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1 Einleitung
Bis vor 10 Jahren galt das maligne Melanom noch als therapieresistent, jedoch
gibt es neue Hoffnung fur die Behandlung schwerer, fortgeschrittener Krebser-
krankungen. Das erweiterte Verstandnis der Atiologie des malignen Melanoms
(MM) und der Mechanismen der Deaktivierung der kérpereigenen Immunantwort
durch den Tumor haben in den letzten Jahren zur Entwicklung, hauptséchlich
zweier, Erfolg versprechender Therapieverfahren fir das MM beigetragen:

- der Einsatz von Inhibitoren im MAPK-Signalweg (vgl. Kap. 1.1.1, BRAF-,

MEK-Inhibitoren)
- die Beeinflussung sog. Immun-Checkpoints durch gezielte Antikérper (vgl.
Kap. 1.2.3, z.B. PD1- PD-L1-Antikdrper)

Diese Therapieformen scheinen ausgesprochen zukunftstrachtig und erfolgreich.
Allerdings sind sie immer noch mit einer Zahl von Nebenwirkungen verbunden
und mit einer noch nicht genauen Bestimmung von Patienten verbunden, die auf
die Therapie reagieren oder nicht.
Es bedarf daher der Erforschung und Entwicklung klinisch einfacher und schnell
zuganglicher Biomarker, welche das Verstandnis der Melanomgenese und der
Therapiemoglichkeiten und des Therapieerfolges prognostizieren kénnen.
Die Gewinnung von Biomarkern sollte dabei so wenig invasiv wie zeitaufwendig
sein, um, individuell, im Bereich einer molekularen Diagnostik und der Préazisi-
onsmedizin, klinisch, schnell reagieren zu kénnen.
In den letzten Jahren haben sich MikroRNAs (miRNAs), welche in ,liquid biop-
sies” in vielen Korperflussigkeiten (Vollblut, Plasma, Liquor, Speichel, etc.) nach-
gewiesen werden konnen, als leicht zugangliche Kandidaten fir diagnostische,
prognostische und evtl. pradiktive Biomarker herausgestellt.
In dieser Arbeit wird daher insbesondere untersucht, ob miRNA-Expressions-
muster im Plasma von Melanompatienten genutzt werden kdnnen, um Aussagen
Uber ein Ansprechen auf eine Immuncheckpoint-Inhibition im Bereich der Mela-

nomtherapie machen zu kénnen.



1.1 Malignes Melanom

Das maligne Melanom ist der Hauttumor mit der grol3ten Metastasierungsrate
und fir mehr als 90% der Sterbefélle bei Hauttumoren verantwortlich. Nach
Hochrechnungen der Gesellschaft fur epidemiologische Krebsregistrierung in
Deutschland e.V. (GEKID) und Zentrum fir Krebsregisterdaten aus dem Jahr
2021, lag die Inzidenz fur das MM in Deutschland im Jahr 2018 bei rund 22.890
Personen. Inklusive melanoma in-situ lag die Anzahl bei 36.371 Neuerkrankun-
gen.

Ca. 3000 Menschen verstarben am MM. Das mittlere Erkrankungsalter der
Frauen liegt bei 62 Jahren vergleichsweise niedrig. Manner erkranken im Mittel
6 Jahre spater.

Viele maligne Melanome kénnen im Friuhstadium detektiert und durch Exzision
kuriert werden. Das 5-Jahre overall survival liegt bei 91 %. Patienten, die in einem
frihen Stadium des MM diagnostiziert werden, besitzen sogar eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von bis zu 98 %. Dieser Uberlebensanteil sinkt aber drastisch auf
63% bzw. 16 % (oder niedriger) beim Vorliegen von regionalen oder Fernmeta-
stasen (Riefolo et al. 2019). Das Stadium IV, das fernmetastasierte maligne Me-
lanom, gilt als eine der aggressivsten Krebserkrankungen mit einer der schlech-
testen Prognosen. Die Wahrscheinlichkeit, nach 5 Jahren noch zu leben, liegt bei
lediglich 5-10 % und die Lebenserwartung umfasst haufig nur etwa 6 bis 10 Mo-
nate (Leung et al. 2013). Die therapeutischen Moglichkeiten sind begrenzt: Die
einzigartige Biologie des Tumors macht es schwierig vorherzusagen, wohin er
streuen wird.

Nach dem Robert-Koch-Institut versterben ca. 3000 Menschen jahrlich an einem
malignen Melanom. Die Zahl der jahrlich neu aufgetretenen Falle (Inzidenz) in
Deutschland hat sich seit 1970 mehr als verfunffacht. Allerdings ist die Sterblich-
keit an dieser Erkrankung im gleichen Zeitraum nur bei den Mannern leicht an-
gestiegen (1593 Sterbefalle im Jahr 2017 und 1789 Sterbeféalle im Jahr 2019)
(www.rki.de).

Es handelt sich beim MM um ein komplexes, heterogenes Krankheitsbild, indem
Storungen unterschiedlicher molekularer Signalwege in die Tumorgenese invol-
viert sind. Von Bedeutung sind genetische Verdnderungen und epigenetische

Modifikationen, welche im Zusammenspiel an der Entstehung, Promotion und



Progression des MM beteiligt sind (Shtivelman et al. 2014). Als Hauptrisikofaktor
fur die Entstehung des MM wird solare und kinstliche (Solarien) UV-Exposition
angesehen (Gandini et al. 2005a, 2005b, 2005c). Pleasance und Mitarbeiter ka-
talogisierten 2010 zum ersten Mal das gesamte Spektrum somatischer Mutatio-
nen im Gesamt-Genom einer Melanom-Metastase (Pleasance et al. 2010). Dabei
stellte sich heraus, dass die Mehrzahl (ca. 70 %) der detektierten Einzelbasen-
Substitutionen vom Typ C—T und ca. 70 % der Dinukleotid-Substitutionen vom
Typ CC—>TT waren. Da bekannt ist, dass es sich hierbei um UV-spezifische Mu-
tationen (,signature-mutations) handelt (siehe Kapitel 3.1.2), stellt dieser Befund
eine starke Korrelation zwischen malignem Melanom und UV-Exposition her
(Pfeifer und Besaratinia 2012).

Maligne Melanome erscheinen haufig als braunlich bis rétlich-blauliche, schwérz-
liche, grau-weil3liche, haufig asymmetrische Hautveranderungen. Sie kdnnen
aber auch vdllig pigmentfrei sein. Das MM tritt in den unterschiedlichsten klini-
schen Erscheinungsformen auf und kann in allen Bereichen der menschlichen

Haut, der behaarten Kopfhaut, den Schleimh&auten des Auges, Mund, Genitale,

auch unter den FulZnageln und den Fingernageln vorkommen. Dariber hinaus in

allen Organen ektodermalen Ursprungs wie z. B. den Hirnhauten, der Galle etc.

Die unterschiedlichen Formen, die haufige Asymmetrie, die aber nicht zwingend

vorliegen muss, die Verfarbungen und sekundaren Veranderungen wie Nassen,

Krustenbildung, unterstreichen die aul3erordentliche Vielfalt dieses Tumors im

klinischen Bild. Das maligne Melanom hat keine definierte Vorstufe. Die klinische

Diagnosestellung erfordert auch deshalb langjahrige Erfahrung, da eine auler-

ordentliche hohe Anzahl an mdglichen Differentialdiagnosen vorliegt.

Gemal ihres Wachstumsmusters werden Klinisch vier Haupttypen unterschie-

den.

1. Das Lentigo maligne Melanom (LMM), das als Voraussetzung eine chronisch
UV-geschadigte Haut benotigt und aus diesem Grunde auch in den UV-ge-
schadigten Arealen vorkommt,

2. das superfiziell spreitende Melanom (SSM),
das knotige/nodulare Melanom (NM) und

das akrolentiginése Melanom (ALM).



In Abh&ngigkeit von seinem vertikalen Tumorwachstum fuhrt das MM sehr
schnell zur Metastasierung und ist fur die hdchste Mortalitatsrate bei Hautkrebs

verantwortlich.

Histopathologische Einteilung des malignen Melanoms:
(gemals WHO 2006 histological classification of melanocytic tumours (LeBoit et
al. 2006))

e Superfiziell spreitendes Melanom,

e Nodulares Melanom,

e Lentigo-maligna-Melanom,

e Akrolentigindses Melanom,

e Desmoplastisches Melanom,

e Maligner blauer Navus,

e Melanom auf groRem kongenitalen Navus,

e Navoides Melanom,

e Spitzoides Melanom,

e Persisitierendes Melanom.

Fur das maligne Melanom wurde vom AJCC 2018 eine TNM-Klassifikation und
Stadieneinteilung vorgeschlagen, welche jetzt der Klassifikation des malignen

Melanoms zugrunde liegt (AJCC, Gershenwald und Keung, 2017).

1.1.1 BRAF in der Melanomgenese

Mit der Tumorgenese des malignen Melanoms steht eine Vielzahl von mutierten
Genen im Zusammenhang. Im Mittel liegt die Mutationsrate des malignen Mela-
noms hoher als jene, die fir andere aggressive Tumore berichtet wird. Eine Uber-
sichtsarbeit von Shtivelman et. al. (2014) zeigt Gber 30 unterschiedliche Gene,
deren Mutationsfrequenz zwischen 1-85% in unterschiedlichen untersuchten Me-
lanomen liegt.

Das maligne Melanom zeigt bei ca. 50% eine BRAF Mutation. 90% dieser Muta-
tionen fihren zu einem Aminosaureaustausch von Valin (V) durch Glutamat (E)
und zur Aminosaureédnderung BRAF V600E. Andere Mutationen an der V600 Po-
sition fihren zu anderen Aminosauresubstitutionen (V600K, V600D, V600R).



Diese Veranderung treten weniger haufig auf (5-15%). BRAF- Mutationen treten
relativ friih in der Melanomgenese auf und werden zu einem hohen Prozentsatz
auch in benignen melanozytaren Navi gefunden. In diesen BRAF- mutierten Zel-
len wird ein Phenotyp induziert, der mit einem Zellzyklusarrest der V60OE Zellen
einhergeht. Dies wird als onkogen induzierte Senesenz bezeichnet. BRAF- Mu-
tationen allein, kénnen keine Melanome induzieren. Hierzu sind weitere Ereig-
nisse in BRAF mutierten Melanozyten erforderlich, wie z.B. die Deletion im
CDKN2A- oder im PTEN- Gen. Diese Mutationen zusammen flhren zu einem
vollstandig kanzerogenen Phenotyp (Shtivelman et al. 2014, Flaherty et al.
2012a, Flaherty et al. 2012b).

Unabhangig von der vorgeschalteten EGFR/KRAS Kaskade fiihrt die V600- Mu-
tation im BRAF- Gen zu einer unkontrollierten Aktivierung des MAPK Signalwegs
und somit zur unkontrollierten Zellproliferation. Die BRAF- Mutation ist ein mole-
kulares Target der Therapie mittels Thyrosinaseinhibitoren (BRAF-Inhibitoren,
(Vemurafenib (Zelboraf)). Die Melanome entwickeln nach kurzer Zeit eine Resis-
tenz gegen BRAF- Inhibitoren. Die ,downstream targets” wie MEK und ERK lie-
gen wieder aktiviert vor und stimulieren das unkontrollierte Zellwachstum. Sog.
MEK- Inhibitoren (Tranetinib, EZ 05/2013 in den USA) hemmen einen weiteren
Schritt im MAP- Kinase- Signalweg und wirken somit dieser Resistenz entgegen.
BRAF- Mutationen treten haufiger in Melanomen auf, die sich auf intermittierend
UV- exponierter Haut entwickeln. Seltener treten BRAF- Mutationen bei akralen
und mukosalen Melanomen auf. Neben den BRAF-Mutationen treten beim ma-
lignen Melanom auch gehauft aktivierende Mutationen in NRAS auf (in 20-30%
der Melanome). Das Auftreten von NRAS-Mutationen schlief3t typischerweise
eine Mutation in BRAF aus, so dass diese Mutationen immer exklusiv auftreten.
Allerdings sind Mutationen in NRAS unter Therapie bei einem BRAF-mutierten
Melanom als mdglicherweise Resistenz-verursachende Mutation beschrieben.
Trotz vielversprechender friher klinischer Daten profitieren nur wenige Patienten
mit einem NRAS-mutierten Melanom von einer Therapie mit einem MEK-Inhibitor
(Shtivelman et al. 2014).



1.1.2 PD-L1

Tumoren haben Mechanismen entwickelt, die sie in die Lage versetzen, sich aktiv
einer Immunantwort zu entziehen (,immune escape®), indem sie sich selbst z.B.
vor einer tumorspezifischen T- Tell- Reaktion schiutzen (Christofi et al. 2019,
Khair et al. 2019). Eine der Moglichkeiten ist dabei die Interaktion von Tumor-
exprimiertem PD-L1 und T-Zell-stdndigem PD-L1 Rezeptor PD-1. Normalerweise
findet man den PD-L1-Liganden auf antigenprasentierenden Zellen, um die peri-
phere T-Zellantwort zu beenden, wenn diese nicht mehr gebraucht wird. Aber
auch Tumorzellen sind in der Lage den PD-L1-Liganden zu exprimieren, wodurch
die Tumorzelle in die Lage versetzt wird, der Immunantwort standzuhalten (Swart
et al. 2016, Havel et al. 2019). Dieser, vom Tumor ausgehender Mechanismus
(Tumor-Counterattack), bewirkt somit eine, auch als ,tumor escape, tumor eva-
sion“ bezeichnete Abwehr gegen eine Eliminierung durch das Immunsystem. Be-
sonders haufig exprimieren ,immunogene” Tumorentitdten PD-L1. Hierzu geho-
ren das maligne Melanom, das nicht- kleinzellige Lungen-, Urothel- und das Nie-
renzellkarzinom (Christofi et al. 2019).

Das Typ-I- Transmembranprotein PD-L1 (B7-H1, CD 274) ist ein T-Lymphozyten
hemmendes Molekil. PD-L1 wird vom PDCD1L1-Gen (Chromosom: 9p24.1) co-
diert. PD-L1 findet man auf APC'’s, T- Zellen, B- Zellen, Monozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen (DC's) und setzt ein inhibitorisches Signal durch Bin-
dung an den Rezeptor PD-1 tragende T- Zellen (die T-Zelle mit PD-1 wird ge-
hemmt). Der PD-1/PD-L1 Komplex wirkt in beide Richtungen hemmend und in-
duziert Apoptose in effector-T-Lymphozyten (Havel et al. 2019, Yang et al. 2013).

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass PD-L1 in Tumorgewebe verschiedener
Krebsarten exprimiert wird und als Hochrisikofaktor gilt (Wang X et al. 2015).
Durch Erhdéhung der inflammatorischen Zytokine wie IFN-Gamma, TNF- alpha
und IL-2 wurde in soliden Tumoren eine erhéhte Expression von PD-L1 gemes-
sen (Havel et al. 2019).

Neben PD-L1 existiert noch ein weiterer programmed cell death ligand, PD-L2
(B7-DC, CD273). Er stellt ebenfalls ein Typ | Transmembran-Protein dar und wird
durch das Gen PDCD1LG (Chromosome 9p24.1) kodiert. PD-L2 zeigt eine deut-

liche verminderte Verbreitung auf als PD-L1. Es ist auf aktivierten Antigen-



prasentierenden Zellen (APC’s) vermehrt vorhanden. Ebenso auf Monozyten,
Makrophagen und DC’s. PD-L2 tragt wie PD-L1 extrazellular eine IgC- und IgV-
Domane. PD-L2 wird nach Stimulierung durch IL-4, NF-kB, IFN-Y und GM-CSF
(Granulocyte/ Monocyte Colony- Stimulating Factor) hochreguliert (Pentcheva-
Hoang et al. 2007).

Das Programmed cell death 1 protein, kurz PD-1 (PDCD1-Gen, Chromosom
2937.3), ist das Rezeptormolekul fur PD-L1. Es spielt eine wichtige Rolle in der
Down-Regulation des Immunsystems und Unterdriickung der T-Zell-Funktion.
PD-1 wird von aktivierten T- Zellen exprimiert (Havel et al. 2019).

