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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung
1.1.1 Hirnmetastasen

Hirnmetastasen stellen die haufigste Form von malignem Tumor des Gehirns im
Erwachsenenalter dar und schatzungsweise 20 % aller Patienten entwickeln
Hirnmetastasen im Verlauf einer malignen Erkrankung (Achrol et al., 2019). Sie resultieren
aus der hamatogenen Verbreitung der malignen Zellen, die vom Primartumor ausgehen
und im ZNS ansiedeln. Aufgrund der besseren Kontrolle der Grunderkrankung und der
extrakraniellen Metastasen sowie der verbesserten diagnostischen Ma3nahmen (MRT)
ist die Inzidenz der Hirnmetastasen in den letzten Jahren gestiegen. In den USA betragt
die jahrliche Inzidenz der Hirnmetastasen bis zu 170.000, wahrend es bei primaren
Hirntumoren etwa 17.000 Falle sind (Nathoo et al., 2004). Bevolkerungsbasierte Studien
(Fox et al, 2011; Nayak et al, 2012) berichten Uber eine Inzidenzrate von
Hirnmetastasen, die zwischen 2,8 und 14,3 Fallen pro 100.000 Einwohner liegt. Die
Inzidenz von Hirnmetastasen zeigt eine deutliche Altersabhangigkeit in Bezug auf die
haufigsten malignen Tumoren. Bei Patienten im Alter von 20 bis 39 Jahren treten
uberwiegend Mammakarzinome auf, bei denen von 40 bis 49 Jahren sind es vorwiegend
Bronchialkarzinome, und bei den 50- bis 59-Jahrigen sind haufiger Nierenzellkarzinome,
maligne Melanome und kolorektale Karzinome zu beobachten (Barnholtz-Sloan et al.,
2004). Das Durchschnittsalter bei der Diagnose einer Hirnmetastase liegt bei 67 Jahren
fur Manner und bei 64 Jahren fur Frauen (Smedby et al., 2009). Die haufigsten Tumoren,
die in das Gehirn metastasieren, sind an erster Stelle Bronchialkarzinome (41 %), gefolgt
von Mammakarzinomen (19 %), malignen Melanomen (6-11 %), kolorektale Karzinome
und Nierenzellkarzinome (Nayak et al., 2012; Stelzer, 2013). Erwahnenswert ist es, dass
bei 10-15 % aller Hirnmetastasen der Ort und die Art des Primartumors unbekannt bleibt
(Soffietti et al., 2002). Hirnmetastasen treten zu 80 % bis 85 % supratentoriell und zu 15%
infratentoriell auf (Delattre et al., 1988). Je nach Lokalisation der Hirnmetastase konnen
unterschiedliche neurologische Symptome auftreten. Am haufigsten sind Symptome, die

durch einen erhdhten Hirndruck verursacht werden, wie Kopfschmerzen, Schwindel,



Erbrechen sowie weitere neurologische Ausfalle. Bei Verdacht auf eine Hirnmetastase
oder im Rahmen der Tumor-Staging ist die Magnetresonanztomographie (MRT) mit
Kontrastmittel (Gadolinium) die primare diagnostische Methode. Diese Technik ermdglicht
die Detektion von Metastasen bereits bei einer Grof3e von 3-5 mm (Derks et al., 2022).
Die Metastasen erscheinen typischerweise als hyperintense, rundliche, scharf begrenzte
Lasionen, seltener auch unregelmaRig zystisch, und sind oft von peritumoralem Odem
umgeben (Derks et al., 2022). Die Wahl der Therapie bei Hirnmetastasen erfolgt
individuell, basierend auf der Anzahl und Lokalisation der Metastasen sowie den
prognostischen Faktoren des Patienten. Zu den zentralen Therapiemdglichkeiten gehoren
die  mikrochirurgische  Resektion, die stereotaktische Radiochirurgie, die
Ganzhirnbestrahlung und die systemische medikamentose Therapie. Letztere umfasst
Chemotherapie, zielgerichtete Therapien und Immuntherapie (Ramos et al., 2022). Trotz
fortschrittlicher Behandlungsmadglichkeiten bleibt die Prognose von Patienten mit
Hirnmetastasen insgesamt schlecht, und die 1-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 10-20%
(Boogerd et al., 1993; Murray et al., 2000; Smedby et al., 2009; Stelzer, 2013). Um das
Uberleben von Patienten mit Hirnmetastasen besser vorhersagen und gezielte
Therapieentscheidungen treffen zu kdnnen, wurden verschiedene prognostische Scores
entwickelt. Diese Scores berlcksichtigen unterschiedliche klinische und pathologische
Faktoren, um das individuelle Risiko und die Prognose zu bewerten. Zwei wesentliche
Modelle sind der Recursive Partitioning Analysis (RPA)-Index, der Patienten in drei
Klassen (I-1ll) anhand von Faktoren wie Alter des Patienten, KPS, Vorhandensein
extrakranialer Metastasen und Primartumorkontrolle unterteilt (Gaspar et al., 1997), und
die Graded Prognostic Assessment (GPA) Score, der je nach Tumorart die vier zentralen
Faktoren (Alter des Patienten, KPS, Anzahl der Hirnmetastasen und Vorhanden
extrakranialer Metastasen) unterschiedlich wichtet und dadurch eine prazisere und

