAS-Mutationen sind 

die zweithäufigsten Mutationen in CM. Sie sind ebenfalls häufiger in CM als in MM 

(Hayward et al., 2017). MEK-Inhibitoren sind eine weitere Möglichkeit in die MAPK-

Kaskade einzugreifen (Cheng and Tian, 2017). In fortgeschrittenen CM Patienten mit 

BRAF V600E Mutationen konnte die kombinierte BRAF- und MEK-Inhibition das 

Überleben, im Vergleich zur alleinigen BRAF-Inhibition, signifikant verlängern (Long et 

al., 2015). Dummer et al. konnten in einer Phase 3 Studie zeigen, dass eine Therapie mit 

MEK-Inhibitoren das Überleben bei Patienten mit fortgeschrittenem CM und NRAS-

Mutationen im Vergleich zu einer Chemotherapie mit Dacarbazin, signifikant verlängern 

konnte (Dummer et al., 2017).  

  

MM haben häufig KIT Amplifikationen oder Mutationen, die von spezifischen TKIs als Ziel 

genutzt werden können (Tacastacas et al., 2014). Curtin et al. beschrieben in ihrer 

Kohorte KIT-Amplifikationen und Mutationen in 15 (39%) von 38 MM Patienten (Curtin et 

al., 2005). Das KIT Gen kodiert für die Rezeptortyrosinkinase c-KIT (CD117), welches 

beispielsweise bei gastrointestinalen Stromatumoren häufig mutiert ist und dort 

erfolgreich mit TKIs therapiert wird (Siehl and Thiel, 2007). Ugurel et al. beschrieben eine 

Kohorte von zwölf Patienten mit KIT-mutierten, metastasierten CM, bei der KIT-TKIs 

keine Wirksamkeit zeigten. Außerdem beobachteten sie, dass eine vermehrte Expression 

des Zielproteins c-KIT nicht mit der Wirksamkeit von KIT-TKI korrelierte (Ugurel et al., 

2005). Andere Phase II Studien konnten eine Wirksamkeit von KIT-TKIs in Patienten mit 

metastasierten Melanomen beschreiben, die mit einem positiven KIT Mutationsstatus 

korrelierte, nicht aber mit einer Amplifikation von KIT (Tacastacas et al., 2014).   

  

1.2.2 Zellzyklus und CDK-Inhibitoren  
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Die Regulatorproteine des Zellzyklus sind ebenfalls mögliche Angriffspunkte für 

zielgerichtete Therapien. Der Zellzyklus besteht aus der G1-, S-, G2- und M-Phase. In 

der G1Phase bereitet sich die Zelle auf die Verdoppelung der DNA in der S-Phase vor. 

Anschließend wird die Mitose in der G2-Phase vorbereitet. Der Übergang dieser Phasen 

ineinander wird durch Checkpoints reguliert. Wenn Fehler bei der DNA-Synthese oder 

anderen Schritten der Zellteilung während einem Checkpoint erkannt werden, werden 

verschiedene Regulatorproteine wie p53, Rb, p21 und p16 aktiv (Schafer, 1998). P53 

kann verschiedene Arten von DNA-Schädigung erkennen und als Reaktion die 

Transkription des p21 Proteins initiieren. Das p53 Protein ist auch als „Wächter des 

Genoms“ bekannt, und Mutationen die zu einem Funktionsverlust führen, sind in einem 

großen Anteil der Malignome zu finden (Zhu et al., 2020). Verschiedene Proteine der p21- 

und p16-Familien regulieren die Interaktion von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) und 

Cyclinen. Wenn CDKs an Cycline binden, können sie das Protein Rb an verschiedenen 

Stellen phosphorylieren (pRb). Dies führt zur Dissoziation des E2F Transkriptionsfaktors 

von pRb. E2F vermittelt dann die Transkription von Proteinen, die zum Voranschreiten 

des Zellzyklus benötigt werden. Die Proteine der p16 Familie binden die CDKs und die 

Proteine der p21 Familie binden an die Cycline. So wird die Interaktion von den CDKs 

und den Cyclinen verhindert. Dies führt zum Arrest des Zellzyklus und initiiert die 

Behebung des Fehlers, beispielsweise durch die Reparatur von mutierter DNA. Kann der 

Fehler nicht behoben werden, wird die Apoptose eingeleitet (Schafer, 1998).   

  

Die Gene, die diese Regulatorproteine kodieren, werden auch Tumorsuppressorgene 

genannt, da sie die Entstehung von Krebs verhindern. In bösartigen Tumoren werden 

häufig somatischen Mutationen in diesen Genen nachgewiesen, die eine verminderte 

Funktionalität bedingen. Dies verhindert einen physiologischen Ablauf der Checkpoints 

und kann so zu einer unregulierten Replikation der Krebszellen beitragen (Kastan and 

Bartek, 2004; Romagosa et al., 2011).  Somatische Mutationen sind im Laufe des Lebens 

auftretende Erbgutveränderungen, die nicht in den Keimzellen vorkommen. Ihnen 

gegenüber stehen Keimbahnmutationen, die explizit in Keimzellen vorhanden sind und 

so an den Nachwuchs weitergegeben werden können. Keimbahnmutationen in 

Tumorsuppressorgenen können Betroffene empfänglicher für Krebserkrankungen 

machen. Das familiäre atypische multiple Muttermal- und Melanomsyndrom (FAMMM) ist 

zu 40% durch CDKN2A-Keimbahnmutationen ausgelöst. Betroffene weisen meist mehr 
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als 50 melanozytische Nävi auf und entwickeln mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit 

Melanome (Eckerle Mize et al., 2009).  