PD-1 ist ein Typ-I- Transmembranprotein, bestehend aus 288 Aminosauren. Das
kodierende Gen PCDC1 liegt auf Chromosom 2 und enthalt 5 Exons. Die Struktur
von PD-1 setzt sich aus einer extrazellularen IgV- &hnlichen Immunglobulin- Do-
mane, einer Verbindungsdoméne, einer Transmembran- Domane und einer Int-
razellular- Doméane zusammen. Die Intrazellulardomane tragt 2 Tyrosin- gebun-
dene Signalmotive, einmal das Immunoreceptor tyrosine- based inhibitory motif
(ITIM) und sowie das Immunoreceptor tyrosine- based switch motif (ITSM) (Gre-
enwald et al. 2005).

Wenn immunkompetente Zellen einen PD-1-Liganden, wie PD-L1, auf der Ober-
flache von somatischen Zellen erkennen, wird dadurch das ,Signal“ vermittelt,
dass es sich um eine korpereigene Zelle handelt worauf das Immunsystem inhi-
bierte, Eigen-Toleranz unterstitzt und Autoimmunitat unterdrickt wird. Der PD-1
checkpoint reguliert das Immunsystem, normalerweise, durch die Induktion von
Apoptose in gereiften T-Zellen, die kdrpereigene Antigene in den Lymphknoten
erkennen. Darlber hinaus unterdriickt PD-1 die Apoptose von regulativen T-Zel-
len (Treg), anti-inflammatorischen Zellen, die die Immunantwort auf kdrpereigene
Zellen unterdricken. Diese Mechanismen schitzen, normalerweise, das Ge-
webe vor Schadigungen z.B. bei der anti-mikrobialen Immunantwort.

In Tumoren, einschliel3lich des malignen Melanoms, ist nun aber PD-L1/2 haufig
Uber-exprimiert, so das uUber Bindung an den PD1-Rezeptor die Tumoren in die
Lage versetzt werden, die Immunantwort auf den Tumor effektiv ,abzuschalten®
und so einer Zerstorung durch eine intakte Immunantwort zu entkommen (Chris-
tofi et al. 2019).
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Experimentelle Untersuchungen und klinischen Studien belegen, dass fur die ,tu-
mor immune evasion® einer Vielzahl von unterschiedlichen Krebsentitaten die
PD1-PD-L1-Achse genutzt wird, um eine effektive Eliminierung der (an sich) im-
munogenen Tumorzellen durch eine intakte Immunantwort zu verhindern (Havel
et al. 2019, Davis et al. 2019, Passarelli et al. 2017, Topalian et al. 2015).

Nach der Aufklarung der Mechanismen, welche den PD-1/PD-L1 Immun-Check-
point charakterisieren, gelang es in den letzten Jahren monoklonale Antikdrper
zu entwickeln, welche die Bindung von PD-L1 und PD-1 unterbinden und somit
wieder eine gezielte Immunantwort auf das Vorhandensein von Tumorzellen er-
lauben

Die PD1Antikérper Nivolumab und Pembrolizumab sind jetzt fir eine Zahl von
Tumorentitaten (Shtivelman et al, 2014) fir die ,immune checkpoint inhibition*
(ICl) zugelassen. Fur das nicht resektierbare maligne Melanom der Haut sogar
als first-line treatment® in den USA und der EU (Swart et al. 2016). PD-L1-Anti-
korper (Atezolizumab) wurden fir die Behandlung von Blasenkrebs zugelassen
(Rosenberg et al. 2016). Auch wenn fur die ICI gezeigt werden konnte, dass sie
einen Gewinn fiir das Langzeit-Uberleben darstellt (ca. 16% der Patienten waren
5-Jahres-Uberlebende (Gettinger et al. 2018)), ist die Effizienz der ICI-Therapie
immer noch gering. Die objektive Responserate (ORR) einer monoklonalen Anti-
korper-Therapie des PD1/PD-L1 Checkpoints liegt nur zwischen 10-40 % (Yang
Q et al. 2018).

1.1.3 CTLA-4

Das zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Protein 4 (,cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4, CTLA-4) ist ein weiteres inhibitorisches Molekiil, welches
auf T-Zellen (auch auf regulatorischen T-Zellen, Treg) exprimiert wird und in die
negative Regulation der T-Zell-Interaktion mit Antigen-prasentierenden Zellen
(APC) involviert ist (Shtivelman et al. 2014). Die Expression von CTLA-4 auf der
T-Zelloberflache ist beim Vorliegen von Melanomen oft erhdht und fiihrt zur sog.
T-Lymphozyten Anergie, also der Unfahigkeit von T-Lymphozyten auf spezifische
Antigene zu reagieren. CTLA-4 bindet kompetitiv zum CD28-Rezeptor (beide auf
der Oberflache von T-Zellen) und CD80 und CD86 Molekiile, die auf APCs pra-
sentiert werden. Dabei bindet CTLA-4 mit viel héherer Affinitat als CD28 an die
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ko-stimulatorischen Molekule (CD80/86), was zu einer Inaktivierung der T-Lym-
phozyten fuhrt (Simiczyjew et al. 2020). Das fihrt zu einem immun-suppressiven
Phanotyp der T-Lymphozyten im Tumor-Mikroenvironment. Wenn hingegen tber
Antikorper (z.B. Ipilimumab, vgl. Tabelle 1) die Bindung von CTLA-4 an APCs
verhindert wird kann die Immunantwort auf den Tumor wieder erfolgen und stellt
somit die Grundlage fur eine weitere Immun-Checkpoint-Inhibition in der Thera-
pie des Melanoms dar (Shtivelman et al. 2014, Swart et al. 2016, Simiczyjew et
al. 2020)

Tabelle 1: Targetmolekiile und Antikorper, die bei der ICI des Melanoms eingesetzt werden

Target Antikérper fiir die ICI

CTLA-4 Ipilimumab, Tremelimumab

PD-1 Nivolumab, Pembrolizumab,
Cemiplimab

PD-L1 Atezulizumab, Avelumab
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1.2 Biomarker

Eines der gro3en Ziele der modernen Felder der Prazisionsmedizin und der indi-
vidualisierten Medizin ist es, leicht zugangliche genetische, molekulare und zel-
lulare Marker zu charakterisieren, welche Aufschliisse tber die, mit einem Krank-
heitsgeschehen einhergehenden, Veranderungen (Initiation von Krankheitsbil-
dern, Progression, Metastasierung, Ansprechen auf Therapien, etc.) im Patienten
zu entdecken und nachzuverfolgen. Diese Marker sollen fir den Arzt/Wissen-
schaftler leicht (und moéglichst minimal-invasiv) zugénglich sein und ihm schnell
notwendige Indikatoren fur eine Krankheit bzw. einen Krankheitsverlauf liefern.
Marker, die diese Charakteristika erfillen werden als Biomarker bezeichnet. Ent-

sprechend einer Definition der WHO handelt es sich dabei um;

+ ,...any substance, structure or process that can be measured in the body or its
products and that can influence or predict the incidence or outcome of disease.”

(WHO. International Program on Chemical Safety Biomarkers in Risk Assess-
ment)

Die einfache und minimal-invasive Zuganglichkeit wird seit ca. 10 Jahren durch
die Untersuchung und Analyse von Flussigbiopsien (,liquid biopsies®) aus unter-
schiedlichen Korperflussigkeiten (Blut, Urin, Speichel, Liquor, etc.) gewéhrleistet
(Reimers und Pantel 2019, Kalia 2015, Lianidou und Pantel 2019).

Bei den Biomarkern kann man im Allgemeinen in 3 Kategorien unterscheiden
(Lim et al. 2018):

1. Diagnostische Biomarker
2. Prognostische Biomarker

3. Pradiktive Biomarker

Die ersten helfen bei der Diagnose einer bestimmten Krankheit, die zweiten ge-
ben Auskunft Gber einen Krankheitsverlauf (z.B. die Progression einer Tumorer-
krankung) und letztere sollen Vorhersagen Uber das Ansprechen bestimmter
Therapien bei (Tumor-) Erkrankungen machen.

In den letzten 10 Jahren stellte sich nun heraus, dass neben anderen Biomarkern

in Lliquid biopsies“ (z.B. zirkulierende Tumorzellen, freie zirkulierende DNA,
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bestimmte Proteine, etc.), den Mikro-RNAs (miRNAs), unter anderem wegen ih-
rer hohen Stabilitat in unterschiedlichen Kérperflissigkeiten, eine ganz beson-

dere Bedeutung als Biomarker zukommt.

1.2.1 Biomarker im Bereich der PD-1 ICI-Therapien

Wie bei vielen zielgerichteten Therapien stellt sich auch bei den Immun-Check-
point-Inhibitoren die Frage nach geeigneten Biomarkern, die das Therapiean-
sprechen voraussagen (Pagni et al. 2019, Tunger et al. 2019). Dabei unterschei-
det man die sogenannte ,Companion“-Diagnostik, als eine fur die Stratifizierung
obligate, von den Zulassungsbehérden vorgeschriebene Testung und die fakul-
tative, sogenannte ,Complementary“-Diagnostik, welche bei Behandlungsinten-
tion zur Entscheidungsfindung beitragt (Baretton 2016).

Der hochste pradiktive Stellenwert sowohl bei Anti-PD1- als auch Anti-PD-L1-
Therapien wird derzeit dem immunhistologischen Nachweis der PD-L1-Expres-
sion der Tumorzellen zugeschrieben. Auch die Bedeutung einer PD-L1-Expres-
sion auf tumorassoziierten Immunzellen (Makrophagen und Lymphozyten) muss
im Kontext mit dem verwendeten Assay und der jeweiligen Tumorentitat beurteilt
werden. Unabhangig vom verwendeten Testsystem wird fur die PD-L1-Expres-
sion nur eine membrandse Anfarbung unabhangig von der Farbeintensitat ge-
wertet. Somit muss die Auswertung bei hoher Vergro3erung erfolgen, um auch
eine schwache Auspréagung zu erfassen. Eine zytoplasmatische Farbung ist ohne
Bedeutung, gleiches gilt fir abgeschilferte Tumorzellen und Nekroseareale. Das
Ergebnis lautet ,% PD-L1 positive Tumorzellen/TC* und entspricht dem ,PD-L1-
Status® (Baretton 2016). In einer Studie mit dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab
fand sich aul3er fir die PD-L1-Expression in Tumorzellen auch ein unabhangiger
pradiktiver Wert in den Tumor-assoziierten Immunzellen (SP142 Assay) (Garon
et al. 2015).

Die hohe Expression des PD-L1 Proteins in Tumor (-Gewebe) wurde daher als
Jogischer* Biomarker fur die Pradiktion der ICI-Therapie identifiziert (Patel et al.
2015, Reck et al. 2016, Wallis et al. 2020) und z.B. von der U.S. Food and Drug
Administration (FDA) als Marker fir die Initierung der Therapie solider Tumoren

(inkl. des malignen Melanoms) zugelassen (Davis und Patel 2019). Andererseits
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zeigt sich aber auch, dass Patienten mit niedriger PD-L1-Expression auch einen
klinischen Benefit einer PD1/PD-L1 ICI-Therapie erfahren (Yang Q et al. 2018).
So profitierten z.B. Patienten mit nicht kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) von
einer ICI-Therapie, trotz geringem ,tumor proportion score® (TPS) fur PD-L1
(TPS<1%) (Borghaei et al. 2015).

Diese Befunde konnten auch fur das maligne Melanom bestatigt werden. Mela-
nompatienten mit hoher PD-L1 Expression (= 5%) zeigten unter ICI-Therapie eine
bessere ORR (Weber et al. 2013). Es wurde aber auch eine gute ICI-Therapie-
Antwort fur Patienten mit niedriger PD-L1 dokumentiert (Daud et al. 2016, Carlino
et al. 2018). Es wird spekuliert, dass das Ansprechen auf eine PD1/PD-L1 ICI-
Therapie, bei sowohl niedriger als auch hoher PD-L1-Expression, in einer zeitli-
chen Dynamik der PD-L1-Expression, die durch Faktoren, wie z.B. die Interferon-
y- Produktion durch infiltrierende T-Zellen beeinflusst wird, unterliegt (Shtivelman
et al. 2014). In diesem Zusammenhang stellt die gewebebezogene Bestimmung
der PD-L1-Expression also keinen eindeutigen pradiktiven Marker dar (Yang Q
et al. 2018).

Neben der PD-L1 (oder CTLA-4) Expression wurden eine Reihe anderer Biomar-
ker allein oder in Kombination ausgetestet und eingesetzt, um prognostisch oder
pradiktive Aussagen fur die Therapie des malignen Melanoms und anderer
Krebs-Entitaten machen zu konnen.

Darunter befanden sich z.B. Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs), das IFN-y-
signaling, Neoantigene und die Tumor-Mutationslast, die Microsatelliten-Instabi-
litat, die Defizienz im ,mismatch-repair‘, Microbiota, Biomarker im peripheren
Blut, praklinische Mausmodelle und epigenetische Biomarker. In vielen der Un-
tersuchungen konnten aber keine eindeutigen pradiktiven Hinweise gefunden
werden und/oder die statistische Signifikanz der Ergebnisse erschien zu niedrig
(Pagni et al. 2019, Shen et al. 2019, Topalian et al. 2016, Pires da Silva et al.
2020, Perez-Guijarro et al. 2020). In einer kurzlich erschienenen Ubersichtsarbeit
fassen Ren et al. die Ergebnisse zusammen, die bisher zur Identifizierung von
pradiktiven Biomarkern bei ein Resistenz gegeniber PD1/PD-L1 Krebs-Immun-
therapien gewonnen werden konnten. Dabei werden sowohl die PD-L1 Expres-
sion, die Mutationslast, die Immunzell-Infiltration und die Funktion bestimmter Im-

munzellen als mogliche Marker diskutiert (Ren et al. 2020).
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In grol3en Studien zeigt sich jedoch immer noch, dass sowohl bei Melanompati-
enten mit hoher PD-L1-Expression, aber auch mit niedriger Expression eine dau-
erhafte Therapieantwort mit Immun-Checkpoint-Inhibition (ICI) erreicht werden
kann (Daud et al. 2016).

Daruiber hinaus ist die Immuncheckpoint-Therapie des maligen Melanoms, trotz
der teilweise beeindruckenden Erfolge, haufig noch mit ernst zu nehmenden, teil-
weise lebensbedrohenden Nebeneffekten (,immune-related adverse events,
iIrAESs) assoziiert (Puzanov et al. 2017).

Die Suche nach geeigneten, pradiktiven Biomarkern fur eine frihzeitige Einschat-
zung einer Tumortherapie, im Speziellen der Immun-Checkpoint-Therapie des
malignen Melanoms, ist also weiterhin eine relevante, besonders wichtige wis-

senschaftliche und klinische Fragestellung.

In den letzten Jahren hat sich nun gezeigt, dass epigenetische Biomarker, insbe-
sondere Mikro-RNAs (miRNAS), in Verbindung mit ihrem Nachweis in Flissigbi-
opsien (,liquid biopsies®) aus einer Vielzahl von Kdrperflissigkeiten, vielverspre-

chende Ansatze liefern, prognostische und pradiktive Biomarker zu finden.
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1.3 Epigenetik

Die Krebsforschung hat sich tber viele Jahrzehnte auf die genetischen Defekte
und deren Bedeutung fur die zellulare Fehlfunktion fokussiert. In den letzten Jah-
ren stellte sich jedoch heraus, dass auch epigenetisch bedingte Fehlregulationen
von immenser Bedeutung sind. Epigenetische Verdnderungen sind nach einer
gangigen, akzeptierten Definition wie folgt charakterisiert:

,Stable heritable phenotype resulting from changes in a chromosome without
modification of the DNA-sequence” (Patel und Kurzrock 2015).

Epigenetisch bedingte Fehlregulation kdnnen Einfluss auf die ,hallmarks of
cancer‘ nehmen, oder gehoren selber zu diesen (Hanahan und Weinberg 2011,
You und Jones 2012, Shen und Laird 2013, Yao et al. 2014, Nebbioso et al. 2018,
Cheishvili et al. 2015, Pfeifer 2018).

Durch genomweite Analysetechniken wurden eindeutige Beweise dafir geliefert,
dass Stérungen von epigenetischen Regulationsmechanismen, mit der Entste-
hung von Krebs, inkl. des malignen Melanoms assoziiert sind (Strub et al. 2020).
In der epigenetischen Landschaft konnen hauptsachlich 3 Regulationsmechanis-
men beschrieben werden. Die DNA-Methylierung, die Histon-Modifikationen und
die post-transkriptionelle Regulation der Proteinsynthese durch miRNAs.

