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1. Einleitung

Das Harnblasenkarzinom ist nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste
Tumorentitat im Urogenitaltrakt [18]. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose liegt bei etwa
25 % der Patienten (jeweils w/m) ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom (=pT2,
MIBC) vor, in 15 % der Falle zeigt sich bereits eine metastasierte Erkrankung [12].
Therapeutisch  stehen operative, radiotherapeutische und medikamentose
Therapieansatze zur Verfligung. Bei Vorliegen von Fernmetastasen wird in der Regel
eine systemische Chemotherapie notwendig. Als first-line Substanzen kommen
hierbei platinhaltige Medikamente zum Einsatz. Bei Patienten, die nicht auf eine
platinhaltige Chemotherapie ansprechen oder die aufgrund von Komorbiditaten fur
diese aggressive Therapie nicht geeignet sind, werden sogenannte Immun-
Checkpoint-Inhibitoren (ICls) verwendet, die zum Ziel haben, eine Immunevasion des
Tumors zu verhindern und die ein geringeres Nebenwirkungsspektrum als die

klassische Chemotherapie aufweisen [49, 72].

Auch das sinonasale Schleimhautmelanom (SNMM) ist ein hochaggressiver Tumor
[41]. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung ist wenig Uber Risikofaktoren und
Pathogenese bekannt. Die aktuellen Therapiestrategien orientieren sich
dementsprechend an Ergebnissen aus kleinen Fallserien [64]. Bei lokal begrenzten
Tumoren ist die radikale Resektion mit anschliel3ender adjuvanter Radiotherapie die
Therapie der Wahl. Im metastasieten Stadium werden klassische

Chemotherapeutika, zielgerichtete Therapien und ICls eingesetzt [21, 64].

Trotz verbesserter Therapiemadglichkeiten und intensiver Forschung ist die Prognose
des fortgeschrittenen Harnblasenkarzinoms und des SNMMs weiterhin schlecht [41,
49]. Zudem koénnen die vorhandenen Therapien mit starken Nebenwirkungen
einhergehen [12, 21, 31, 67, 72].

Um den individuellen Krankheitsverlauf von Patienten mit MIBC und SNMM besser
einschatzen zu kénnen und die im jeweiligen Setting richtige Therapieentscheidung
zu treffen, ist die Erforschung von neuen, zuverlassigen prognostischen Biomarkern
essentiell [22, 29, 53, 61, 67]. Die Untersuchung von Biomarkern kann zudem zu der
Identifikation von potentiellen neuen Angriffspunkten flr additive oder synergistische

zielgerichtete Therapieansatze beitragen [60].



Ziel des vorliegenden Habilitationsprojektes war es daher, konventionell
lichtmikroskopisch und immunhistochemisch bestimmbare Biomarker im MIBC und
SNMM naher zu untersuchen und deren potentielle Wertigkeit hinsichtlich
prognostischer Einschatzung und einer moglichen Eignung als Zielstruktur fir neue

zielgerichtete Therapien genauer zu charakterisieren.

Im Folgenden werden die Originalarbeiten, die dieser kumulativen Habilitationsschrift
zugrunde liegen, inhaltlich zusammengefasst und in den entsprechenden

wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.



2. Zusammenfassung, Diskussion und Einordnung

themenbezogener eigener Originalarbeiten

2.1. Histochemisch und immunhistochemisch bestimmbare Biomarker im

muskelinvasiven Harnblasenkarzinom

21.1. Stromale tumorinfiltrierende Lymphozyten eignen sich als

prognostischer Parameter im 2pT2 Urothelkarzinom

Ledderose S, Rodler S, Eismann L, Ledderose G, Ledderose C. Tumor-infiltrating
lymphocytes predict survival in = pT2 urothelial bladder cancer. Pathol Res Pract.
2022 Sep;237:154037. doi: 10.1016/j.prp.2022.154037. Epub 2022 Jul 21. PMID:
35908386. [33]

Das tumor microenvironment (TME) beeinflusst bei vielen verschiedenen soliden
Malignomen Verlauf und Prognose [66]. Ein Bestandteii des TME sind
tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL), die fur die lokale antitumorale Immunantwort
essentiell sind. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass die TIL-Dichte bei einer
Vielzahl von malignen Tumoren einen unabhangigen prognostischen Faktor darstellt
[16, 20, 24, 25, 27, 48, 58, 59].

Der prognostische Wert von TIL im Harnblasenkarzinom ist bislang nicht klar. Ein
Vergleich bzw. eine Zusammenfassung der existierenden Studien ist aufgrund der
Verwendung von unterschiedlichen Scoring-Methoden nur mit deutlichen
Limitationen maoglich. Viele der verwendeten Scoring-Methoden sind zudem
zeitaufwandig und kostenintensiv und daher in der taglichen Diagnostik nicht
praktikabel anwendbar [24, 45].