  
Amplifikationen oder Mutationen, die zur vermehrten Aktivität des Cyclin-CDK Komplexes 

führen, können ebenfalls eine unregulierte Zellreplikation, und damit die Entstehung von 

Krebs, bedingen. Deshalb bezeichnet man die Gene, die für die CDKs und Cycline 

kodieren als Protoonkogene (Peyressatre et al., 2015). Wenn Tumoren Mutationen in 

diesen Protoonkogenen aufweisen, stellt die Inhibition der veränderten oder vermehrt 

vorliegenden Proteine einen möglichen Therapieansatz dar. Bei Patienten mit 

fortgeschrittenem Hormonrezeptor-positivem Brustkrebs werden CDK4/6 Inhibitoren 

bereits erfolgreich eingesetzt (Shah et al., 2018). Erste Fallberichte und Ergebnisse aus 

frühen klinischen Studien weisen auf eine Wirksamkeit von CDK4/6 Inhibitoren bei CM 

Patienten hin (Garutti et al., 2021).   

Dies könnte auch ein möglicher Ansatz für die Therapie von MM sein, da Amplifikationen 

von CDK4 und CCND1 (kodiert für Cyclin D1) sowie Deletionen von CDKN2A (kodiert für 

mehrere Isoformen, unter anderem p16) in MM-Patienten beschrieben sind (Newell et al., 

2019). Xu et al. konnten außerdem die Sensitivität eines MM Zellkulturmodells gegen 

einen pan-CDK-Inhibitor nachweisen (Xu et al., 2019).  

  

1.2.3 Immuncheckpoint-Inhibitoren  

  

Eine weitere zielgerichtete Therapiemodalität, die die Prognose von metastasierten CM 

verbessern konnte, ist die Immuncheckpoint-Inhibition (ICI) (Larkin et al., 2019; Wolchok 

et al., 2017). Die zytotoxischen T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Verhinderung 

der Krebsentstehung. Der T-Zell-Rezeptor erkennt Tumorantigene, die sich durch die 

genetischen Veränderungen der Tumorzelle von den Selbstantigenen unterscheiden. 

Dies aktiviert die T-Zelle und diese vermitteln die Zerstörung der Tumorzelle. Um die 

Selbsttoleranz der zytotoxischen T-Zellen zu gewährleisten, wird ihre Aktivität durch 

verschiedene aktivierende und inaktivierende Mechanismen reguliert. Die inaktivierenden 

Mechanismen werden Immuncheckpoints genannt. PD-1 und CTLA4 sind Proteine, die 

sich auf der Zelloberfläche der T-Zellen befinden. Die Bindung von PD-1 an PD-L1 und 

CTLA4 an CD80 oder CD86 führen zur Aktivierung des Immuncheckpoints und der 

Inhibition der T-Zelle. Tumorzellen können Proteine wie PD-L1 exprimieren und so die 
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Immuncheckpoints aktivieren. Dies führt zur Hemmung der zytotoxischen Aktivität der T-

Zellen und ermöglicht es so der Tumorzelle der anti-neoplastischen Aktivität des 

Immunsystems zu entkommen (Chen et al., 2012).  

  

1.3 Regulation der Proteinexpression  

1.3.1 Genetische Veränderungen  

Die Krebszelle kann auf verschiedenen molekularbiologischen Ebenen charakterisiert 

werden. In unserer Arbeit beschreiben wir die Proteinbiosynthese. Die 

Proteinbiosynthese wird durch die DNA-Sequenz und ihre epigenetischen Modifikationen 

determiniert. Verschiedene genetische Veränderungen können hierbei die Entstehung 

von Krebs bedingen. Wie bereits erläutert wird hier zwischen Keimbahnmutationen und 

somatischen Mutationen unterschieden. Darüber hinaus lassen sich Genabschnitte grob 

in Exon- und Intron-Bereiche aufteilen. Die Sequenz der Exon-DNA enthält die 

Information der Aminosäuresequenzen der verschiedenen Proteine der Zelle. Die Intron-

DNA kodiert nicht für Proteine, sondern hat regulatorische Funktionen (Gilbert, 1978). Bei 

genetischen Alterationen kann die Gensequenz auf verschiedene Arten verändert sein. 

Beispielsweise ist bei einer Punktmutation nur eine organische Base verändert. 

Punktmutationen in ExonDNA werden anhand ihres Einflusses auf das gebildete Protein 

klassifiziert. Eine stumme Mutation verändert das gebildete Protein nicht. Eine missense 

Mutation verändert eine Aminosäure des Proteins, während eine nonsense Mutation die 

Translation der DNA vorzeitig abbricht, so dass ein verkürztes Protein gebildet wird 

(Cooper and Nature Publishing Group, 2003). Die BRAF-V600E-Mutation ist eine häufige 

Punktmutation in CM. Es handelt sich um eine missense Mutation, bei der die 

Aminosäure Valin gegen Glutaminsäure ausgetauscht wird. Dies verhindert die 

Inaktivierung der BRAF Tyrosinkinase und führt so zu einer konstitutiven Aktivierung der 

MAPK Signalkaskade (Davies et al., 2002b). Kopienzahlvariationen beschreiben eine 

quantitative Veränderung der Gene. Amplifikationen beschreiben dabei eine erhöhte 

Kopienanzahl eines Gens und Deletionen beschreiben den Verlust eines Gens. 

Amplifikationen können so zu einer erhöhten Proteinexpression führen, während 

Deletionen eine verminderte Expression oder den Verlust der Expression bedingen 

(Albertson, 2006). Zu den in MM häufig auftretenden Kopienzahlvariationen gehören 

CCND1 Amplifikationen, die von Xu et al. bei 59 (27.7%) von 213 Patienten beschrieben 
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wurden (Xu et al., 2019).  KIT Amplifikationen wurden ebenfalls häufig in MM berichtet, 

Yun et al. konnten diese in 8 von 26 (31%) MM Patienten nachweisen [46]. CDKN2A 

Deletionen werden sowohl in CM als auch in MM regelmäßig beschrieben (Hilke et al., 

2020; Newell et al., 2019).  