1.3.1 DNA Methylierung (Promotormethylierung)

Methylierung von ,,CpG- islands® in der Promotorregion einer Vielzahl von Tumor-
suppressorgenen verhindert deren Expression und greift somit in die zellulare
Proteinfunktion ein, die mit der Pathogenese des malignen Melanoms verbunden
ist. Diese Methylierung in der Promotorregion kann durch gezielte Demethylie-
rung wieder aufgehoben werden und zur Gen- Aktivierung beitragen. Bei gleich-
zeitiger Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen und zusatzlichen Hypo-
methylierung im Gesamtgenom wird mittlerweile als ,hallmark of cancer” ange-
sehen (Jeltsch et al. 2018).

So konnten Sakar et al. im Jahr 2015 berichten, dass der CDKN2A- Promotor in
19% primare Melanome und in 33% der Melanom-Metastasen hypermethyliert
vorliegt. Das CDKN2A- Gen kodiert fir den Tumorsuppressor p16 und spielt eine

wichtige Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus (Sarkar et al. 2015).



17

1.3.2 Histonmodifikation

Bei den Histonmodifikationen handelt es sich z.B. um die Phosphorylierung, Me-
thylierungen und Azetylierungen bestimmter Aminoséure-Reste in den Histon-
proteinen der DNA. Die so epigenetisch modifizierten Histone generieren einen
,histone code®, der, je nach epigenetischer Modifikation der Histone, in die Gen-
regulation eingreift, indem z.B. euchromatische (offene, transkriptionell aktive
Chromatinstrukturen), oder heterochromatische (kompakte, geschlossene, tran-
skriptionell inaktive Chromatinstrukturen) generiert werden (Sarkar et al. 2015,
Jenuwein und Allis 2001, Zhao und Shilatifard 2019).

Histonmodifikationen spielen in unterschiedlichen Entwicklungsphasen des ma-
lignen Melanoms eine bedeutende Rolle (Sarkar et al. 2015, Orouji und Utikal
2018, Moran et al. 2018). So konnte gezeigt werden, dass die Histonmethyltrans-
ferase SETDB1 oft stark amplifiziert im Genom des MM vorliegt und die Tri- Me-
thylierung (me3) des Lysinrestes in Position 9 (K9) des Histons H3 (H3K9me?3)
katalysiert. Das geht mit der Repression einer Reihe von Targetgenen einher.
Die Methyltransferase ,enhancer of zeste homologue 2“ (EZH2) ist ebenfalls von
immenser Bedeutung fir die Pathogenese des MM (Mahmoud et al. 2016). Es
handelt sich bei dieser Methyltransferase um die katalytische Untergruppe des
,polycomp repressor complex 2“ (PRC2) welcher die Tri-Methylierung von H3K27
(H3K27me?3) katalysiert und dadurch eine dichte Packung des Chromatins in den
betroffenen Gen- Regionen induziert, welche die Repression von Target- Genen
einleitet. Die Proteinlevel von EZH2 steigen vom benignen Navus in der Haut bis
zur Entstehung des MM an und vermehrte Epression von EZH2 ist im hohem
MalRe mit unkontrollierter Zellproliferation im malignem Melanom assoziiert
(Sarkar et al. 2015).

Fur die epigenetische Regulation in der Atiologie des malignen Melanoms ist wei-
terhin wichtig, festzuhalten, dass ein ,crosstalk® zwischen DNA-Methylierung und
Histonmodifikationen existiert (Tiffen et al. 2020).

1.3.3 Micro-RNA (miRNA)
Im Rahmen der epigenetischen Regulationsmechanismen zellularer Funktion

sind in den letzten Jahren, neben der Promotormethylierung und den
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Histonmodifikationen, immer haufiger regulatorische micro-RNAs (miRNAs,) in
den Mittelpunkt des Interesses gelangt (Pichler und Calin 2015), insbesondere
im Zusammenhang mit ihrer Rolle bei der Entstehung und Entwicklung von
Krankheiten, mit besonderen Schwerpunkten auf Krebserkrankungen (Condrat
et al. 2020, Dragomir et al. 2018, Adams et al. 2015, lorio und Croce 2012).
MicroRNAs (miRNASs) sind kleine (19-22 Nukleotide), nicht- Protein codierende
RNAs, welche die Genexpression post-transkriptionell regulieren (Bartel 2004).
Sie binden an mRNA und kdnnen die Translation eines Gens behindern oder die
MRNA insgesamt degradieren. Derzeit wird die Anzahl der humanen ,true mature
miRNAs" mit ca. 2300 abgeschatzt (Alles et al. 2019).

Die Reifung der miRNAs ist ein mehrstufiger Prozess (Creugny et al. 2018).
MiRNA codierende Gene werden zunéchst im Zellkern durch RNA Polymerase I
oder Il in einen Priméar-Transkript (pri-miRNA) transkribiert. Danach unterziehen
sich pri-miRNAs ihrer ersten Teilung, welche durch die RNase Il Enzyme Drosha
in einem Komplex mit dsSRNA bindenem Protein DGCRS8 (genannt Pasha) durch-
gefuhrt wird. Das Ergebnis sind ca. 70 Nukleotide lange, als stem-loop struktu-
rierte, Vorlaufer- miRNAs (pre-miRNA). Diese pre- miRNAs werden durch das
Enzym Exportin 5/ Ran-GTP in das Zytoplasma transportiert und erhalten dort
ihre zweite und letzte Teilung durch eine RNase Dicer/TRBP (transaktivierbare
RNA-bindendes Protein). Die reife miRNA + Antisense-Strang (Doppelstrang
RNA) enthalt 19-22 bp. Reife miRNAs sind an einen RNA- induced silencing com-
plex (RISC) angebunden, welcher die miRNA- induzierte Bindung an die Ziel-
MRNASs vermittelt (Yates et al. 2013). Der miR-RISC-Komplex bindet hauptséach-
lich an die 3' unubersetzten Regionen (UTRs) spezifischer Ziel-mRNAs und un-

terdruickt und verhindert somit die Translation in Protein (s.a. Abb. 1).
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Abbildung 1: Der Weg der miRNA-Biogenese. MiRNA-Gene werden transkribiert von RNA-Poly-
merase I, die im Zellkern pri-miRNAs bildet. Pri-miRNAs werden von Drosha/DGCR8 (bildet eine
kirzere zweite Pra-miRNA), die von Exportin-5/Ran-GTP, und dann von Dicer/TRBP zu miRNA
duplex verarbeitet. Ein Strang miRNADuplex wird in den miRNA-RISC-Komplex eingebaut, was
zur Unterdrickung der Proteinexpression fuhrt. Forderung des Ziel-MRNA-Abbaus (Carpi et al.

2016)
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Durch ihre Wirkungsweise greifen miRNAs dramatisch in die epigenetische Re-
gulation der Genexpression ein, indem sie wichtige Gene in notwendigen zellu-
laren Reaktionswegen kontrollieren. Es ist daher nicht verwunderlich, dass mo-
lekulare Fehler in der miRNA-Genom-Wechselwirkung mit dem Auftreten von zel-
lularer Fehlfunktion und der Tansformation von normalen Zellen zu Krebszellen
in Zusammenhang stehen (Dragomir et al. 2018). Man geht mittlerweile davon
aus, dass ca. 60% des menschlichen Genoms (im Zusammenspiel mit anderen
Faktoren) durch miRNAs reguliert werden (Friedman et al. 2009).

MicroRNAs kénnen aus den Zellen, in denen sie produziert wurden, ausge-
schleust werden, und gelangen so, z.B., in den Blutkreislauf, oder in andere Kor-
perflissigkeiten (Urin, Liquor, etc.). In Zirkulation sind sie stabil, da sie zuvor an
Proteinaggregate gebunden werden (Villarroya-Beltri et al. 2014, Nik Mohamed
Kamal und Shahidan 2019) oder in kleine (30-150nm) membran-umschlossene
Vesikel Uberfuhrt werden, sog. Exosomen (Jurj et al. 2020, Zhang et al. 2019).
Letztere sind in den letzten Jahren in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen In-
teresses gelangt, da die ausgeschleusten Exosomen und ihr ,Cargo“ (miRNAs,
MRNAs, DNA-Fragmente, Proteine und andere) von anderen Zellen in der Mikro-
und Makro-Umgebung der Ausgangszellen aufgenommen werden kénnen (Wan
et al. 2018). Dort entlassen die Exosomen ihren Inhalt und transportierte Be-
standteile, wie z.B. miRNAs, kdnnen nun in den rezipienten Zellen ihre Wirkung
entfalten (Maia et al. 2018). Dies ist von besonderer Bedeutung, da sich mittler-
weile herausgestellt hat, dass die Cargo-Zusammensetzung in den Exosomen in
der Ausgangszelle nicht zufallig erfolgt, sondern Exosomen gezielt so beladen
werden, dass sie an spezielle, rezipiente Zellen andocken kénnen und dort ihr
Cargo ,entlassen” (Villarroya-Beltri et al. 2014, Jurj et al. 2020, O° Brian et al.
2018). Auf diese Weise kann eine Ausgangzelle (z.B. eine Krebszelle) ,gezielt*
mit ihrer Umgebung in Kommunikation treten. Diese Prozesse sind von immenser
Bedeutung fir eine krebszellen-induzierte Modulation z.B. immun-kompetenter
Zellen (Yi et al. 2020, Vignard et al. 2020).

Die Stabilitdt von miRNAs (durch ihren Einschluss in Exosomen oder Protein-
Bindung) in Korperflussigkeiten hat dazu gefiihrt, dass diese mit unterschied-
lichsten Methoden in Korperflussigkeiten des Menschen nachgewiesen werden

kénnen. Sie werden daher als ideale Biomarker im Zusammenhang mit der
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Entnahme von ,liquid biopsies® (z.B. Blut) angesehen (Boyer et al. 2020). Es
konnte in einer Vielzahl von Untersuchungen gezeigt werden, dass der Nachweis
spezifischer miRNAs (allein, oder in Kombination mit anderen Biomarkern (wie
z.B. zirkulierenden Tumorzellen, zirkulierender freier DNA, Proteinen und ande-
ren) in liquid biopsies® hoch evidente Hinweise auf das Vorliegen bestimmter
Erkrankungen, die Progression von Krebserkrankungen und das Ansprechen auf
bestimmte Therapeutika gibt (diagnostische, prognostische und pradiktive Bio-
marker (Valihrach et al. 2020, Pardini et al. 2019).

1.3.4 miRNA-Nomenklatur

Die Namensgebung der miRNAs erfolgt zunéchst in der zeitlichen Reihenfolge
ihrer Sequenzierung (also miRNA-7 zeitlich vor miRNA 203, etc. sequenziert).
Vorstellung von 3 Buchstaben bezeichnet den Organismus (z.B. has: homo sa-
piens, oder mus: Maus).

Unterschiedlich Vorlaufersequenzen und genomische Loci die zu identischen rei-
fen miRNAs fihren werden mit weiteren Ziffern charakterisiert (z.B. hsa-miR-31-
1 und hsa-miR-31-2). Eng verwandte reife miRNA-Sequenzen werden durch das
Anhangen von Buchstaben charakterisiert (z.B. hsa miR-31a und hsa miR-31-b).
Oft kdnnen zwei miRNAs vom selben Vorlaufer stammen. Wenn nicht ausrei-
chend bekannt ist, welche miRNA-Sequenz die vorherrschende sein wird, wer-
den Namen wie miRNA-34-3p (vom 3‘-Arm der Vorlaufer-Form stammend) und
miR-34-5p (vom 5‘-Arm stammend) vergeben.

Da in dieser Arbeit nur menschliche miRNAs untersucht wurden, wurde bei ihrer

Benennung im Text auf das Vorausstellen von hsa verzichtet.

1.3.5 miRNAs und Melanom (-Therapie)

Bestimmte miRNAs sind fur eine Vielzahl von Prozessen in der Melanomgenese
verantwortlich (Lorusso et al. 2020). Sie kénnen als oncomiRNAs (oncomirs) oder
als tumorsuppressive miRNAs wirken (lorio und Croce 2012). Sie kénnen z.B.
Signaltransduktionswege in der Proliferation aktivieren (miRNA-137, miRNA-
221), Resistenzen gegen Apoptose vermitteln (miRNA-18b) oder die Invasion
von Tumorzellen und die Metastasierung erleichtern (miRNA-214, miRNA-7a)

(Sarkar et al. 2015) und eine Vielzahl weiterer melanom-assoziierter Prozesse
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beeinflussen (Latchana et al. 2016, Voller et al. 2013). Die Untersuchung des
Nutzens von miRNAs als pradiktiven und/oder prognostischen Biomarkern (auch
in liquid biopsies) unterliegt im Augenblick intensiver Forschung (Valentini et al.
2019, Varamo et al. 2017, Polini et al. 2019, Ross et al. 2018, Mannavola et al.
2016, Foth et al. 2016).

Im Zusammenhang mit Immuncheckpoint-Therapien unterschiedlicher Krebs-
Entitaten werden im Augenblick die immunmodulatorischen Eigenschaften von
mMiRNAs ausfuhrlich untersucht (Omar et al. 2019, Cortez et al. 2019). Insbeson-
dere gibt es erste Einblicke in die miRNA-Regulation im PD1/PD-L1 Reaktions-
weg (Wang X et al. 2015, Yi et al. 2020, Kumar und Sharawat 2018, Ding et al.
2019). Es gibt erste Hinweise auf die Nutzung des Nachweises spezifischer miR-
NAs fur die Beurteilung von Immuncheckpoint-Therapien (Smolle et al. 2019).
Kirzlich wurden die Arbeiten zu dieser Thematik zusammengefasst (Danbaran
et al. 2020). Fur die Immuncheckpoint-Therapie des nicht-kleinzelligen Lungen-
krebses konnte schon gezeigt werden, dass miRNAs als pradiktive Biomarker fur
die Einschatzung des Therapieerfolges eingesetzt werden kdnnen (Fan et al.
2020).

Fur die Immuncheckpoint-Therapie des malignen Melanoms gibt es im Augen-
blick international verstarkte wissenschaftliche Bemuhungen, pradiktive Biomar-
ker fir das Ansprechen einer Therapie, bzw. fur das Auftreten mdglicher Resis-
tenzen zu finden (s.a. Kap. ,PD-L1%). Erst kirzlich konnten Ugurel et al. zeigen,
dass erhohte PD-1 und PD-L1-Spiegel im Serum von metastasierten Melanom-
patienten, vor Beginn einer PD-1-Immuntherapie, mit einem schlechten Erfolg
der Therapie verbunden sind (Ugurel et al. 2020).

Ob andere Biomarker, auch auf miRNA-Ebene ahnliche oder verbesserte pradik-

tive Ergebnisse ergeben, muss weiter Uberprift werden.

1.3.6 miR-34 und PL-L1 Signalweg

Zur miRNA-34 Familie gehéren miR-34a, miR-34b und miR34c. Das miRNA 34a-
Gen befindet sich auf Chromosom 1(1p36.22) (Henrich et al. 2012). miRNA 34b
und miRNA-34c teilen sich ein gemeinsames Gen auf dem Chromosom 11g23.1

(Rokavec et al. 2014). Beide Gene kodieren nicht fir weitere nicht-kodierende
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RNAs oder Proteine. Beide enthalten dartber hinaus TP53 sensible Sequenzen
an denen der Tumorsuppressor p53 direkt binden kann und somit die Transkrip-
tion dieser miRNAs aktivieren kann. Mehrere Studien zeigten, dass die Mitglieder
der miRNA 34- Familie am haufigsten vom Tumorsupressor p 53 reguliert werden
(Hermeking 2010, 2007). Die miR-34-Familie tragt somit zu p53-Downstream-
Effekten bei, indem sie z.B. auf c-MYC, CDK6 und c-MET abzielt (Misso et al.
2014).

Daruber hinaus induzieren die Transkriptionsfaktoren ELK1 und FoxO3a eben-
falls die Expression von miRNA 34, indem sie direkt an die Promotorregion bin-
den (Christoffersen et al. 2010). Auf der anderen Seite unterdriicken STAT3 und
EMT-TF die Transkription von miRNA-34- Genen. Alle miRNA-34 besitzen Tu-
morsuppressor-Eigenschaften welche durch p 53 induziert wird. Die Mitglieder
der miRNA-34 Familie unterdricken Tumorwachstum und die Metastasierung in-
dem sie Prozesse hemmen, welche die Krebsentwicklung aktivieren. Hierzu ge-
horen Zellzyklus, EMT und Metastasierung. Im Gegenzug aktivieren sie Pro-
zesse, welche hemmend auf die Karzinogenese wirken, wie z.B. Apoptose und

Seneszenz (Rokavec et al. 2014).

