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1 Einleitung

1.1 Imaging Biomarker in der Onkologie

1.1.1 Biomarker und Surrogat-Endpunkte

Die amerikanische NIH Biomarker Working Group definiert Biomarker als objektivierbare
Indikatoren biologischer Prozesse und potentielle intermedidre Surrogat Endpunkte. Dabeli
werden diagnostische, pradiktive und prognostische Qualitdten unterschieden [1]. Im Rahmen
einer sukzessiven Validierung miissen Biomarker erhebliche translationale Hirden tiberwinden
[2]. Obwohl in der Literatur eine Vielzahl an Biomarkern beschrieben und auch in der
Forschung gebréuchlich sind, haben davon weniger als 0,1 % eine Translation in den klinischen
Alltag erfahren [3]. Ein Grund, warum die Translation vieler pradiktiver Biomarker scheitert,
liegt in der fehlenden Korrelation und Qualifizierung durch patientenrelevante Endpunkte, wie
dem Uberleben oder der Lebensqualitit. In der Regel werden sie aus Zeit- und Kostenaspekten
nur mit bestehenden Surrogat-Endpunkten korreliert [4]. Die Validierung erfordert neben der
inhaltlichen Qualifizierung auch eine technische Validierung, so muss die Messung des
Biomarkers verlasslich reproduzierbar sein. Eine praktische Realisierung von Biomarkern muss

ebenso wirtschaftlichen, regulatorischen und rechtlichen Rahmenbedingungen genugen [2, 4].

In der Durchfiihrung von Phase-I/11-Studien helfen pradiktive Surrogate vielversprechende
Medikamente friihzeitig fur Folgestudien zu identifizieren. In Phase-111-Studien beschleunigen
sie die Stratifizierung relevanter Patientengruppen und qualifizieren Studiendaten fur eine
Zulassung von Medikamenten. Im klinischen Kontext dienen Biomarker als valide Surrogate
patientenrelevanter Endpunkte und leiten therapeutische Entscheidungen an. Beispielsweise
werden Non-Responder durch ein Therapie Monitoring frihzeitig identifiziert, sodass die
Therapie geandert und angepasst werden kann. Dies wiederum reduziert Nebenwirkungen von
Medikamenten und reduziert Kosten [5]. Trotz der Qualitatsanspriiche an die Validierung von
Biomarkern haben Kim et al. gezeigt, dass durch 86 % der in 2008 bis 2012 durch die Food
and Drug Administration (FDA) zugelassenen onkologischen Arzneimittel, die allein durch
Surrogat-Endpunkte validiert wurden, kein patientenrelevanter Zusatznutzen erreicht wurde
[6]. So l&sst sich eine kontextgerechte Interpretation von Biomarkern nur durch systematische

Entwicklung und kritische Anwendung realisieren [7].



1.1.2 Bildgebung in der Onkologie
Bildgebende Verfahren nehmen in der Diagnostik der modernen Onkologie eine zentrale Rolle

in der Therapiesteuerung ein. Durch die Evolution multiparametrischer Bildgebung ergeben
sich in der Radiologie und Nuklearmedizin neue diagnostische Mdglichkeiten. Neben der
Visualisierung anatomischer Charakteristika werden molekulare und funktionelle Parameter
inzwischen routinemalRig erfasst. Um das Potential dieser Parameter als Imaging Biomarker
einzuschétzen, ist es erforderlich ihren Nutzen und Limitationen in Validierungsstudien zu
untersuchen. Kaum eine andere medizinische Disziplin entwickelt sich auf dem therapeutischen
Sektor so dynamisch wie die Onkologie. Wé&hrend bildgebende Verfahren in Initial- und
Ausbreitungsdiagnostik etabliert sind, muss weitere Evidenz zum Therapie Monitoring
generiert werden [8, 9]. Morphologische Ansétze der diagnostischen Radiologie allein werden
der tumorbiologischen Komplexitdt nicht gerecht. Eine multimodale bildgebende
Phénotypisierung konnte die Diagnostik prazisieren und das Verstdndnis der individuellen
Krankheitsprogression verbessern [8]. Methoden um das Therapieansprechen solider Tumoren
zu objektiveren, wurden initial durch die WHO und spater durch die Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors (RECIST) Arbeitsgruppe erarbeitet [10, 11]. Durch den Einsatz neuer,
spezifischer Biomarker konnte die praklinische und klinische Stratifizierung zytostatischer
Krebstherapeutika verbessert werden [12].

1.1.3 Imaging Biomarker

Imaging Biomarker beschreiben quantitative Tumorcharakteristika, die mit bildgebenden
Verfahren nicht-invasiv generiert werden konnen. Durch Einsatz eines Kontrastmittels oder
Tracers wird ein Molecular Probe Imaging maglich. Beispiele von Imaging Biomarkern in der
Onkologie umfassen das klinische TNM-Staging durch radiologische und nuklearmedizinische
Verfahren, den Ausschluss medikamentds-kardiotoxischer Nebenwirkungen durch die
Echokardiographie oder die Beurteilung des Therapieansprechens. Durch die technische
Weiterentwicklung innovativer multiparametrischer Bildgebung ergeben sich neue potentielle
radiologische Biomarker in der Onkologie, die eine nicht-invasive Charakterisierung der
Tumorpathophysiologie in vivo erlauben [2]. Dies erméglicht eine Phanotypisierung an der
Schnittstelle morphologischer, funktioneller und molekularer Tumorcharakteristika, sodass
besonders die Kombination und Fusion verschiedener bildgebenden Modalitaten von Interesse
ist. Die Archivierung standardisierter, sequentieller Untersuchungen ermdglicht eine
longitudinale Verlaufskontrolle und ist Grundlage fir Monitoring und Rezidivdiagnostik.

Ebenso werden inzidentelle Nebenbefunde erhoben, die der friihen Diagnose unabhangiger



Pathologien dienen kdnnen [13]. Dariber hinaus gewinnt auch das Feld der automatisierten
Bildanalyse unter Verwendung von Machine- und Deep-Learning-Techniken zunehmend an
Bedeutung. Radiologische Datensatze (iber die Bildrekonstruktion hinaus zu analysieren, ist
neben ersten klinischen Ansdtzen ein primér experimentelles Feld und wird im Begriff

Radiomics zusammengefhrt [14].

Im Jahr 1979 wurde mit den WHO-Kriterien erstmalig ein Konzept zur Beurteilung der
Tumorlast eingefuhrt. Durch die Betrachtung der verlaufsbedingten GréRen-Dynamik konnte
die Beurteilung des Therapieansprechens solider Tumoren standardisiert werden. Eine
relevante GroRenzunahme des Tumors wurde dabei als Ausdruck des Nichtansprechens auf die
angewandte Therapie verstanden. In den darauffolgenden Jahren wurden die Kriterien durch
verschiedenste Arbeitsgruppen modifiziert. Weitere bildmorphologische Kriterien zur
standardisierten Dokumentation des Therapieansprechens wurden im Jahr 2000 in Form der
RECIST Kriterien publiziert und im Jahr 2009 als RECIST 1.1 aktualisiert [11]. Da bisher keine
flachendeckende, technische Standardisierung der Untersuchung moglich war, beschrénken
sich die Kriterien weiterhin auf eine primar morphologische, eindimensionale Vermessung
relevanter Lasionen [11, 15]. GemalR den RECIST 1.1 Kriterien werden bis zu flnf
représentative, reproduzierbar messbare Lasionen, je Organ maximal zwei, als Ziell&sionen
(target lesions) definiert und verlaufskontrolliert. L&sionen werden in ihrem l&ngsten
Durchmesser vermessen. Einzige Ausnahme bilden pathologisch vergréfRerte Lymphknoten,
die in ihrer kurzen Achse beurteilt werden. Weitere L&sionen werden als Nicht-Zielldsionen
(non-target lesions) definiert und rein qualitativ verlaufskontrolliert. Anhand festgelegter
Algorithmen erfolgt eine situationsgerechte Graduierung des Verlaufs in komplette Remission
(complete remission), partielle Remission (partial remission), stabile Erkrankung (stable
disease) und Progression (progressive disease) [11]. Grundlage der Messung sind in der Regel
axiale Schichtrekonstruktionen der Computertomographie (CT). Parameter der Positronen-
Emissions-Tomographie / Computertomographie (PET/CT) werden nur als Zusatzinformation
berticksichtigt [11, 16].

1.1.4 Ansatze zur Beurteilung des Therapieansprechens

Die RECIST Kiriterien wurden durch Studien zu konventionellen zytotoxischen Medikamenten
erarbeitet und validiert [15]. Das initiale Therapieansprechen auf neuere molekulare
Medikamente duf3ert sich im Gegensatz dazu aber haufig nicht durch eine primére Veranderung

der TumorgroRe [9]. Ein Beispiel hierflr ist die Pseudoprogression des malignen Melanoms



unter Immuntherapie. Dieses Pha&nomen beschreibt eine initiale GroRenprogression des
Tumors, trotz molekularem Therapieansprechen [17]. Hier sind morphologische Kriterien, vor
allem im initialen Verlauf, nicht immer anwendbar [18]. Bereits die Methodik zur
Quantifizierung der Tumorlast ist umstritten, da eindimensionale Langenbestimmungen das
Volumen nur mit sehr eingeschrénkter Sensitivitat erfassen [19]. Auch die Ordinalisierung
metrisch-skalierter TumorgroRen als MaR flr das Therapieansprechen wird Kkritisch diskutiert
[20]. Daher existieren viele Versuche die RECIST 1.1 Kriterien kontextgerecht zu modifizieren
und durch weitere morphologische, funktionelle und molekulare Parameter zu erganzen.
Beispiele dafir sind die Choi-Kriterien, die die CT-morphologische Dichte von Gewebe
bertcksichtigen, die Immuntherapie Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (iIRECIST),
die vor allem die Dynamik des Tumorvolumens gegenlber einem Nadir in den Vordergrund
stellen oder auch metabolische Verfahren, wie die European Organisation for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) Kriterien, beziehungsweise die PET Response Criteria in Solid
Tumors (PERCIST) [17, 20].



1.2 Das maligne Melanom

1.2.1 Epidemiologie des malignen Melanoms

Hautkrebs stellt die hdaufigste maligne Tumorerkrankung weltweit dar [21]. Dieser
Sammelbegriff umfasst eine heterogene Gruppe maligner und semi-maligner Tumoren der
Haut: das Plattenepithelkarzinom, das Basalzellkarzinom, das Merkel-Zell-Karzinom, das
kutane Lymphom, das Kaposi-Sarkom sowie das kutane maligne Melanom. Obwohl das
maligne Melanom nach Schétzungen lediglich 10 % und dessen invasive Form nur 1 % der
Hautkrebserkrankungen ausmacht, ist es aufgrund seines aggressiven Wachstums und seiner
Metastasierungsneigung fur 90 % der durch Hauttumoren verursachten Todesfélle
verantwortlich [22-24].

Wahrend das maligne Melanom vor wenigen Jahrzenten noch als Raritét galt, ist die Inzidenz
bei der hellhdutigen Bevolkerung deutlich angestiegen. In Deutschland haben sich die
altersstandardisierten Erkrankungsraten fur Manner und Frauen zwischen 1970 und 2014
versiebenfacht [23]. Fir Kkein anderes Malignom sind derartige epidemiologische
Verénderungen beschrieben. Im Juni 2008 wurde ein nationales Hautkrebs-Screening
eingefuhrt, das noch im selben Jahr zu einem signifikanten Anstieg der Inzidenz des malignen
Melanoms gefiihrt hat [25]. Ein weiterer sprunghafter Anstieg seit Einflhrung des Screenings
kdnnte mit dem veranderten Freizeitverhalten der deutschen Bevolkerung zu erklaren sein. Im
gleichen Zeitraum blieben die Sterberaten unveréndert, auch wenn sich altersspezifische
Unterschiede aufzeigen lassen (siehe Abbildung 1) [25]. Die vom Robert Koch-Institut
prognostizierte standardisierte Melanom-Inzidenz betragt in 2018 19,4 bzw. 18,6 pro 100.000
Manner bzw. Frauen. Im globalen Vergleich zeigen sich relevante Unterschiede in der
Melanom-spezifischen Epidemiologie. Die hochste Inzidenz wird in Australien und
Neuseeland beschrieben, die Geringste in L&ndern Afrikas.
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten des malignen Melanoms

Die Darstellung erfolgt nach Geschlecht und pro 100.000 Einwohner in Deutschland (mit freundlicher
Genehmigung des RKI) [25].

Bei Patienten unter 30 Jahren ist das maligne Melanom das am zweith&ufigsten diagnostizierte
Malignom. Da sich Todesfélle vergleichsweise haufig auf Patienten im mittleren Lebensalter
konzentrieren, leiten sich besondere gesundheitsékonomische Konsequenzen ab. Hanly et al.
haben die soziookonomischen Kosten flr einen Melanom-bedingten Todesfall in Europa auf
312.798 € geschitzt. Kein anderes Malignom verursacht pro Todesfall vergleichbare
gesellschaftliche Kosten [26].

1.2.2 Atiologie des malignen Melanoms

Neben der umweltbedingten UV-Exposition wurden zunehmend weitere Risikofaktoren und -
indikatoren fur das maligne Melanom beschrieben. Besonders hervorzuheben sind das
korpereigene Pigmentsystem, ein heller Hauttyp, eine genetische Prédisposition und virale
Infektionen [27, 28].



Im Gegensatz zu anderen nicht-melanotischen, kutanen Karzinomen ist der kausale
Zusammenhang zwischen nattrlicher UVA-Exposition und Entstehung eines Melanoms noch
nicht abschlieRend geklart. Vor allem wegen des Verteilungsmusters, der Latenz zwischen
Exposition und Manifestation und einer Haufung in der urbanen Bevdlkerung wird die
Assoziation kritisch diskutiert [29, 30]. Gandini et al. konnten in einer Metaanalyse zeigen,
dass eine intermittierende Sonnenlicht-Exposition mit Ausbildung von Sonnenbrénden einen
wichtigen Risikofaktor darstellt, chronische Exposition aber protektiv wirkt [28]. Daraus
kdnnte sich die geringere Inzidenz in landlichen Bevdlkerungsteilen ableiten. In Anlehnung
daran diskutieren Merrill et al. den reduzierten, kutanen Vitamin D3-Spiegel als Korrelat der
zivilisatorisch  verminderten Sonnenexposition und in einem nachsten Schritt als

Mediatorvariable fiir die Entstehung des malignen Melanoms [31].