  

1.3.2 Epigenetische Modifikationen  

Epigenetische Modifikationen der DNA sind ein regulatorischer Mechanismus der 

Proteinexpression. Diese umfasst verschiedene chemische Modifikationen der DNA-

Basen oder der Histone. Die Methylierung der organischen Base Cytosin am fünften 

Kohlenstoff Atom ist eine der häufigsten epigenetischen Modifikationen. Oft folgt eine 

Guanosin Base einer so modifizierten Cytosin Base. Diese sogenannten CpG-

Methylierungen finden sich häufig in Promotorregionen der DNA. Promotorregionen sind 

DNA-Sequenzen, an die regulatorische Proteine binden, um den Prozess der DNA-

Transkription zu initiieren. Promotormethylierungen resultieren in einer reduzierten 

Expression von den durch den Promotor kontrollierten Genen (Laird, 2010). Ein 

verändertes Methylierungsprofil mit vermehrten Hypermethylierungen wurde bei 

verschiedenen Krebsarten beschrieben (Das and Singal, 2004). Bei CM ist die 

Hypermethylierung des Promotors des Tumorsuppressorgens CDKN2A ein häufiges 

epigenetischen Ereignis, das mit einem reduzierten Überleben der betroffenen Patienten 

assoziiert ist (Straume et al., 2002).   

Wir haben in einer anderen Studie das Methylierungsprofil von MM und CM verglichen, 

und dabei weniger CDKN2A Promotor-Hypermethylierungen in MM gefunden (Jurmeister 

et al., 2021).  

Es gibt bereits zugelassene DNA-Methyltransferase Inhibitoren, die zur Demethylierung 

der DNA führen. Sie werden bei der Therapie von hämatologischen Neoplasien bereits 

eingesetzt (Bohl et al., 2018). Ihre Wirksamkeit wird aktuell auch in verschiedenen soliden 

Malignomen, wie Ovarialkarzinomen, getestet (Fu et al., 2011).  

1.4 Fragestellung  

Die Proteinexpression der Zellen ist das Resultat des Zusammenspiels zwischen 

Gensequenz und epigenetischen Modifikationen. Um die Tumorbiologie von MM zu 

verstehen, müssen die verschiedenen Ebenen untersucht werden. Deshalb kombinieren 
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wir zur Charakterisierung der Melanomzellen immunohistochemische Färbungen mit der 

Kopienzahl- und der Methylierungsanalyse. So möchten wir herausfinden, welche 

Einflüsse Kopienzahlvariationen und die Promotormethylierung auf die Expression von 

Zellzyklus- und Immuncheckpoint-assoziierten Proteinen hat.  

Außerdem untersuchen wir, wie molekularbiologischen Charakteristika der Tumoren mit 

dem klinischen Verlauf der Patienten – wie beispielsweise dem Therapieansprechen und 

der Überlebensdauer – zusammenhängen. Dabei erhoffen wir uns, neue prognostische 

und prädiktive Zusammenhänge zu finden, die im besten Fall als klinische Marker genutzt 

werden können. Dies könnte ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur personalisierten 

Therapie von MM sein.   

Darüber hinaus ist die Unterscheidung von CM und MM im klinischen und 

histopathologischen Alltag in Einzelfällen schwierig bis unmöglich. So kann es sich 

beispielweise bei Melanomen des gastroösophagealen Überganges um eine Metastase 

oder eben den Primarius handeln. Durch den molekularbiologischen Vergleich von MM 

und CM erhoffen wir uns Marker zu finden, die eine bessere und genauere 

Differenzierung dieser Tumorentitäten erlaubt.  
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2  Methodik  

2.1  Patienten und Proben  

  

Die Patientenproben wurden aus dem Institut für Pathologie der Charité 

Universitätsmedizin Berlin ausgewählt. Dabei handelte es sich um in Formalin fixierte und 

in Paraffin eingebettete (FFPE) Gewebeblöcke von chirurgisch resezierten Melanomen. 

Es wurden 53 MM Proben und 28 CM Proben ausgewählt. Sechs MM Proben mussten 

wegen unzureichender Qualität ausgeschlossen werden.   

  

Gewebeschnitte der Gewebeblöcke wurden lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein 

von Pigmentierung und das histomorphologische Wachstumsmuster (epitheloid, 

sarkomatoid oder gemischt) untersucht. Zudem wurden lichtmikroskopisch 

repräsentative Tumorareale identifiziert. Von jeder Gewebeprobe wurden zwei 1 mm 

durchmessende Stanzen aus den ausgewählten Bereichen auf Tissue-Microarrays 

(TMAs) übertragen. TMAs sind Paraffinblöcke, in die viele kleine Gewebestanzen (Cores) 

platziert werden. Durch die Verwendung von TMAs können viele Gewebeproben 

gleichzeitig immunohistochemisch auf ihre Proteinexpression untersucht werden.   

  

2.2   Immunohistochemie  

  

Es wurden 13 immunohistochemische (IHC) Färbungen an den TMAs durchgeführt. Mit 

Hilfe der IHC kann die Proteinexpression von Zellen durch spezifische, an Farbstoffe 

gekoppelte Antikörper, semiquantitativ bestimmt werden (Matos et al., 2010). Es wurde 

ein rotes Chromogen (Farbstoff) verwendet, um die Differenzierung von Pigmentierung 

und positiver Färbereaktion zu erleichtern.  

Dabei wurden zehn Zellzyklus assoziierte Proteine (BCL2, Cyclin D1, Cyclin D3, CDK4,  
CDKN1C, CD117, p16, phospho-Rb und Ki67) und drei Proteine, die mit der 

ImmunCheckpoint Inhibition in Verbindung stehen (PD-1, PD-L1 und CXCL9) angefärbt. 

Zur Färbung wurden die automatischen Färbeautomaten Leica BOND-MAX (Leica 

Biosystems, Nußloch, Deutschland) und Ventana BenchMark XT (Roche, Basel, 
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Schweiz) verwendet. Die gefärbten TMAs wurden für die automatisierte Auswertung 

digitalisiert.  

  

Die Auswertung der IHC Färbungen erfolgte mit der digitalen Bildanalysesoftware QuPath 

(Bankhead et al., 2017). Hiermit wurde entweder der Prozentsatz der positiv gefärbten 

Zellen (Ki67, PD-1, PD-L1) oder der H-Score bestimmt. Der H-Score wird berechnet, 

indem der Anteil der Zellen ohne, mit leichter, mit mittlerer und mit starker Farbreaktion 

bestimmt wird und die Anteile anschließend mit Werten von null (leichte Farbreaktion) bis 

drei (starke Farbreaktion) multipliziert werden. Die Bildanalysesoftware wurde verwendet, 

damit die Expressionsdaten quantitativ und objektiv erhoben werden womit ein möglicher 

systematischer Fehler durch den Auswertenden ausgeschlossen wird.   