Interessanter Weise kann miR-34a bei AML-Patienten auch die PD-L1-Expres-
sion regulieren, indem sie an die 3’UTR-Region der PD-L1 mRNA bindet und
somit die die PD-L1-Bildung reguliert. Hieraus ergibt sich eine inverse Korrelation
zwischen miRNA-34a und PD-L1 Expression. Die durch Chemotherapeutika in-
duzierte Oberflachenexpression von PD-L1 konnte durch miR-34a rlckgangig
gemacht werden; auRerdem wurde die PD-L1-spezifische T-Zell-Apoptose nach
miR-34a-Transfektion reduziert. Eine Uberexpression von miRNA-4a in HL-60
(menschliche lymphoide Zelllinie) und Kasumi-1 Zellen (Leukamie-Zelllinien die
PD-L1 exprimieren) blockiert die PD-L1 Expression und reduziert die PD-L1
Oberflachenexpression (Wang X et al. 2015).

In einer weiteren Studie von Cortez et al. konnte fiir Lungenkrebs (NSCLC) ge-
zeigt werden, dass ein Verlust und/oder Reduktion von PD-L1 mit einem ver-
mehrten Vorhandensein von P53 einhergeht, was dahingehend gedeutet wurde,
dass eine Induktion von p53 die Repression von PD-L1 fordert. Dieses wird be-
starkt durch die reziproke Beziehung von miRNA34a und PD-L1 in NSCLC
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Tumoren. NSCLC Tumore mit mutierten p53 wiesen wenig miRNA34a und hohe
Level an PD-L1 im Vergleich zu Tumoren mit p53wt auf (Cortez et al. 2016).

Insgesamt zeigen die Befunde, dass miR-34a eine regulatorische Rolle fir die
Expression von PD-L1 spielt und méglicherweise einen vielversprechenden Kan-
didaten fur einen pradiktiven Biomarker einer Immuncheckpoint-Therapie darstel-

len kdnnte.

1.3.7 miRNA-Netzwerk und PD-L1-Signalweg

Weitere Untersuchungen zeigen, dass neben miR-34 eine Reihe von anderen
mMiRNAs ein Netzwerk aufspannen, welches direkt oder indirekt Reaktionswege
beeinflusst, die mit der PD-L1-Expression einhergehen. 2017 fassten Wang et al.
die Daten zusammen, die zeigen, dass neben miR-34a, ca. 50 weitere miRNAs

in der Regulation von PD-L1 direkt oder indirekt involviert sind (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Induktion von PD-L1 durch den IFN-y-Signalweg und miRNAs, die auf die Schlis-
selgene in diesem Signalweg abzielen. Der griine Pfeil bedeutet eine stimulierende Veranderung,
das rote , T“-Symbol bedeutet eine hemmende Veradnderung (Wang Q et al. 2017).
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25 dieser 50 mRNAs finden sich auch in einem Panel von ca. 60 miRNAs, die im
Labor fur Molekulare Zellbiologie im Hautkrebszentrum Buxtehude, fir die
miRNA-Analyse in Liquid Biopsies (Blut-Plasma) in einer Discovery-Kohorte von
Melanom-Patienten eingesetzt werden (vgl. Kap. Patienten, Flusszytometrie und
Material und Methoden).

Diese miRNAs wurden nun, im Rahmen dieser Doktorarbeit, auf ihre Fahigkeit
untersucht, zwischen Patienten zu diskriminieren, welche aufgrund klinischer Kri-
terien (RESCIST-Kriterien) auf eine PD-1 Immuntherapie positiv reagieren oder
nicht (Eisenauer et al. 2009). Hierfur hat sich die Einteilung in responder und non-
responder in der Medizin etabliert. Als non-responder wird ein Proband/Patient
bezeichnet, der auf eine medizinische Malinahme (Bsp. Impfung, Arzneimittel-

therapie) nicht oder unzureichend anspricht.

Sollte diese Unterscheidung fir eine oder mehrere miRNAs gelingen, konnten
diese in zukinftigen Studien weiterhin darauf untersucht werden, ob sie als ge-
eignete pradiktive Biomarker fur ein Therapieansprechen eingesetzt werden kon-

nen.
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1.4 Arbeitshypothese und Zielsetzung

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl neuer Therapien fur das maligne
Melanom entwickelt. Dabei spielen sowohl sogenannte ,small molecules®, die in
Signaltransduktionswege der Krebszellen eingreifen, als auch Antikdrper vermit-
telte Immuntherapien, die auf zentrale Regulierungsmechanismen des Immun-
systems wirken, eine grof3e Rolle. Obwohl ein Teil der Patienten gut auf die The-
rapien anspricht, treten im Therapieverlauf haufig Resistenzen auf. Darliber hin-
aus gibt es auch Patienten, bei denen keine Wirkung erzielt werden kann. Aller-
dings kénnen in allen Fallen die Nebenwirkungen der eingesetzten Therapien
gravierend sein.

Um eine moglichst gezielte, effektive Therapie zu ermdglichen und unnétige Ne-
benwirkungen zu vermeiden, ist es notwendig pradiktive Biomarker zu entwi-
ckeln, die einen frihen Einblick auf das mdgliche Ansprechen (responder) oder
nicht-Ansprechen (non-responder) auf eine Immuncheckpoint-Therapie erlau-
ben. Dazu ist es notwendig, zunachst ,Classifier” zu finden, die zwischen den
beiden Gruppen (responder vs. non-responder) diskriminieren kdnnen, um diese
dann spéater als mdgliche pradiktive Biomarker einzusetzen. Ein grof3es Potenzial
fur solche ,Classifier und mogliche zukunftige Biomarker besitzen zirkulierende
microRNAs, die aus dem Blutplasma isoliert werden kdnnen.

Im Rahmen eines gréReren Forschungsprojektes im Labor fiir Molekulare Zellbi-
ologie der Dermatologie der Elbekliniken Stade/Buxtehude sollen daher in dieser
Doktoarbeitarbeit folgende Arbeitshypothesen geprift werden:

e Zirkulierende miRNAs kénnen mit einer speziellen flusszytometrischen
Methode im Blut-Plasma von Melanompatienten nachgewiesen werden

e Eine einzelne, spezielle, zirkulierende Mikro-RNA (miR-34a-3p) kann in
einem Patientenkollektiv unter PD-1 Immuncheckpoint-Therapie (Pemb-
rolizumab, oder Kombinationen mit Pembrolizumab) zwischen respondern
und non-respondern diskriminieren.

e Ein miRNA-Netzwerk von PD-L1-regulierenden und Melanom-assoziier-
ten zirkulierenden miRNAs ist evtl. besser in der Lage (als ein ,single
miRNA approach®) in einem Patientenkollektiv unter Immuncheckpoint-

Therapie zwischen respondern und non-respondern zu diskriminieren.
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Dazu wird eine Kohorte von 78 Melanompatienten (Discovery-Kohorte) zu Be-
ginn oder wahrend der Therapie mit Pembrolizumap (anti-PD-1-Therapie) auf
das Vorhandensein von zirkulierenden miRNAs im Blutplasma untersucht. Hierzu
wird eine durchflusszytometrische Methode (Abcam FirePlex) eingesetzt, um im
Plasma von Melanompatienten die Expression spezieller miRNAs, die in der Re-
gulation von PD-L1 und Melanomgenese eine Rolle spielen, zu bestimmen. Mit
der Methode lassen sich bis zu 60 miRNAs, simultan, in einer Plasmaprobe de-
tektieren. Mit bio-statistischen Methoden soll dann untersucht werden, ob eine
einzelne miRNA oder ein Netzwerk von miRNAs in der Lage ist, einen ,Classifier*
zu benennen, der in spateren Studien fur das Therapieansprechen der Patienten
eingesetzt werden kann (pradiktiver Biomarker).

Es ist das Ziel der Arbeit, erste Hinweise zu erbringen, ob eine Bestimmung von
miRNA (-Mustern) in ,liquid biopsies® (Blutplasma) von Melanompatienten erste
,classifier” fur das Therapieansprechen bei Immuncheckpoint-Therapie erfassen
kann. Weitere Untersuchungen muissen dann ergeben, ob die detektierten miR-

NAs in Zukunft als pradiktive Biomarker eingesetzt werden kdnnen.
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2 Patienten, Flusszytometrie, Material und Methoden

2.1 Patienten

Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung der Kohorte der Melanompatienten, die in

unsere Untersuchungen einbezogen wurden (,Discovery Kohorte).

Tabelle 2: Patientenkohorte

m w Overall
(N=44) (N=34) (N=78)
Alter (Jahre)
Mean (SD) 63.7 (17.5) 60.4 (13.5) 62.3 (15.9)

Median [Min, Max]
Missing

BRAF-Status
mu
nras
wt

AJCC Stadium
lnc
ncHv
v
Anal-Ca
B
Missing

Therapie zur Zeit der Blutabnahme
Dabrafenib/Trametinib
Elektrochemotherapie
Encorafenib
Encorafenib/Binimetinib

Interferon alpha

69.0 [33.0, 92.0]

5 (11.4%)

23 (52.3%)
1 (2.3%)

20 (45.5%)

8 (18.2%)
1 (2.3%)
31 (70.5%)
0 (0%)

0 (0%)

4 (9.1%)

8 (18.2%)
5 (11.4%)
1 (2.3%)
1 (2.3%)
1 (2.3%)

1 (2.3%)

62.0 [31.0, 79.0]

5 (14.7%)

19 (55.9%)
3 (8.8%)

12 (35.3%)

4 (11.8%)
0 (0%)

27 (79.4%)
1 (2.9%)

1 (2.9%)

1 (2.9%)

6 (17.6%)
6 (17.6%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

64.5 [31.0, 92.0]

10 (12.8%)

42 (53.8%)
4 (5.1%)

32 (41.0%)

12 (15.4%)
1 (1.3%)
58 (74.4%)
1 (1.3%)
1 (1.3%)

5 (6.4%)

14 (17.9%)
11 (14.1%)
1 (1.3%)
1 (1.3%)
1 (1.3%)

1 (1.3%)
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m w Overall
(N=44) (N=34) (N=78)
Interleukin 1 (2.3%) 0 (0%) 1(1.3%)
Ipilimumab 1 (2.3%) 0 (0%) 1 (1.3%)
Ipilimumab+Nivolumab 5 (11.4%) 3 (8.8%) 8 (10.3%)
Nivolumab 3 (6.8%) 2 (5.9%) 5 (6.4%)
Pembrolizumab 17 (38.6%) 8 (23.5%) 25 (32.1%)
Bis 02/16 Pembro mit complete response 0 (0%) 1 (2.9%) 1(1.3%)
Interferon 0 (0%) 1 (2.9%) 1(1.3%)
Ipilimumab 2013 mit complete response 0 (0%) 1(2.9%) 1(1.3%)
MEK-Inhibitor 0 (0%) 1 (2.9%) 1 (1.3%)
Placebo i.R. einer Studie 0 (0%) 2 (5.9%) 2 (2.6%)
Roferon 0 (0%) 1 (2.9%) 1(1.3%)
Temozolomid 0 (0%) 1 (2.9%) 1(1.3%)
Vemurafenib + Cobimetinib 0 (0%) 1(2.9%) 1(1.3%)
Hirnmetastase
ja 7 (15.9%) 12 (35.3%) 19 (24.4%)
nein 32 (72.7%) 16 (47.1%) 48 (61.5%)
Missing 5 (11.4%) 6 (17.6%) 11 (14.1%)
Ansprechen auf Immuntherapie

ja 16 (36.4%) 11 (32.4%) 27 (34.6%)
nein 18 (40.9%) 16 (47.1%) 34 (43.6%)

Missing 10 (22.7%) 7 (20.6%) 17 (21.8%)
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Tabelle 3: Patientencharakteristika und Blutwerte

ID Ges- BRAF Sta- Therapie PD-1 S100 Eosino-
chlecht dium re- CRP LDH phile
sponse  (mg/L) (U/L)

1 w nras v Pembrolizumab ja 2.3 179 0.05 2
2 m mu \ Dabrafenib/Trametinib nein 2.1 238 0.08 0.5
3 m wit v Elektrochemotherapie nein 5 308 0.23 2

4 w mu v Pembrolizumab nein 35 204 0.07 4.9
5 w wit lnc Interferon NA NA NA NA NA
6 w mu B Placebo i.R. einer Studie NA NA NA NA NA
7 w wt v MEK-Inhibitor ja 1.2 276 0.11 2.2
8 w mu v Pembrolizumab nein 0.6 185 0.04 2.4
9 m mu nc - NA NA NA NA NA
10 w wt v Pembrolizumab ja 0.2 141 NA 0.3
11 m wt ncnv Pembrolizumab ja 0.6 228 0.04 4.9
12 m mu \Y Pembrolizumab nein 1.6 207 0.09 3
13w mu v Placebo i.R. einer Studie NA NA NA NA NA
14 m wit v Pembrolizumab nein 71.3 478 0.56 0.3
15 w mu v Pembrolizumab nein 11.6 218 0.02 1.8
16 m wt lnc Ipilimumab nein 285 393 2.42 1.3
17 m wit lnc Pembrolizumab nein 6.6 233 0.06 3
18 w mu v Dabrafenib/Trametinib nein 3.6 233 0.1 0.2
19 w mu nc - ja 13.1 185 0.09 0.6
20 m wit v Pembrolizumab ja 3.5 188 0.03 0.8
21w wt v Nivolumab ja 4.6 153 0.09 1.6
22 m wit lnc Ipilimumab+Nivolumab ja 4 168 0.05 6.8
23 m wit v Pembrolizumab ja 7.8 185 0.14 2
24 m wit nc Interleukin nein NA NA NA NA
25 m mu v Nivolumab ja 0.4 160 0.07 5
26 m mu \ Encorafenib/Binimetinib nein 3.3 203 0.04 2.3
27 w mu nc - NA NA NA NA NA
28 m mu \Y Pembrolizumab nein 10.2 399 NA 2.2
29 w wit v Pembrolizumab ja 0.6 177 0.1 3.5

Anal-

30w wt Ca - ja 0.6 182 0.05 2.9
31 m mu \Y Dabrafenib/Trametinib NA NA NA NA NA
32 m wit \Y Ipilimumab+Nivolumab nein 1.3 188 0.78 2.7
33 m mu \Y Pembrolizumab ja 10.4 157 0.03 5.2
34 m mu v Pembrolizumab ja 1 166 0.04 10
35 m wit \Y Pembrolizumab ja NA NA NA NA
36 w mu \Y Dabrafenib/Trametinib nein 25.2 290 0.15 2.4
37 m wit v Pembrolizumab ja 2 199 0.26 0.6
38 w wit v Nivolumab ja 3.3 128 0.05 1.2
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Encorafenib
Dabrafenib/Trametinib
Ipilimumab 2013 mit CR
Pembrolizumab
Temozolomid

Pembrolizumab

Roferon
Ipilimumab+Nivolumab
Ipilimumab+Nivolumab

Dabrafenib/Trametinib
Dabrafenib/Trametinib
Interferon alpha
Ipilimumab+Nivolumab
Bis 02/16 Pembro mit CR
Dabrafenib/Trametinib
Pembrolizumab
Ipilimumab+Nivolumab
Nivolumab
Dabrafenib/Trametinib
Pembrolizumab
Dabrafenib/Trametinib
Vemurafenib + Cobi-
metinib
Pembrolizumab
Nivolumab
Pembrolizumab
Ipilimumab+Nivolumab
Dabrafenib/Trametinib
Pembrolizumab
Ipilimumab+Nivolumab

Pembrolizumab

nein
NA
NA
NA
ja
nein
nein
nein
NA

nein

nein
nein
NA

nein
nein

nein

nein
NA

nein

54
NA
NA
NA
3.6
16.9
2.6
2.5
NA
0.6
0.5
12.7
1.9
NA
0.3
3.4
4.6
NA
NA
NA
7.7
4.5
0.6
47.2
21.6
NA
0.5
8.8
NA

29.7
NA
1.6
13
NA
0.2
2.4
NA
6.6
80.8
11

153
NA
NA
NA
184
237
146
189
NA
213
177
228
191
NA
310
241
211
NA
NA
NA
214
188
169
2022
235
NA
177
195
NA

409
NA

235
194
NA

305
161
NA

296
569
248

0.02
NA
NA
NA
0.1
0.13
0.1
0.08
NA
0.07
0.04
0.1
0.37
NA
0.1
0.04
0.12
NA
NA
NA
0.07
0.06
0.04
2.07
541
NA
0.05
0.3
NA

0.13
NA
0.07
0.05
NA
0.1
0.23
NA
0.1
3.64
0.1

3.1
NA
NA
NA
6.3
2.9
2.7
1.6
NA
0.4
125
11
0.5
NA
0.2
2.9
13
NA
NA
NA
0.4
2.3
5.9
4.3
0.2
NA
12.4
4.1
NA

11
NA
3.1

NA
0.4

NA
2.7
2.6
0.4
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FUr unsere Studie wahlten wir Melanom-Patienten aus der Klinik fir Dermatolo-
gie / Onkologie des Elbeklinikums Buxtehude. Zum Zeitpunkt der Erstellung die-
ser Arbeit befanden sich n=78 Patienten in der Kohorte. Die Patienten befanden
sich in unterschiedlichen Stadien des malignen Melanoms (hauptsachlich IV
(58%) und Stadium Il (26,8%), vgl. Tabelle 2) und unterzogen sich unterschied-
lichen Therapien (inkl. PD-1 Inhibition, vgl. Tabelle 3).