Die International TILs Working Group (ITWG) verdffentlichte 2014 eine
standardisierte, einfache und robuste Auswertungsmethode fir die Evaluation von
stromalen TIL (sTIL) in mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) gefarbten
Schnittpraparaten im Rahmen der Brustkrebsdiagnostik [58], deren Bedeutung als
zuverlassiges Prognoseinstrument seitdem in weiteren soliden Tumorentitaten
bestatigt werden konnte [20, 24, 25].

Im Rahmen dieses Teilprojekts verwendeten wir das standardisierte ITWG-
Auswerteschema, um den Grad der sTIL-Infiltration (sTIL-Grad) in MIBC-Praparaten

zu bestimmen wund den prognostischen Stellenwert des sTIL-Grads flr



Gesamtiiberleben (overall survival, OS), tumorspezifisches Uberleben (tumor-specific
survival, TSS) und rezidivfreies Uberleben (disease-free survival, DFS) von MIBC-
Patienten genauer zu charakterisieren. Hierfir wurden klinisch-pathologische
Parameter von 203 MIBC-Patienten retrospektiv analysiert und der sTIL-Grad in den
zugehdrigen histologischen Schnittpraparaten nach der ITWG-Methode bestimmt.
Anschlielend wurden mogliche Assoziationen zwischen dem sTIL-Grad und den
erhobenen klinisch-pathologischen Variablen sowie dem OS, TSS und DFS
untersucht. Patienten mit einer geringen sTIL-Infiltration zeigten signifikant haufiger
Lymphknotenmetastasen (p=0.003) und ein hdheres UICC-Tumorstadium (p=0.01)
als Patienten mit einem hohen sTIL-Grad. Zudem wiesen Patienten mit hohen sTIL-
Graden ein signifikant langeres OS (p<0.001), TSS (p<0.001) und DFS (p<0.01) auf
als Patienten mit einem geringen sTIL-Grad. Dieser Zusammenhang blieb auch in
multivariaten Analysen signifikant. Der mittels der ITWG-Methode bestimmte sTIL-
Grad stellt somit einen unabhangigen positiven prognostischen Faktor bei MIBC-
Patienten dar, was mittlerweile auch in weiteren Arbeiten beschrieben werden konnte
[63, 75].

Diese Ergebnisse haben insbesondere vor dem Hintergrund der gro3en Fortschritte
bei der Immuntherapie und der Ausweitung der Indikationen fur die ICI-Therapie
Bedeutung, da TIL als Effektorzellen essentiell fir den Erfolg einer ICI-Therapie sind
[9, 62]. Um zu untersuchen, inwieweit der sTIL-Grad bei der Festlegung der
individuellen Therapie als Hilfsparameter verwendet werden kann, sind im weiteren

Verlauf prospektive (Multicenter-) Studien notwendig.



2.1.2. Charakterisierung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten im
muskelinvasiven Plattenepithelkarzinom der Harnblase und deren Bedeutung

als prognostischer Biomarker

Eismann L, Rodler S, Buchner A, Schulz GB, Volz Y, Bischoff R, Ebner B, Westhofen
T, Casuscelli J, Waidelich R, Stief C, Schlenker B, Ledderose S. /dentification of the
Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs) Landscape in Pure Squamous Cell Carcinoma
of the Bladder. Cancers (Basel). 2022 Aug 18;14(16):3999. doi:
10.3390/cancers14163999. PMID: 36010989; PMCID: PMC9406640. [17]

Das reine Plattenepithelkarzinom (SCC) der Harnblase macht etwa 5% aller
Harnblasenkarzinome aus und stellt damit den haufigsten nicht-urothelialen Subtyp
des Harnblasenkarzinoms dar [43]. Im Vergleich zum Urothelkarzinom liegt das SCC
bei Erstdiagnose haufiger in einem fortgeschrittenen Stadium vor und weist eine
schlechtere Prognose auf [43]. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung werden SCC-
Patienten haufig aus (Therapie-) Studien ausgeschlossen oder sind in ihnen
unterreprasentiert. Entsprechend ist die Datenlage zu diesem histologischem
Sondertyp des Harnblasenkarzinoms lliickenhaft [42]. So existieren beispielsweise
keine etablieten Chemotherapieschemata und auch die Effektivitat von
Immuntherapien bei der Behandlung von fortgeschrittenen SCCs der Harnblase ist

bislang wenig untersucht [42, 71].

Da TIL wie oben erwahnt einen Surrogatmarker fur die lokale antitumorale
Immunantwort darstellen und als Effektorzellen essentiell fir das Ansprechen auf
eine ICI-Therapie sind, ist die Charakterisierung der TIL-Landschaft in malignen
Tumoren von groRRer Bedeutung [9, 24, 25, 62]. Analog zum Urothelkarzinom der
Harnblase kann ein verbessertes Verstandnis der TIL-Verteilung und eine
Untersuchung der prognostischen Bedeutung einzelner TIL-Subgruppen auch bei
SCCs der Harnblase zur Entwicklung von immunologischen Klassifikationssystemen
beitragen, anhand derer geeignete SCC-Patienten fur eine (perioperative)
Immuntherapie ausgewahlt werden konnen. Ziel dieses Teilprojekts war daher,
wichtige TIL-Subgruppen (CD3+, CD4+, CD8+ und CD20+ Lymphozyten) im
muskelinvasiven SCC der Harnblase zu charakterisieren und deren jeweilige

prognostische Wertigkeit fur OS und DFS zu analysieren.