  

2.3   Extraktion der DNA  

  

DNA aus repräsentativen Tumorarealen wurde semiautomatisch an einem Maxwell RSC 

Instrument mit dem Maxwell RSC FFPE Plus DNA Purification Kit (Custom, Ax4920; 

Promega, Madison, WI, USA) extrahiert. Mit Hilfe des Qubit HS DNA Assay (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wurde die Gesamtmenge der DNA bestimmt.  

  

2.4   Gezieltes Next-Generation-Sequencing (NGS)  

   

Es wurden 10 ng genomischer DNA genutzt um eine DNA Library mit dem Ion AmpliSeq 

Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) und dem Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel 

v2 (Thermo Fisher Scientific) herzustellen. Die Quantifizierung wurde mit dem Ion Library 

Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Die Proben wurden mit dem 

Ion S5 Instrument mit den Ion 540 Chips (Thermo Fisher Scientific) sequenziert. Die 

Daten wurden mit der IonReporter (Thermo Fisher Scientific) und der Sequence Pilot (JSI 

Medical Systems, Ettenheim, Deutschland) Software analysiert.  
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2.5   DNA Methylierungsanalyse  

  

Zur Verbesserung der Qualität der durch die Fixierung mittels Formalin zum Teil 

degradierten DNA wurde das Illumina Infinium HD FFPE DNA Restore Kit verwendet. 

Mittels des EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde eine 

Bisulfitkonvertierung vorgenommen. Die DNA Methylierungssanalyse wurde mit dem 

Illumina Infinium MethylationEPIC BeadChip nach den Herstellerprotokollen 

durchgeführt.  

Die rohen DNA Methylierungsdaten wurden in RStudio (Version 1.4.1103) mit dem minfi 

Paket prozessiert. Dabei wurden die pfilter und rmSNPandCH Funktionen aus den 

wateRmelon und DMRcate Paketen genutzt um CpG Positionen mit einer schlechten 

Qualität (durchschnittlicher „detection p-value“ ≥0.05), Kreuzreaktivität und Assoziation 

mit SNPs oder Geschlechtschromosomen herauszufiltern. Proben mit einem „detection 

pvalue“ ≥0.05 in mehr als 5% der gesamten validen CpGs wurden komplett 

ausgeschlossen.   

Promotor-assoziierte CpG Stellen wurden ausgewählt auf Basis der 

„UCSC_RefGene_Group“ Spalte der IlluminaHumanMethylationEPIC Anmerkungsdatei 

(v1.0 B4), die auf der offiziellen Illumina-Website zu finden ist. Promotor-assoziierte CpGs 

die mit „TSS200“, „TSS1500“, „1stExon“ oder „5’UTR“ annotiert waren, wurden zur 

weiteren Analyse ausgewählt.  

  

2.6.  Statistische Analyse  

  

Die statistische Analyse wurde mit R Version 4.0.3 in RStudio Version 1.4.1103. 

durchgeführt. Korrelationsmatrizen wurden mit dem ggcorrpot Paket generiert 

(Kassambara, 2019). Die kontinuierlichen Variablen wurden mit dem Wilxocon Test oder 

dem KruskalWallis Test für Vergleiche mit mehr als zwei Kategorien auf Signifikanz 

getestet. Kategorische Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat Test auf Signifikanz 

getestet. Das Coxsche Regressionsmodell wurde für die univariate Überlebensanalyse 

verwendet. Die Überlebenskurven wurden mit der Kaplan-Meier Methode erstellt und mit 

dem Log-Rank Test auf Signifikanz getestet.  
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3. Ergebnisse  

3.1 Allgemeine Charakterisierung  

  

In der MM Kohorte waren 17 (36%) Männer und 30 (64%) Frauen. 14 (30%) MM waren 

in der Nasenhöhle lokalisiert. Jeweils 12 (26%) MM waren anorektal oder genital 

lokalisiert. Außerdem befanden sich 3 (6%) MM im Ösophagus und 6 (12%) in der 

Mundhöhle. Das mediane Alter betrug 66 Jahre, es variierte zwischen 23 und 83 Jahren. 

Die Erstdiagnosen wurden zwischen 2002 und 2019 gestellt. 28 (45%) MM wiesen in der 

lichtmikroskopischen Untersuchung eine Pigmentierung auf. In der Histologie zeigten 33 

(70%) ein epitheloides Wachstumsmuster, 8 (17%) ein sarkomatoides Wachstumsmuster 

und 6 (12%) ein gemischtes Wachstumsmuster. In der Gensequenzierung zeigten sich 5 

(10%) TP53 Mutationen, 4 (8%) NRAS Mutationen und 3 (6%) BRAF Mutationen. 14 

(29%) Patienten wurden mit Checkpoint-Inhibitoren behandelt, 15 (31%) erhielten eine 

Chemotherapie und 8 (16%) wurden mit einer Interferon-Therapie behandelt. Kein Patient 

wurde mit BRAF-Inhibitoren behandelt.   

  

In der CM Kohorte waren 20 (71%) Männer und acht (29%) Frauen. Das durchschnittliche 

Alter war 71 Jahre, es reichte von 42 bis 85 Jahre. Die Erstdiagnosen waren zwischen 

2010 und 2019. In der lichtmikroskopischen Untersuchung wiesen zwölf (41%) der CM 

eine Pigmentierung auf. 20 (71%) zeigten ein epitheloides, sechs (21%) ein 

sarkomatoides und zwei (7%) ein gemischtes Wachstumsmuster. In der 

Gensequenzierung zeigten sich elf (38%) NRAS Mutationen, zehn (35%) BRAF 

Mutationen und drei (10%) TP53 Mutationen. 16 (55%) Patienten wurden mit Checkpoint-

Inhibitoren behandelt, sieben (24%) erhielten einen BRAF-Inhibitor, vier (14%) wurden 

mit einer Chemotherapie behandelt und zwei (7%) Patienten erhielten eine Interferon-

Therapie.   