Von den 78 Patienten in der vorliegenden Kohorte konnten 61 Patienten, bei Vor-
lage aller Daten, in die Untersuchung einbezogen werden (n = 17 ,missing®, vgl.
Tabelle 2). Von den 61 Patienten unterzogen sich 23 Patienten vor der Blutent-
nahme oder zu einem spateren Zeitpunkt nach Blutentnahme einer PD-1-Thera-
pie. n = 38 Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme unter PD-
1-Therapie oder PD-1 Kombinationen mit anderen ICI-Therapien.

Die Patienten wurden in regelmafigen Abstanden zur Nachuntersuchung einbe-
stellt. Im Rahmen der Nachsorge-Untersuchung (Re-Staging) wird den Patienten
Blut abgenommen, um laborchemische Veranderungen und somit das Auftreten
von Nebenwirkungen zu dokumentieren und somit eine Behandlungsoptimierung
durchfiihren zu kdnnen. Im Rahmen dieser Blutentnahme wurde den Patienten
auch ein Citrat- R6hrchen (10ml) enthommen, welches fir die Untersuchungen
in dieser Arbeit genutzt wurde. Da eine standardisierte Blutentnahme im Rahmen
der leitliniengerechten Nachsorge durchgefiihrt wurde, musste fir unsere Zwe-
cke keine zusatzliche Abnahme erfolgen. Alle Patientin wurden zeitgerecht vor
Abnahme des Rohrchens von der behandelnden Arztin tiber die Studie und die
Verwendung der Patientendaten ausfihrlich miundlich und schriftlich informiert.
Die Entnahme und Weiterleitung der Proben in das angeschlossene zellbiologi-
sche Forschungslabor des Elbe-Klinikums Buxtehude erfolgte nach schriftlicher
Einwilligung der Patienten.

Alle durchgefuihrten Probeentnahmen erfolgten nach standardisierten Bedingun-
gen (vgl. Material und Methoden). Die Blutentnahme wurde am Tag der Nach-
sorge, morgens, am nichternen Patienten durchgefuhrt.

In Summe wurden diese n = 23 + n = 38 = 61 Patienten (vgl. 0.) in die Analyse
bzgl. respondern und non-respondern auf eine PD-1-Therapie entsprechen den
klinischen Kriterien charakterisiert (Eisenhauer et al. 2009). Nach dieser Katego-

risierung wurden 34,6% der Patienten als responder und 43% als non-responder
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eingruppiert (alle prozentualen Angaben bezogen auf n = 78). Fur dieses Patien-
tenkollektiv wurde dann im weiteren Verlauf untersucht, ob sich diese Gruppie-

rungen auch aufgrund von miRNA-Expressionswerten definieren lassen.

Eingeschlossen in unsere Studie wurden Patienten mit einem Stadium Ill und IV
(TNM- Klassifikation des malignen Melanoms). Alle Patienten werden in der Kli-
nik fir Dermatologie und Onkologie des Elbeklinikums Buxtehude betreut und
behandelt. Haben die Patienten Therapien erhalten, so erfolgte dies unter stan-
dardisierten Bedingungen und wurde bei jedem dieser Patienten vergleichbar

durchgefuhrt.

2.2  Flusszytometrie
Flusszytometrische Bestimmung der miRNA-Zusammensetzung im Plasma von

Melanompatienten wurde mit der FirePlex-Methode (Abcam) durchgefuhrt.

2.2.1 FirePlex-Methode

Bei der FirePlex-Methode handelt es sich um eine flusszytometrische Methode,
bei der die Konzentration von bis zu 60 miRNAs, gleichzeitig, in liquid biopsies
(z.B. Blut-Plasma), lysierten Zellen, Zellkultur-Uberstanden, aber auch nach
etablierter Praparation von Geweben und in Paraffinschnitten (FFPES) gemessen
werden kann. Das Prinzip der Probenherstellung fir die Fireplex-Methode ist in
Abbildung 3 wiedergegeben:

PCR with Re-hybe
DMA probes Sample Labeling mix Rinse and  universal primers onto particles Repart

s iee By el Boh

spacific
ragion

L I m%iw;i 3333 ;{3 :"i_.é
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' . Universal
miRNA capture End-labeling Elution amplification Re-capture Report

Abbildung 3: Schematische Dartstellung der FirePlex-Methode (www.abcam.com/kits/how-does-
the-multiplex-circulating-mirna-assay-work, abgerufen am 20.02.2022)
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Komplementare miRNA-Strange in Hydrogelen werden in die zu untersuchende
Probe gegeben und binden dort an die entsprechenden miRNA-Molekile in der
Probe (,miRNA capture®, (s. Abbildung 4). Uber ein ,end-labeling“ werden die
MiRNA-Proben dann fluoreszenzmarkiert und durch weitere PCR-Amplifizierung
fur die (flusszytometrische) Messung vorbereitet.

Die Flusszytometrie erfolgt in speziell fir die Methodik geeichten Flusszytome-

tern (im Fall dieser Arbeit mit einem Guava easycyte 8HT Flusszytometer (Milli-

pore)).
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Abbildung 4: Schematischer Ablauf des FirePlex-Assaya fir die Flusszytometrie
(www.abcam.com/kits/how-does-the-multiplex-circulating-mirna-assay-work, abgerufen am
20.02.2022)

2.2.2 Hypothesen-getriebene Auswahl von Kandidaten-miRNAs

Die Auswahl der miRNAs, die in dieser Arbeit untersucht wurden, erfolgte Hypo-
thesen-getrieben. Dazu wurde die Literatur gesichtet und ermittelt, welche mole-
kularen Reaktionswege fur die Entstehung des malignen Melanoms, seine Pro-
motion und Progression (Metastasierung) eine Rolle spielen und welche Reakti-
onswege bei einer Immuncheckpoint-Therapie involviert sind. Besonders wichtig
waren hier Reaktionswege, die direkt oder indirekt bei der Regulation des PD-1,
bzw. PD-L1-Gens beteiligt sind (vgl. Kap. 1.3.8, Abbildung 2).

Nach Auswahl der miRNAs wurde die Fa. Abcam (Abcam, Oxford) beauftragt,
spezielle Reaktionskits herzustellen, welche die komplementéaren, fluoreszenz-

markierten miRNA-Sequenzen in Hydrogele einbettet. Diese wurden dann im


http://www.abcam.com/kits/how-does-the-multiplex-circulating-mirna-assay-work

35

Plasma von Melanompatienten zur flusszytometrischen Messung der Konzentra-

tion der jeweiligen miRNAs genutzt (vgl. a. 2.2.1).
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2.3  Material und Methoden

2.3.1 Blutentnahme und Plasma-Préparation

Die Bestimmung der spezifischen miRNAs wurde in Blutplasma von Melanompa-
tienten durchgeftihrt. Mit dem schriftlichen Einverstandnis der Patienten wurden
zur routinemaRig durchgefuhrten Blutentnahme zusatzlich 3 ml Blut in Citrat-
Rohrchen entnommen. Zum Abtrennen der Blutzellen und Gewinnen des Plas-
mas wurden die Blutproben anschliel3end bei 1800 x g fur 10 min bei Raumtem-
peratur zentrifugiert. Der Plasma-Uberstand wurde aliquotiert und bei -70°C bis

zur weiteren Analyse gelagert.

2.3.2 Praparation der Proben fir die Flusszytometrie und Auswertung der
flusszytometrischen Messungen

Die Proben fur die flusszytometrische Bestimmung der Konzentration von miR-

NAs im Plasma von Melanompatienten wurde nach Angaben des Herstellers

(FirePlex®, Abcam) mit leichten Modifikationen durchgefiihrt und hier unverandert

wiedergegeben.

a.) Hybridisierung von FirePlex Partikeln mit miRNAs

FirePlex Partikel (ab218611, 35 pl) in die Filterplatte transferieren. Puffer durch

Vakuum-Absaugung entfernen. Trocknen der unteren Seite der Platte mit Papier-

tichern. Hybridisierungspuffer (25 ul) dazugeben. Lyseproben (25 pl) dazuge-

ben. Inkubation bei 37 °C, 60 min unter Schutteln, 750 rpm.

b.) Labelling der miRNAs mit universellen Adaptern

1x Rinse-A-Puffer (165 ul) dazugeben. Die Puffer durch Vakuum entfernen. 1x
Rinse-A-Puffer (165 pl) nochmal dazugeben. Die Puffer durch Vakuum entfernen.
Trocknen der unteren Seite der Platte mit Papiertiichern. Labelling-Mix (75 pl)

dazugeben. Inkubation bei RT, 60 min unter Schutteln 750 rpm.

c.) PCR-Amplifikation von miRNAs

1x Rinse-B-Puffer (165 pl) dazugeben. Die Puffer durch Vakuum-Absaugung ent-
fernen. 1x Rinse-B-Puffer (165 pl) nochmals dazugeben. Puffer wieder durch Va-
kuum-Absaugung entfernen. 1x Rinse-A-Puffer (165 ul) dazugeben. Die Puffer

durch Vakuum-Absaugung entfernen. Trocknen der unteren Seite der Platte mit
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Papiertichern. H20 (110 pl) dazugeben. Inkubation bei 55 °C, 30 min unter
Schitteln, 750 rpm. Eine Catch-Platte unter die Filterplatte setzen. Vakuum ein-
setzen und das Eluat sammeln. 1x Rinse-A-Puffer (165 ul) dazugeben. Die Platte
bei 4 °C aufbewahren.
20 yl PCR Master-Mix in ein PCR-Tub geben. 30 pl Eluat zu dem PCR Master-
Mix geben.
PCR starten.
PCR-Program:
1 cycle 93 °C for 15 sec
32 cycles 93 °Cforb5sec

57 °C for 30 sec

68 °C for 60 sec

1 cycle 68 °C for 300 sec
1 cycle 94 °C for 240 sec
1 cycle 4 °C forever

d.) Bindung der amplifizierten miRNAs an die FirePlex Partikel

Die Puffer durch Vakuum-Absaugung entfernen. Trocknen der unteren Seite der
Platte mit Papiertiichern. Hybridisierungspuffer (60 pl) dazugeben. PCR-Pro-
dukte (20 ul) dazugeben. Inkubation bei 37 °C, 30 min unter Schiitteln, 750 rpm.
1x Rinse-B-Puffer (165 pl) dazugeben. Die Puffer durch Vakuum-Absaugung ent-
fernen. 1x Rinse-B-Puffer (165 pl) nochmal dazugeben. Puffer durch Vakuum-
Absaugung entfernen. Trocknen der unteren Seite der Platte mit Papierttichern.
1x Rinse-A-Puffer (165 pl) dazugeben. Die Puffer durch Vakuum-Absaugung ent-

fernen. Trocknen der unteren Seite der Platte mit Papierttichern.

e.) Report der miRNAs mit Fluoreszenzfarbstoff

Reporter-Mix (75 pl) dazugeben. Inkubation bei RT, 15 min unter Schitteln 750
rpm. 1x Rinse-A-Puffer (165 pl) dazugeben. Die Puffer durch Vakuum entfernen.
1x Rinse-A-Puffer (165 pl) nochmal dazugeben. Die Puffer durch Vakuum-Ab-

saugung entfernen. Trocknen der unteren Seite der Platte mit Papierttichern.
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f.) Scan der Fluoreszenz mittels Flusszytometrie

Es wird Run-Puffer (200 pl) dazugeben. Danach flusszytometrische Messung der
Partikel mit einem Guava easycyte 8HT Flusszytometer (Millipore). Die Rohdaten
wurde mit dem “FirePlex Analysis Workbench software”, Abcam, decodiert und
prozessiert. In jeder Probe werden gleichzeitig 63 miRNAs gemessen darunter
58 MM-relevante miRNAs, 3 House-Keeping miRNAs und je 1 Positiv- und Ne-
gativ-Kontrolle (siehe Abbildung 5). Fir die Normalisierung wurde das geometri-
sche Mittel von 3 House-Keeping miRNAs: Hsa-let-7d-5p, Hsa-let-7g-5p und
Hsa-let-7i-5p ermittelt und die Expression der interessierenden miRNAs auf die-

sen Wert bezogen.

2.3.3 Statistische, bioinformatische Methoden

Statistische Analysen wurden in R 4.0.0 mithilfe der R packages ,ggpubr®, ,rsta-
tix“ und ,caret” durchgefuhrt. Die Bestimmung der Verteilung der untersuchten
Daten erfolgte mittels Shapiro-Wilk Test und visueller Inspektion mittels Quantil-
Quantil-Diagrammen. Diese explorative Datenanalyse zeigte eine annahernde
Normalverteilung nach log2-Transformation der Daten. Fir anschliel3ende Grup-
penvergleiche wurden daher parametrische Methoden zur Bestimmung des Sig-
nifikanzlevels gewahlt, da sie eine héhere statistische Trennscharfe als nicht-pa-

rametrische Methoden besitzen.

Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine Welch-ANOVA mit an-
schlieBendem Games-Howell Post-hoc-Test durchgefiihrt, der Vergleich von
zwei Gruppen erfolgte mittels Welch-Test, da die verglichenen Stichproben in ei-
nigen Fallen unterschiedliche Gruppengréf3en und ungleiche Varianzen besa-
Ben. Eine Korrektur fir multiple statistische Tests wurde nicht durchgefuhrt, da
es sich um eine explorative Studie handelte und die Kosten fur falsch negative
Ergebnisse hoher eingeschatzt wurde als fir falsch positive. Das Signifikanzni-
veau betrug p < 0.05.

Die Evaluierung von Modellen zur Unterscheidung zwischen respondern und
non-respondern erfolgte mittels logistischer Regression. Als zu optimierendes
Mafd wurde die area under the curve (AUC) in einer receiver operating charac-

teristic (ROC-) Analyse gewahlt. Zur Optimierung von Sensitivitat und Spezifitat
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wurde der Youden-Index genutzt (Youden 1950). Es kann mit Hilfe der ROC (Re-
ceiver operating characetristic) bestimmt werden, welcher Schwellenwert am
besten geeignet ist, um bei einer Messung zwei Gruppen voneinander zu unter-
scheiden (J= Sensitifiat+Spezifitdt-1). Die statistische Analyse der miRNA-Ex-
pression zur Unterscheidung zwischen respondern und non-respondern auf eine
Immuncheckpoint-Therapie wurde mittels

p-Werte nach Welch’s t-Test durchgefiihrt (Welch1938).

2.3.4 miRNA Panel

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir-
mir-9- mir- 15b-5p 16-5p mir- 20b-5p 21-5p 23a-3p 23b-3p 29a-3p
5p 15a-5p 20a-5p

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir-
mir- mir- 31-3p 31-5p mir- 34a-3p 34a-5p 93-5p 101-3p 124-3p
29c-3p | 30d-5p 33a-5p

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir-
mir- mir-137 | 142-3p 142-5p mir- 146b-5p | 148a-3p | 150-5p 155-5p 182-5p
132-3p 145-5p

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir-
mir- mir- 193b-3p | 193b-5p | mir- 199a-3p | 199a-5p | 200c-3p | 203a-3p | 204-5p
185-5p | 192-5p 197-3p

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-mir-
mir- mir- 211-5p 214-3p mir- 222-3p 301a-3p | 338-3p 342-3p 374b-3p
205-5p | 210-3p 221-3p

hsa- hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa- hsa-mir- | hsa-mir- | hsa-let- | hsa-let- | hsa-let-
mir- mir- 514a-3p | 1246 mir- 4706 4731-5p | 7d-5p 79-5p 7i-5p
425-5p | 509-3p 4487

hsa- X-con- blank

mir- trol

29b-3p

Abbildung 5: Fiur die miRNA-Analyse in dieser Arbeit wurden oben dargestellte miRNAs ausge-
wahlt.