Mit  Beschreibung des B-K-Naevussyndroms, dem hereditaren  dysplastischen
Naevuszellneavus-Syndrom 1978 durch Clark et al. wurde das korpereigene Pigmentsystem als
moglicher, eigenstandiger Risikofaktor und -indikator fur das maligne Melanom diskutiert. Es
hat sich gezeigt, dass neben der Zahl der Naevi besonders die individuelle Morphologie des
Hauttumors von prognostischer Bedeutung ist [32]. Dies gilt speziell fur atypische, aber auch
fur gewohnliche melanozytare Naevi. Derzeit wird angenommen, dass der einzelne
Pigmentnaevus eine fakultative Prdkanzerose des malignen Melanoms darstellt. Das

individuelle Entartungsrisiko wird hingegen als sehr gering eingeschatzt [33].

1.2.3 Tumorbiologie und Genetik des malignen Melanoms

Das maligne Melanom weist eine komplexe und heterogene Atiopathogenese auf. Neben
umweltbedingten Mechanismen kommt auch der Genetik eine tragende Rolle zu. Eine familiére
Héaufung ist bei 5-12 % aller Melanome beschrieben [34]. Seit der Erstbeschreibung des
Suszeptibilitatsgens CDKN2A vor mehr als 20 Jahren wurde eine Reihe weiterer relevanter
Gene beschrieben: darunter die Cyclin-abhangige Kinase (CDK) 4, BRCA1, BAP1, CXC-
Gene, TERT, POT1, ACD, TERF2IP, MC1R und MITF [35].

1.2.3.1 Die Melanomentwicklung und —progression
Die Melanomentwicklung steht h&ufig im direkten Zusammenhang mit der Mutation relevanter
Signaltransduktionswege. Dabei lassen sich prinzipiell einige wenige Treibermutationen und

hunderte  sogenannter  Begleitmutationen unterscheiden, die die physiologische



Signaltransduktion der Melanozyten grundlegend veréndern [36]. Durch das Krebsgenom-
Atlas-Projekt konnten in 90 % der kutanen Melanome Mutationen von Onkogenen des
mitogen-aktivierenden-Proteinkinase- (MAPK-) Signalweges nachgewiesen werden, unter
anderem auch in PISBK-AKT (AKT)-, ¢-KIT und R-Catenin-Signaltransduktionswegen [37].
Etwa 50 % der malignen Melanome weisen charakteristische Mutationen im B-type rapidly
accelerated Fibrosarcoma- (BRAF-) Gen auf. In 80 - 90 % dieser Falle liegt eine V600E- und
in 10 - 20 % eine V600K-Punktmutation vor. Diese Mutationsformen fiihren durch
Uberaktivierung des MAPK-Signalweges zu einer (iberschieRenden Proliferation der

Melanomzellen. Andere V600-Mutationsformen sind duferst selten [38].

Letztlich sind die Heterogenitat und klonale Divergenz der Tumorzellpopulation des Melanoms
das genetische Substrat der tumorbiologischen Komplexitét. Dies wirkt sich entscheidend auf
mdogliche Therapieansatze, aber auch auf die Entwicklung primarer und sekundérer Resistenzen

aus, die Gegenstand aktueller Forschung sind [39].

1.2.3.2 Resistenzmechanismen im malignen Melanom

Es existiert eine Vielzahl an Resistenzmechanismen gegenuber iatrogener MAPK-Inhibition,
die in primadre, sekundare oder adaptive Formen unterteilt werden kénnen. In Realitat kdnnen
diese Formen aber nur selten voneinander abgegrenzt werden, da maligne Tumoren aus
heterogenen Zellpopulationen bestehen [40, 41]. Wahrend MAPK-Inhibitoren bei einer
priméren Resistenz bereits initial keine Wirkung entfalten kénnen, entwickeln sich sekundére
und adaptive Formen der Resistenz im Therapieverlauf. In letzter Konsequenz fihren die
Resistenzmechanismen zu einer intrazelluldren Reaktivierung des MAPK-Signalweges, sodass
mutierte Zellen trotz molekularer MAPK-Inhibition einen Proliferationsreiz erhalten. Einer der
sekundaren Resistenzmechanismen kommt bei der Mutation des CDKN2A-Gens zum Tragen.
Hierbei kommt es nach Ausfall eines natiirlichen CDK-Inhibitors zu einer Uberexpression des
CDK4/6-Komplexes, der wiederum den Zell-Zyklus initiiert [40, 41]. Patient-derived tumor
xenografts stellen einen méglichen experimentellen Ansatz zur Untersuchung der individuellen

Melanom-Progression und Resistenzausbildung dar.

1.2.4 Pathologie und Staging des malignen Melanoms

Das Melanom geht aus entarteten pigmentbildenden Melanozyten hervor und entsteht in etwa
90 % der Félle im Bereich der kutanen dermo-epidermalen Junktionszone. Neben der kutanen

Manifestation kann es in seltenen Féllen zur priméren Entartung melanozytérer Zellen in der



Choroidea, im Respirationstrakt, im Gastrointestinaltrakt, im Urogenitaltrakt oder an den

Meningen kommen [42].

Clark et al. haben nach Kklinisch-histologischen Gesichtspunkten zunachst drei Melanom-Typen
definiert, die bis heute Eingang in die WHO-KIlassifikation finden; das superfiziell spreitende
Melanom, das nodulédre Melanom und das Lentigo-maligna Melanom [43]. Das akral-
lentiginse Melanom wurde 1976 durch Reed et al. als vierte Ubergeordnete Entitat beschrieben
[22]. Daneben existieren noch weitere, deutlich seltenere Varianten. Dermale Tumorzellen
weisen hdufig eine fehlende Reifung auf und formen kohasive Nester und Bindel. Durch
pagetoide Durchwanderung finden sich einzelne Melanozyten in unregelmaRigen Absténden
oder Melanozytennester Uber alle Epidermislagen verteilt. Definitionsgemé&l stellt das
Uberschreiten der epidermalen Basalmembran durch maligne Zellen in die Dermis die
Progression eines in-situ lokalisierten Tumors in ein metastasierungsfahiges invasives
Melanom dar [44]. Eine Ulzeration wird durch das Fehlen intakter Epidermis (ber dem
Primdrtumor und eine Host-Reaktion gekennzeichnet [45]. Pathologisch lassen sich dabei aber
in nur 20 - 30 % der Falle naevale Vorlauferlasionen nachvollziehen [46]. Im Falle einer
Primarmetastasierung ist diese zunachst in mehr als 60 % der Falle auf das loko-regionére
Lymphabflussgebiet limitiert. Dabei bilden sich Satelliten-, In-transit- und lokale
Lymphknotenmetastasen tiber lymphatische oder moglicherweise auch angiotrophe Wege aus
[44]. Fernmetastasen manifestieren sich bevorzugt in Lunge, Leber, ZNS, Haut sowie Skelett
und kdnnen bei Initialbefund synchron vorliegen oder sich im Verlauf metachron entwickeln.
Die Fernmetastasierung tragt dabei entscheidend zur Letalitit des Melanoms bei. Bei ungefahr
10 - 20 % der Melanome kommt es durch Aktivierung des Immunsystems zu einer spontanen,

endogenen Remission [47].

Die Konsultationskonferenz der aktuellen S3-Leitlinie basiert auf der 7. Edition der American
Joint Cancer Committee- (AJCC) und TNM-KIlassifikation der Union internationale contre le
cancer (UICC). Dabei wird die initiale klinische Einteilung durch die pathologische Befundung
der loko-regiondren Lymphknoten zu einer ganzheitlichen Klassifikation ergénzt [23]. Die 8.
Edition der AJCC-Klassifikation basiert auf der Auswertung von Daten von mehr als 46.000
Patienten. Sie wurde bereits Ende 2016 veroffentlicht und findet seit Anfang 2018 Anwendung.
Die S3-Leitlinie empfiehlt diese als Grundlage fir Diagnostik und Therapie zu verwenden.
Inhaltliche Veranderungen betreffen die Tumorstadien I-111, nicht das Stadium 1V [45]. Vor
allem die Modifikationen der Definition des Stadiums Il stellt eine erhebliche
Verkomplizierung dar [48]. Entsprechende Klassifikationen sind in den Tabellen 1 und 2

dargestellt.



Primartumor

Klassifikation Dicke@mm) Ulzeration®
Tx nichtibeurteilbar
TO KeinfTumornachweis
Tis Tumor@nBitu
T1 a <@A.0 <@.8EnmBhnellzeration
b 0.83E.0@nmBhnefIzerationBderZEL.O@nminit@Izeration
T2 a >A.0-2.0 ohnelzeration
b mit@Izeration
T3 a >R2.0-4.0 ohnelzeration
b mit@Izeration
T4 a >E.0 ohnelzeration
b mit@Izeration

Regionale@dymphknoten

Klassifikation Knotenl Nodale@Masse
Nx nichtfbeurteilbar
NO keine
N1 a 0-1 klinisch@kkult
b klinisch@letektierbar
C in@ransit-Batelliten-Metastasen,einellymphknoten
N2 a 2-3 klinisch@kkult
b klinisch@letektierbar
C in®ransit-f/Batelliten-Metastasen,FlAymphknoten
N3 SE klinisch@kkult
klinisch@letektierbar
in@ransit-Batelliten-Metastasen,BAGRymphknoten

Fernmetastasen

Klassifikation Ort@ler@etastasen

MO keinel

M1* a Kutis,Bubkutis,@ernellymphknotent
b Lunge
C Befallzinderer®rgane
d Hirnmetastasen

*Bestimmung@iesBerumA DH:MEhegativ,ARFositiv

Tabelle 1: 8. Edition der UICC TNM-KIassifikation des malignen Melanoms

Diese Klassifikation beinhaltet die Beurteilung des Primartumors (T), der loko-regiondren

Lymphabflusswege (N) und einer Metastasierung (M) (modifiziert nach Gershenwald et al. [45]).
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AJCC-Stadium Definition [ NM-System

0 MelanomalnBitu Tis NO MO

1A 1 Tla NO MO

1B Tlb NO MO

T2a NO MO

1A lokaler T2b NO MO
I Primartumor T3a | NO | Mo

11B T3b NO MO
T4a NO MO

11C J Tab NO MO
1A 7 T1-2a N1la MO
T1-T2a| N2a MO

1B T0 N1b-c | MO

T1-2a | N1b-c| MO
T1-2a N2b MO
lokoregionarel T2b-3a|N1a-2b| MO
lc Metastasierung TO N2b-c [ MO

TO N3b-c | MO
Tla-3a | N2c-3c| MO
T3b-4a| alle MO

T4b | Nla-2c| MO
11ID J T4b | N3a-c | MO
v Fernmetastasierung alle alle M1

Tabelle 2: 8. Edition der AJCC Pathologie-Klassifikation des malignen Melanoms

Diese Klassifikation kategorisiert entsprechend der TNM-Klassifikation 4 Stadien (modifiziert nach
Gershenwald et al. [45]).

1.2.5 Diagnostik des malignen Melanoms

Der Initialverdacht auf das Vorliegen eines Melanoms kann durch den Patienten selber,
wahrend eines Screenings oder durch Komplikationen in einem fortgeschrittenen Stadium
begriindet werden. Die Inspektion von Integument und Schleimhaut mit dem
Auflichtdermatoskop sowie die Palpation der Lymphabstromgebiete stehen bei der klinischen
Untersuchung im Vordergrund. Fur die makroskopische Untersuchung des Primartumors eignet
sich das ABCD-Schema zur ambulanten Beurteilung: A = Asymmetrie, B = Begrenzung, C =
Colorit, D = Durchmesser [49]. Bei malignitatssuspektem Befund erfolgt die Primérexzision
des Tumors mit geringem Sicherheitsabstand bis auf die Subkutis. Bei ungiinstiger Tumorlage,
beispielsweise im Gesicht, kann eine Probebiopsie erfolgen. Selten kommt es zur klinischen

Manifestation melanotischer Metastasen bei okkultem Primarius [23].
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Fur das weitere diagnostische und therapeutische VVorgehen hat die pathologische Beurteilung
der Dicke des Primarius maligebliche Bedeutung. Die aktuelle S3-Leitlinie zur Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des Melanoms bietet hierzu einen Leitfaden. Die Indikation fiir die
lokale und systemische Ausbreitungsdiagnostik ist dadurch nachvollziehbar definiert. Bei
Verdacht auf lokoregionare Metastasierung werden die Bestimmung des Tumormarkers S100B
sowie eine Lymphknoten-Sonographie empfohlen. Eine Sentinel-Lymphknoten-Dissektion soll
die Lokaldiagnostik bei fehlendem Hinweis auf eine Metastasierung ab einem T2-Stadium
erganzen. Die primér diagnostische Entfernung klinisch okkulter Lymphknotenmetastasen hat
fur die betroffenen Patienten aber auch Kklinisch relevanten Nutzen [50]. Da eine
Fernmetastasierung in frihen AJCC-Stadien selten ist und der Mehrwert der Ferndiagnostik
nicht in Relation zu Aufwand und Kosten steht, kann flr Patienten bis einschlieflich Stadium
I1IC eine Ganzkorper-Bildgebung nicht empfohlen werden [51]. Erst ab Stadium 111 soll eine
radiologische Schnittbilddiagnostik in der Ausbreitungsdiagnostik routinemaRig eingesetzt
werden. Wahrend Hirnmetastasen durch die Magnetresonanztomographie (MRT) mit grof3ter
Genauigkeit diagnostiziert werden kdnnen, gilt die PET/CT mit einer Sensitivitat von 80 % und
Spezifitat von 87 % als Verfahren mit der hochsten diagnostischen Genauigkeit zur Detektion
extrazerebraler Metastasen. Das konventionelle CT weist im Vergleich eine Sensitivitat von 51
% und Spezifitat von 69 % auf [52].

Eine molekularpathologische Diagnostik sollte ab dem Stadium I1IB an Biopsien aktueller
Metastasen durchgefiihrt werden. BRAF ist mit 50 % das am héaufigsten mutierte Onkogen.
Klinische Relevanz haben auch NRAS- (15 %) und c-KIT- (in Subgruppen bis zu 5 %)
Mutationen, da sich auch hier molekular-therapeutische Ansatzpunkte ergeben. Erst im
Stadium 1V findet Laktatdehydrogenase (LDH), ein Serum-Marker, als prognostisch relevanter

Biomarker Eingang in die Klassifikation des malignen Melanoms [23].