Schnittpraparate von formalinfixiertem und paraffin-eingebettetem (FFPE) Material

von 61 Patienten mit einem reinen, muskelinvasiven SCC der Harnblase wurden



immunhistochemisch mit Antikorpern gegen die oben genannten Lymphozyten-
Oberflachenantigene gefarbt. Die Infiltrationsdichte der jeweiligen Lymphozyten-
Subgruppen wurde semiquantitativ bestimmt und die so erhaltenen Scores wurden
anschlieBend auf Assoziationen mit Uberlebensdaten untersucht. In 44% der
Praparate fand sich eine hohe Infiltration von CD3+ Zellen, eine hohe Infiltration mit
CD4+ Zellen konnte in 46 % der SCCs nachgewiesen werden. 43% der Falle zeigten
eine hohe CD8+ Zellinfiltration und 44% wiesen eine hohe Infiltration mit CD20+
Zellen auf. Eine hohe Infiltration mit CD3+ (p<0.001), CD4+ (p=0.045), CD8+
(p<0.001) und CD20+ (p<0.001) Lymphozyten korrelierte signifikant mit einem
verbesserten OS. Ein verlangertes DFS zeigte sich bei SCC-Patienten mit hohen
CD3+ (p=0.025) und CD20+ (p=0.002) TIL. In multivariaten Analysen konnten hohe
CD3+ (HR: 0.163, CI: 0.044-0.614) und hohe CD8+ (HR: 0.265, Cl: 0.081-0.864) TIL-
Infiltrate als unabhangige prognostische Faktoren fur ein verbessertes OS und hohe
CD20+-TIL-Infiltrate (HR: 0.095, CI: 0.019-0.464) als unabhangiger positiver Faktor

fir ein verbessertes DFS identifiziert werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass TIL-Subgruppen als ein prognostischer Marker
fur SCC-Patienten genutzt werden kdnnen. Zudem zeigten unsere Ergebnisse, dass
SCCs der Harnblase insgesamt relativ kraftige TIL-Infiltrate aufweisen. Da die
Ansprechraten von Immuntherapien von der immunologischen Zusammensetzung
des TMEs und der Dichte des TIL-Infiltrats abhangen, lassen unsere Ergebnisse den
perioperativen Einsatz der Immuntherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem SCC
der Harnblase vielversprechend erscheinen [38, 63, 69]. Mittlerweile konnten unsere
Ergebnisse durch eine Studie von Jung et al. bestatigt werden, in der die Auswertung

der TIL-Infiltrationsdichte durch digitale Bildanalyse unterstitzt wurde [28].



2.1.3. Expression und prognostischer Wert von Nectin-4 in muskelinvasiven

Sonderformen des Harnblasenkarzinoms

Rodler S, Eismann L, Schlenker B, Casuscelli J, Brinkmann |, Sendelhofert A,
Waidelich R, Buchner A, Stief C, Schulz GB, Ledderose S. Expression of Nectin-4 in
Variant Histologies of Bladder Cancer and lts Prognostic Value-Need for Biomarker
Testing in High-Risk Patients? Cancers (Basel). 2022 Sep 11;14(18):4411. doi:
10.3390/cancers14184411. PMID: 36139571; PMCID: PMC9497069. [54]

Das Transmembranprotein Nectin-4 ist an der Modulation von verschiedenen
Zellfunktionen wie Zellproliferation und -Differenzierung beteiligt und wird
physiologischerweise in verschiedenen Geweben exprimiert [46]. Interessanterweise
zeigen Zellen verschiedener Karzinomentitaten (darunter das Urothelkarzinom der
Harnblase) haufig eine Nectin-4-Uberexpression [8, 23]. Nectin-4 tragt zu der
Migrations- und Invasionsfahigkeit der Tumorzellen bei und stellt daher eine
neuartige und vielversprechende Struktur fur zielgerichtete antitumorale

Therapieansatze dar [23].

Enfortumab-Vedotin (EV) ist ein Immunkonjugat, dessen Antikdrperkomponente
spezifisch gegen Nectin-4 gerichtet ist [52]. Nach Anheftung an die Tumorzellen wird
Monomethylauristatin E als zytostatische Komponente aus dem Immunkonjugat
freigesetzt. Das Uberleben von Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem Urothelkarzinom konnte durch eine EV-Therapie signifikant

verlangert werden [52].