2.3.5 Weitere Blutwerte, die im Rahmen dieser Arbeit als (moégliche) Biomarker
getestet wurden

Den Patienten in der Kohorte, die in dieser Arbeit untersucht wurden, wurde im

Laufe der Therapie routine-mafig Blut abgenommen und auf unterschiedlichste

Parameter getestet. Zu diesen gehorten unter anderen:
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- LDH (Laktatdehydrogenase)
- S100 (Ca?*-Bindeprotein)

- CRP (C-reaktives Protein)

- Anzahl der Eosinophilen

Diese Faktoren wurden allein und in Kombination mit miRNA-Expressionswerten
auf ihre Tauglichkeit getestet, zwischen respondern und non-respondern auf eine

ICI-Therapie zu unterscheiden.

Die Messung der Lactatdehydrogenase-Konzentrationen (LDH) im Blut von Me-
lanompatienten wird schon seit langem als prognostischer Marker eingesetzt.
Neue Studien belegen, dass dies auch im Zusammenhang mit ICI-Therapien der
Fall ist (Diem et al. 2016, Long et al. 2016). Van Zeijl et al. konnte vor kurzem in
einer Ubersichtsarbeit zeigen, dass eine Blutkonzentration von LDH > 500U/L mit
einer schlechten Prognose von Melanompatienten einhergeht, obwohl ein Lang-

zeit-Uberleben der Patienten moglich ist (van Zeijl et al. 2020).

S100 (-Familie) ist ein Ca?*-bindendes Protein, dass in einer Vielzahl von zellu-
laren Prozessen involviert ist, wie z.B. der Ca?*-Homoostase, der Proliferation,
Apoptose, Differenzierung und Entzindungsreaktionen (Allgower et al. 2020).
Die S100-Familie ist mit einer ganzen Reihe von Krankheitsbildern verbunden,
unter anderem auch mit diversen Krebsentitaten (Bresnick et al. 2015).

Das Protein spielt eine bedeutende Rolle bei Entstehung und Progression von
Krebs, auch beim maligen Melanom (Xiong et al. 2019). S100 ist als pradiktiver
Marker bei der Melanom-Therapie mit Ipilimumab (CTLA-4 Antikorper) beschrie-
ben (Gebhardt et al. 2015).

Das c-reaktive Protein (CRP) ist schon seit langem als Inflammationsmarker be-
kannt. Im Zusammenhang mit Melanomtherapien konnte dartber hinaus gezeigt
werden, dass erhohte Werte von CRP bei ICI-Therapien mit einer schlechten
Prognose und bei metastasierten Patienten mit einem kiirzeren Gesamt-Uberle-
ben einhergehen (Awada et al. 2021, Nyakas et al. 2019, Laino et al. 2020).
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Neben der Zahl der Neurophilen, Basophilen, Monozyten und Lymphozyten wird
die Konzentration der Eosinophilen im Blut von Patienten, im Zusammenhang mit
der Erhebung von Basis-Labordaten, oft als Marker fir einen bestimmten Krank-
heitszustand oder zur Prognose eingesetzt. Neue Untersuchungen zeigen aber
auch, dass bei Immuncheckpoint-Therapien des malignen Melanoms eine hohe
Eosinophilenzahl mit einer besseren Therapieantwort verbunden ist, und dass
ein Anstieg der Eosinophilenzahl in frihen Therapiephasen mit einem verbesser-
ten Uberleben der Melanompatienten einhergeht (Gebhardt et al. 2015, Varricchi
et al. 2018, Simon et al. 2020).
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3 Ergebnisse

3.1 Nutzung der flusszytometrischen FirePlex®-Methode zur Detektion von
MiRNA-Expression im Plasma von Melanompatienten

Als erstes sollte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die FirePlex®-

Methode genutzt werden kann, um in einem Kollektiv von Melanompatienten die

MiRNA-Expression der Patienten gemessen werden kann.

Abbildung 6 zeigt, dass dies der Fall ist.
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Abbildung 6: Heatmap flr die differentielle Expression von 25 miRNAs

Die Abbildung 6 zeigt eine Heatmap fur die miRNA-Expression bei den 78 in die
Kohorte eingeschlossenen Patienten. Zur Analyse der von uns routineméaRig ge-
messenen MiRNAs (ca. 50-60) wurden 25 miRNAs, die auch im Panel von Wang
etal. vgl. a. Abb. 2 involviert sind, fur die Analyse in Abbildung 6 eingeschlossen
(Wang Q et al. 2017). Die Patienten konnten schon vor dieser Analyse aufgrund
ihres BRAF-Mutationsstatus, dem Vorhandensein oder Fehlen von Hirnmetasta-
sen, ihres Melanomstadiums, ihres Geschlechts und ihrer response auf eine PD-
1 Immuncheckpoint-Therapie eingeteilt werden.

Wie die Heatmap in Abbildung 6 zeigt, konnten deutliche Unterschiede in der
miRNA-Expression fur unterschiedliche Patienten detektiert werden. Ein rétlich-
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brauner Pixel beschreibt immer einen relativ hohen Expressionswert und ein
weililich-blauer eine niedrigere Expression der miRNA. Aufgrund dieser Gruppie-
rung konnten auch schon Patienten- Cluster angegeben werden (Cluster 1, 2 und
3), die zunachst erst einmal durch hohe miRNA-Expression, mittlere und niedrige

Expression charakterisiert sind.
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3.2 Ergebnisse fur miR-34a-5p

MiR-34a-5p war zunachst die Ziel-miRNA fir die vorliegende Arbeit, da von ihr
als einer der ersten miRNAs berichtet wurde, dass sie PD-L1 als direktes target
besitzt.

Mit dem Fireplex-Assay wurde zuné&chst untersucht, ob das Vorhandensein von
miR-34a-5p mit weiteren Patientencharakteristika (wie, Alter, Geschlecht, etc.)
korreliert.

Abbildung 7 zeigt die miR-34a-5p-Expression im Plasma von Melanompatienten
in Abhangigkeit vom Alter.
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Abbildung 7: Altersabhéangigkeit der miR-34a-5p Expression im Plasma von Melanompatienten
in der in dieser Arbeit verwendeten Kohorte (n = 68).

Die Auswertung zeigt eine grofRe Variabilitat in Abhangigkeit vom Alter und die
Werte variieren zwischen 32 und 1024 in willkirlichen Einheiten (arbitrary unit)
aus der Fireplex-Messung. Im Mittel ist die Expression aber altersunabhé&ngig
(blaue Linie in Abbildung 7) mit einem Wert von ca. 128 (a.u.) (Regressionskoef-
fizientrz=9.8 x 10 7).

Abb. 8 (1-3) fasst die Ergebnisse fiir die miR-34a-p5-Expression in Abhangigkeit
Geschlecht der Patienten, dem Stadium des Melanoms und dem Vorliegen von

Hirnmetastasen zusammen.
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Patienten).
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Wie Abb. 8 (1-3) zeigt, sind weder das Geschlecht, das Stadium des Melanoms
(< IV vs. IV) oder das Vorliegen von Hirnmetastasen bei den untersuchten Me-
lanompatienten (mit ausreichender statistischer Signifikanz, p-Werte im Bereich

von 0.4 — 0.9) mit der Plasma-Expression von miR34a-5p korreliert.

Fur die Kohorte von Melanompatienten, wurde weiterhin analysiert, ob aus einer
Bestimmung der miR-34a-5p Expression im Plasma auf BRAF-mutierte oder
BRAF-Wildtyp-Patienten geschlossen werden kann. Abb. 9 zeigt das Ergebnis
der Analyse zu dieser Fragestellung.
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Abbildung 9: miR-34a-5p Expression im Plasma von Melanompatienten in Abh&ngigkeit vom
BRAF-Mutationsstatus (BRAF V6% (mu) vs BRAF-Wildtyp (wt)) (n=78). Zum Vergleich sind noch
einige Patienten mit NRAS-Mutationen analysiert worden (nras).

Wie aus Abbildung 9 zu ersehen ist, kann aufgrund der miR-34a-5p-Expression
im Plasma von Melanompatienten, mit relativ guter statistischer Signifikanz (p =
0.01), auf das Vorliegen von BRAF-Mutationen geschlossen werden. Patienten

mit dieser Mutation zeigen eine ca. 60% verringerte Expression von miR-34a-5p.
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Im Zusammenhang mit der Zielsetzung dieser Arbeit wurde fur diesen Abschnitt
nun die Frage geklart, ob die Expression von miR-34a-5p (allein) im Plasma von
Melanompatienten zwischen respondern und non-respondern auf eine Immun-
checkpoint-Therapie (PD-1-Therapie) diskriminieren kann.

Abbildung 10 zeigt die Auswertungen zu dieser Fragestellung fur (n = 62) Pati-

enten unserer Kohorte:
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Abbildung 10: miR-34a-5p-Expression im Plasma von Melanompatienten, die auf eine Immun-
checkpoint-Therapie (PD-1 ansprachen oder nicht (responder ja vs. nein, n=61, Nres = 27, Nnon-res
= 34). Ansprechen auf die Therapie wurde, klinisch, nach den RECIST-Kriterien bestimmt (Eisen-
hauer et al. 2009).

Wie Abbildung 10 zeigt konnen responder auf eine PD-1- Therapie, im Verlauf
ihrer Therapie- Historie durch die (alleinige) Bestimmung der miR-34a-5p-Ex-
pression im Plasma von Melanompatienten nicht von non-respondern unterschie-

den werden.
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3.3 Bedeutung der Analyse von multiplen miRNA-Expressions-Mustern im
Plasma von Melanompatienten in Bezug auf die Unterscheidung von
respondern und non-respondern bei der Immuncheckpoint-Therapie

Wie im letzten Kapitel gezeigt werden konnte, war aus der alleinigen Analyse der
Expression von miRNA-34a-5p im Plasma von Melanompatienten keine Aussage
dariiber abzuleiten, ob es sich um responder oder non-responder in Bezug auf
eine PD-1 Immuncheckpoint-Therapie handelt (vgl. Kap. 3.2, Abbildung 10).

Aus diesem Grund wurde die Analyse nun auf eine Gruppe von 25 miRNAs aus-
geweitet. Bei diesen miRNAs handelt es sich um ,Uberlappende“ miRNAs, die in
der Ubersichtsarbeit von Wang et al. (als direkt oder indirekt in die PD-L1- Ex-
pression involviert) beschrieben wurden und dem Panel von miRNAs (50-60, vgl.
Material & Methoden), die im Labor fur Molekulare Zellbiologie in Buxtehude flr

die Analyse von Plasmaproben von Melanompatienten verwendet werden.

Bei den 25 Uberlappenden miRNAs handelt es sich um:
miR-15b-5p, miR-15a-5p, miR-16-5p, miR-93-5p, miR-20b-5p,
mMiR-146b-5p, miR-142-5p, miR-101-3p, miR-193b-5p, miR34a-5p,
miR-193-3b, miR-204-5p, miR32-5p, miR-150-5p, miR-205-5p,
miR-214-3p, MiR-23b-3p, MmiR-145-5p, miR-222-3p, miR-221-3p.
miR21-5p, miR-155-5p, miR-200c-3p, miR-301a-3p, miR199a-3p

(vgl. a. Abbildung 6 in Kap. 3.1).

Wie aus der Arbeit von Wang et al. zu entnehmen ist, spielen die oben aufgelis-
teten miRNAs wichtige direkte und indirekte Rollen in molekularen Signalketten,
die fur die Expression von PD-L1 verantwortlich sind (Wang Q et al. 2017). Sie
sind damit moégliche Kandidaten fur Biomarker in Bezug auf PD-L1-Expression.
Anscheinend ergibt sich nach unserer Analyse aber kein Hinweis auf das Anspre-

chen auf die PD-1-Therapie bei den Melanompatienten unserer Kohorte.

Wenn diese 25 miRNAs im FirePlex-Assay auf differentielle Expression in Bezug

auf das Ansprechen auf die Immuncheckpoint-Therapie untersucht wurden,
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konnte hierfur jedoch kein signifikantes Ergebnis abgeleitet werden (s. Abbildung
11 und Abbildung 12).
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Abbildung 11: Heatmap fiir die miRNA-Expression bei respondern und non-respondern auf eine
Immuncheckpoint-Therapie (PD-1)
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Abbildung 12: Exemplarische Darstellung der statistischen Analyse der miRNA-Expression zwi-
schen respondern und non-respondern auf eine Immuncheckpoint-Therapie fur 5 zufallig ausge-
wahlte miRNAs aus Abb 6. (Heatmap). Welch Test. (n = 62).

Abbildung 12 zeigt exemplarisch fir 5 ausgesuchte miRNAs, dass sich deren
Expression (wie ebenfalls bei allen 25 miRNAs in der Heatmap aus Abbildung



50

11) nicht signifikant zwischen den respondern und non-respondern auf die Im-

muncheckpoint-Therapie unterschieden.

Um maogliche andere miRNA-Muster zu finden, die Hinweise auf das Vorliegen
einer Therapierespons bzgl. PD-1-Immuntherapie in unserer Kohorte liefern kon-
nen, wurde deshalb die Fireplex-Analyse auf dem gesamten Panel von miRNAs
(vgl. Material und Methoden, Kapitel 2.3.2), der im Labor fiir die Analyse zur Ver-
fligung steht (und welche die 25 miRNAs aus der Uberlappung mit der Wang et
al -Arbeit inkludieren), ausgeweitet. Insgesamt n=58 miRNAs.

Bei dieser Analyse konnte nun ein Satz von miRNAs gefunden werden, deren
Expression fur responder und non-responder auf die PD-1-Therapie signifikant

unterscheidet.



51

3.4 Das miRNA-Quintett

Wie Abb. 13 zeigt, konnte in der FirePlex-Analyse zur miRNA-Expression im
Plasma von Melanompatienten nun ein Satz aus 5 miRNAs identifiziert werden,
der Therapieresponder von non-respondern unterscheidet. Diese mMiRNA-
Gruppe setzt sich wie folgt zusammen:

miR-132-3p, miR-137, miR-197-3p, miR-214-3p und miR-514a-3p
(;,;miRNA-Quintett”)

mir-132-3p mir-137 mir-197-3p
7.5 p=0.025 o P=0022 p=0033
. .
7.0 * oy 2 R
6.5 1 .‘ g h .
6.0 4 " 01 . h%
_—y .
3 . . .

-~ 5.5 . i .
L 24 . 8 . .
c 5.0 .
g L ] L ] L ] [ ]
?’ 4-5 Ll L} L} L] L} L}
e nein ja nein ja nein ja
o
3
L
;_t mir-514a-3p
1 p =0.048
= A 2
E 8
[

) 7 -

g "
6 -
5 - 01
4- 14 . . .
L] L]
nein ja nein ja

Responder

Abbildung 13: Differentiell exprimierte miRNAs im Plasma von Melanompatienten (n= 61), wel-
che eine Unterscheidung in responder und non-responder (ja vs. nein) auf eine PD-1 Immun-
checkpoint-Therapie ermdglichen (p-Werte nach Welch’s t-Test, vgl. Material & Methoden, Kapi-
tel 2.3.3)

Fur 4 der 5 miRNAs ist die Expression im Fall der non-responder deutlich weniger
ausgepragt, wobei miRNA-137 die hochste Signifikanz fur diesen Befund auf-
weist.

Nur miR-197-3p zeigt in dem miRNA-Quintett fir non-responder eine hthere Ex-

pression als fir die responder.
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3.5 Statistische Analyse des miRNA-Quintetts fur die Unterscheidung von
respondern und non-respondern auf PD-1 Therapie

Um beurteilen zu kénnen, mit welcher statistischen Gite das in Kap. 3.3 be-
schriebene miRNA-Quintett eine belastbare Unterscheidung von respondern und
non-respondern auf die Immunscheckpoint-Therapie der Melanompatienten in
unserer Kohorte erméglicht, wurden die erhobenen Daten zur differentiellen Ex-
pression dieser miRNAs einer eingehenden statistischen Analyse unterzogen.
Dazu wurden die miRNA-Werte einer ROC (receiver operating chararacteristics)
-Analyse unterzogen (vgl. Kap. 2.3.3). Abb. 14 zeigt das Ergebnis dieser Analyse
unter Bericksichtigung des gesamten miRNA Quintetts.