  

In der MM Gruppe waren 17 (36%) Männer und 30 (64%) Frauen. Frauen waren in der 

MM-Kohorte uberrepräsentiert (p=0.005). Es zeigten sich keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Kohorten in Bezug auf Alter, Pigmentierung und 

histologische Morphologie. BRAF Mutationen wurden häufiger in CM als in MM detektiert 

(p = 0.003). NRAS Mutationen fanden sich ebenfalls häufiger in CM als in MM (p = 0.003).  
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Zwischen TP53 Mutationsraten gab es keinen signifikanten Unterschied. Es wurden keine 

zusätzlichen Mutationen in Genen, die von dem NGS Panel erfasst wurden, gefunden. 

CM Patienten wurden häufiger mit Checkpoint-Inhibitoren behandelt (p = 0.036). 

Außerdem wurden nur CM Patienten mit BRAF-Inhibitoren behandelt (p = 0.001), was 

mit der höheren Prävalenz von BRAF Mutationen bei CM Patienten übereinstimmt. Bei 

der Gabe von Chemotherapie, am häufigsten in Form von Dacarbazin, und 

Interferontherapie, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen 

(Wrede et al., 2022).  

  

3.2 Validierung der automatisierten IHC-Auswertung  

  

Um die automatisierte Auswertung der TMAs mit der Bildanalysesoftware QuPath zu 

validieren, haben wir einen nukleären (Ki67) und einen zytoplasmatischen (BCL2) Marker 

ausgewählt. Beide Marker haben wir sowohl manuell als auch automatisiert ausgewertet. 

Dabei zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen der manuellen und der automatischen 

Auswertung von Ki67 (R = 0.79) und BCL2 (R = 0.9) (Wrede et al., 2022).  

  

  

3.3 Vergleich der IHC-Expression  

  

Um potenzielle Korrelationen zwischen den untersuchten IHC-Markern zu identifizieren, 

haben wir eine Korrelationsmatrix für MM und CM berechnet. In der MM Kohorte gab es 

eine positive Korrelation zwischen der Expression von Cyclin D3 und Ki67 und zwischen 

der Expression von CDK4 und CXCL9. Außerdem wurde eine signifikante negative 

Korrelation zwischen der Expression von BCL2 und Ki67 beobachtet. In CM Proben 

wurde eine signifikante positive Korrelation zwischen der Expression von p16 und Rb und 

zwischen der Expression von CDK4 und CDKN1C gefunden.  

  

Anschließend wurde die mittlere Expression der untersuchten IHC Marker zwischen den 

MM und CM Kohorten verglichen. Die Expression von CD117 (p = 0.045) und die 
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nukleäre und zytoplasmatische Expression von p16 (p = 0.002) war signifikant höher in 

MM als in CM. Außerdem war die durchschnittliche Expression von Ki67 mit 31.7% 

signifikant höher als in CM (9.7%, p = 0.002). Die Expression von BCL2 (p = 0.045), 

Cyclin D1 (p = 0.003), PD-1 (p = 0.011) und PD-L1 (p = 0.021) war signifikant höher in 

CM verglichen mit MM. PD-1 wurde nur von Immunzellen (vor allem CD3 positive T-

Zellen) exprimiert und nicht von Tumorzellen. Es wurde kein signifikanter Unterschied in 

/oder bei/ der CXCL9 Expression zwischen MM und CM festgestellt. Die Expression von 

CXCL9 in nasalen MM war signifikant höher als in MM anderer Lokalisationen (p = 0.02).   

  

Wir haben eine erhöhte Proliferation (Ki67) in NRAS-mutierten MM (p = 0.038) und CM 

(p = 0.049) im Vergleich mit NRAS-Wildtyp Melanomen beobachtet. NRAS Mutationen in 

MM waren mit einer höheren CDKN1C, CXCL9 und Cyclin D3 Expression assoziiert 

(Wrede et al., 2022).  

  

 

3.4 Einfluss der Kopienzahlvariation und Promotormethylierung auf die 
Proteinexpression  

  

Für 69 der 75 (92%) Tumorproben waren DNA Methylierungsdaten in hoher Qualität 

verfügbar. Die genomweiten Kopienzahlprofile wurden bioinformatisch aus den DNA 

Methylierungsdaten berechnet.  

  

CDKN2A Deletionen waren die häufigsten numerischen chromosomalen Veränderungen 

in MM (18/24; 27%) und CM (7/25; 28%). KIT Amplifikationen waren signifikant (p =  

0.026) häufiger in MM (10/44; 23%) und kamen in CM nicht vor.  
  

Der Verlust von CDKN2A war erwartungsgemäß mit einer signifikant niedrigeren p16 

Expression in MM (p = 0.007) und CM (p = 0.027) assoziiert. Außerdem haben CCND1 

Amplifikationen zu einer signifikant (p = 0.013) höheren Cyclin D1 Expression in MM 

geführt. Es wurden keine weiteren signifikanten Assoziationen zwischen numerischen 

chromosomalen Veränderungen und der Proteinexpression beobachtet.  
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Nachdem Proben mit Amplifikationen oder Deletionen in den jeweiligen Gen-Regionen 

ausgeschlossen wurden, haben wir den durchschnittlichen Promotor Methylierungsstatus 

berechnet, der mit den Protein Expressionswerten verglichen wurde. Eine hohe 

durchschnittliche CDKN2A Promotor-Methylierung war mit einer geringeren p16 

Expression sowohl in MM (R = -0.34; p = 0.05), als auch CM (R = -0.44; p = 0.064) 

assoziiert. Die statistische Signifikanz wurde also in beiden Gruppen knapp verfehlt. Die 

kombinierte Analyse von MM und CM zeigte aber eine signifikante Korrelation (R = -0.42; 

p = 0.003). Dies deutet auf eine zu kleine Stichprobengröße hin. Für die anderen 

untersuchten Marker konnten wir keine signifikanten Korrelationen zwischen Promotor 

Methylierungsstatus und Proteinexpression feststellen (Wrede et al., 2022).  