Da EV direkt an Nectin-4 bindet, ist die Nectin-4-Expression auf Krebszellen eine
obligate Voraussetzung flir die Therapieeffektivitat [55]. Wahrend das klassische
Urothelkarzinom durchgehend eine starke Nectin-4-Expression aufweist, ist die
Nectin-4-Expression bei Harnblasenkarzinomen mit abweichender Histologie nicht
umfassend untersucht [10, 26]. Alle Sonderformen und Subtypen des
Harnblasenkarzinoms werden im Vergleich zum Urothelkarzinom haufiger in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert und weisen eine schlechtere Prognose auf,

weshalb hier neue medikamentdse Therapieoptionen dringend notwendig sind [2].

Das SCC und das Adenokarzinom (AC) der Harnblase sind nicht-urotheliale
Harnblasenkarzinome, das sarkomatoide Urothelkarzinom (SARCO) stellt einen

seltenen, aber hochaggressiven urothelialen Subtyp des Harnblasenkarzinoms dar



[26]. Um auch bei diesen Tumoren die prinzipielle Moglichkeit und Erfolgsaussicht
einer EV-Therapie zu evaluieren, wurde in diesem Teilprojekt die Nectin-4-
Expression und deren potentieller prognostischer Wert bei diesen Unterformen des

Harnblasenkarzinoms analysiert.

Hierzu wurde die Nectin-4-Expression immunhistochemisch an FFPE-Material von 59
Patienten mit SCC, 22 Patienten mit AC und 24 Patienten mit SARCO untersucht.
Die Auswertung der Farbung erfolgte semiquantitativ anhand des H-Scores
(histochemical scoring system). Der H-Score wird durch Multiplikation von
MalRzahlen fur die Farbeintensitat und dem Prozentsatz an jeweils gefarbten Zellen

errechnet und kann Werte zwischen 0 und 300 erreichen [73].

SCC (Median H-Score=150) und AC (Median H-Score=140.5) zeigten eine starke
Nectin-4-Expression: Nur bei 8.5% der SCC- und bei 0% der AC-Proben ergab sich
ein niedriger H-Score < 15. Im Gegensatz dazu wies das SARCO eine signifikant
schwachere Nectin-4-Expression auf (Median H-Score 10; p<0.001). Hier fand sich
bei 66.7% ein H-Score < 15. Keine SARCO-Probe zeigte einen sehr hohen H-Score
(> 200).

Im nachsten Schritt wurden mdgliche prognostisch nutzbare Zusammenhange
zwischen der Nectin-4-Expression und Uberlebensparametern (OS, DFS) untersucht.
Das mediane OS der SCC-Patienten mit hoher Nectin-4-Expression betrug 7 Monate
und war damit kurzer als das mediane OS von SCC-Patienten mit maRiger Nectin-4-
Expression (10 Monate). Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant
(p>0.05). Bei AC-Patienten ergaben sich ebenfalls keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (niedrige, maRige und hohe
Nectin-4-Expression) fur OS und DFS. Da bei SARCO-Proben keine hohe Nectin-4-
Expression vorlag, wurden nur Proben mit geringer und mafiger Expression
verglichen. Hier fanden sich hinsichtlich OS und DFS ebenfalls keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass SCCs und ACs eine hohe Expression von
Nectin-4 aufweisen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine gegen Nectin-4
gerichtete Therapie auch bei diesen nicht-urothelialen Sonderformen des
Harnblasenkarzinoms eingesetzt werden kann. Im Gegensatz dazu wiesen SARCOs

eine niedrige Nectin-4-Expression auf, was eine EV-Therapie bei diesen Tumoren



erschweren konnte. Wahrend eine  starke Nectin-4-Expression bei
Pankreaskarzinomen und Urothelkarzinomen des oberen Harntraktes mit einer
schlechten Prognose vergesellschaftet ist [47, 68], konnten wir in unserer Studie mit
Sonderformen des Harnblasenkarzinoms keine  statistisch  signifikanten
Zusammenhange zwischen Nectin-4-Expression und Prognose feststellen. Allerdings
zeigte sich bei SCC mit hoher Nectin-4-Expression ein Trend zu einem
ungunstigeren Verlauf. Da die hier untersuchten Sonderformen des
Harnblasenkarzinoms insgesamt selten vorkommen, waren Subgruppenanalysen
hinsichtlich des prognostischen Werts von Nectin-4 wegen der Kkleinen
KohortengréfRe nur eingeschrankt moglich. Weitere Studien mit gréReren Fallzahlen

sind daher notwendig, um unsere Ergebnisse zu validieren.
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2.1.4. Die Uberexpression von P2X1- und P2X7-Rezeptoren stellt einen
negativen prognostischen Faktor fiir das muskelinvasive Harnblasenkarzinom

dar

Ledderose S, Rodler S, Eismann L, Ledderose G, Rudelius M, Junger WG,
Ledderose C. P2X1 and P2X7 Receptor Overexpression Is a Negative Predictor of
Survival in  Muscle-Invasive Bladder Cancer. Cancers. 2023; 15(8):2321.
https://doi.org/10.3390/cancers15082321. [35]