Die zur Bewertung der Unterscheidungs-Signifikanz zwischen responder und
non-respondern wichtige AUC (area under the curve) ist relativ hoch (AUC =
0.793) und gibt einen starken Hinweis, dass das Expressionsmuster 5 miRNAs
zur Unterscheidung von Therapierespondern und non-respondern bei Melanom-

patienten unter PD-1 Immuntherapie herangezogen werden kann.
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Abbildung 14: ROC Analyse zur Bewertung der Unterscheidungs-Qualitat zwischen respondern
und non-respondern auf Basis logistischer Regression mit miR-132-3p, miR-137, miR-197-3p,
miR-214-3p und miR-514a-. AUC: area under the curve. Die Werte in Klammern geben die Spe-
zifitdt bzw. Sensitivitat fir den besten cut-off an (berechnet mittels Youden-Index, der das Paar
mit bester Sensitivitat und Spezifizitdt angibt, schwarzer Punkt in der Kurve.)
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Selbst wenn nur 2 miRNAs (miR-137 und miR-514a-3p) zur ROC-Analyse her-
angezogen werden (vgl. Abb. 15) ist das Ergebnis vergleichsweise gut (AUC =
0.751).
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Abbildung 15: ROC Analyse zur Bewertung der Unterscheidungs-Qualitat zwischen respondern
und non-respondern auf Basis logistischer Regression mit miR-137, miR-514a-3p. AUC: area
under the curve. Die Werte in Klammern geben die Spezifitat bzw. Sensitivitat fur den besten cut-
off an (berechnet mittels Youden-Index, der das Paar mit bester Sensitivitédt und Spezifizitat an-
gibt, schwarzer Punkt in der Kurve.)

Um die Aussagekraft fur die Unterscheidung einer respons oder non-respons auf
die Immuntherapie in unserem Patientenkollektiv evtl. noch zu verbessern, wurde
getestet, ob andere im Blut der Patienten (routinemal3ig) gemessenen molekula-
ren und zellularen Marker die ROC-Analyse verbessern kénnen. Dazu wurde zu-
nachst die Aussagekraft der einzelnen Marker CRP, S100, LDH und Eosinophi-
len-Zahl (vgl. Kap. 2.3.5) im Blut der Patienten getestet.
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Abbildung 16: Boxplot Blutparameter

Wie Abb. 16 zeigt, unterscheiden diese gangigen Blutparameter schon gut zwi-
schen respondern und non-respondern auf eine PD-1-Therapie.

Bezieht man die Analyse der Blutwerte weiterhin in eine ROC-Analyse des
mMiRNA-Quintetts ein, ergibt sich eine ausgezeichnete Klassifikation (AUC =
0.914), die jetzt noch besser ist, als bei der Nutzung des miRNA-Quintetts allein
(vgl. Abb. 14).



55

S
© 0.576 (0.853, 0.926)
g
2 ©
= o |
2 AUC: 0.914
8 S
N
N
S _
© T | |
0.0 0.5 1.0
1 - Specificity

Abbildung 17: ROC Analyse zur Bewertung der Unterscheidungs-Qualitat zwischen respondern
und non-respondern auf Basis logistischer Regression mit miR-132-3p, miR-137, miR-197-3p,
miR-214-3p, miR-514a-3p und CRP, LDH, S100, und Eosinophilen-Zahl. AUC: area under the
curve. Die Werte in Klammern geben die Spezifitdt bzw. Sensitivitat fir den besten cut-off an
(berechnet mittels Youden-Index, der das Paar mit bester Sensitivitat und Spezifizitat angibt,
schwarzer Punkt in der Kurve.)
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4 Diskussion

Das maligne Melanom (MM) der Haut gehért zusammen mit dem Basalzellkarzi-
nom und dem Plattenepithelkarzinom zur haufigsten Krebsentitat weltweit. Die
Inzidenz des MM liegt in Europa bei ca. 9/100.000/Jahr und in den USA gehen
bei Mannern ca. 5% und bei Frauen ca, 4% aller Tumorerkrankungen auf das
MM zurtick (Rossi et al. 2021). Allein in Europa liegt die Mortalitatsrate am MM
einen Bereich von 2-3/100.000/Jahr. In den USA ist das maligne Melanom der
Haut der 2.-haufigste Tumor bei Patienten unter 40 Jahren. In Deutschland er-
kranken nach Hochrechnungen des Krebsregisters in Schleswig-Holstein (im
Jahr 2018, vgl. Kap. 1.1) mehr ca. 287.000 Menschen jedes Jahr neu an Haut-
krebs. Dabei entfallen ca. 37.000 auf das maligne Melanom der Haut.

3.000 Menschen versterben an diesem Hautkrebs, jahrlich. Das maligne Mela-
nom der Haut stellt somit den Hautkrebs mit der héchsten Sterblichkeit dar.

Es gilt mittlerweile als erwiesen, dass UV-Strahlung der Sonne (aber auch aus
kinstlichen Quellen, wie z.B. Solarien) einen Haupt-Risikofaktor fur die Entste-
hung (aber auch fur die Progression) des malignen Melanoms darstellt, auch
wenn sich die Bedeutung dieses Risikofaktors fir Subtypen des maligen Mela-
noms (kutanes malignes Melanom, Schleimhautmelanom, akrales Melanom und
uveales Melanom) unterscheidet, da bei diesen Subtypen jeweils andere, weitere
atiologische Faktoren eine Rolle spielen kénnen (Rossi et al. 2021, Sun et al.
2020, Eddy und Chen 2020).

Lange Zeit galt das maligne Melanom als therapieresistent und das 5-Jahres-
Uberleben lag bei Patienten (im Spatstadium, mit Metastasierung) zwischen
15%-25% (Stark et al. 2015). Dies hat sich in den letzten 5-10 Jahren durch die
Anwendung neuer moderner Therapieformen deutlich gedndert. Der Einsatz spe-
zieller Therapeutika gegen bestimmte Mutationen im Genom von Melanomzellen
(sog. ,targeted therapies®) und noch viel mehr die Nutzung der Immuncheckpoint-
Inhibition (ICI) fuhrt fur viele Patienten zu deutlichen Gewinnen beim allgemeinen
(;overall survival, OS") oder beim progressionsfreien (,progression-free survival ,
PF“) Uberleben und einer ganzen Palette weiterer Therapiegewinne (Eddy und
Chen 2020).

Bei der Immuncheckpointtherapie des malignen Melanoms haben sich spezielle
Antikérper gegen PD-1, PD-L1 und CTLA-4 als Monotherapie oder in
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Kombination miteinander bei einer Zahl von Patienten als ausgesprochen erfolg-
reich erwiesen. Allerdings liegt das Ansprechen auf die Therapien im Bereich
zwischen 30-50% der behandelten Patienten, je nach Stadium des malignen Me-
lanoms, der verabreichten Therapieform und dem jeweilig betrachteten Klini-
schen Endpunkt (OS, PF etc.) (Rossi et al. 2021, Eddy und Chen 2020). Es be-
steht also immer noch ein nachdricklicher Bedarf an klinischen und molekularen
Markern, welche den Verlauf einer bestimmten Therapie monitoren kénnten und,
im ldealfall, pradiktiv (also vor Beginn einer ICI) Vorhersagen Uber das maégliche
Ansprechen des individuellen Patienten, im Sinne einer Prazisionsmedizin und
individuellen Therapie, machen kdnnen (pradiktive Biomarker). Dies wirde zu
einer erheblichen Verminderung von unnétigen Nebenwirkungen beim Patienten,
zur besseren Therapieplanung und zu enormen Einsparungen im Gesundheits-
wesen beitragen.

In den letzten Jahren ist schon intensiv in klinischen und experimentellen Studien
zum Thema (pradiktive) Biomarker in der ICI-Therapie des malignen Melanoms
geforscht worden (Shtivelman et al. 2014). Allerdings ist bisher noch kein vali-
dierter Biomarker charakterisiert worden, der in der Klinik zur pradiktiven Anwen-
dung bei der Therapieentscheidung beitragen kann (Cordonnier et al. 2020, Sa-
bari et al. 2018, Goodman et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde daher der Fragestellung nachgegangen, ob auf der Basis
von miRNA-Expressionsmustern in ,liquid biopsies (Blut-Plasma) von Melanom-
patienten erste Hinweise liefern kann, ob bei ICI-Therapie Patienten in responder
und non-responder unterschieden werden konnen (,miRNA-Classifier*). Dies er-
folgte in einem flusszytometrischen miRNA-Multiplex-Verfahren (Bestimmung
von simultan bis zu 60 MiRNAs im Plasma von Melanompatienten) in einer Ko-
horte von Melanompatienten, die retrospektiv nach, oder im Rahmen einer ICI-
Therapie (und bei Kombination mit anderen Melanomtherapien) untersucht wur-
den.

Die Ergebnisse zeigen, dass die zunachst aufgestellte Arbeitshypothese, dass
die Expression einer alleinigen miRNA (miRNA-34a-3p), als Marker fur das An-
sprechen auf eine PD-1 Therapie nicht bestatigt werden kann. Allerdings scheint
die Expression von miRNA-34a-3p, als ,Nebenbefund® dieser Arbeit, eine relativ

gute Unterscheidung in Melanompatienten mit BRAF-Mutation und BRAF-wt-
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Patienten zu ermdglichen (vgl. Abb.9). Diesem Befund wird in weiterfihrenden

Untersuchungen nachgegangen.

Da die Untersuchung einer einzelnen miRNA (miR-34a-3p), welche die Expres-
sion von PD-L1 (als direktem target) inhibiert, anscheinend keinen Hinweis auf
eine ICI-Therapieantwort von Melanompatienten liefert, wurde im weiteren Fort-
gang dieser Arbeit untersucht, ob eine multi-miRNA-Expressionsanalyse von
mMiRNAs, die direkt oder indirekt mit der PD-L1-Expression in Verbindung ge-
bracht werden kénnen, einen besseren Einblick in die Unterscheidung von ICI-
Therapie respondern oder non-respondern erlaubt. Hierzu wurden 25 miRNAs
mit dem FirePlex-Assay untersucht, welche in der Literatur beschrieben worden
waren (vgl. Kap. 3.1 und Wang X et al. 2015) und zu ca. 50 % mit den miRNAs
uberlappten, welche im ,routinemafig” eingesetztem, hypothesengetriebenem
Panel von miRNAs Ubereinstimmten, der Ublicherweise im Labor fur Molekulare
Zellbiologie des Hautkrebszentrums Buxtehude zur miRNA-Analyse von Plasma-
proben von Melanompatienten eingesetzt wird (vgl. Abb. 6 und Kap. 3.1)

Auch die Analyse dieser 25 miRNAs ergab keine statistisch signifikante Klassifi-
zierung von Melanompatienten in Bezug auf eine positive oder negative Antwort
auf eine ICI-Therapie (vgl. Kap. 3.3, Abb. 11).

Deshalb wurde die Analyse auf einem Panel von 61-miRNAs (vgl. Abb. 5) aus-
gedehnt, der in unserem Labor routinemaflig zur Charakterisierung von miRNA-
Expression in liquid-biopsies (Plasma) von Melanompatienten eingesetzt wird.
Hier konnte nun, bioinformatisch, ein ,miRNA-Quintett“ charakterisiert werden,
welches deutlich, als Quintett, in einzelnen Kombinationen von weniger als 5 der
mMiRNAs und in Kombination mit anderen, tiblichen Blutmarkern von Melanompa-
tienten, eine statistisch sehr gute Unterscheidung (ROC-Analyse) von Melanom-
patienten, die auf eine ICI-Therapie (bei teilweiser Kombination mit anderen The-
rapie-Formen) positiv oder negativ reagierten, ermdglicht (vgl. Kap. 3. 4). Klinisch
wurde das Ansprechen nach den RECIST-Kriterien in der onkologischen Abtei-
lung des Hautkrebs-Zentrum in Buxtehude bewertet. Danach wurde untersucht,
ob die so erhaltene klinische Charakterisierung (ICI-Therapie-responder vs. non-
responder) eine Entsprechung in miRNA-Expressionsmustern im Plasma von

Melanompatienten entspricht.
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Das miRNA-Quintett, welches fur diese Unterscheidung genutzt werden kann,
setzt sich aus den folgenden miRNAs zusammen:
miR-132-3p, miR-137, miR-197-3p, miR-214-3p und miR-514a-3p

Eine ROC-Analyse (vgl. Abb. 14) ergab, dass dieses miRNA-Quintett gut zwi-
schen respondern und non-respondern unterscheidet (area under the curve,
AUC = 0.793). Bezieht man in die Analyse noch weitere Blutwerde, wie LDH,
S100, CRP und Eosinophilen-Anzahl, mit ein, so verbessert sich die Unterschei-
dungs-Qualitat noch weiter (vgl. Abb. 17, AUC = 0.914). Ganz unabhé&ngig von
der zellularen Bedeutung der 5 miRNAs und der Reaktionswege, in die sie ein-
gebunden sind, kann also, im Sinne eines Biomarkers, ein miRNA-Expressions-
muster gefunden werden, welches in responder und non-responder auf ICI-The-
rapien (Pembrolizumab, Ipilimumab oder Kombinationen wie Ipilimumab + Nivo-
lumab) unterteilt.

Darlber hinaus kann aber auch durch Literaturabgleich gezeigt werden, dass die
5 miRNAs (jede einzeln fur sich) in wichtigen Reaktionswegen der Melanomge-

nese, Progression und Metastasierung involviert sind:

miR-132-3p

In einer Arbeit zur MikroRNA Expression in BRAF wildtyp und BRAF mutierten
Patienten mit metastasiertem Melanom und ihrer Korrelation mit der Ansprech-
zeit gegenuber BRAF-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass eine niedrige Ex-
pression von miR-132-3p mit einer signifikant verkirzten Zeit bis zur Progression
einhergeht (Pinto et al. 2015).

miR-137

Studien haben gezeigt, dass miR-137 als Tumorsuppressor agiert, indem sie die
Proliferation und Invasion von Melanomzellen durch Bindung an multiple mRNAs
inhibiert (Luo et al. 2013, Chang et al. 2016, Lv et al. 2018).

Qi et al. konnten weiterhin zeigen, dass miR-137 beim malignen Melanom die
Migration und Invasion von Melanomzellen verhindert, indem sie die Expression
der regulatorischen Untereinheit 3 der Phosphoinosid-3-Kinase (als direktem

Target) unterbindet (Qi et al. 2018). Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dass
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Melanompatienten mit niedriger Expression von miR-137 eine htéhere Sterblich-
keit aufweisen, als solche mit héherer Expression. Ein Hinweis darauf, dass nied-
rige Expressionswerte von miR-137 bei Melanompatienten mit einer schlechten
Prognose einhergehen (Luo et al. 2013, Li 2016). Wichtige Targetgene, die in der
Melanomgenese eine bedeutende Rolle spielen (unter ihnen c-Met, YB1, EZH2

und MITF) konnten als direkte miR-137 Targets identifiziert werden.

miR-197-3p

miR-197-3p wurde bei einer Zahl verschiedener Krebsentitaten (darunter Leber-
krebs) als geeigneter prognostischer Biomarker nachgewiesen (Ni et al. 2019).
Fur diese spezielle miRNA liegen jedoch keine Befunde im Zusammenhang mit
dem malignen Melanom vor.

Allerdings legt eine einzelne Studie nahe, dass der Mikrophthalemie assoziierte
Transkriptionsfaktor (MITF), der ein Hauptregulator der Melanozytenproliferation
Melanomentstehung angesehen wird, fur die Expression von miR-197 von Be-
deutung ist. So konnte in MITF-knock-down Melanozyten nachgewiesen werden,
dass, neben anderen miRNAs, auch miR-197 herunterreguliert war und daher in
der MITF-Regulierung von Tyrosinasen und Tyrosinase verwandten Proteinen
involviert ist (Wang P et al. 2012).

miR-214-3p

Lunavat et al. konnten bei einem ,miRNA deep sequencing” (total 1014 miRNAS)
zeigen, dass miR-214-3p in extrazellularen Vesikeln (EV), die von Melanomzel-
len aus Melanomzelllinien sezerniert werden, zu einer Gruppe von EV-angerei-
cherter miRNAs (miR-214-3p, miR-199a-3p und mir-155-5p) gehorte (Lunavat et
al. 2015).

miR-514a-3p

In einer einzelnen Arbeit aus dem Jahr 2015 wurde beschrieben, dass miR-514a
den Tumorsuppressor (NF1) als direktes Target besitzt und tber seine Runter-
Regulierung die Sensitivitat gegeniber einer BRAFY%-|nhibition in Melanomzell-
linien moduliert (Stark et al. 2015).
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Insgesamt zeigt diese kurze Ubersicht, dass die im ,miRNA-Quintett* auftreten-
den miRNAs bei wichtigen Prozessen in der Melanomentstehung und Progres-
sion von Bedeutung sind und damit auch, im mechanistischen Sinn, gute Kandi-
daten bei der Unterscheidung zwischen respondern und non-respondern auf eine
ICI-Therapie des malignen Melanoms darstellen konnten. Im Augenblick wird in
weiterfihrenden (bioinformatischen) Untersuchungen auch der Frage nachge-
gangen, inwieweit die 5 miRNAs auch in einem ,funktionellen® Netzwerk intera-

gieren.