individuellere Prognose liefert (Sperduto et al., 2010).
1.1.2 Hirnmetastasen beim malignen Melanom

Bis zu 60 % der Patienten, bei denen ein malignes Melanom diagnostiziert wurde,
entwickeln im Verlauf ihrer Erkrankung Hirnmetastasen. Das maligne Melanom ist die
dritthaufigste Ursache fur Hirnmetastasen (Bander et al., 2021; Lamba et al., 2021;
Sandhu et al., 2021; Tadros und Ray-Chaudhury, 2020). Die Inzidenz des malignen



Melanoms ist in den letzten Jahren gestiegen, was auf ein zunehmend vermehrte
Sonnenexposition und etablierte Hautkrebsscreenings zuruckzufuhren ist. Dadurch nimmt
auch die Haufigkeit von Hirnmetastasen vom malignen Melanom zu (Skeie et al., 2011).
Das erhohte Risiko fur die Entwicklung von Hirnmetastasen im Rahmen eines malignen
Melanoms wurde in einem experimentellen Tierversuch bestatigt, bei dem Tiere nach der
Injektion von Zellen eines malignen Melanoms intraparenchymatose Hirnmetastasen
entwickelten (Schackert und Fidler, 1988). Melanom-Hirnmetastasen neigen im Vergleich
zu anderen Hirnmetastasen verstarkt zu intratumoralen Blutungen, was zu zahlreichen
pra-, intra- und postoperativen Komplikationen fihren kann und mit einer schlechten
Prognose verbunden ist (Kondziolka et al., 1987). Die Behandlung von Melanom-
Hirnmetastasen erfordert ein multidisziplinares Vorgehen, das chirurgische,
strahlentherapeutische und systemische Ansatze kombiniert. Die mikroneurochirurgische
Resektion ist eine wichtige Behandlungsoption fur Patienten mit 1-4 ZNS-Metastasen, die
vollstandig resezierbar sind und bei denen keine oder nur langsam fortschreitende
systemische Erkrankungen vorliegen. Diese Methode kann je nach GrofRe und Lage der
Metastasen das Langzeitiberleben der Patienten verbessern. Auch wenn eine
vollstandige Entfernung der Metastasen nicht mdglich ist oder eine unkontrollierte
systemische Erkrankung besteht, kann eine chirurgische Intervention aus palliativen
Grunden erwogen werden, wie z.B. zur Symptomlinderung bei schmerzhaftem Druck,
Entlastung bei lebensbedrohlichen Lasionen in kritischen Bereichen wie der hinteren
Schadelgrube mit Kompression des vierten Ventrikels oder bei hamorrhagischen
Lasionen zur Massenreduktion von Blutgerinnseln. Eine weitere Behandlungsoption ist
die Ganzhirnbestrahlung (WBXRT). Obwohl Melanom-Zellen typischerweise
strahlenresistent sind, kann diese Therapieform einen Uberlebensvorteil von 2-3 Monaten
bieten und kommt insbesondere bei Patienten mit multiplen Metastasen infrage, bei denen
weder eine vollstandige Exzision noch eine stereotaktische Radiochirurgie (SRS) moglich
ist. Die Stereotaktische Radiochirurgie (SRS) ist besonders geeignet fur Patienten mit bis