Die Beeinflussung von Zellen und Signaltransduktionswegen im TME stellt eine
vielversprechende Moglichkeit zur Therapie verschiedener Krebserkrankungen dar
[66]. Ein wichtiger Bestandteil des TMEs ist das Purinnukleotid Adenosin-5'-
Triphosphat (ATP) [14, 50]. ATP kann aktiv von Tumor-, Immun- oder ortstandigen
Gewebezellen sezerniert oder passiv im Rahmen von Zellschadigung oder
Zelldestruktion in den Extrazellularraum freigesetzt werden [14]. Uber die Aktivierung
von P2X- und P2Y-Purinorezeptoren kann ATP dort als extrazellulares Signalmolekul

verschiedene Zellfunktionen in diversen Organsystemen beeinflussen [3, 4, 6].

Bislang sind 19 Purinorezeptoren bekannt, die aufgrund ihrer pharmakologischen
und strukturellen Eigenschaften in drei grole Gruppen eingeteilt werden: ATP ist der
natirliche Ligand der sieben P2X-Rezeptoren (P2XR1-7), die Kationenkanale bilden.
Die acht P2Y-Rezeptoren (P2YR1,2,4,6,11-14) gehoren zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und binden neben ATP auch andere Purinderivate wie z.B.
ADP oder UTP. Extrazellulare oder membranstandige Ektonukleotidasen bauen ATP
schrittweise zu Adenosin ab, welches der Ligand der vier bekannten P1-Rezeptoren
ist [3, 5].

Viele maligne Tumoren weisen veranderte ATP- oder Adenosinkonzentrationen im
TME sowie eine veranderte Expression von Purinorezeptoren auf [13, 14]. Abhangig
von Tumorentitat, extrazellularen Nukleotid- und Nukleosidkonzentrationen und den
Purinorezeptor-Expressionsprofilen von Tumor- und Immunzellen kénnen diese
Veranderungen in purinergen Signaltransduktionsmechanismen Tumorentstehung
und -progression beeinflussen [13, 14, 15]. So war eine P2XR-Uberexpression in
mehreren Studien mit einem hdheren Malignitatsgrad von diversen Tumorentitaten
assoziiert und Expressionsmuster verschiedener P2-Rezeptoren wurden in einer
Vielzahl von malignen Tumoren als unabhangige prognostische Faktoren

beschrieben (z.B. Leukamiezellen, Prostatakarzinom, Zervixkarzinom,
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Lungenkarzinom, Magenkarzinom, Nierenzellkarzinom) [7, 30, 37, 39, 40, 44, 51].
Ziel dieses Teilprojektes war es, die Rolle von P2XRs bei der Proliferation von
Harnblasenkarzinomzellen zu untersuchen und zu Uberprifen, ob sich die P2XR-

Expression als prognostischer Marker fur MIBC-Patienten eignet.

Hierzu fuhrten wir zunachst in vitro-Experimente mit den Zelllinien T24 (Zelllinie eines
high grade muskelinvasiven Urothelkarzinoms), RT4 (Zelllinie eines nicht-invasiven
papillaren Urothelkarzinoms) und TRT-HU1 (Zelllinie immortalisierter menschlicher
Urothelzellen) durch. Héhere extrazellulare ATP-Konzentrationen korrelierten dabei
mit einem hoheren Malignitatsgrad und einer gesteigerten Tumorzellproliferation.
Eine artifizielle Zugabe von ATP, dem natirlichen P2XR-Ligand, erhohte die
Tumorzellproliferation. Im Gegensatz dazu verlangsamte die selektive Blockade von
P2X1R, P2X4R und P2X7R das Tumorwachstum signifikant. Dieser inhibitorische
Effekt war deutlich starker ausgepragt, wenn eine kombinierte Inhibition von P2X1R
und P2X7R vorgenommen wurde. Konsequenterweise reduzierte eine generelle P2-
Rezeptorblockade die Zellproliferation um mehr als 40%. Auch der beschleunigte
extrazellulare enzymatische ATP-Abbau oder eine Blockade der aktiven zellularen
ATP-Freisetzung fuhrte zu einer signifikant langsameren  Zellteilung.
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass ATP Uber autokrine
Feedbackmechanismen via P2X1R, P2X4R und P2X7R das Wachstum von MIBC-

Zellen stimuliert.