  

3.5 Überlebensanalyse  

  

Mit dem Cox Regressionsmodell wurden univariate Überlebensanalysen durchgeführt. 

Wir haben ein signifikant längeres krankheitsspezifisches Überleben in MM Patienten mit 

hoher PD-1 Expression (HR = 0.36; p = 0.02) beobachtet. Dies konnte auch mit Hilfe der 

Kaplan Meier Kurven und einer Logrank Analyse beobachtet werden (p = 0.009). Die PD1 

Expression war auch in der Untergruppe der nasalen MM ein signifikanter prognostischer 

Marker (HR = 0.78; log rank p = 0.009). Weitere Assoziationen zwischen 

Proteinexpression und Überleben wurden nicht beobachtet.  

  

Außerdem haben wir untersucht, ob Kopienzahlvariationen und Promotor 

Methylierungsraten einen unabhängigen prognostischen Effekt auf das 

krankheitsspezifische Überleben hatten. Eine hohe PD-L1 Promotor-Methylierungsrate 

war ein positiver prognostischer Faktor bei MM Patienten (HR = 0.64; p = 0.021). In CM 

konnte dies nicht beobachtet werden (p = 0.26). Wir haben keine weiteren Assoziationen 

zwischen Überleben und DNA Methylierungsraten oder Kopienzahlvariationen 

festgestellt.  

  

Ein komplettes oder partielles Ansprechen auf ICI-Therapie wurde in drei (21%) MM 

Patienten und in neun (56%) CM Patienten beobachtet (p = 0.052). CM Patienten, die mit 

ICI therapiert wurden, zeigten ein besseres Gesamtüberleben (p = 0.04). Für MM 
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Patienten war dies nicht der Fall (p = 0.600). In der kombinierten Gruppe aus MM und 

CM Patienten gab es eine signifikante Korrelation zwischen dem Ansprechen auf ICI-

Therapie und der Expression von PD-L1 (p = 0.036) (Wrede et al., 2022).  



Diskussion  21  

 

4.  Diskussion  

4.1  Zusammenfassung der Ergebnisse  

Schleimhautmelanome sind eine seltene Unterform der Melanome, die sich besonders 

durch ihre schlechte klinische Prognose von anderen Melanomen differenzieren (Chang 

et al., 1998). Wir haben in unserer Studie die Proteinexpression von MM Patienten und 

CM Patienten verglichen. Dabei haben wir ein automatisiertes IHC 

Auswertungsprogramm validiert, um die Proteinexpression von Zellzyklus- und 

Immuncheckpoint-assoziierten Proteinen zu bestimmen. Außerdem haben wir den 

Einfluss von Kopienzahlvariationen und DNA-Promotermethylierung auf das 

Expressionsprofil untersucht. Die erhobenen Daten haben wir anschließend mit den 

klinischen Informationen der Patienten korreliert, um mögliche prognostische oder 

therapierelevante Faktoren ausfindig zu machen.  In der MM Kohorte war die 

Proteinexpression von CD117, Ki67 und p16 höher als bei der CM Kohorte. Dagegen war 

die BCL2, Cyclin D1, PD-1 und PD-L1 Expression höher bei CM. Bei der 

Kopienzahlvariationen-Analyse der Melanome wurden CDKN2A Deletionen am 

häufigsten beobachtet. Die Cyclin D1 Expression korrelierte mit CCND1 Amplifikationen. 

In MM wurden häufig KIT Amplifikationen gefunden, die aber keinen Einfluss auf die 

CD117 Expression hatten. Einen positiven prognostischen Wert hatten eine erhöhte PD1 

Expression und die vermehrte PD-L1 Promotormethylierung in der MM Kohorte. Eine 

erhöhte PD-L1 Expression war ein prädiktiver Marker für das Therapieansprechen auf ICI 

in der Gesamtgruppe der Melanompatienten.  

Das Expressionsmuster der Zellzyklus- und Immuncheckpoint-assoziierten Proteine von 

CM und MM weist Unterschiede auf, die zum Teil durch Kopienzahlvariationen und 

Promotormethylierungen bedingt sind. Die eindeutige histopathologische Unterscheidung 

von MM und CM anhand des Expressionsprofils scheint aktuell noch nicht möglich zu 

sein. Der p16 Expressionverlust könnte klinisch am ehesten als differenzialdiagnostischer 

Hinweis auf ein CM genutzt werden. Als prognostische Marker für MM Patienten kommen 

die PD-1 Expression und die PD-L1 Promotormethylierung in Frage.  
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4.2  Immuncheckpointinhibition  

Die Entwicklung der Immuncheckpoint-Inhibitoren hat in den letzten Jahren die Prognose 

von fortgeschrittenen Melanomen verbessert. Allerdings ist die Effektivität der ICI bei MM 

Patienten noch nicht so eindeutig etabliert wie bei CM. Beispielsweise beschrieben Kuo 

et al. in einem Fallbericht von 21 Patienten mit fortgeschrittenem MM ein 

Therapieansprechen auf ICI in 12% der Fälle (Kuo, 2017). Shoushtarie et al. Beschrieben 

/oder beobachteten/ in einer retrospektiven Kohortenanalyse von 35 MM Patienten ein 

Therapieansprechen auf ICI von 23% (Shoushtari et al., 2016).  

In unseren Kohorten zeigten drei (21%) MM Patienten ein Ansprechen auf ICI. Das 

Gesamtüberleben von MM Patienten, die mit ICI therapiert wurden, unterschied sich nicht 

von anders therapierten Patienten. In der CM Kohorte haben wir dagegen einen 

signifikanten Effekt der ICI auf das Gesamtüberleben beobachtet (Wrede et al., 2022).  

  

Ein möglicher Erklärungsansatz für das bessere Ansprechen auf ICI von CM als von MM 

Patienten ist die erhöhte Mutationsrate der CM. Auf Grund der häufigen UV-Assoziierten 

Mutationen weisen CM eine hohe Gesamtmutationslast auf (Akbani et al., 2015). Diese 

beschreibt die Anzahl der somatischen Mutationen pro DNA Megabase (1 Million 

Basenpaare) und kann als Surrogatparameter für die Menge an Neoantigenen verwendet 

werden. Neoantigene sind veränderte Proteine, die durch die somatischen Mutationen 

der Tumorzellen entstehen, und von dem T-Zell-Rezeptor als fremd erkannt werden 

können (Klempner et al., 2020).   