1.2.6 Prognose des malignen Melanoms

Die AJCC-Klassifikation des malignen Melanoms wird durch prognoserelevante Indikatoren
stratifiziert. In der 8. Edition sind die TumorgroRe, der Ulzerationsstatus sowie das Vorliegen
regionaler und systemischer Metastasierung definierende Variablen. Gegenuber der
vorangehenden 7. Edition wurde die Beurteilung der Mitosen verlassen und neue Subgruppen
definiert [45].

Die Stadien | und Il der AJCC-Klassifikation beschreiben Primartumoren, die bei

Diagnosestellung weder regional noch systemisch metastasiert sind. Der Befund wvon
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Tumorgroflie und Ulzeration wird dabei zu einem Stadium zusammengefasst. Das 10-Jahres-
Uberleben dieser Patienten liegt zwischen 98 % im Stadium 1A und 75 % im Stadium 11C. Im
Vergleich mit der 7. AJCC-Klassifikation ergeben sich hier deutliche Unterschiede. Vor
Einfuhrung der intensivierten Lokaldiagnostik betrug das stadiendquivalente 10-Jahres-
Uberleben 93 % bis 39 %. Diese nominelle Prognoseverbesserung wird durch ein Up-Staging
nach Diagnose von Mikrometastasen und somit einer genaueren Stratifizierung erklart [45].

Im Stadium 111 liegt per Definition eine lokoregionédre Metastasierung vor. In einem Kollektiv
aus 2313 Patienten konnten Balch et al. in 81 % der Falle klinisch okkulte Mikrometastasen
nachweisen. In 19 % der Falle lagen klinisch oder radiologisch diagnostizierbare
Makrometastasen vor [53]. Wird die 5-Jahres-Prognose der Patienten im Stadium 111 betrachtet,
betragt das mittlere Uberleben im Stadium I11A 93 % gegeniiber 32 % im Stadium I11D. Neben
der Beurteilung des Lymphknotenstatus erlaubt somit erst die Erfassung weiterer unabhéngiger
Prognosekriterien wie dem Vorliegen einer Ulzeration und der Priméartumorgrof3e eine adaquate
Stratifizierung [45].

Das Stadium IV ist bei Vorliegen von Fernmetastasen durch eine besonders unginstige
Prognose gekennzeichnet. Das mittlere 1-Jahres-Uberleben liegt zwischen 33-62 %. Ein
erhohter LDH-Spiegel als Zeichen des Tumorzerfalls ist hierbei prognostisch besonders
ungunstig [54]. Durch die Einfihrung neuer Therapieformen wird zukunftig eine bessere

Prognose erwartet [45].

1.2.7 Therapie des malignen Melanoms

Die frihe Exzision des Primartumors stellt die primére kurative Therapie des malignen
Melanoms dar und wird routinemaRig durchgefiihrt. Im Gegensatz zur diagnostischen Exzision
wird bei kurativer Intention ein risikoadaptierter Sicherheitsabstand von bis zu 2 cm fir die
Exzisionsrander und bis tief zur Muskelfaszie empfohlen. Bei Vorliegen von lokalen
Lymphknotenmetastasen kann eine komplettierende Lymphadenektomie indiziert sein. In den
Stadien I1B bis I1IC wird die Gabe einer adjuvanten Interferon-Alpha-Therapie diskutiert, da
eine signifikante, wenn auch nur kurze Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens

erreicht wird.

Ab dem Stadium Il soll die individuelle Therapieempfehlung in einer interdisziplindren
Tumorkonferenz erarbeitet werden. In diesem Stadium ist die primére Therapieintention in der
Regel kurativ. Bei Auftreten regiondrer Metastasen werden neben der Exzision eine adjuvante

Chemo- und Radiotherapie der Lymphwege empfohlen [23].
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Im Stadium IV stehen die chirurgische RO Resektion und Metastektomie im Vordergrund der
Behandlung [23]. Sind das Primarmelanom oder dessen Filiae nicht resezierbar, sind alternative
Therapieoptionen nur in wenigen Fallen kurativ [55]. Beim BRAF-V600 mutierten Melanom
empfiehlt die aktuelle S3-Leitlinie den Einsatz einer systemischen Kombinationstherapie aus
einem BRAF- und einem MEK- oder Checkpoint-Inhibitor. Auch c-KIT und Immuntherapien
werden als mogliche Therapieoption diskutiert. Aufgrund mangelnder Evidenz wird aber auf
eine allgemeine Empfehlung adjuvanter Therapieformen nach Metastektomie verzichtet [23].
In solchen Fallen kann eine Dacarbazin-basierte Mono- oder Polychemotherapie angeboten
werden [23]. Weiterer wesentlicher Bestandteil der vorbeschriebenen Therapieformen ist ein

patientengerechtes Nebenwirkungsmanagement.

1.2.8 Nachsorge des malignen Melanoms

Die Nachsorge dient primar der Friiherkennung von Lokalrezidiven, metachroner Metastasen
und moglicher Zweitmelanome. Darlber hinaus ermdglicht sie ebenso eine psychosoziale
Anbindung des Patienten. Da 80% der Rezidive innerhalb der ersten drei Jahre nach
Primardiagnose auftreten, wird gerade in diesem Zeitrahmen eine intensivierte Nachsorge
empfohlen [23]. Kontrolltermine sollen sich gemaR der S3-Leitlinie an risikoadaptierten
Intervallen orientieren. In den Stadien I-11l ist die korperliche Untersuchung alternativen
Untersuchungstechniken aus Griinden der Praktikabilitat tberlegen [56]. Erganzend dazu wird
ab Stadium IB eine lokoregionare Lymphknotensonographie sowie die Bestimmung des
Tumormarkers S100B empfohlen. Ab Stadium I1C soll bei RO-resezierten Patienten zuséatzlich
eine radiologische Schnittbilddiagnostik angeschlossen werden. Dabei wird eine Bandbreite an
Modalitaten wie dem CT, MRT und PET/CT diskutiert [23]. Die Beurteilung des
Therapieansprechens fortgeschrittener Melanome ist jedoch kein Gegenstand der aktuellen
Leitlinie. In der Praxis orientiert sich diese an allgemeingltigen morphologischen Kriterien
der Onkologie [11].
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1.3 Zielgerichtete Krebstherapie

1.3.1 Uber Paul Ehrlich zur personalisierten Medizin

Paul Ehrlich gilt auch 100 Jahre nach seinem Tod nicht nur als Begriinder der Immunologie
und Chemotherapie, sondern auch als intellektueller Wegbereiter der modernen molekularen
Onkologie. Nach Beschreibung der Seitenkettentheorie prégte er in Anlehnung an Carl-Maria
von Webers ,.Der Freischiitz den Begriff der Zauberkugeln. So mutmafte er, dass es
Medikamente geben musse, die eine Krankheit gezielt ansteuern konnten; ob autonom oder
uber wirkstofftragende Systeme, die Ehrlich bildlich als Lastwégen beschrieb. Dieser
Paradigmenwechsel inspiriert bis heute die zielgerichtete onkologische Therapie und realisiert

sich im Gedanken der personalisierten Medizin [57].

Bis in die spaten 1960 Jahre dominierten die Chirurgie und Strahlentherapie das Feld der
Krebstherapie. Erst nachdem die langfristigen Heilungsraten auch nach radikalen
Kombinationsansatzen bei 33 % stagnierten und erste vielversprechende anti-kanzerogene
Medikamente entwickelt wurden, fuhrten erste Kliniken eine adjuvante Chemotherapie ein.

Diese konnten im Sinne eine System-Therapie auch erstmalig Fernmetastasen adressieren [58].

Der Grundstein fur die Entdeckung molekularer Ziele und die Entwicklung einer
zielgerichteten Therapie (targeted therapy) wurde 1964 durch das Special Virus Cancer
Program in den USA gelegt. Das Programm identifizierte letztlich zwar keine onkogenen
Viren, war aber fir die Erforschung der molekularen Tumorbiologie von entscheidender
Bedeutung. Durch die Entwicklung genomischer Sequenzierungstechniken konnte das humane
Kinom, also Proteinkinasen, als relevante molekulare Ziele einer Krebstherapie identifiziert
werden [58]. Durch neu entdeckte molekulare Aberrationen und Fortschritte im Bereich der
Biotechnologie wurde eine neue Ara der Krebstherapie eingeleitet [45, 59]. Im Rahmen der
personalisierten Krebstherapie werden maligne L&sionen durch Biopsien aufgearbeitet und
individuell untersucht. Dadurch kénnen mdgliche zielgerichtete molekulare Therapieansatze
identifiziert werden. Im Gegensatz zu traditionellen Chemotherapeutika soll der therapeutische
Nutzen optimiert und gleichzeitig Nebenwirkungen auf ein Minimum reduziert werden.
Rationale Ziele der Inhibitions-Therapie sind dabei zelluldre Prozesse, die den malignen
Phénotyp der Krebszellen definieren: die zelluldre Signaltransduktion, der Zellzyklus,
Apoptose-Mechanismen, die Fahigkeit zu invasivem Wachstum, das Proteasom und die

erworbene Immuntoleranz [59, 60].
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1.3.2 Inhibition der Signaltransduktion

Das Amerikanische Krebsinstitut (NCI) definiert Signaltransduktions-Inhibitoren als
Substanzen, die einen spezifischen molekularen Signalweg blockieren und dadurch indirekt
Einfluss auf Wachstum, Differenzierung und Uberleben der Zelle nehmen. Typischerweise sind

Medikamente dieser Gruppe niedermolekulare Verbindungen oder monoklonale Antikorper.

Regulatorische Botenstoffe wie Hormone, Wachstumsfaktoren oder Zytokine kommunizieren
uber ein komplexes System linearer Signalkaskaden mit der Zelle und ermdglichen deren
raumliche Koordination und Adaptation [59]. Durch evolutionédren Selektionsdruck hat sich aus
den einzelnen, hochkonservierten Signalwegen ein nicht-lineares Signalnetzwerk entwickelt,
das die komplexen Reize integriert [61]. Wé&hrend lipophile Signalstoffe die Zellmembran
durchwandern und auf direktem Wege an intrazellulare Rezeptoren binden kdnnen, missen
hydrophile Liganden ihre Wirkung Uber integrale Membranrezeptoren oder lonenkanale

entfalten.

So besitzen Zellen von Sdugetieren vier verschiedene hochkonservierte MAPK-Signalwege.
Durch experimentelle Beobachtungen und die Beschreibung mdglicher Mutationen beteiligter
Gene wurden diese als potentielle molekulare Ziele einer Krebstherapie identifiziert. Down-
Stream-Ziele dieser Kaskaden, wie GTPasen oder Transkriptionsfaktoren, sind zumeist
schwieriger zu inhibieren [58, 62]. Der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zur Behandlung der
chronisch myeloischen Leukdmie ist das erste und bisweilen bekannteste Beispiel flr

Signaltransduktions-Inhibitoren [58].

Zur Behandlung des fortgeschrittenen malignen Melanoms haben sich aus dieser
Wirkstoffgruppe besonders BRAF- und MEK-Inhibitoren hervorgetan. Vemurafenib und
Dabrafenib sind oral verfligbare BRAF-Inhibitoren, die bei fortgeschrittenen, V600-mutierten
Melanomen zugelassen sind und klinisch eingesetzt werden. Sie wirken durch kompetitive
Inhibition des BRAF-Kinase-standigen ATP-Rezeptors und regulieren den Uberexprimierten
MAPK-Signalweg herab [38]. Medikamenttse Nebenwirkungen sind haufig und zum Teil sehr
erheblich. Dazu z&hlen unter anderem kutane Reaktionen in Form von Hautausschlag, der
Ausbildung von Keratoakanthomen, niedriggradiger Plattenepitelkarzinome, einer verstérkten

Photosensitivitat, Diarrhoe, Fatigue, Fieber, Kopfschmerzen und Arthralgien [63].

1.3.3 Zellzyklus-Inhibition

Ruhephase, Proliferation und Teilung einer eukaryotischen Zelle sind streng durch den

organisierten Ablauf des Zellzyklus vorgegeben. Durch ein komplexes Zusammenspiel von
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CDK, Cyclinen und CDK-Inhibitoren wird dieser auf naturliche Weise reguliert und die
Integritét des replizierten Genoms sichergestellt. Der Eintritt runender Zellen in den Zellzyklus
wird durch mitogene Signale des MAPK-Signalwegs initiiert. Bindet das Signalweg-Produkt
Cyclin D an CDK4/6, wird diese aktiviert und phosphoryliert das Retinoblastom-Protein.
Dadurch wird der Transkriptionsfaktor E2F-DP aus seiner Komplexierung gelost und fur die
Replikation der S-Phase Proteine rekrutiert [64]. Wird dieser initiale Restriktionspunkt
zwischen G1- und S-Phase passiert, laufen die konsekutiven Phasen des Zellzyklus unabhangig
von weiteren mitogenen Signalen ab [65]. Viele Malignome sind durch einen Integritatsverlust
eben dieser frithen oder auch spaten Zellzyklus-Restriktionspunkte gekennzeichnet. Dabei wird
eine pathologisch vermehrte Cyclin-Expression durch Onkogen-Aktivierung von einem

Mangel an CDK-Inhibitoren bei Verlust von Tumorsuppressorgenen unterschieden [65].