Zuruckliegende Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben schon gezeigt,
dass eine Vielzahl von miRNAs das Potenzial besitzen, als diagnostische, prog-
nostische oder pradiktive Biomarker eingesetzt zu werden. Allerdings liefern die
Arbeiten noch kein konsistentes Bild in Bezug auf die nachgewiesenen miRNAs.
Unter Nutzung von in silico Analysen (Nutzung von Gene Expression Omnibus,
GEO und Daten aus dem Cancer Genome Atlas (TCGA)) konnten Lu et al. zei-
gen, dass eine 5-miRNA-Signatur (miR-25, -204, -211, -510 und -513) in der Lage
ist, Tumorproben des malignen Melanoms von Gewebe aus benignen Navi zu
unterscheiden und deren hohe Expression mit einem verbesserten Uberleben
von Melanompatienten einhergeht (Lu et al. 2019).

In einer vergleichenden Analyse von 5 zurtickliegenden Arbeiten konnten weiter-
hin Jayawardana et al. ebenfalls eine 5-miRNA-Signatur identifizieren, die repro-
duzierbar mit der Prognose von Melanom-Erkrankten assoziiert war (miR-142-
5p, -150-5p, -342-3p, -155-5p und -146-5p (Jayawardana et al. 2016).

Im Zusammenhang mit ICI-Therapien des malignen Melanoms waren Huber et
al. vor kurzem in der Lage zu zeigen, dass eine Tumor-assoziierte miRNA-Sig-
natur (miRNa-146a, -155, -125b, -100, -125a, -146b, -99b und let-7c) myeloide
Suppressor-Zellen (,myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) induziert und die
Resistenz von Melanompatienten gegenuber einer Immuntherapie vorhersagt
(Huber et al. 2018). Daruiber hinaus waren Nakahara et al., in der Lage zu zeigen,
dass eine hohe Konzentration der miRNA-Signatur aus miR-16-5p, miR-17-5p
und miR-20a5p im Serum von Melanompatienten anzeigt, dass die Patienten po-
sitiv auf eine anti-PD-1-Therapie, im Vergleich zu therapieresistenten Patienten,

reagierten (Nakahara et al.2020).
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Langfristig ist das Ziel vieler Untersuchungen, zirkulierende miRNAs in ,liquid bi-
opsies” von Melanompatienten als tumorspezifisch zu charakterisieren. Gelingen
kann das, indem man melanomspezifische Exosomen (melanoma tumor derived
exosomes, MTEX) uber melanomspezifische Antigene, welche auf der Memb-
ranoberflache der Exosomen dargeboten werden, isoliert. Hier sind bisher Cho-
droitin-Sulfat-Proteoglycan 4 (CSPG4) und melanomassoziierten Antigene
MAGE 3 und 4 zum Einsatz gekommen (Sharma et al. 2020, Ferrone und Whi-
teside 2020, Sharma et al. 2018, Wieckowski et al. 2009).

Das (miRNA-) Cargo solcher melanomspezifisch isolierten Exosomen kann dann
auch als tumorspezifisch angesehen werden.

Die meisten Untersuchungen zu MTEX wurden allerdings in-vitro an Zelllinien
durchgefiihrt. Hier gibt es immer noch wenig Ubereinstimmung zwischen den
miRNA-Mustern, die in ihnen nachgewiesen werden konnten. Dies liegt sicherlich
an den unterschiedlichen analysierten Zelllinien, den Isolationsmethoden fur die
MTEX und den Nachweismethoden fur die miRNAs, wenn man nach diagnosti-
schen, prognostischen oder préadiktiven Biomarkern sucht. Insgesamt waren
aber, unter anderen, haufig auftretende miRNAs:

let-7a, let-7c, miR-17, -21, -23Db, -25, -27a, -34a, -125b, -130b, -138, 1464, -149,
-1964a, -199a, -205, -222, -613 und miR-1246 (Zebrowska et al. 2020).

Trotz fehlender Ubereinstimmung im miRNA-Muster der unterschiedlichen Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass fast alle miRNAs Targets (target-mRNAS) be-
sitzen und in Reaktionswege involviert sind, die mit Melanomgenese und Pro-
gression des malignen Melanoms verbunden sind.

Eine Reihe von Studien werden seit Kurzem aber auch an MTEX und ihrem
(miRNA-) Cargo im Serum/Plasma von Melanompatienten durchgefuhrt ((Zeb-
rowska et al. 2020). In diesen Studien gibt es aufgrund der zugrunde gelegten
Modelle und Analysemethoden noch keine grol3e Konsistenz. Es existieren aber
einige Ubereistimmungen fiir MTEX-assoziierte miRNAs, die in mehr als einer
Studie detektiert wurden. Dazu gehoren die hochregulierten miR-494, miR-690,
miR-17 und let-7c und die runter-regulierte miR-125b (Li et al. 2019, Wozniak et
al. 2017, Bland et al. 2018, Pfeffer et al. 2015, Alegre et al. 2014).
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All diesen miRNAs ist gemein, dass sie in Prozesse wie Invasion, Migration,
Proliferation und Tumor-Progression und Inflammation involviert sind (Zebrowska
et al. 2020).

In der Literatur existieren dartiber hinaus viele Untersuchungen, die andere Mar-
ker heranziehen, um den Progress von Tumorerkrankungen und das Ansprechen
auf ICI-Therapien zu detektieren und zu pradiktieren. Hier spielen haufig Para-
meter eine Rolle, welche die Interaktion des Tumors mit seiner Mikro-Umgebung
(tumor microenvironment, TME) vermitteln, da das TME eine entscheidende
Rolle fur Tumorprogression und Metastasierung, als auch fir das Ansprechen
oder Nicht-Ansprechen auf ICI-Therapien darstellt. Ein immunsuppressives TME
wird in diesem Zusammenhang als indikativ fir das moégliche Versagen einer ICI-
Therapie herangezogen (Petrova et al. 2020). Die Immunsuppression des TME
kann dabei durch eine Zahl unterschiedlicher Zelltypen und l8slicher Faktoren
(z.B. Zytokine) induziert werden. Zu den unterschiedlichen Zelltypen gehéren,
z.B.:

,myeloid-derived suppressor cell“ (MDSC), Neutrophile (,tumor associated
neutrophil“s”, TAN), krebsassoziierte Fibroblasten (,cancer associated fib-
roblasts“, CAF), tumorassoziierte Macrophagen (TAM) und regulative T-Zellen
(Petrova et al. 2020).

So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Akkumulation von CAFs, welche die
zellulare Hauptkomponente des Tumor-Stromas darstellen und die zur Produk-
tion von bestimmten Zytokinen beitragen, mit einer geringen Effektivitat von anti-
PD-1-Therapien, auch beim malignen Melanom verbunden sind (Kalluri 2016,
Paraiso und Smalley 2013, Wong et al. 2019).

Eine Vielzahl augenblicklicher Ansatze, die Antwort auf eine ICI-Therapie des
malignen Melanoms vorherzusagen, beruhen auf Methoden der Radiologie und
Untersuchungen von Tumor-Biopsien und Flussig-Biopsien (Buder-Bakhaya und
Hassel 2018, Kambayashi et al. 2019).

Seit langerer Zeit wird versucht, die Hohe der PD-L1-Expression auf Tumorzellen
als pradiktiven Biomarker fir die Antwort auf eine ICI-Therapie heranzuziehen.

Problematisch erweist sich dabei jedoch, dass, obwohl eine PD-L1
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Uberexpression mit einer verbesserten ICI-Antwort einhergehen kann, auch an-
haltend positive Antworten bei PD-L1-negativen Tumoren beobachtet werden
(Petrova et al. 2020, Xu-Monette et al. 2017).

Es sind also andere Anséatze notwendig, um den prognostischen oder pradiktiven
Wert von PD-L1-Expression assoziierten Endpunkten zu evaluieren.

Hier kommt in letzter Zeit der Messung von PD-L1 (sowohl in |6slicher als auch
exosomal gebundener Form) in ,liquid biopsies vermehrt Bedeutung zu. So
konnte gezeigt werden, dass hohe Werte fur die Konzentration |6slichen PD-L1
(eine splice-Variante ohne Transmembran-Domé&ne) im Plasma von Melanompa-
tienten mit einem progressiven Verlauf der Krankheit einhergehen (Mahoney et
al. 2019, Zhou et al. 2017). Auch andere Arbeiten in liquid biopsies® konnten flr
das maligne Melanom auf die prognostische und préadiktive Signifikanz von I6sli-
chem PD-1/PD-L1 als Biomarker hinweisen (Zhou et al. 2017, Zhu und Lang
2017). So konnten vor Kurzem Ugurel et al. eindrucksvoll nachweisen, dass er-
hdhte Serumkonzentrationen von PD-1 oder PD-L1 bei therapienaiven Melanom-
patienten einen schlechten Erfolg einer PD-1 Inhibitions-Therapie pradiktieren
(Urgurel et al. 2020).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von PD-L1 auf der Memb-
ran von (im Serum/Plasma) zirkulierenden Exosomen als potentiell starker Bio-
marker fur die Antwort auf eine ICI-Therapie beim malignen Melanom angesehen
werden kann (Cordonnier et al. 2020). Melanompatienten, die positiv auf eine
Therapie mit Pembrolizumab (anti-PD-1-Therapie) reagierten, konnten (mit hoher
Signifikanz und Spezifizitat) von non-respondern durch erhdéhte Werte von exo-
somalem PD-L1, 3-6 Wochen nach Therapie-Beginn, unterschieden werden
(Chen et al. 2018).

Der exosomalen PD-L1 Expression (in Tumor-spezifischen Exosomen, TEX) in
,liquid biopsies®, zusammen mit der Analyse des luminalen Cargos der Exoso-
men (besonders miRNAS) wird daher in Zukunft erhdhte Aufmerksamkeit bei der
Suche nach z.B. pradiktiven Biomarkern fur die Antwort auf ICI-Therapien des

malignen Melanoms zukommen.

Zum jetzigen Zeitpunkt der Untersuchungen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,

dass in einer ,discovery-Kohorte“ mit der Messung der miRNA-Expression im
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Plasma von Melanompatienten, mittels eines klinisch sehr schnell einsetzbaren
(analysierbaren) und stabilen miRNA-Multiplex-Assays (FirePlex-Assay) eine
Unterscheidung in responder und non-responder auf ICI-Therapien vorgenom-
men werden kann.

Allerdings muss in Bezug auf die Respons der Patienten angesprochen werden,
dass es sich bei der untersuchten Kohorte um eine retrospektive Kohorte han-
delte, bei der kein Einfluss mehr auf die verabreichte(n) Therapieform(en) ge-
nommen werden konnte. Von der eingeschlossenen Kohorte unterzogen sich Pa-
tienten sowohl vor der Blutentnahme als auch zu einem spateren Zeitpunkt nach
Blutentnahme einer PD-1-Therapie (und hatten auch schon andere MM-Thera-
pien erhalten). Andere Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme
unter PD-1-Therapie oder PD-1 Kombinationen mit anderen ICI-Therapien. Es ist
also schwierig, die Therapieantwort auf eine einzige, alleinige ICI-Therapie zu
evaluieren, obwohl, entsprechend der RECIST-Kriterien, die Antwort auf PD-1-
Therapie in jedem Behandlungsschema erfasst wurde.

Es missen also weitere Untersuchungen, an prospektiven Kohorten, unter defi-
nierten Therapiebedingungen zeigen, inwieweit das miRNA-Expressionsmuster
(miRNA-Quintett), welches in dieser Arbeit gefunden wurde, in Zukunft auch als
pradiktiver Biomarker genutzt werden kann, der bei therapienaiven Patienten, vor
Beginn einer bestimmten ICI-Therapie, das Ansprechen auf die jeweilige Thera-
pieform vorhersagen kann. Dann sollte auch die Messung der miRNA-Expression
in melanomspezifischen Exosomen herangezogen werden.

Das in dieser Arbeit beschriebene miRNA-Quintett stellt aber schon einen ersten
,Classifier dar, der bei spateren Untersuchungen zur Benennung von pradiktiven
Biomarkern fiir das Ansprechen auf ICI-Therapien des malignen Melanoms her-
angezogen werden kann. Es ist jedoch zu betonen, dass bis zum Einsatz eines
MiRNA-basierten Biomarkers, die Ergebnisse in grol3eren Kohorten validiert wer-

den mussen.
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5 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Dissertation ist die Messung der miRNA Expressi-
onen im Plasma von Melanompatienten, um die Unterscheidung in responder
und non-responder auf Immuncheckpoint Therapien vornehmen zu kdnnen.

Es konnte gezeigt werden, dass — nicht wie initial angenommen — die miR-34a-
5p im Plasma von Melanompatienten nicht zwischen respondern und non-res-
pondern auf eine Immuncheckpoint-Therapie unterscheiden kann. Gleichzeitig
konnte festgestellt werden, dass mit der Expression der miR-34a-5p im Plasma
von Melanompatienten, mit relativ guter statistischer Signifikanz, auf das Vorlie-
gen von BRAF- Mutationen geschlossen werden kann. Weitere Analysen mit ei-
ner gréReren Kohorte werden sich anschliel3en.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein miRNA-Quintett (miR-132-3p, miR-137,
miR-197-3p, MmiR-214-3p und miR-514a-3p) identifiziert werden, deren Expres-
sion im Plasma von Melanompatienten zwischen respondern und non-respon-
dern bei ICI Therapie, signifikant unterscheidet. Weitere Untersuchungen an
prospektiven Kohorten unter definierten Bedingungen mussen zeigen, ob in Zu-
kunft dieses miRNA- Quintett als pradiktiver Biomarker genutzt werden kann.
Im dritten Teil dieser Arbeit wurden zusatzlich zum miRNA Quintett molekulare
und zellulare Marker (LDH, S100, CRP, Eosinophile) erganzt, welche die Aussa-
gekraft fur die Unterscheidung in responder und non-responder deutlich verbes-
serten als die Nutzung des miRNA-Quintetts allein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass miRNA-basierte Expressions-
muster in Liquid Biopsies (Plasma) von Melanompatienten geeignete Kandidaten
fur zukinftige diagnostische, prognostische und pradiktive Biomarker darstellen.
Die klinische Relevanz muss in geplanten gré3eren klinischen Studien validiert

werden, um diese Verfahren fur den klinischen Alltag anwendbar zu machen.

The subject of this dissertation is the measurement of miRNA expressions in the
plasma of melanoma patients in order to be able to differentiate between re-
sponders and non-responders on immune checkpoint therapies.

It could be shown that — not as initially assumed — the miR-34a-5p in the plasma
of melanoma patients cannot distinguish between responders and non-respond-

ers to an immune checkpoint therapy. At the same time, it was found that with the
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expression of miR-34a-5p in the plasma of melanoma patients the presence of
BRAF mutations can be inferred with relatively good statistical significance. Fur-
ther analyses with a larger cohort will follow.

Within the scope of this work, a miRNA quintet (miR-132-3p, miR-137, miR-197-
3p, MmiR-214-3p and miR-514a-3p) could be identified, whose expression in the
plasma of melanoma patients significantly distinguishes between responders and
non-responders in ICI therapy. Further investigations on prospective cohorts un-
der defined conditions must show whether this miRNA quintet can be used as a
predictive bio-marker in the future.

In the third part of this work, in addition to the miRNA quintet, molecular and cel-
lular markers (LDH, S100, CRP, eosinophils) were added, which significantly im-
proved the power for distinguishing between responders and non-responders
than the use of the miRNA quintet alone.

In summary, it has been shown that miRNA-based expression patterns in liquid
biopsies (plasma) of melanoma patients are suitable candidates for future diag-
nostic, prognostic and predictive biomarkers. The clinical relevance needs to be
validated in planned larger clinical studies in order to make these procedures
applicable to everyday clinical practice.
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