In einer retrospektiven Untersuchung von CM Tumorproben konnten Johnson et al. 

zeigen, dass die Gesamtmutationslast positiv mit dem Ansprechen auf ICI und dem 

Gesamtüberleben korrelierte (Johnson et al., 2016).  

  

4.3  Prädiktive und prognostische Marker  

Aktuell fehlen prognostische Marker, um den Krankheitsverlauf von MM Patienten 

einschätzen zu können. In unserer MM Kohorte hat die PD-1 Expression der 

Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) mit einem längeren Überleben korreliert. In 

nasalen MM war dieser prognostische Wert besonders ausgeprägt (Wrede et al., 2022). 

Bei Triple-negativen Mammakarzinomen und kolorektalen Karzinomen wurde bereits ein 
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positiver prognostischer Wert der PD-1 Expression der TILs beschrieben (Lee et al., 

2016; Ren et al., 2018). In MM sind wir nach unserem Kenntnisstand die ersten, die 

diesen prognostischen Effekt beobachtet haben. Eine erhöhte Promotormethylierung von 

PD-L1 war in unserer MM-Kohorte ebenfalls ein positiver prognostischer Marker (Wrede 

et al., 2022).   

  

Um einschätzen zu können, ob MM Patienten von einer ICI profitieren, ist es wichtig, 

prädiktive Marker für das Therapieansprechen zu etablieren. Auf Grund von möglichen 

Nebenwirkungen der ICI, wie beispielsweise Pneumonitis, Hepatitis und verschiedenen 

Endokrinopathien (Martins et al., 2019), wäre ein prädiktiver Marker zur 

Indikationsstellung klinisch relevant. In CM konnte eine Assoziation zwischen einer 

erhöhten PD-L1 Expression der Tumorzellen mit einem besseren Ansprechen auf ICI 

gezeigt werden (Morrison et al., 2018; Patel and Kurzrock, 2015). In unserer Kohorte war 

die PD-L1 Expression der MM Patienten niedriger als bei der CM Kohorte (Wrede et al., 

2022). Dies stimmt mit Ergebnissen von Thierauf et al. überein, die eine niedrigere PD-

L1 Expression bei MM Patienten (13% von 23) als bei CM Patienten (100% von 9) 

beschrieben haben (Thierauf et al., 2015). In der kombinierten Gruppe der MM und CM 

Kohorte konnten wir eine Korrelation zwischen ICI Therapieansprechen und PD-L1 

Expression feststellen. In Zukunft benötigt es größere, mit ICI behandelte MM Kohorten, 

um die die PD-L1 Expression als prädiktiven Marker für das Therapieansprechen auf ICI 

zu etablieren.  

  

Die Expression von CXCL9 wurde von House et al. als prädiktiver Marker für die 

therapeutische Effektivität von ICI-Therapie vorgeschlagen (House et al., 2020). Soweit 

uns bekannt ist, sind wir die ersten, die die Expression von CXCL9 in MM untersucht 

haben (Wrede et al., 2022). CXCL9 ist ein Chemokin-Ligand, der die chemotaktische 

Rekrutierung von TILs vermittelt (Gorbachev et al., 2007). In Ovarialkarzinomen wurde 

ein positiver prognostischer Effekt der CXCL9-Expression und eine Korrelation mit der 

Menge an TILs beschrieben (Bronger et al., 2016). Tumeh et al. haben in einer Kohorte 

von metastasierten CM Patienten eine positive Korrelation von CD8+ TILs und dem Anti-

PD-1 Therapieansprechen nachgewiesen (Tumeh et al., 2014). In einer Metaanalyse von 

Fu et al. wurde beschrieben, dass die Anwesenheit von TILs in CM und 

Aderhautmelanomen einen positiven Einfluss auf die Überlebensdauer hat (Fu et al., 

2019). Es wäre möglich, dass die beobachteten positiven prognostischen Effekte der 
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CXCL9 Expression durch die Rekrutierung von TILs vermittelt werden. In unserer MM 

Kohorte war die signifikant erhöhte CXCL9 Expression von nasalen MM im Vergleich zu 

MM der anderen Lokalisationen auffällig (Wrede et al., 2022). Dies ist interessant, da der 

positive prognostische Effekt der PD-1 Expression der TILs in nasalen Melanomen 

ebenfalls besonders stark war. Eine mögliche Hypothese ist, dass nasale MM, verglichen 

mit MM der anderen Lokalisationen, besonders immunogen sind und deshalb eine 

erhöhte Expression von immunoregulatorischen Proteinen induzieren. Eine Korrelation 

zwischen der Expression von CXCL9 und dem Gesamtüberleben oder dem Ansprechen 

auf ICI konnten wir in unserer Kohorte nicht feststellen, wobei für entsprechende sichere 

Rückschlüsse eine größere Kohorte erforderlich wäre (Wrede et al., 2022).  

  

4.4  Differenzialdiagnostische Marker  

In einer anderen Studie haben wir die Unterschiede der Methylierungsprofile von MM und 

CM untersucht. Diese zeigten große Ähnlichkeiten und lassen eine Differenzierung von 

MM und CM vermutlich nicht zu (Jurmeister et al., 2021). Obwohl MM und CM 

verschiedene Proteine in unterschiedlichen Mengen exprimiert haben, scheint auch eine 

Unterscheidung von MM und CM anhand des Expressionsprofils der untersuchten 

Proteine aktuell noch nicht möglich zu sein, da sich viele Überschneidungen zeigten. Der 

vielversprechendste Marker, der die pathologische Differenzierung erleichtern könnte, ist 

p16. Der komplette Expressionsverlust von p16 wurde häufiger in CM als in MM 

beobachtet (Wrede et al., 2022). Wenn ein Melanom in der Schleimhaut entdeckt wird, 

könnte eine fehlende Expression von p16 als Hinweis auf einen metastatischen Ursprung 

dienen.  