CDK-Inhibitoren sind in der Regel niedermolekulare Molekiile. Fir den klinischen Einsatz in
der Krebstherapie haben sich dabei aber bisher nur CDKA4/6-Inhibitoren durchgesetzt.
Palbociclib wurde nach langer Erforschung der Zellzyklus-Inhibition als erster Wirkstoff dieser
Gruppe entwickelt. Zwei weitere Substanzen, Ribociclib und Abemaciclib, wurden in der
Folgezeit entwickelt. Seit 2017 sind Palbociclib und Ribociclib in Kombination mit Letrozol
zur Erstlinien-Therapie des fortgeschrittenen hormonrezeptorpositiven, HER2-negativen
Brustkrebses in Europa zugelassen. Die CDKA4/6-Inhibitoren wirken tber eine kompetitive
Inhibition des CDK4/6-standigen ATP-Rezeptors und unterbinden die Initiation des Zellzyklus
[66]. Die Induktion einer zellularen Seneszenz wird derzeit als weiterer pleiotroper Effekt der
Wirkstoffgruppe diskutiert [64]. Alle drei Inhibitoren sind oral bioverfiigbar und haben eine
ICso im niedrig-nanomolaren Bereich. Dabei sind sie im Gegensatz zu den pan-CDK-
Inhibitoren besser vertraglich und deutlich wirksamer. Als charakteristische gemeinsame

Nebenwirkung sind die Myelosuppression, Miidigkeit und Ubelkeit beschrieben worden [64].
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1.4 Hypothese und Zielsetzung

Die Hypothese der Studie ist, dass sowohl die funktionelle als auch die molekulare Bildgebung
die frihe Wirkung einer molekularen Kombinationstherapie aus Dabrafenib und Ribociclib im
humanen malignen Melanom quantitativ erfassen konnen. Neben morphologischen
Biomarkern existieren funktionelle und molekulare Charakteristika, die frih und messbar
verdndert sind. Der Zuckerstoffwechsel und die Diffusivitat innerhalb maligner Zellverbande
wurden als Biomarker des Therapie Monitorings diskutiert. F-FDG-PET/CT und
diffusionsgewichtete-MRT konnten das fruhe Therapieansprechen im malignen Melanom
objektivieren [67-70]. Durch immunhistochemische ex vivo Validierung soll eine inhaltliche
Korrelation mit vorklinischen Referenzstandards tberprift werden. Ziel der Studie ist die

Beantwortung von zwei Fragen;

1) Kann die longitudinale zweizeitige Verlaufsuntersuchung durch die *®F-FDG-PET/CT und
diffusionsgewichtete MRT ein frihes Monitoring einer molekularen Therapie mit

Dabrafenib und Ribociclib im Tiermodell eines humanen Melanoms erméglichen?

2) Ergeben sich Vorteile einer molekularen und funktionellen Bildgebung gegeniber

morphologischen Untersuchungskriterien im friihen Untersuchungsintervall?

18



2 Material und Methoden

2.1 Zellen

Humane A-375 Melanomzellen (ATCC ® CRL-1619™, CLS Cell Lines Service GmbH,
Eppelheim, Deutschland) wurde als humanes Xenograft verwendet. Die Zelllinie wurde 1973
durch D. J. Giard aus dem Melanom einer 54-jahrigen Patientin isoliert, beschrieben und
etabliert. Charakteristisch fur die Zellpopulation ist ihr hypotriploider Chromosomensatz und
eine BRAF-V600E Mutation, die sich im Phanotyp als amelanotisches Melanom manifestiert.
Die Verdopplungszeit der Zellen betrégt 18 Stunden. Fur den Versuch wurden Tumorzellen bis
zur vierten oder funften Zellpassage verwendet. Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter der
Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden eine Woche vor Versuchsbeginn aufgetaut und in
oberflachenbehandelten Zellkulturflaschen mit frischem Medium (DMEM mit 4,5 g/L
Glukose, 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin) unter einem Begasungsbrutschrank bei
5 % CO., 85 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C kultiviert. Subkonfluent gewachsene Kulturen
wurden mit PBS gewaschen, mit 1 mL Trypsin/EDTA bei 37 °C im Brutschrank aus der
Kulturflasche gelost und durch Zentrifugieren sedimentiert. Nach Kontrastierung mit
Trypanblau wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. 3 x 106 A-375 Zellen
wurden in 100 L einer 1:1 Mischung aus PBS (Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung; Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) und Matrigel™ (BD Biosciences, San Jose,
CA) resuspendiert. Diese Zell-Suspension wurde in einer Tuberkulin-Spritze fir die Injektion
der Tumorzellen zur Inokulation aufgezogen und bereitgestellt.

Zur langfristigen Lagerung wurden Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase in fllissigem
Stickstoff eingefroren. Um das spontane Auskristallisieren intrazellularer Flissigkeit zu
verhindern wurde das Einfriermedium (DMEM Medium mit 10 % (v/v) Kélberserum) mit 10
% Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Aufgrund der bei Raumtemperatur ausgeprégten
Toxizitdt von DMSO wurden die anfallenden Arbeitsschritte rasch auf Eis durchgefihrt.
Hierfir wurden die Zellen in Zellkulturschalen mit Trypsin/EDTA gel6st und in 10 mL
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden dann fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur und
700 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Die Zellen wurden dann in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und auf eine

Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro mL verdiinnt. Dieses Volumen wurde dann in ein
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Einfrierréhrchen mit 1 mL vorgekihltem Einfriermedium aufgenommen und schrittweise in

fltissigem Stickstoff tiefgefroren.
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2.2 Tiermodell

2.2.1 Voraussetzungen

Eine Genehmigung fiir das Tierversuchsvorhaben nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde
unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-36-2016 durch die zustandige Regierung von
Oberbayern erteilt. Im Rahmen der Vorbereitung wurde eine theoretische Qualifikation, das
Modul Tierversuchskunde (TransMIT, Marburg) und eine praktische Ausbildung
(Aktenzeichen GZ.: 55.2-1-54-2532.0-42-2016) absolviert. Flr das VVersuchsvorhaben wurden
n = 21 weibliche, athymische BALB/c (CAnNN.Cg-Foxnlnu/Crl) Nacktmduse (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) im Alter von 8 bis 10 Wochen und einem Gewicht zwischen 16 und 20
g verwendet. Die Haltung der Tiere erfolgte artgerecht. Ein Maximum von vier und ein
Minimum von zwei Tieren wurde in einem Typ-2L-Kéfig gehalten. Dort standen
Nestbaumaterialien und Unterschlupf als Umgebungsangebot zur freien Verfugung. Die Kéfige
wurden in einem geschlossenen Tierhaltungsschrank unter Kontrolle von Temperatur (26 - 28
°C), Luftfeuchtigkeit (60 %) und Luftdruck (50 Pa) sowie einem 12 Stunden Tag- / Nacht-
Rhythmus untergebracht. Bestrahltes Futter und steril filtriertes Wasser standen ad libitum zur
Verfligung. Die Tierhaltung erfolgte im Labor flr Experimentelle Radiologie der Klinik und
Poliklinik fir Radiologie der LMU Munchen.

2.2.2 Tumorinokulation und -wachstum

Nach einwéchiger Akklimatisierung der Tiere erfolgte eine Inokulation von 3 x 10° A-375
Zellen pro Tier. Die Injektion der Tumorzellen erfolgte mit einer 24-Gauge Nadel in kurzer
Isofluran Inhalationsnarkose. Nach Erldschen des Zwischenzehenreflexes wurden die Zellen in
einer Suspension von 100 pL als eine 1:1 Mischung aus Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung
und Matrigel™ subkutan in die linke laterale Flanke injiziert. Danach wurden die Tiere mit

einer Ohrlochkennzeichnung markiert und zuriick in den Stall gebracht.

Nach erfolgter Inokulation wurden wéhrend einer zwolftdgigen Wachstumsphase taglich
Allgemein- und Erndhrungszustand der Tiere untersucht. Das Tumorwachstum wurde mit einer
Schiebelehre taglich gemessen und protokolliert. Zum Ende der Wachstumsphase erreichten

die Tumoren einen durchschnittlichen maximalen Durchmesser von 0,5 cm.
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2.2.3 Interventionsphase

Vor Beginn der Intervention wurden die Tiere durch Randomisierung der Therapie- (n = 12)
oder der Kontrollgruppe (n = 9) zugewiesen. Einen Tag vor der ersten Medikamentengabe
wurde eine initiale Bildgebung mit ®F-FDG-PET/CT und MRT, folgend Baseline-Messung,
durchgefihrt. An jedem der folgenden Tage 1 bis 6 erhielten die Tiere eine gewichtsadaptierte
Kombinationstherapie, bestehend aus BRAF- und CDK4/6-Inhibitoren oder ein Placebo. Nach
Abschluss der Therapiephase wurde der Versuch durch eine erneute ¥F-FDG-PET/CT und
MRT Bildgebung, folgend Follow-up-Messung, komplettiert. Nach Abschluss der Follow-up-
Messung wurden die Mé&use in Isoflurannarkose schmerzfrei euthanasiert. Die Tumoren
wurden explantiert und ex situ halbiert. Die eine Héalfte des Tumors wurde in 10 %
Formaldehyd-L&sung fixiert, die andere in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C

eingelagert.

2.2.4 Therapieprotokoll

Den Tieren wurde, entsprechend der Randomisierung, im Verlauf der Therapiephase taglich
das Verum oder das Placebo durch orale Gavage (ber eine gerade Knopfkanile verabreicht.
Die Therapiegruppe erhielt taglich eine gewichtsadaptierte Kombinationstherapie aus 100 mg
LEEO11 (Ribociclib, Novartis AG, Basel, Schweiz) pro kg Kérpergewicht und 20 mg DRB 436
(Dabrafenib, Novartis AG, Basel, Schweiz) pro kg Korpergewicht. Die Medikamente wurden
in 0,5 % Hydroxmethylcellulose (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 0,2 % Tween 80 (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) und destilliertem Wasser (ddH20) geldst. Analog zur Therapiegruppe
wurde der Kontrollgruppe eine volumendquivalente Menge des Losungsmittels der

Kombinationstherapie verabreicht.
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2.3 Multimodale Bildgebung

2.3.1 Versuchsdesign

Einen Tag vor und einen Tag nach der Interventionsphase wurde ein multimodales
Messprotokoll aus morphologischer und funktioneller Bildgebung durch eine ®F-FDG-
PET/CT und MRT durchgefuhrt (Abbildung 2). Durch das nicht-invasive Verfahren bestand
die Mdglichkeit den individuellen Krankheitsverlauf der Tiere und das Ansprechen auf die
Therapie durch wiederholte 8F-FDG-PET/CT und MRT Untersuchungen nachzuvollziehen.

Baseline@Bildgebung Follow-up Bildgebung
18F-FDG-PET/CT +AMRT 18F-FDG-PET/CT +AMIRT

TaglicheBehandlungitBRAFRINAECDKE/ 6B

Inhibitor-Kombinations-Therapie®der@®lacebo § Immunohistochemische
i Validierung

| | | |
\ \ \ \ * Mikrovaskuldre@ichte{CD31)
TagD Tagfl Tag® Tag® * Proliferation@Ki-67)

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls

Die Baseline-MRT und -*F-FDG-PET/CT wurde nach initialer Tumor-Wachstumsphase am Tag 0
durchgefuhrt. Zwischen Tag 1 und 6 erhielten die Tiere nach Randomisierung eine tagliche
gewichtsadaptierte BRAF- und CDK4/6-Inhibitor Kombinationstherapie oder ein volumenaquivalentes
Placebo. Die Verlaufskontrolle wurde am Tag 7 durchgefiihrt. Die Tumoren wurden explantiert und
immunhistochemisch fur die Evaluation der mikrovaskuldaren Dichte und Tumorzellproliferation
aufgearbeitet.

2.3.2 BF-FDG-PET/CT

2.3.2.1 Grundlagen der PET
Die PET/CT ist eine klinisch etablierte Hybrid-Bildgebung, in der CT-morphologische- und

funktionelle PET Bilddatenséatze koregistriert werden. Gemal der Tracer-Methode nach G. von
Hevesy kdnnen biologische Stoffwechselvorgénge in vivo dargestellt werden. Kleinste Mengen
radioaktiv markierter Molekiile werden intravends (i.v.) appliziert und die Emissionsstrahlung
zur Analyse genutzt. Die verwendeten Radiopharmaka sind durch B*-Zerfall gekennzeichnete
Positronenstrahler. Bei isobarem Kernzerfall werden aus einem Proton ein Positron und ein
Neutrino freigesetzt. In einem als Annihilation bezeichneten VVorgang reagiert das Positron mit

einem freien Elektron. Binnen weniger Nanosekunden werden diese vernichtet und es wird eine
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sogenannte Vernichtungsstrahlung in Form zweier Gammaquanten freigesetzt. Der Winkel
zwischen den Emissionsvektoren betrégt dabei anndhrend 180 °, was fir die spatere Detektion
eine wichtige Rolle spielt. Die Ruhemasse der vernichteten Teilchen entspricht einer Energie
von 1,02 MeV. Die beiden Photonen haben somit eine Energie von jeweils 511 keV. Ein PET-
Scanner detektiert die Gammastrahlung durch eine Vielzahl von ringférmig um den Patienten
angeordneten Detektoren, die sich aus einer Kombination von Szintillationskristallen und
Photomultiplikatoren zusammensetzen. Werden zwei Photonen in einem zeitlichen Abstand
von weniger als einer Nanosekunde auf den Detektorblocken registriert, werden sie als
Koinzidenz oder auch True, interpretiert und durch eine Koinzidenzlinie verbunden. Hiervon
abzugrenzen sind Zufallskoinzidenzen, sogenannte Randoms, die durch Streuung der Photonen
entstehen. Durch Integration der Inzidenzen kann somit auf die dreidimensionale
Radioaktivitatsverteilung des Radiopharmakons im Korper geschlossen werden. Bei einer
statischen Messung werden hierbei alle in der Emissionsphase gemessenen Ereignisse integriert
und in einem Bild wiedergegeben. Aufgrund der natlirlichen Resorption von Gammastrahlung
im Gewebe ist eine Bestimmung des absoluten Abschwéchungsfaktors durch eine
Transmissionsmessung notwendig. Die folgende Korrektur wird als Absorptionskorrektur

bezeichnet und hat als Korrektur den grofiten Stellenwert.

[‘®F]-2-Fluor-2-deoxy-D-Glukose (‘®F-FDG) ist das klinisch am haufigsten eingesetzte
Radiopharmazeutikum in der onkologischen PET-Bildgebung mit einer physikalischen
Halbwertszeit von 109,8 Minuten. ¥F-FDG ist ein Glukose-Analogon, das sich nach i.v.-
Applikation im Korper verteilt und ubiquitdr durch Zellen aufgenommen wird. Das
Radiopharmakon wird tber passive Glukose-Transporter 1-5, vor allem in stoffwechselaktiven
Geweben, aufgenommen und durch das intrazellulare Enzym Hexokinase phosphoryliert.
Dadurch kommt es zum sogenannten metabolischen Trapping. ®F-FDG-6-Phosphat kann
aufgrund des Fluoratoms an der C2-Position der Ringstruktur nicht reguldr metabolisiert
werden und akkumuliert im zellul&ren Zytoplasma. Die raumliche Verteilung des radioaktiven

18E-FDG korreliert daher stark mit der zellulidren Glukoseaufnahme und Stoffwechsellage [71].