Im nachsten Schritt untersuchten wir immunhistochemisch die Rezeptorexpression
von P2X1R, P2X4R und P2X7R an FFPE-Tumormaterial von 173 MIBC-Patienten
und analysierten mogliche Zusammenhange zwischen Rezeptorexpression und
klinisch-pathologischen Merkmalen. Eine hohe P2X1R-Expression auf Tumorzellen
war dabei signifikant mit dem Auftreten einer Lymphangioinvasion (p=0.02), mit
Lymphknotenmetastasen (p=0.03) und einem hoheren UICC-Stadium (p=0.01)
assoziiert. MIBC-Patienten mit hoher P2X1R-Expression zeigten ein signifikant
reduziertes OS und TSS im Vergleich zu Patienten, deren MIBCs niedrige P2XR-
Expressionslevel aufwiesen (p=0.008 bzw. p=0.008). Eine hohe kombinierte
Expression von P2X1R und P2X7R zeigte eine Assoziation mit dem Vorliegen einer
Lymphangioinvasion (p=0.007), von Lymphknoten- und Fernmetastasen (p=0.007
bzw. p=0.046) und einem hoheren UICC-Stadium (p<0.001); zudem waren OS
(p<0.001), TSS (p<0.001) und DFS (p<0.001) von MIBC-Patienten mit hoher
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P2X1R/P2X7R-Expression  signifikant gegenuber Patienten mit niedriger
P2X1R/P2X7R-Expression reduziert. In multivariaten Analysen konnte die
kombinierte P2X1R/P2X7R-Expression als zuverlassiger und unabhangiger
prognostischer Faktor fur ein reduziertes OS (HR: 2.42, Cl: 1.28-4.55) und TSS (HR:
2.79, Cl: 1.28-6.13) identifiziert werden.

Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die purinerge
Signaltransduktion Uber P2XR zu der Progression von Harnblasenkarzinomen
beitragt. Die Bestimmung der P2X1R/P2X7R-Expression als zuverlassiger
prognostischer Marker konnte zu einer besseren Risikostratifizierung von MIBC-
Patienten beitragen und so die Auswahl der individuell optimalen Therapiestrategie
verbessern [36]. Zudem konnten P2-Rezeptoren magliche therapeutisch nutzbare
Zielstrukturen zur Behandlung von MIBCs darstellen. Weitere Studien sind geplant,
um die Rolle der purinergen Signaltransduktion bei der Tumorentstehung,

Tumorprogression und Metastasenbildung genauer zu charakterisieren.
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2.2. Histochemisch und immunhistochemisch bestimmbare Biomarker im

sinonasalen Schleimhautmelanom

2.2.1. Tumorinfiltrierende Lymphozyten eignen sich als prognostischer

Biomarker im sinonasalen Schleimhautmelanom

Ledderose S, Ledderose C, Penkava J, Ledderose GJ. Prognostic Value of Tumor-
Infiltrating Lymphocytes in Sinonasal Mucosal Melanoma. Laryngoscope. 2022
Jul;132(7):1334-1339. doi: 10.1002/lary.29820. Epub 2021 Aug 20. PMID: 34415055.
[32]

SNMM unterscheiden sich von kutanen malignen Melanomen in ihrer Genetik,
Epidemiologie und Pathophysiologie [76]. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung
existieren keine etablierten Leitlinien flur Diagnostik und Therapie [41]. Wegen der
Multilokularitdt des Tumors und seiner Nahe zu Strukturen wie der A. carotis oder
dem Hirn ist eine Resektion im Gesunden haufig nicht oder nur durch ausgedehnte
Eingriffe mit (Teil-)Entfernung von Nase oder Auge zu erreichen [31]. Trotz dieser
aggressiven Therapie betragt das mediane krankheitsfreie Uberleben nur 21 Monate
[41, 64]. Um vor diesem Hintergrund eine Ubertherapie zu vermeiden, ist eine exakte
Prognoseeinschatzung essentiell [67]. Wahrend die prognostische Signifikanz der
TIL-Infiltrationsrate im kutanen malignen Melanom in mehreren Studien
nachgewiesen werden konnte [19, 65], wurde die prognostische Wertigkeit von TIL
im SNMM bislang nicht untersucht. In diesem Teilprojekt analysierten wir daher, ob
sich der TIL-Infiltrationsgrad zur Prognoseabschatzung bei SNMM-Patienten

heranziehen lasst.

Hierfir bestimmten wir den TIL-Grad in Tumormaterial von 27 SNMM-Patienten
analog zu der im kutanen Melanom etablierten Auswertemethode nach Clark et al.
[11], bei der die TIL in folgende Infiltrationsgrade eingeteilt werden: brisk, non-brisk
und absent. AnschlieBend wurden mogliche Assoziationen zwischen den so
ermittelten TIL-Graden, klinisch-pathologischen Variablen und

Uberlebensparametern analysiert.