zu vier Lasionen, die jeweils einen Durchmesser von <3 cm haben und chirurgisch nicht
zuganglich sind, vorausgesetzt, dass die systemische Erkrankung begrenzt oder stabil ist.
SRS sollte jedoch bei hamorrhagischen Lasionen oder solchen mit erheblicher
Massenwirkung vermieden werden. Chemotherapeutische Optionen umfassen
Alkylierungsmittel wie Dacarbazin, das fruher als Standardtherapie fur Melanome galt
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(Middleton et al., 2000). Ein alternatives Medikament ist Temozolomid, das oral
verabreicht wird und ahnlich effektiv ist (Quirbt et al., 2007). Ein weiteres Mittel,
Fotemustin (Avril et al., 2004), zeigte in fruhen Studien vielversprechende Ergebnisse,
jedoch war die Ansprechrate in spateren Studien gering. Eine der haufigsten genetischen
Veranderungen beim malignem Melanom ist die BRAF-Punktmutation, die bei etwa 60%
der Falle auftritt und zu einer Aktivierung des MAPK-Signalwegs fuhrt, was die was die
Tumorprogression fordert (Davies et al., 2002). Diese Mutation bietet gleichzeitig ein
molekulares Angriffsziel fur die zielgerichtete Therapie mit BRAF- und MEK-Inhibitoren,
die den MAPK-Signalweg direkt hemmen, und die bei Patienten mit BRAF-mutiertem
Melanom Ansprechraten von bis zu 76 % gezeigt haben (Ascierto et al., 2016; Robert et
al., 2015). Zusatzlich zur zielgerichteten Therapie hat sich die Immuntherapie mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren etabliert. Insbesondere haben sich die PD-1-Inhibitoren
(Nivolumab und Pembrolizumab) sowie dem CTLA-4-Antikorper (lpilimumab) in der
Kombinationstherapie als wirksame Behandlungsoption fur fortgeschrittenes und
metastasiertes Melanom erwiesen (Larkin et al., 2019; Robert et al., 2019b). Trotz der
Verbesserungen im Langzeitiberleben durch die Kombinationstherapie mit PD-1-
Inhibitoren und CTLA-4-Antikorpern, unabhangig vom BRAF-Mutationsstatus, zeigt
jedoch nur eine Teilgruppe der Patienten, die im Voraus nicht identifiziert werden kann,
ein dauerhaftes Ansprechen auf die Therapie (Robert et al., 2023). Trotz der Fortschritte
in der Therapie bleibt die Prognose bei Hirnmetastasen durch malignes Melanom
schlecht. Es gibt jedoch Pradiktoren fur ein unginstiges Outcome, wie zum Beispiel mehr
als drei Hirnmetastasen, die Entwicklung von Hirnmetastasen nach der Diagnose einer
extrakraniellen Erkrankung, erhohte Laktatdehydrogenase-Werte von mehr als dem
Doppelten des Normalwerts, das Vorhandensein von Knochenmetastasen, multiple
Hirnmetastasen und eine ausgedehnte viszerale Erkrankung (Davies et al., 2011; Staudt
et al., 2010).