2.3.2.2 Grundlagen der CT

Die Computertomographie ist eine primar morphologische Bildgebung. Durch eine rotierende
Rontgenrohre wird ein facherformiger Rontgenstrahl erzeugt und auf einen Detektor projiziert.
Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz kommt es durch Wechselwirkung der Strahlung mit der

Materie des zu durchdringenden Korpers zu einer Abschwachung der Strahlung. Der Detektor
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misst demnach die eintreffende, residuale Energie der initialen Rontgenstrahlung. Die
akquirierten Schwachungsprofile werden registriert, in elektrische Impulse umgewandelt und
durch gefaltete Ruckprojektion sowie iterative Verfahren zur Rekonstruktion axialer Schichten
genutzt. Durch computergestiitzte Integration der Daten kann ein zweidimensionales Bild in
beliebiger Schichtdicke generiert werden. Die rdumliche Korperdichte wird dabei in Graustufen
dargestellt und lasst sich in Hounsfield-Einheiten semiquantitativ vergleichen. Durch
Summation der axialen Schichten koénnen nachtréglich weitere Raumebenen rekonstruiert

werden.

2.3.2.3 Durchfihrung der PET/CT

Fur die PET/CT-Bildgebung wurde in einem zweizeitigen Protokoll zunéchst eine PET- und
im direkten Anschluss eine CT-Messung durchgefihrt. Die Datensdtze wurden retrospektiv
koregistriert und fusioniert. Die PET-Bildgebung fand im Labor fir préklinische Bildgebung
der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin der LMU am Campus GrolRhadern statt. Fur die
Bildgebung wurde ein UPET (Siemens Inveon P120 Dedicated PET, Siemens Preclinical
Solutions Inc., Knoxville, TN) verwendet. Dieser Scanner akquiriert Datensatze im Listmode
und registriert die Events der Emissionsphase in chronologischer Reihenfolge. Die relative
Messsensitivitat liegt bei ungefahr 10 %. Der 12 x 10 cm grofRe Messbereich erreicht dabei eine

Auflésung von 1,2 — 1,4 mm.

Unter kurzer Isofluran-Narkose wurde bis zu vier Tieren 20-30 MBq F-FDG iiber einen
Venenverweilkatheter zeitgleich in die Schwanzvene injiziert. Etwa 40 Minuten spater wurden
die Tiere erneut mit Isofluran narkotisiert und in einem Messkorper aus Acrylglas fir die
anschlieBende Messung stabil gelagert. Der Messkdrper wurde versiegelt und durch eine
Narkoseeinheit mit 1,5 % Isofluran bei einem Sauerstofffluss von 1 L/min ventiliert. 45
Minuten nach Tracer-Applikation fand die zur Schwachungskorrektur bendétigte, 15-minitige
Transmissionsaufnahme im PET-Scanner statt. Daftr wurde der Acryl-Messkorper zentral in
der Gantry positioniert. Anschlie3end erfolgte die 30-minitige Emissionsmessung.

Nach Abschluss der Messung im PET-Scanner wurde die CT-Bildgebung an einem klinischen
CT Scanner der neuesten Generation (SOMATOM Force, Siemens Healthineers, Erlangen,
Deutschland) an der Klinik und Poliklinik fir Radiologie der LMU durchgefiihrt. Fir die
spatere morphologische Koregistrierung wurde die lagegleiche Position der Tiere im Acryl-

Messkorper sichergestellt. Die Lagerung wird an einem Beispiel in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Lagerung der Versuchstiere im Acryl-Messkdrper

In dieser Darstellung wird die Lagerung von zwei Mausen im Messkorper exemplarisch gezeigt:

Positionierung des Messkorpers im CT (links) und im uPET (rechts).

2.3.2.4 Postprocessing und Auswertung

Zur statischen Bildrekonstruktion der im Listmode akquirierten Daten wurden 3D OS-EM- (4
Iterationen) und 3D-MAP (32 Iterationen) Algorithmen verwendet. Dadurch wurden die uPET-
Daten unter zusatzlicher Streustrahlungs- und Absorptionskorrektur in einer 256 x 256 Matrix
mit einem Zoom von 100 % rekonstruiert. Nach dieser Transformation konnten die Daten mit
der Software Inveon Workplace (Siemens Preclinical Solutions Inc., Knoxville, TN) aufbereitet
werden. Die korrespondierenden Bilder aus PET und CT wurden anhand definierter
anatomischer Landmarken und der L&sion retrospektiv koregistriert. In jedem Fusionsdatensatz
wurden spharische Volumes of Interest (VOI) von 9 mm? unter CT-Kontrolle in der Leber
bestimmt. Der Tumor wurde in seiner gesamten Ausdehnung erfasst und demarkiert. Die VOI
wurde anschlielend durch einen vorab festgelegten Schwellenwert von 30 % des maximal im
Tumor gemessenen Standardized Uptake Value (SUV) begrenzt, um das metabolische
Tumorvolumen (MTV) zu bestimmen. Der maximale Standardized Uptake Value (SUVmax)
wurde als aktivster und somit klinisch relevantester Fokus bestimmt. Der linke Leberlappen
wurde als Hintergrund zur Bestimmung einer Tumor-to-Liver-Ratio (TTL-R) genutzt.
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2.3.3 Magnetresonanztomographie

2.3.3.1 Grundlagen der MRT

Die MRT ist ein bildgebendes Verfahren, das auf den Prinzipien der Kernspinresonanz basiert.

Im MR-Tomographen wird der zu untersuchende Korper einem starken externen Magnetfeld
ausgesetzt. Dadurch kommt es zu einer parallelen und antiparallelen vektoriellen Ausrichtung
der Protonen entlang der Z-Achse des Magnetfeldes. Zeitgleich kreiseln die Protonen um die
Z-Achse, was als Prazession bezeichnet wird. Die Geschwindigkeit dieser Bewegung wird als
Prézessions- oder auch Lamorfrequenz bezeichnet. Durch einen Radiofrequenz-Puls werden
die Protonen bei Erfullung der Resonanzbedingungen, d. h. wenn der externe Puls mit der
Lamorfrequenz der Protonen Ubereinstimmt, angeregt und aus der longitudinalen in die
transversale Ebene ausgelenkt. Es kommt kurzzeitig zu einer transversalen Magnetisierung.
Nach Abschalten des Pulses werden die Protonen durch eine transversale Relaxierung
entsprechend des externen Magnetfeldes repolarisiert. Die Dephasierung der transversalen
Magnetisierungskomponente spiegelt sich in der T2-Relaxation wider. Der Begriff der
longitudinalen Relaxation beschreibt die Wiederherstellung der longitudinalen Magnetisierung.
Die T1- oder auch Spin-Gitter-Relaxationszeit ist hierbei ein Geschwindigkeitsmal} mit der das
lokale thermische Gleichgewicht wiederhergestellt wird. Bei der MRT kann ein hoher
Weichteilkontrast erreicht werden. Dieser leitet sich abhangig von der verwendeten Sequenz

und dem zu untersuchenden Gewebe ab.

Biophysikalische Grundlage der diffusionsgewichteten Bildgebung (DWI) ist die freie
Diffusion von Wassermolekiilen im Korper. Im Gewebe bewegen sie sich durchschnittlich um
30 um pro 50 ms fort. Durch Auflésung dieser Bewegung kénnen Ruckschlisse auf die
mikroskopische Interaktion von Wasser mit hydrophoben Zellmembranen und
Makromolekulen gezogen werden. Somit erlaubt die DWI einen Einblick in die Diffusivitat
von Wasser im Gewebe und ermdglicht Riickschlusse auf eine strukturelle Organisation, die

sonst Uber die technische Auflésung der MRT hinausreichen wirde [72, 73].

Die DWI basiert auf der Verwendung gepulster Feldgradienten im starken Magnetfeld des
MRT-Scanners. Das Signal wird hierbei aus intra- und extrazellularem Raum sowie dem
vaskulédren Raum des Gewebes bestimmt. Das AusmaR der Diffusionswichtung wird hierbei
als sogenannter b-Wert definiert und hangt von drei Variablen ab: der Gradienten-Amplitude,
der Dauer des angelegten Gradienten und dem Zeitintervall zwischen den gepaarten
Gradienten. Diffusionsgewichtete Bilder basieren auf einer T2-Wichtung mit unterschiedlich
starker Diffusionswichtung. Bei geringem b-Wert entsteht ein Bild mit deutlicher T2-

Komponente. Um sogenannte T2-Shine-Through-Artefakte zu vermeiden, werden Sequenzen
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mit hohem b-Wert verwendet. Werden DWI-Rohdatensétze mit unterschiedlichen b-Werten
verrechnet, kdnnen parametrische Maps generiert werden. Um den anisotropen, komplexen
strukturellen Gegebenheiten und der damit einhergehenden Diffusionsrestriktion in vivo
gerecht zu werden, wird hier, in Anlehnung an die molekulare Diffusion im freiem Raum, ein

scheinbarer Diffusionskoeffizient, der sogenannte ADC, errechnet [73].

2.3.3.2 Durchfihrung der MRT

Die Messungen wurden an einem klinischen 3-Tesla MRT-Scanner (MAGNETOM Skyra,
Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland) an der Klinik und Poliklinik fir Radiologie der
LMU Minchen durchgefuhrt. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 2,0 Vol.-% Isofluran bei
einem Sauerstofffluss von 1 L/min in einer dedizierten Induktionskammer aus Acryl. Die Tiere
wurden einzeln in einer speziellen Messvorrichtung mit Wéarmekissen in einer 16-Kanal-
Handspule (Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland) in Bauchlage positioniert. Wahrend
der Messung im MRT wurde die Narkose bei 1,5 Vol.-% Isofluran und unverdndertem
Sauerstofffluss mit Verlangerungsschlauch und Beatmungsmaske aufrechterhalten. Zur
raumlichen Orientierung des Tieres im MRT wurden Lokalisierungssequenzen und
wassergefllte Testkorper verwendet und das Messfeld definiert. Fur die morphologische
Beurteilung wurden anschlieend rdumlich hochaufgeloste T2-Sequenzen in axialer und
coronarer Schnittfihrung akquiriert. Hierflir wurde eine 2D Turbo Spin-Echo-Sequenz (TR =
5470 ms, TE = 91 ms, planare Auflésung 0,3 x 0,3 mm?, MatrixgroRe 192 x 192, Schichtdicke
1,5 mm) verwendet. Die DWI wurde mit einer echoplanaren Sequenz (TR = 3200 ms, TE =50
ms, FOV=84 mm, Aufnahmematrix 64 x 64, Rekonstruktionsmatrix 128 x 128, Schichtdicke
2,0 mm, Aufnahmezeit 180 s, 3 b-Werte: b = 0 s/mm?, 200 s/mm?, 800 s/mm?) durchgefiihrt.

2.3.3.3 Postprocessing und Auswertung

Die DICOM-Datensétze wurden mit einer am Josef Lissner Laboratory for Biomedical Imaging
der Klinik und Poliklinik fur Radiologie etablierten Software (PMI Version 0.4, Platform for
Research in Medical Imaging) analysiert [74]. Die PMI-Software wurde mit IDL Version 6.4
(ITT Visual Information Solutions, Boulder, CO) programmiert. Der Untersucher wurde
verblindet. Die Volumetrie wurde in axialen, T2-gewichteten Datensétzen durchgefiihrt, um die
VOl als konventioneller Surrogat-Parameter fiir das Tumor-Therapieansprechen zu bestimmen.
Der ADC wurde unter manueller Differenzierung von Geféllen und Nekrosezonen nach

vorangegangener morphologischer Demarkierung des Tumors erfasst.
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2.4 Histologische und immunhistochemische Farbungen

Zur Validierung der in vivo durchgefuhrten Bildgebung wurden die Ergebnisse mit dem

Referenzstandard der Immunhistochemie verglichen.

2.4.1 Plastination der Proben in Paraffin

Nachdem die Proben flr 4 Stunden unter flieBendem Wasser ausgewaschen wurden, erfolgte
die maschinelle Einbettung (Excelsior™ ES Tissue Processor, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) des Gewebes in Paraffin. In einem standardisierten Programm wurde das
Gewebe in aufsteigender Alkoholreihe entwassert, mit Toluol von Restflussigkeit befreit und

mit Paraffin ausgegossen.

2.4.2 Anfertigung von Schnittpraparaten

Aus der Zielregion der Proben wurden 3 um dicke Schnitte im Schlittenmikrotom gewonnen.
Im warmen Wasserbecken wurden diese gestreckt und einzeln auf Super Frost Plus
Objekttragern (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) aufgezogen. Die Schnittpréparate
wurden danach fir histologische und immunhistochemische Farbungen im Inkubator bei 40 °C

uber Nacht getrocknet.