Eine starke (brisk) TIL-Infiltration korrelierte signifikant mit einem niedrigeren T-
Stadium (p=0.01). In Ubereinstimmung hiermit zeigte die Kaplan-Meier-Analyse eine
signifikante DFS-Reduktion in SNMM-Patienten ohne (absent) TIL im Vergleich zu
Patienten mit einem als brisk klassifizierten TIL-Grad (p=0.04). Brisk TIL waren
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signifikant mit einem DFS von > 3 Jahren assoziiert (71% vs. 11 % von Patienten mit
brisk bzw. absent TIL; p=0.04). Patienten mit brisk TIL und non-brisk TIL Uberlebten
signifikant langer (OS) als Patienten mit absent TIL, das 5-Jahresuberleben lag bei
0% (absent TILs), 27% (non-brisk TIL) und 86% (brisk TIL; p<0.001).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass ein hoher TIL-Grad einen einfach
zu bestimmenden, positiven prognostischen Parameter fur ein verbessertes Outcome
von SNMM-Patienten darstellt. Der TIL-Grad konnte bei der Therapieplanung
unterstiutzen, indem z.B. SNMM-Patienten mit absent TIL und damit schlechter

Prognose frihzeitig palliativmedizinisch angebunden werden.
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2.2.2. PD-L1-Expression und TIL-Subgruppen im sinonasalen
Schleimhautmelanom und deren potentielle Bedeutung als prognostische

Biomarker

Ledderose S, Schulz H, Paul T, Ledderose C, Ledderose GJ. Characterization of the
tumor-infiltrating lymphocyte landscape in sinonasal mucosal melanoma. Pathol Res
Pract. 2023 Jan;241:154289. doi: 10.1016/j.prp.2022.154289. Epub 2022 Dec 26.
PMID: 36584498. [34]

Das Zusammenspiel von TIL-Subgruppen und Immun-Checkpointmolekilen wie dem
programmed cell death ligand 1 (PD-L1) stellt einen vielversprechenden
Angriffspunkt fur die antitumorale Immuntherapie dar [1]. Ein besseres Verstandnis
der Tumorimmunologie, der Zusammensetzung des TME, der prognostischen
Signifikanz von TIL-Subgruppen und der PD-L1-Expression im SNMM kann dabei
helfen, geeignete Patienten fur eine [CI-Therapie auszuwahlen [1]. Zur
Zusammensetzung der TIL und der PD-L1-Expression im SNMM existieren bislang
nur wenige Daten [70]. Nachdem unter 2.2.1. der generelle prognostische Wert von
TIL far SNMM-Patienten untersucht worden war, konzentrierten wir uns in diesem
Folgeprojekt daher auf die Charakterisierung einzelner TIL-Subgruppen (CD3+,
CD4+, CD8+, CD20+) und die Beschreibung der PD-L1 Expression in SNMMs.

Eine hohe TIL-Infiltration wurde in 26% (CD3+), 7% (CD4+), 30% (CD8+) und 7%
(CD20+) der untersuchten SNMM festgestellt. 37% der Tumore wiesen eine kraftige
membrandse PD-L1-Expression auf Tumorzellen auf und 48% der Tumoren zeigten
PD-L1 positive TIL. SNMM-Patienten mit einer hohen Zahl von CD3+ (p=0.002) und
CD8+ TIL (p=0.003) Uberlebten signifikant langer als Patienten mit einer niedrigen
Anzahl von CD3+ und CD8+ TIL. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen waren
CD3+ und CD8+ TIL mit einem niedrigeren T-Stadium assoziiert (p=0.006 bzw.
p=0.033). Im Gegensatz dazu korrelierte eine kraftige PD-L1-Expression auf
Tumorzellen mit einem héheren T-Stadium (p=0.018). SNMM-Patienten mit PD-L1-
positiven Tumorzellen zeigten einen Trend zu einem verkurzten OS. Die
Infiltrationsdichte mit CD4+ und CD20+ TIL sowie die PD-L1-Expression auf

Immunzellen beeinflussten die Prognose hingegen nicht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass CD3+ und CD8+ TIL als prognostische Biomarker in
SNMMs verwendet werden konnen, was mittlerweile auch durch Yin et al. bestatigt

werden konnte [74]. Zudem war eine Expression von PD-L1 mit einem
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fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert. Diese Erkenntnisse tragen zum
verbesserten Verstandnis der Tumorimmunologie von SNMMs bei und kénnten zur
Auswahl einer an die Prognose angepassten Therapie- und Nachsorgestrategie

beitragen.
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3. Zusammenfassung

Das muskelinvasive Harnblasenkarzinom und das sinonasale Schleimhautmelanom
sind maligne Tumorerkrankungen, die mit einer deutlich reduzierten
Lebenserwartung und einer hohen psychischen Belastung der betroffenen Patienten
einhergehen. Die jeweiligen Behandlungen sind kostenintensiv und konnen mit
schwerwiegenden Nebenwirkungen assoziiert sein. Eine mdglichst exakte
Risikostratifizierung ist essentiell, um die Prognose der Patienten einschatzen zu
kénnen und eine Uber- bzw. Untertherapie zu vermeiden. Zudem besteht ein groRer
Bedarf an der Identifikation von neuen Biomarkern als Zielstrukturen flr neue

additive oder synergistische medikamentose Therapieverfahren.

Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift, durch
relativ kostengunstige, einfach zu etablierende und zuverlassige histochemische und
immunhistochemische Untersuchungen innovative Biomarker zu identifizieren, die
sich als prognostische Marker und/oder mdgliche Zielstrukturen einer targeted
therapy eignen. Die in Zusammenarbeit mit dem Klinikkum der LMU Muinchen
erstellten Patientenkohorten erlauben hierbei die (immun-)histochemische Analyse
von prognostisch und pradiktiv nutzbaren Biomarkern an gut beschriebenen
Patientenkollektiven. In den durchgefiihrten Projekten konnten dabei fir das
muskelinvasive Urothelkarzinom, fir Sonderformen des Harnblasenkarzinoms und
fur sinonasale Schleimhautmelanome vielversprechende prognostische und
potentiell therapeutisch nutzbare Biomarker definiert und naher charakterisiert
werden. Neben einer Vielzahl weiterer Ergebnisse wurden folgende zentrale

Erkenntnisse gewonnen:

- Der mittels der ITWG-Methode bestimmte sTIL-Grad stellt einen unabhangigen
positiven prognostischen Faktor bei MIBC-Patienten dar.

- SCCs der Harnblase weisen Uberwiegend kraftige TIL-Infiltrate auf, was den
perioperativen Einsatz einer Immuntherapie auch bei Patienten mit fortgeschrittenem
SCC der Harnblase vielversprechend erscheinen lasst. TIL-Subgruppen kdnnen als
prognostischer Marker in SCC-Patienten nach radikaler Urozystektomie genutzt

werden.

- Wahrend SARCOs eine niedrige Nectin-4-Expression aufweisen, zeigen SCCs und

ACs eine hohe Nectin-4-Expression. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine gegen
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Nectin-4 gerichtete Therapie auch bei SCCs und ACs als nicht-urotheliale

Sonderformen des Harnblasenkarzinoms eingesetzt werden kann.

- Die purinerge Signaltransduktion Uber P2XR tragt zu der Proliferation von
Harnblasenkarzinomzellen bei. Die P2X1R/P2X7R-Expression ist ein zuverlassiger
prognostischer Marker im MIBC und kann zu einer Risikostratifizierung von MIBC-
Patienten herangezogen werden. Zudem stellen P2XR mogliche therapeutisch

nutzbare Zielstrukturen zur Behandlung von Urothelkarzinomen dar.

- Der TIL-Infiltrationsgrad kann analog zum kutanen Melanom auch beim SNMM als
prognostischer Biomarker bestimmt werden. Der Anteil von CD3+ und CD8+ TIL-

Subgruppen ist mit der Prognose von SNMM-Patienten assoziiert.

- SNMMs weisen eine relativ hohe PD-L1-Expression auf Tumorzellen und TIL auf.
Die kraftige PD-L1-Expression auf Tumorzellen korreliert dabei mit einem

fortgeschrittenen Tumorstadium.
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4. Ausblick

Die von uns erstmalig beschriebene Bedeutung der P2XR-Rezeptoren im
Harnblasenkarzinom lasst in Zusammenschau mit der bisherigen Literatur auf eine
komplexe Beeinflussung der Tumorentstehung und -Progression durch purinerge
Signalstransduktionsmechanismen schlieRen. Eine Rolle kénnte dabei auch der
extrazellulare ATP-Abbau durch Ektonukleotidasen, die Uber P1-Rezeptoren
vermittelten  Adenosin-Effekte und die Beeinflussung der antitumoralen
Immunantwort spielen, die in weiteren Folgeprojekten naher charakterisiert werden
sollen. Die Bedeutung von Purinergic Signaling im SNMM ist bislang noch nicht

erforscht und soll Gegenstand weiterer Untersuchungen werden.

Weitere Projekte konzentrieren sich darauf, bereits oder in Zukunft prognostisch oder
therapeutisch nutzbare Biomarker in SNMM und seltenen Sonderformen des
Harnblasenkarzinoms zu untersuchen. So wird in aktuellen Projekten die Verteilung
von TIM-3, TIGIT und LAG3 in diesen Tumorentitaten untersucht. Es handelt sich
dabei um Zielstrukturen von neu entwickelten ICls, die bei verschiedenen

Tumorentitaten bereits mit vielversprechenden Ergebnissen eingesetzt wurden [56].

Ein weiterer zuklnftiger Forschungsschwerpunkt liegt in der Analyse von
Biomarkern, die zur Prognoseabschatzung des Urothelkarzinoms im oberen
Harntrakt (UTUC) verwendet werden kénnen. Aufgrund der schwer zuganglichen
Lokalisation im Harnleiter oder Nierenbecken, des meist fortgeschrittenen
Patientenalters und der oft vorliegenden Komorbiditaten ist auch hier eine sorgfaltige
Therapieplanung  notwendig, die sich an einer madglichst exakten
Prognoseabschatzung orientiert [57]. Weitere Projekte haben daher zum Ziel, auch
im UTUC innovative Biomarker zu beschreiben.
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