  

Obwohl sich diese unterschiedlichen Expressionsmuster von p16 zeigten, hatten 

CDKN2A Deletionen in MM und CM eine ähnliche Häufigkeit. CDKN2A Promotor-

Hypermethylierungen wurden häufiger in CM als in MM beobachtet, was zu der 

insgesamt höheren Expression von p16 in MM beiträgt.   

Auffällig war, dass ungefähr 15% der MM und CM die keine p16 Expression aufwiesen, 

keine zugrundeliegenden Veränderungen im Mutationsprofil zeigten (Wrede et al., 2022). 

Dies weist darauf hin, dass weitere Mechanismen eine Rolle bei der Suppression von p16 

spielen. Beispielsweise könnten post-translationale Mechanismen, wie microRNAs, zu 
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der verminderten Expression beitragen (Huntzinger and Izaurralde, 2011). Es verbleibt 

also der Bedarf nach eindeutigen differenzialdiagnostischen Markern, um zwischen MM 

und CM zu unterscheiden.  

  
  

  

  

4.5  Stärken und Schwächen der Studie  

Eine Limitation der Arbeit ist die Größe der Kohorte. Da es sich bei MM um eine sehr 

seltene Erkrankung handelt, ist es schwierig, größere Kohorten von Patienten 

zusammenzustellen. Dabei ist unsere Kohortengröße von 47 MM Patienten vergleichbar 

zu ähnlichen Untersuchungen, die in der Vergangenheit durchgeführt wurden. Nur 

wenige Studien, wie beispielsweise die genetische Untersuchung von 213 MM Patienten 

von Xu et al., konnten deutlich größere MM-Kohorten aufweisen (Xu et al., 2019).   

Eine weitere Limitation ist der größere Anteil von weiblichen Patienten in unserer 

MMKohorte im Vergleich zu der CM-Kohorte. Dies ist durch die höhere Prävalenz von 

genitalen MM bei Frauen und CM bei Männern zu erklären (Goldstein and Tucker, 2001;  

Rastrelli et al., 2014).  

Eine Stärke unserer Studie ist die Vielfalt der angewandten Methoden, um die Melanome 

zu charakterisieren. Durch die Untersuchung häufiger Mutationen, Kopienzahlvariationen 

und Methylierungsprofile, konnte der Einfluss von genetischen und epigenetischen 

Veränderungen auf die Proteinexpression untersucht werden. Dies führt zu einem 

vollständigeren Verständnis der Tumorbiologie als die alleinige Charakterisierung der 

Proteinexpression. Allerdings erlaubt die IHC Färbung nur eine semiquantitative 

Expression der exprimierten Proteine. Es wäre interessant, ob sich unsere Ergebnisse 

mit anderen Methoden, beispielsweise massenspektrometrie-basierter Proteomik 

bestätigen lassen. Positiv hervorzuheben ist die Auswertung der IHC Färbungen mit dem 

digitalen Bildanalyseprogramm QuPath, welches wir erst bei nukleären und 

zytoplasmatischen Färbungen im Vergleich zur manuellen Auswertung etabliert haben 

und anschließend zur Auswertung der Färbungen genutzt haben. Durch die 

automatisierte Auswertung konnten wir diese objektivieren und einen möglichen Bias 

durch den Auswertenden ausschließen.  
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4.6   Implikationen für Praxis und zukünftige Forschung  

Es wäre für zukünftige Studien interessant, ob sich die beobachteten prognostischen und 

prädiktiven Marker auch in größeren Kohorten bestätigen lassen. Die Kohortengröße 

limitiert auch die Subgruppenanalyse von MM der verschiedenen 

Ursprungslokalisationen. Dies ist in Bezug auf die personalisierte Therapie relevant, da 

MM mit verschiedenen Ursprungslokalisationen ein unterschiedliches 

Therapieansprechen zeigen könnten. Beispielsweise könnte die auf Basis unserer 

Ergebnisse von uns postulierte gesteigerte Immunogenität der nasalen MM zu einem 

besseren Therapieansprechen auf ICI führen. Eventuell könnten die nötigen Fallzahlen 

für eine Analyse der MM Subgruppen durch eine Metaanalyse erreicht werden.   

  

Ein vielversprechendes Forschungsgebiet ist die Charakterisierung der TILs und ihr 

Einfluss auf die Eigenschaften von Melanomen. Die genauere molekularbiologische 

Untersuchung der TILs ist ein möglicher Ansatzpunkt für zukünftige Forschungsprojekte. 

Dabei könnte beispielsweise die Durchflusszytometrie angewandt werden, um isolierte 

TILs genauer zu untersuchen.  

  

Weiterhin besteht außerdem der Bedarf nach differenzialdiagnostischen Markern, die 

eine Unterscheidung von MM und CM durch den Pathologen ermöglicht. In zukünftigen 

Studien könnte die Expression von weiteren Proteinen untersucht werden. Aber auch die 

genauere Untersuchung der Genome von MM und CM könnte zielführend sein.   
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Schlussfolgerungen 

5.  Schlussfolgerungen   

  

Zusammenfassend haben wir eine umfassende Untersuchung der Proteinexpression von 

zellzyklusassoziierten und immunomodulatorischen Proteinen in MM und CM 

durchgeführt. Dabei sind wir auf ihre regulierenden Faktoren eingegangen und haben die 

Ergebnisse mit den klinischen Daten korreliert. Unsere Ergebnisse heben die mögliche 

klinische Bedeutung der p16 Expression als differentialdiagnostischen Marker und der 

PD-1 Expression der TILs als prognostischen Marker für MM hervor. Sie liefert 

verschiedene Ansatzpunkte für zukünftige Studien und wirft interessante 

Fragestellungen. Beispielsweise sind die immunologischen Unterschiede von MM der 

verschiedenen Lokalisationen und der prognostische Effekt der PD-1 Expression 

Themengebiete, an die angeknüpft werden können. Unsere Studie bietet Einblicke in die 

Biologie eines noch unzureichend charakterisierten Subtyps des Melanoms und trägt zu 

der Abgrenzung von MM von CM bei.   
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