2.4.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Fur eine erste Ubersicht und zur Beurteilung nekrotischer Areale wurde die H&E-Farbung
durchgefuhrt. Zur Entfernung des Paraffins wurden die Praparate im Farbegestell zwei Mal fur
10 Minuten in NeoClear und anschlieBend in Becken einer absteigenden Alkoholreihe getaucht
(je 2 x 5 Minuten in 100 %, je 1 x 5 Minuten in 96 %, 80 %, 70 % und 50 % Ethanol). Danach
wurden die Proben zweimal mit ddH2O gewaschen. Die entparaffinierten Préparate wurden fur
3 Minuten in Hamalaun-Ldsung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) inkubiert, anschlieRend unter
flieBendem Leitungswasser geblaut und zweimal fur jeweils 1 Minute mit ddH20 gespult. Nun
wurden die Préparate in Eosin-Lésung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) geféarbt und in
aufsteigender Alkoholreihe und Xylol entwassert (2 x 5 Minuten in 96 %, 3 x 5 Minuten in 100
% Ethanol und 2 x 10 Minuten in Xylol. Zum Abschluss wurden die Praparate mit Neo-Mount

(Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.
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2.4.4 Immunhistochemische Farbung proliferierender Zellen (Ki-67)

Zur Entparaffinierung wurden die Schnittpraparate 2 x 5 Minuten in NeoClear getaucht. Zur
Rehydrierung wurden sie anschliefend 2 x 3 Minuten in 100 %, je einmal in 95 %, 80 % und
70 % Ethanol getaucht, bevor sie abschlieRend 2 x 5 Minuten in ddH2O gespuilt wurden. Danach
wurden die Gewebeschnitte zur Demaskierung mit Citrat-Puffer benetzt, bei 600 W fur 20
Minuten in 0,1 M Citrat-Puffer (pH 6,0) gekocht und anschlielend fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur abgekiihlt. Nach zwei Waschschritten (je 10 Minuten in ddH20 und 1 x 0,05
% TBS-Tween) erfolgte die Inkubation der Objekttrager mit gebrauchsfertiger Peroxidase-
Losung (DAKO Envision + System, Glostrup, Dédnemark). Nach einem weiteren Waschschritt
(2 x 10 Minuten mit 0,05 % TBS-Tween) wurden die Objekttrager tber Nacht in einer feuchten
Kammer bei 4 °C mit dem primaren Ki-67-Antikérper (ab 16667, abcam, Cambridge,
GroRbritannien), geldst in 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5 und 1 % BSA), inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Gewebeschnitte nach einem Waschschritt (2 x 10 Minuten in 0,05 % TBS-
Tween) fur 30 Minuten mit dem sekundédren Antikorper (anti-Kaninchen, gebrauchsfertige
Losung aus dem Envision-DAKO Kit) und nach einem erneuten Waschschritt (2 x 10 Minuten
0,05 % TBS-Tween) mit 3-3’ Diaminobenzidin (DAB Chromogen) fiir 5 - 30 Minuten
inkubiert, bis sich die charakteristische braune Farbung entwickelte. AnschlieRend wurden die
Gewebeschnitte fir 10 Minuten mit ddH2O gespdlt, fir 10 Sekunden in Mayers Hamalaun
gegengefarbt und unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Zuletzt erfolgte die Eindeckung
der Gewebeschnitte mit Kaisers Glycerin Gelatine (Roth, Karlsruhe, Deutschland). Positiv- und
Negativ-Kontrollen wurden gleichermafen angefertigt. Die Objekttrager wurden unter einem
Lichtmikroskop (Leica DM 2500, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) untersucht und
pro Gewebeschnitt wurden je 10 reprasentative Ausschnitte bei 200-facher VergréRerung
photographisch dokumentiert. Die positiv gefarbten Zellkerne wurden durch eine MATLAB
Applikation ausgezahlt.

2.45 Immunhistochemische Darstellung der GefaRdichte (CD31)

Wie zuvor beschrieben, wurden auch hier die Préparate bis zur Inkubation mit dem priméaren

Antikorper prozessiert. Dann wurde der polyklonale Kaninchen-Anti-CD31 Antikorper (ab
28364, abcam, Cambridge, GroR3britannien) in einer Verdiinnung von 1:50 aufgetragen. Die
Préparate wurden tiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag
wurden sie 2 x 10 Minuten in 0,05 % TBS-Tween gewaschen und daraufhin mit dem zweiten
Antikorper aus dem DAKO-Kit fur 30 Minuten bei Raumtemperatur und in der feuchten

Kammer inkubiert. Erneut wurden die Praparate 2 x 10 Minuten in 0,05 % TBS-Tween
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gewaschen und anschliefend mit 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC Chromogen) fir 5 - 30
Minuten inkubiert. Danach wurden sie fir 10 Minuten in ddH2O gewaschen, fiir 10 Sekunden
in Mayers Hamalaun gegengefarbt und zum Abschluss unter flieRendem Leitungswasser
geblaut. AbschlieRend wurden die Préparate mit Kaisers Glycerin Gelatine eingedeckt. Positiv-
und Negativ-Kontrollen wurden in gleicher Art und Weise angefertigt. Die Objekttrager
wurden unter dem Lichtmikroskop untersucht. Pro Tumor wurden 10 représentative
Ausschnitte bei 200-facher VergrélRerung photographisch dokumentiert. Positiv geférbte

GefaRanschnitte wurden manuell ausgezéhit.
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2.5 Statistik

Die Daten wurden mit einer kommerziellen Statistik-Software (SPSS Version 23, IBM Corp.,
Armonk, NY) ausgewertet. In der Analyse wurde aufgrund der kleinen StichprobengroRe
beider Gruppen von einer nicht-parametrischen Verteilung ausgegangen. Bei dieser Arbeit
handelt es sich um eine randomisierte, kontrollierte Interventionsstudie. Die Messwerte werden
jeweils mit Standardabweichung (SD) und Sl-Einheit angegeben. Das Signifikanzniveau «a
wird im zweiseitigen Test als p = 0,05 definiert. Die Variablen aus multiparametrischer MRT,
PET/CT und Immunhistochemie wurden zwischen erster Messung am Tag 0 und
Verlaufskontrolle am Tag 7 im Inter- und Intragruppenvergleich statistisch untersucht. Durch
den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur gepaarte Stichproben wurde die Gleichheit der
zentralen Tendenzen der Baseline-Messung gegeniber der Follow-up-Untersuchung in beiden
Testgruppen gepruft. Fir den Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe wurde der
Mann-Whitney-U-Test fir unverbundene Stichproben genutzt. Zur Bestimmung der
Korrelation zwischen den diagnostischen Modalitaten und der Immunhistochemie wurde der
Spearmans-Rangkorrelationskoeffizient bestimmt. Die Qualitat der Korrelation wurde nach

Cohen graduiert.
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3 Ergebnisse

Das Untersuchungsprotokoll konnte bei 21 Tieren erfolgreich abgeschlossen werden. Die
Primérdaten sind im Anhang in den Tabellen 3, 4 und 5 aufgefuhrt. Flr die bei der Baseline
akquirierten Parameter konnten in keiner der Untersuchungen signifikante Unterschiede im
Intergruppentest festgestellt werden. Es ist also von einer vergleichbaren Grundverteilung der

Gruppen auszugehen.

3.1 BF-FDG-PET/CT

3.1.1 Tumor-to-Liver-Ratio

Bei der Baseline-Messung zeigten sich keine Unterschiede in der TTL-R zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe (4,19 + 0,97 gegeniber 3,70 £ 0,90; p = 0,193). Nach Applikation der
Kombinationstherapie zeigte sich eine Suppression der Stoffwechselaktivitit (*3F-FDG
Aufnahme) der Melanom Xenografts mit einer signifikanten Abnahme der TTL-R (4,19 £ 0,97
gegenuber 3,19 = 0,97; p = 0,015). Im Gegensatz dazu kam es in der Kontrollgruppe tber den
Behandlungsverlauf zu einer nicht signifikanten Zunahme der TTL-R (3,70 £ 0,90 gegenlber
4,55 + 0,91; p = 0,072). Im Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich zum Follow-up ein
signifikanter Unterschied der TTL-R (3,19 + 0,97 gegenuber 4,55 £ 0,91; p = 0,015) mit einer
signifikant niedrigeren Stoffwechselaktivitat in der Therapiegruppe. Die Daten aus Therapie-
und Kontrollgruppe sind als Box-Plots in Abbildung 4, reprasentative CT und PET/CT-
Fusionsbilder in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 4: Box-Whiskers-Plot zur Darstellung der TTL-R-Auswertung

Die Abnahme der TTL-R in der Therapiegruppe ist signifikant (p = 0,015). In der Kontrollgruppe war
die Zunahme nicht signifikant (p = 0,072). Es ergibt sich ein signifikanter Unterschied der
Vergleichsgruppen zum Follow-up (p = 0,015).

Therapie Kontrolle
"Baseline Follow-up " Baseline Follow-up '

Aktivitat/Volumen

18F-FDG-PET/CT

CT

Abbildung 5: Axiale CT- und PET/CT-Bilder reprasentativer Tumor-Querschnitte

Exemplarische ®F-FDG-PET/CT Bilder in Therapie- und Kontrollgruppe: Die Kontur des Tumors ist
im Fusionsbild umrandet, im CT-Bild ist der Tumor durch einen Stern gekennzeichnet. Im zeitlichen
Verlauf sind deutliche Zunahmen von MTV- und Tumorvolumen in der Kontrollgruppe zu erkennen,

regrediente Volumina in der Therapiegruppe.
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3.1.2 Metabolisches Tumorvolumen

Das in der Baseline-PET/CT gemessene MTV zeigte zwischen den beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied (161,1 + 86,5 mm?® gegeniiber 217,9 + 1458 mm3; p = 0,464).
Wahrend das MTV in der Therapiegruppe nach abgeschlossener Behandlung nicht signifikant
zugenommen hat (161,1 + 86,5 mm?® gegeniiber 211,6 + 139,4 mm?, p = 0,308), zeigte sich eine
signifikante GroRenzunahme des MTV in der Kontrollgruppe (217,9 + 145,8 mm? gegeniiber
573,5 + 294,7 mm?; p = 0,008). In der Follow-up Bildgebung weist die Kontrollgruppe ein
signifikant grél3eres metabolisches Tumorvolumen auf als die Therapiegruppe (573,5 + 294,7

mm? gegeniiber 211,6 + 139,4 mm?® p = 0,001). Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 6: Box-Whiskers-Plot zur Darstellung der MTV-Auswertung

Es zeigte sich eine nicht signifikante GrélRenprogression (p = 0,308) des MTV in der Therapiegruppe
bei signifikanter Zunahme (p = 0,008) in der Kontrollgruppe. Der Unterschied der Vergleichsgruppen
ist zum Follow-up signifikant (p=0,001).
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3.2 Magnetresonanztomographie

3.2.1 Apparent Diffusion Coefficient (ADC)
Zur Baseline-Bildgebung zeigt der Intergruppenvergleich keinen signifikanten Unterschied in

den ADC-Werten von Therapie- und Kontrollgruppe auf (0,78 + 0,10 x 10" mm?/s gegeniiber
0,79 £ 0,10 x 10 mm?/s; p = 0,754). In der Kontrollgruppe manifestierte sich tiber den Verlauf
des Beobachtungszeitraumes eine signifikant zunehmende Diffusionsrestriktion des Melanom
Xenografts (0,79 + 0,10 x 10° mm?/s gegeniiber 0,68 + 0,06 x 10° mm?/s; p = 0,012). Im
Gegensatz dazu ist in der Therapiegruppe eine signifikante Zunahme des ADC, entsprechend
einer Abnahme der Diffusionsrestriktion, festzustellen (0,78 + 0,10 x 10 mm?/s gegeniiber
0,90 + 0,13 x 10 mm?/s; p = 0,026). Im Vergleich zum Follow-up zeigt sich ein signifikant
héherer ADC in der Therapie- als in der Kontrollgruppe (0,90 + 0,13 x 10 mm?/s gegeniiber
0,68 + 0,06 x 10° mm?s; p < 0,001). Das Boxplot-Diagramm in Abbildung 7 stellt diese
Unterschiede graphisch dar. Repréasentative Bilder zeigt Abbildung 8.
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Abbildung 7: Box-Whiskers-Plot zur graphischen Darstellung der ADC-Auswertung

Signifikante Zunahme (p = 0,026) des ADC Wertes in der Therapiegruppe und eine signifikante
Diffusionsrestriktion (p = 0,012) in der Kontrollgruppe. Es ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p
< 0,001) der Vergleichsgruppen zum Follow-up.
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diffusionsgewichtete-MRT

Abbildung 8: Axiale MRT Querschnitte reprasentativer Tumor-Lé&sionen im Vergleich

Exemplarische MRT in Therapie- und Kontrollgruppe: Die obere Zeile zeigt T2-gewichtete MRT
Bilder (Tumor mit Stern markiert). Die untere Zeile zeigt DWI-Bilder, der Tumor ist hier durch die
ADC-Map hervorgehoben. Die mediane Zunahme des ADC in der Therapiegruppe und die Abnahme
in der Kontrollgruppe wird durch die ADC Legende ergénzt.

3.2.2 Morphologisches Tumorvolumen

In der AusgangsgréRe der Tumoren bestand an Tag 0 zwischen den Gruppen (94,6 + 71,4 mm?3
gegeniiber 134,3 + 89,0 mm3; p = 0,219) kein signifikanter Unterschied. Nach einwochiger
Kombinationstherapie zeigte sich eine nicht signifikante Grélienzunahme des morphologischen
Tumorvolumens in der Therapiegruppe (94,6 + 71,4 mm? gegeniiber 130,8 + 91,3 mm?; p =
0,071). Unter Placebo-Gabe ist das Tumorvolumen im Verlauf signifikant angestiegen (134,3
+ 89,0 mm?3 gegeniiber 381,9 + 179,4 mm?; p = 0,008). Dieser Unterschied zeigt sich auch im
Intergruppenvergleich mit einem signifikant gréReren Tumorvolumen in der Kontroll-
gegeniiber der Therapiegruppe im Follow-up (381,9 + 179,4 mm?®gegeniiber 130,8 + 91,3 mm?;
p < 0,001). Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 graphisch dargestelit.
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Abbildung 9: Box-Whiskers-Plot zur Darstellung des Tumorvolumens

Die nicht signifikante Zunahme (p = 0,071) des Tumorvolumens in der Therapiegruppe steht der
signifikanten Volumenzunahme (p = 0,008) in der Kontrollgruppe gegeniiber. Entsprechend ergibt sich

ein signifikanter Unterschied (p < 0,001) der Vergleichsgruppen zum Follow-up.
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3.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung der explantierten Tumoren zeigte einen signifikanten
Unterschied in der Expression der mikrovaskuléren Dichte (CD31: 147 + 48 gegeniiber 287 +
92; p < 0,001) sowie der Tumorzellproliferation (Ki-67: 3718 + 998 gegeniber 5389 + 1332; p
= 0,007) im Intergruppen-Vergleich. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 10 und 11
dargestellt.
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Abbildung 10: Box-Whiskers-Plots zur Immunhistochemie-Auswertung

Quantitative Auswertung der Immunhistochemie; CD31 links und Ki-67 rechts. Signifikante
Unterschiede der Antigen-Dichte von CD31 (p < 0,001) und Ki-67 (p = 0,007) sind zwischen Therapie-

und Kontrollgruppe feststellbar.
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CD31

Abbildung 11: Reprasentative Gewebeschnitte nach Immunhistochemie und Gegenfarbung

Die obere Zeile zeigt reprasentative Schnittpraparate aus Therapie- und Kontrollgruppe nach Farbung
des Proliferationsantigens Ki-67. Die untere Zeile vergleicht die mikrovaskulare Dichte (CD31)
zwischen den beiden Gruppen. Die exemplarischen Gewebepraparate zeigen eine deutliche,
therapieinduzierte Reduktion beider Oberflachen-Antigene.
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3.4 Kaorrelation der Studienergebnisse

3.4.1 Validierung der Ergebnisse der PET/CT mit der Immunhistochemie

Die TTL-R zeigte eine signifikante und hohe Korrelation zur immunhistochemischen
mikrovaskuldren Dichte (CD31, p =0,79; p <0,001), jedoch keine signifikante und nur geringe
Korrelation zur Proliferation (Ki-67, p = 0,33; p = 0,144). Das MTV zeigte eine signifikante
und hohe Korrelation zur mikrovaskuldren Dichte des Tumors (CD31, p = 0,78; p < 0,001),
aber nicht zur Tumorzellproliferation (Ki-67, p = 0,19; p = 0,414).

3.4.2 Validierung der Ergebnisse aus der MRT mit der Immunhistochemie

Fur den ADC wurde eine negative, signifikante und hohe Korrelation zur mikrovaskularen
Dichte (CD31, p =-0,80; p < 0,001), aber keine signifikante und nur moderate Korrelation zur
Proliferation (Ki-67, p =-0,42; p = 0,061) festgestellt. Das im MRT gemessene morphologische
Tumorvolumen korrelierte signifikant und hoch mit der mikrovaskularen Dichte (CD31, p =
0,75; p <0,001), jedoch nicht signifikant und nur moderat mit der zellularen Proliferation (Ki-
67, p=0,31; p = 0,169).

3.4.3 Korrelation der Ergebnisse aus der PET/CT und der MRT
ATTL-R und AADC Korrelierten signifikant und hoch (p = -0,75; p = 0,002). Werden die

Differenzen der morphologischen (ATumorvolumen) und metabolischen (AMTV)

Tumorvolumetrie verglichen, lasst sich ebenfalls eine signifikante und hohe Korrelation
nachweisen (p = 0,94; p < 0,001).
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4 Diskussion

4.1 BRAF und CDK4/6-Inhibitor Kombinationstherapie

Vor Einfilhrung molekularer Pharmazeutika und der Immuntherapie lag das mediane Uberleben
von Patienten mit fortgeschrittenem Melanom unter konventioneller Chemotherapie mit
Dacarbazin zwischen 7 bis 11 Monaten. Ein Therapieansprechen wurde in lediglich 9 % der
Falle erreicht [75]. Die aktuelle S3-Leitlinie wertet die Mono- und Polychemotherapie
inzwischen als nachrangige Ansatze, wenn der Einsatz von BRAF-/MEK-Inhibitoren oder PD-
1-Antikorpern nicht indiziert ist [23, 76, 77]. Obwohl die Kombination von Dacarbazin mit
anderen Chemotherapeutika das Gesamtlberleben bei Patienten mit fortgeschrittenem
Melanom moderat verbessert, hat die Polychemotherapie aufgrund der deutlichen Zunahme an
Nebenwirkungen keine klinische Relevanz [78]. Neben der klassischen Metastektomie,
Chemo- und Strahlentherapie hat der Einsatz von Signaltransduktions- und Checkpoint-
Inhibitoren zur Behandlung definierter Patientenkollektive Eingang in die Leitlinien gefunden
[23]. In den Zulassungsstudien von Ipilimumab, Vemurafenib, Dabrafenib und einer Reihe
weiterer MEK-Inhibitoren konnte das Therapieansprechen auf bis zu 68 % und das mediane
Uberleben auf bis zu 25 Monate gesteigert werden [79]. Die Relevanz und Aktualitat dieser
Therapiemechanismen wird durch die Nobelpreisverleihung an Allison und Honjo in 2018
unterstrichen. Vor allem Kombinationstherapien konnten bisher vielversprechende Ergebnisse
aufweisen. Diese gelten aber in der Regel nur fur Subpopulationen von Patienten mit
fortgeschrittenem Melanom. So kdnnen zwei Drittel aller Patienten mit fortgeschrittenem
Melanom nicht von Signaltransduktionsinhibitoren profitieren; einerseits weisen ungefahr 50
% der Patienten keine BRAF-V600-Mutation auf, andererseits bilden sich bei ungeféhr einem
Drittel der behandelten Patienten bereits im frihen Verlauf therapielimitierende Resistenzen
aus [38, 80].

In der coBRIM-Studie konnte durch Einsatz einer Kombinationstherapie aus Vemurafenib und
Cobimetinib ein Therapieansprechen in 70 % der Félle erreicht werden. Das mediane
progressionsfreie Uberleben lag bei 12 Monaten [81, 82]. Da eine anhaltende Remission unter
Monotherapie aufgrund zelluldrer Resistenzmechanismen in der Regel nicht erreicht werden
kann, wird vor allem die Kombination wirkungsverschiedener Therapieformen untersucht.
Dadurch wird versucht synergistisches und langerfristiges Therapieansprechen zu erzielen [55].
Auch durch die Kombination von BRAF- und CDK4/6-Inhibitoren konnte eine Restitution des
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MAPK-Signalweges erreicht werden [41]. Direkte Vergleichsstudien molekularer
Kombinationstherapien in der Therapie des fortgeschrittenen Melanoms existieren bisher nicht
[83]. In einer indirekten Vergleichsstudie haben Daud et al. die Ergebnisse der COMBI-v- und
coBRIM-Studien mit einer von Bucher et al. entwickelten Methode analysiert. Hierbei wurden
zugelassene Leitlinien-gerechte BRAF-/ MEK-Inhibitor-Kombinationstherapien, bestehend
aus Dabrafenib und Trametinib sowie Vemurafenib und Cobimetinib, verglichen.
Zusammenfassend konnte beziiglich des Therapieansprechens, progressionsfreien Uberlebens
sowie Gesamtuberlebens kein Unterschied festgestellt werden. Die Therapie mit Dabrafenib
und Trametinib war jedoch mit einem geringeren Nebenwirkungsprofil assoziiert und wird
daher als Erstlinien-Therapie diskutiert [83-85]. In 2017 haben Ascierto et al. erstmalig Daten
einer Triple-Therapie zur Behandlung des malignen Melanoms publiziert. Die Therapie bestand
aus dem BRAF-Inhibitor Encorafenib, dem MET-Inhibitor Binimetinib und dem CDK4/6-
Inhibitor Ribociclib. 22 von 42 Patienten zeigten eine vollstandige oder partielle
Therapieantwort, auch das progressionsfreie Uberleben konnte auf 9,2 Monate verlangert
werden. Dabei wurde eine deutliche Zunahme an Nebenwirkungen beobachtet. Bei kleiner
Patientenkohorte, hohen Therapiekosten und ausgepragtem Nebenwirkungsprofil leiten die
Autoren der Studie daher keine klinische Relevanz ab [86]. Studien, die einen direkten
Vergleich zielgerichteter Therapien und Immuntherapien untersuchen sind ausstehend. Die
Kombination dieser beiden Therapieformen erlaubt in ersten Untersuchungsphasen einen
erwartungsvollen Ausblick [87]. Mangels weiterer Evidenz existieren in Europa bis dato allein
nationale Empfehlungen in der Therapie des BRAF-mutierten, fortgeschrittenen Melanoms
[88].
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4.2 Beurteilung des Therapieansprechens im malignen Melanom

In 2006 haben Michaelis et al. unter dem Titel ,,Beurteilung des Therapieansprechens in einer
Nach-RECIST-Welt: Von Schwarz und Weill zu Stufen aus Grau* Uber Perspektiven
morphologischer Kriterien in der diagnostischen Radiologie berichtet [89]. Diese stellen eine
vereinfachte, modellhafte Tumorcharakterisierung dar. Gemals dem aktuellen Verstandnis
komplexer Zusammenhédnge bedarf es multidimensionaler Modelle und der Validierung

spezifischer Biomarker, um eine prazise Therapiesteuerung zu ermdglichen.

Die Beurteilung des Therapieansprechens nimmt im therapeutischen Gesamtkonzept des
fortgeschrittenen malignen Melanoms eine relevante Rolle ein. Das Therapieansprechen wird
als Surrogat patientenrelevanter Endpunkte, wie dem progressionsfreien Uberleben oder dem
Uberleben, interpretiert und ermdglicht eine Objektivierung der Prognose und Identifikation
von Non-Respondern [90]. Eine entscheidende Frage lautet: ,Wie kann das
Therapieansprechen im fortgeschrittenen malignen Melanom ganzheitlich objektiviert
werden?*. Eine abschlieende Antwort steht aus und bleibt Gegenstand aktueller und kunftiger
Forschung [2, 89, 91].

Die zielgerichtete Therapie ist mit relevanten Nebenwirkungen assoziiert und bisweilen sehr
kostenintensiv, sodass eine nutzenadaptierte Stratifizierung der Patienten vor
Indikationsstellung und Therapiebeginn notwendig ist [90]. Durch Differenzierung von BRAF-
V600E- und Wildtyp-Mutationen kann der VEI1-Antikorper als pradiktiver
immunhistochemischer Biomarker vor MAPK-Inhibitor Einsatz verwendet werden [92]. In
einer retrospektiven Untersuchung der BRF113220-, COMBI-d- und COMBI-v Studien
konnten Long et al. weitere Indikatoren des initialen Therapieansprechens identifizieren. Neben
dem BRAF-Status umfassen diese den ECOG-Status, die Anzahl der Metastasen, den
Krankheitsfokus und das T-Stadium [82, 93]. In Anbetracht primérer, sekundérer und adaptiver
Resistenzmechanismen dienen diese einer initialen Stratifizierung [40, 41, 82]. Um die
Dynamik des Therapieansprechens im Verlauf zu erfassen ist eine fortwahrende Evaluation
notwendig. Seit Entwicklung und Einsatz erster zielgerichteter Medikamente in der
Behandlung des fortgeschrittenen malignen Melanoms wurde eine Reihe pradiktiver Biomarker
hierzu beschrieben. Neben klinischen Biomarkern wie S100B, LDH oder auch CRP, existiert
eine Reihe weiterer nicht-invasiver sogenannter Liquid Biomarkers. Hierunter lassen sich
Tumorzellen, -metabolite, Nukleinsduren und zelluldre Vesikel zusammenfassen, die im

Blutserum isoliert werden kdnnen [82].
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Aufgrund der dynamischen Entwicklungen im Bereich der Therapieevaluation wird die
Definition neuer Referenzstandards notwendig, um wissenschaftliche Erkenntnisse mittel- und
langfristig zu kommunizieren. Ziel der kommenden Jahre wird es sein, ein geeignetes
multimodales Konzept, entsprechend dem aktuellen Verstdndnis der Tumorbiologie des

malignen Melanoms, zur Beurteilung der onkologischen Therapie zu entwickeln.

4.2.1 Molekulare PET/CT Bildgebung

Die hier verwendete Kombinationstherapie fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der TTL-R

und einer nicht signifikanten Zunahme des MTV. Im Intergruppenvergleich konnten in der
Therapiegruppe eine verminderte Expression CD31- und Ki-67-positiver Zellen gegentiber der
Kontrollgruppe festgestellt werden. Wahrend zwischen dem Glukosestoffwechsel und der
CD31 Expression eine hoch-signifikante Korrelation festgestellt wurde, war keine signifikante
Korrelation zu Ki-67 nachweisbar. Das Ergebnis bestétigt, dass die friihe molekulare
Therapieantwort durch die Beurteilung der maximalen 8F-FDG Aufnahme durch den Tumor

sensitiv erfasst werden kann, durch das MTV hingegen nicht.

Seit Beschreibung durch Otto Warburg ist bekannt, dass maligne Zellen aus bioenergetischen
Grinden eine deutlich gesteigerte aerobe Glykolyse aufweisen. Ein Zusammenhang zwischen
dem MAPK-Signalweg und dem Zuckerstoffwechsel von Tumoren wurde bereits durch Lawan
et al. beschrieben und diskutiert [94, 95]. Der Radiotracer ®F-FDG wird seit Einfiihrung erster
europdischer Konsensus-Empfehlungen in 1999 zum Staging und zur Beurteilung des
Therapieansprechens in onkologischen Fragestellungen herangezogen [20, 67]. In einer
methodisch vergleichbaren praklinischen Studie fiihrte eine BRAF-Therapie bereits nach dem
dritten Therapie-Tag zu einer signifikant reduzierten Aufnahme von ®F-FDG im Tumor [96].
Im klinischen Rahmen konnte das Therapie Monitoring verschiedener Primartumoren durch
quantitative Parameter der ®F-FDG-PET/CT bereits nach 2 - 7 Wochen objektiviert werden
[97]. In der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung des fortgeschrittenen Melanoms unter BRAF-
IMEK-Inhibitor- und Immun-Therapie konnten quantitative Parameter der ®F-FDG-PET/CT
als pradiktive Biomarker bestatigt werden [98-100]. Schmitt et al. zeigten hier aber relevante
Limitation auf. So konnte nur in Sub-Gruppen mit geringem Therapieansprechen eine
signifikante Korrelation zwischen dem SUVmax und dem progressionsfreien Uberleben
nachgewiesen werden, nicht jedoch bei gutem Therapieansprechen [99]. Ob dies eine
Translation der praklinischen Ergebnisse relativiert, muss durch weiterfuhrende Studien und

den Einsatz patientenrelevanter Endpunkte Gberpriift werden. Das *F-FDG-PET/CT Mapping
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der Heterogenitat des Glukose-Stoffwechsels erlaubte eine intra- und interindividuelle
Differenzierung fortgeschrittener maligner Melanome und erbrachte unabhangige Biomarker
[68]. Pfannenberg et al. zeigten, dass das onkologische Staging mit 8F-FDG-PET/CT bei 46 %
der Melanom-Patienten zu einer Anderung des Therapie-Regimes filhrte [101]. In der
Beurteilung der regionalen Metastasierung des malignen Melanoms ist die ®F-FDG-PET/CT
der Sentinel-Lymphknoten-Dissektion jedoch unterlegen, sodass sie invasive Verfahren bei
Patienten im Stadium 11l nicht substituieren kann. Eine Hybrid-Bildgebung mit ¥F-FDG-
PET/MRT unter Einbeziehung diffusionsgewichteter Sequenzen war der ®F-FDG-PET/CT in
Bezug auf die Spezifitdt sogar unterlegen [102, 103]. Dies zeigt, dass eine multimodale
Phanotypisierung nicht unbedingt eine prézisere Diagnostik ermdglicht. Inwieweit die in
diesem Versuch untersuchten Modalitdten komplementér zueinander und gegeniber einer

einzelnen Bildgebung Uberlegen sind, wurde nicht untersucht.

4.2.2 Diffusionsgewichtete MRT
Seit Erstbeschreibung durch Stejskal und Tanner im Jahr 1965 wurden DWI-Sequenzen in

praklinischen und Klinischen Studien erfolgreich eingesetzt, unter anderem im Bereich des
Therapie Monitorings. Es zeigte sich, dass eine erhohte scheinbare Diffusivitat der Regression
des Tumorvolumens bereits frih vorausgeht und sich dabei dosisabhéngig, Therapie-
unabhéngig und proportional zur therapeutischen Wirkung verhalt [69]. In der vorliegenden
Studie konnte eine signifikante Zunahme des ADC unter molekularer Therapie festgestellt
werden. Dies ist in der Untersuchung anderer Malignome ebenfalls beschrieben worden und
wird als Zeichen einer zelluldren und interstitiellen Reaktion auf die Therapie interpretiert [70].
In einem vergleichbaren Melanom-Modell konnten Gaustad et al. den ADC als Biomarker des
frihen Therapieansprechens in vivo durch MRT-Perfusionsmessungen sowie ex vivo durch
immunhistochemische Marker der Vaskularisierung (CD31) und hypoxischen Fraktion
(Pimonidazole) validieren [104]. In der Kontrollgruppe nahm der ADC im Sinne einer
zunehmenden Diffusionsrestriktion signifikant ab, was durch eine zunehmende Proliferation
und Verdichtung des Tumors erklart werden kann. Hompland et al. erzielten im Therapie-
naiven murinen Modell humaner A-07 und R-18 Melanom-Xenografts vergleichbare
Ergebnisse. Sie validierten diese mit praklinischen Endpunkten, wie der Zelldichte, der
hypoxischen Fraktion (Pimonidazole), dem interstitiellen Flussigkeitsdruck und dem
metastatischem Status [105]. In der hier vorliegenden Studie konnte eine signifikante und hohe
Korrelation zwischen dem ADC und CD31 festgestellt werden, jedoch nicht mit dem

Proliferationsmarker Ki-67.
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4.2.3 Morphologisch-radiologische Biomarker

Die in der Therapiegruppe festgestellte, nicht signifikante GréRenzunahme der Tumoren kann
durch die primar zytostatische Wirkung der molekularen Therapie erklart werden. Thre Wirkung
ist von den Mechanismen zytotoxischer, beziehungsweise zytoreduktiver konventioneller
Chemotherapeutika zu unterscheiden, vor allem im frihen Verlauf [9, 17]. Die Wirkung der
molekularen Therapie unterscheidet sich ebenfalls von der der Immuntherapie in der
Behandlung des malignen Melanoms. Durch pharmakologische Stimulation des Immunsystems
kommt es zu einer lokalen Infiltration der Tumorlasion durch Immunzellen, was zu einer
fokalen GrolRenprogredienz fuhrt, die als Pseudoprogression bezeichnet wird. Unter
Immuntherapie sind ebenfalls Verlaufe mit verzdgerter Regression und teils sehr heterogenem
Ansprechen beschrieben worden, die eine rein Morphologie-orientierte Beurteilung der
Therapieantwort erschweren [106]. In dieser Studie ware die nicht signifikante Zunahme des
Tumorvolumens als Zeichen der stabilen Erkrankung oder sogar Progredienz interpretiert
worden. Die molekulare Wirkung wére so im kurzfristigen Verlauf unterschatzt worden.
Weitere morphologische Eigenschaften, wie Form und Struktur des Tumors, wurden hingegen

nicht untersucht.
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4.3 Limitationen des Studiendesigns

4.3.1 Qualifizierung der Biomarker durch immunhistochemische Verfahren

Im Gegensatz zur nicht-invasiven Bildgebung erfordert die Biopsie eine iatrogene
Manipulation am Tumor. Daher wurden erst bei Abschluss der Versuchsreihe Gewebeproben
entnommen, um eine interindividuelle Dynamik der immunhistochemischen Parameter zu
untersuchen. Retrospektiv kann die intraindividuelle Dynamik der Antigen-Expression somit
nur indirekt beurteilt werden. Des Weiteren wird durch die Immunhistochemie nur ein partieller
Volumenanteil des Tumors erfasst, sodass es vor allem im mutationsanfalligen und heterogenen
Melanom zu Stichprobenfehlern kommen kann. Aufgrund des kurzen Beobachtungsintervalls
war eine direkte Korrelation zwischen den Imaging Biomarkern und Klinisch relevanten
Endpunkten nicht mdglich. Die Validierung dieser Biomarker durch Einsatz
immunhistochemischer Referenzstandards ist im Rahmen préklinischer Studien etabliert [73].
So haben Cyran et al. ein frihes Therapieansprechen unter Verwendung verschiedener
bildgebender Modalitaten durch immunhistochemische Validierung mit Ki-67 und CD31
feststellen kénnen [107-109].

4.3.1.1 Validierung der Studienergebnisse durch Ki-67

Ki-67 ist ein Antigen, das wéhrend aktiver Phasen des Zellzyklus im Kern der Zelle flr kurze
Zeit exprimiert wird und als Biomarker der Proliferation und Dormanz im Tumor gilt. In einer
vergleichbaren praklinischen Studie konnte in drei sequentiellen Gewebeproben eines A-375-
Xenografts an den Tagen 1, 4 und 7 nach Beginn einer BRAF-Inhibition keine Verénderung
der Ki-67 Expression festgestellt werden [96]. Ob dies in der vorliegenden Arbeit der Fall war,
lasst sich retrospektiv nicht beantworten. Zwar zeigt sich ein signifikanter
Intergruppenunterschied in der Ki-67 Expression, eine signifikante Korrelation mit anderen
Parametern wurde nicht gefunden. Rothberg et al. konnten in einer Metaanalyse eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen Ki-67 und der Melanom-spezifischen Mortalitét feststellen
[110]. In einer Phase-Il Verlaufsstudie konnten Slingluff et al. durch sequentielle Protokoll-
Biopsien zeigen, dass die Therapie des fortgeschrittenen, BRAF-V600E- mutierten Melanoms
bereits nach 24 Stunden durch eine verminderte Expression von Ki-67 begleitet wird [111]. In
der coBRIM-Studie wurde Ki-67 als Baseline-Pradiktor einer zielgerichteten Therapie im
fortgeschrittenen Melanom untersucht. Anhand der Ki-67 Expression liel} sich keine
allgemeine Aussage uber das Therapieansprechen und andere klinische Endpunkte ableiten
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[81]. Die bislang fehlende methodische Standardisierung und ausstenende Validierung eines
diagnostischen Schwellenwertes konnten den Einsatz von Ki-67 als Biomarker und
Referenzstandard limitieren [81, 112].

4.3.1.2 Validierung der Studienergebnisse durch CD31

Das Protein CD31 wird als Antigen auf der Oberflache friher, aber auch reifer Endothelzellen
sowie bestimmter Blutzellen exprimiert und gilt als immunhistochemischer Biomarker der
Tumorvaskularitat [113]. Uberschreitet der Tumor eine kritische GroRe von 1-2 mm kann
weiteres Wachstum nicht mehr alleine durch Diffusion aufrechterhalten werden. Durch
Ausbildung eines hypoxischen Milieus kommt es zu einer ausgepragten tumornahen
Angiogenese. Dieser Prozess wird als eines der Kennzeichen von Malignomen verstanden, mit
patientenrelevanten Endpunkten in Verbindung gebracht und in der Beurteilung anti-
angiogenetischer Medikamente routinemalig eingesetzt [113, 114]. Die klinische Relevanz
anti-angiogenetischer Inhibitoren zur Behandlung des malignen Melanoms ist fraglich [115].
An der hybriden Grenzflache zwischen humanen Tumor- und murinen Wirtszellen des
Xenografts kommt es zu einer komplexen Graft-Host-Interaktion [116]. Beide Gewebe nehmen
Teil an der rdumlichen Verzahnung und lokalen Angiogenese. Bei Verwendung Spezies-
unspezifischer CD31-Antikorper kann diese Interaktion nicht aufgelést und differenziert
werden. Folglich ist nur begrenzt zu beurteilen, ob der anti-angiogenetische Effekt primar durch
eine Reaktion der humanen Tumorzellen zu erkléren ist. Zur Beantwortung dieser Frage ware

die Verwendung spezies-spezifischer CD31-Antikorper erforderlich.

4.3.2 Standardisierung der VVersuche und Segmentierung der Tumoren

Aufgrund der unterschiedlich raumlichen Auflésung der bildgebenden Modalitaten ergeben
sich abweichende VOlIs. Dies wird beim Vergleich der T2-gewichteten MRT- und der PET/CT
Rekonstruktionen deutlich. Bei scheinbar marginaler absoluter Abweichung sind relative
Unterschiede signifikant. Eine Demarkierung des Tumors gegenuber umliegendem, teilweise
ahnlichem Gewebe war durch die MRT nicht immer deutlich auflosbar. Dies gilt vor allem fur
Sequenzen der DWI. Eine direkte Hybrid-Bildgebung in einem kombinierten PET/MRT-
Scanner hétte das Versuchsprotokoll und die Bestimmung einheitlicher VOIs methodisch

optimieren kdnnen.
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4.3.3 Morphologische VVolumetrie des Tumors

Die eindimensionale Vermessung eines Tumors wird als Surrogat des Tumorvolumens und des
Therapieansprechens verstanden [117]. Gemal aktuellen Kriterien wird eine Langenzunahme
um mehr als 20 % Uber 12 Wochen als Krankheitsprogress definiert. Dies entspricht einer
Volumenzunahme von mindestens 72,8 % (1,2° - 1). Im umgekehrten Fall wird eine
Langenabnahme um mehr als 30 % oder eine Volumenreduktion auf weniger als 34,3 % (0,7°)
der Ursprungsgrolie als partielles Therapieansprechen gewertet. Eine Dynamik zwischen -34,4
% und +72,8 % der urspriinglichen Tumorlast wird somit als stabile Erkrankung interpretiert
[11]. Im Rahmen kurzer Untersuchungsintervalle und der Beurteilung molekularer
Therapieformen, wie in dieser Studie, sind volumen-orientierte Kriterien zur Beurteilung
zielgerichteter Therapien nicht validiert. Weitere potentielle morphologische Biomarker

wurden nicht untersucht.

4.3.4 Beurteilung der molekularen Inhibitor-Kombinationstherapie

In dieser Studie wurde eine Kombinationstherapie aus BRAF- und CDK4/6-Inhibitoren zur
Behandlung des BRAF-mutierten Melanoms eingesetzt. Bei dem vorliegenden Studiendesign
kann retrospektiv kein direkter Vergleich zu anderen Formen der Mono- oder
Kombinationstherapie abgeleitet werden. Die Ausbildung von Resistenzen ist wesentlicher
Grund flr ein Therapieversagen. Inwieweit die hier untersuchte Kombinationstherapie zur
Induktion von Resistenzen im Verlauf fiihrt bleibt unbeantwortet. Auch ob die hier untersuchte
multiparametrische Bildgebung eine Resistenzentwicklung friihzeitig und zuverlassig
detektieren kann, wird durch diese Arbeit nicht erfasst. Fur die Beurteilung der Wirksamkeit
der von uns untersuchten Kombinationstherapie ware eine Erweiterung des Versuchsprotokolls

mit weiteren Therapiearmen erforderlich gewesen.
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5 Zusammenfassung

Quantitative Parameter der ®F-FDG-PET/CT und der diffusionsgewichteten MRT erganzen
morphologische Imaging-Biomarker um funktionelle und molekulare Aspekte der
Tumorbiologie. Sie dienen der weiteren Prazisierung des onkologischen Phanotyps und
konnten auch im fortgeschrittenen malignen Melanom als nicht-invasive Biomarker an
Bedeutung gewinnen. Hypothese der Arbeit ist, dass das friihe Therapieansprechen bei Einsatz
zielgerichteter molekularer Therapieformen durch eben diese funktionellen und molekularen

Formen der Bildgebung bereits im friihen Intervall beurteilt werden kann.

Vor Einflihrung zielgerichteter Therapieansatze lag das mediane Uberleben bei Diagnose eines
fortgeschrittenen malignen Melanoms bei 9 Monaten, das Therapieansprechen unter 9 %. Die
Halfte aller metastasierten kutanen Melanome weisen eine BRAF-V600-Mutation auf, die zu
einer Uberaktivierung des MAPK-Signalweges fiihrt. Durch gezielte Inhibition dieses
Signalweges mit molekularen Therapieformen konnte eine signifikante Verbesserung

patientenrelevanter Endpunkte erreicht werden.

In einem Xenograft-Modell aus BALB/c Nacktm&usen und humanen Melanomzellen (A-375)
wurden n = 21 Tiere randomisiert. Die Therapiegruppe erhielt (iber 6 Tage Dabrafenib und
Ribociclib, die Kontrollgruppe ein volumenaquivalentes Placebo. Die Tiere wurden vor und
nach Abschluss der Therapie durch eine multimodale Bildgebung aus ®F-FDG-PET/CT sowie
T2- und diffusionsgewichteter MRT untersucht. Die Tumor-to-Liver-Ratio (TTL-R) und das
metabolische Tumorvolumen (MTV) wurden als Mal3 des Glukosestoffwechsels bestimmt. Der
ADC wurde zur Objektivierung der Diffusivitat bestimmt. Das Tumorvolumen wurde in T2-
Sequenzen der MRT quantifiziert. Nach Abschluss der letzten Bildgebung wurden die Tumoren
ex vivo auf ihre mikrovaskulére Dichte (CD31) und Zellproliferation (Ki-67) untersucht.

Die maximale Glukoseaufnahme des Tumors wurde durch die Therapie signifikant reduziert,
wahrend in der Kontrollgruppe keine signifikante Veranderung festgestellt wurde. Die
Diffusivitdt nahm nach Therapie signifikant zu, in der Kontrollgruppe hingegen ab. Eine
signifikante GroRenzunahme wurde nur in der Kontrollgruppe beobachtet. Die
Immunhistochemie zeigte einen signifikanten Unterschied in der Expression mikrovaskularer

und proliferativer Marker im Intergruppenvergleich.

Die in dieser Studie erhobenen funktionellen und molekularen Parameter erlaubten die
Erfassung der frihen anti-angiogenetischen und anti-proliferativen Effekte einer molekularen

BRAF- und CDK4/6-Inhibitor-Kombinationstherapie im préklinischen Modell eines humanen
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Melanoms und konnen als Imaging-Biomarker des frilhen Therapieansprechens bestatigt

werden.
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