1.1.3 Patient-Derived Organoids

In der Krebsforschung wurden uber Jahrzehnte hinweg Tiermodelle und konventionelle
zweidimensionale (2D) Zelllinien eingesetzt. Diese Methoden weisen jedoch erhebliche
Einschrankungen auf, wie das Fehlen der komplexen Immunbiologie des menschlichen

Korpers bei Mausmodellen sowie das Fehlen der Zell-Zell- und Zell-extrazellularen Matrix-
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Interaktionen und den Verlust der genetischen Heterogenitat bei 2D-Zelllinien (Bar-
Ephraim et al., 2020; Xu et al., 2021; Yuki et al., 2020). In diesem Kontext haben die 3D-
Kulturen Technologien in den letzten Jahren als ein innovatives Werkzeug etabliert, die
genetische, morphologische und physiologische Komplexitat des urspringlichen
Gewebes weitgehend bewahren (Rossi et al., 2018; Xu et al., 2018). Ein Organoid wird
als ein vereinfachtes, organahnliches Modell, das aus organspezifischen Stammzellen in
einer in vitro 3D-Umgebung wachst, definiert. Unter bestimmten
Kultivierungsbedingungen, welche denen des menschlichen Korpers deutlich ahnlich
sind, haben diese Stammzellen die Fahigkeit, sich in spezifische Zelltypen oder
Gewebearten zu differenzieren, und sich durch Zellsortierung und raumlich begrenzte
Zell-Zell-Interaktionen zu organisieren (Clevers, 2016; Eiraku und Sasai, 2012; Lancaster
und Knoblich, 2014). Die Grundlage aller Organoide bilden zunachst die Stammzellen,
die in zwei Haupttypen unterteilt werden: pluripotente embryonale Stammzellen (ES) und
ihre synthetischen, induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) sowie adulte
Stammzellen (aSCs) (Clevers, 2016). Diese Stammzellen bendtigen spezifische
Wachstumsfaktoren, die mikroumgebende Bedingungen (Stammzellnische) der
verschiedener Organe nachbilden und so die Differenzierung und Organisation der
Stammzellen unterstutzen (Clevers, 2016). DarUber hinaus spielt die extrazellulare Matrix
eine entscheidende Rolle, indem sie die Zellen einbettet, deren Zelladhasion und -
migration unterstutzt und zur Bildung organahnlicher Strukturen beitragt (Clevers, 2016;
Drost und Clevers, 2018; Huh et al., 2011; Kleinman et al., 1986). Die 3D-Zellmodelle
stellen eine vielversprechende Plattform fur klinische Anwendungen und die
Krebsforschung dar. Sie ermoglichen die Untersuchung der Krankheitsprogression (Huch
et al., 2017; Li et al.,, 2014), Krebsmodellierung, RNA- und Exom-Sequenzierung,
proteomische Analysen sowie die Entwicklung und Testung von Arzneimitteln,
einschlieRlich der personalisierten Medizin (Fan et al., 2019; Goto, 2020; Xia et al., 2019).
Bis heute wurden Organoid-Modelle erfolgreich fur eine Vielzahl von Krebsarten
entwickelt, darunter Mammakarzinom (Li et al., 2020; Sachs et al., 2018), kolorektale und
gastrointestinale Tumoren (Fujii et al., 2016; Schutte et al., 2017; Vlachogiannis et al.,
2018; Weeber et al., 2015), hepatozellulares Karzinom (Broutier et al., 2017; Fong et al.,
2018), Pankreaskarzinom (Huang et al., 2015; Seino et al., 2018), Urothelkarzinom (Lee
et al.,, 2018) und viele weitere Tumorarten. Diese Modelle bieten ein hohes Mal} an
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biologischer Relevanz, da sie die intratumorale Heterogenitat und die
patientenspezifischen Eigenschaften besser abbilden als traditionelle Zelllinienmodelle,
was sie zu einem wertvollen Werkzeug in der translationalen Forschung und fur

praklinische Studien macht.
1.1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das grundsatzliche Ziel dieser Arbeit ist es, die komplexe Natur von Melanom-
Hirnmetastasen durch die Etablierung eines reprasentativen Modells besser zu
verstehen. Dieses Modell soll effizient generiert werden und die genetischen sowie
histologischen Eigenschaften des Ursprungstumors, einschlief3lich der intratumoralen
Heterogenitat, bewahren und rekapitulieren. Dadurch soll es in Zukunft moglich sein, neue
Therapieansatze an diesem Modell zu testen und individuelle Vorhersagen Uber die
Therapieantwort bei Patienten zu treffen. Patient-Derived Organoids (PDOs) weisen diese
gewulnschten Eigenschaften auf. Aufgrund des Mangels an Daten zur Etablierung von
PDO-Kulturen aus Melanom-Hirnmetastasen war es unser Ziel, Organoide aus
Resektionsproben von Melanom-Hirnmetastasen zu etablieren, diese histologisch und
genetisch zu charakterisieren und mit ihren Ursprungstumoren zu vergleichen. Daruber
hinaus soll das Potenzial dieses Modells genutzt werden, um eine In-vitro-Plattform flr

Medikamentenscreening-Experimente zu etablieren.
1.2 Material und Methoden
1.2.1 Probengewinnung

Zur Gewinnung von den Tumorproben wurden, in Kooperation mit der neurochirurgischen
Klinik des Universitatsklinikums Bonn, 8 Patienten*innen ausgewahlt. Diese hatten eine
histologisch Nachgewiesene Metastase eines malignen Melanoms und erhielten eine
komplette Resektion des Tumors.

Die Einverstandniserklarungen der Patienten, sowie das positive Votum der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn (#417/17 mit Anderung
vom 2020; #169/23) lagen vor.

1.2.2 Kultivierung der PDOs von den Melanom-Hirnmetastasen



13

Die Tumorproben wurden direkt nach der Resektion der Metastase in einem Collection-
Medium (Tab. 1) in das Labor (Institut fur Pathologie, UK Bonn) transportiert und bei -4
°C (nicht langer als 12 Stunden) gekuhilt.

Tab. 1: Zusammenstellung des Collection-Mediums

Reagenzien Firmen
Advanced DMEM F12 Acros Organics, Geel, Belgium, ThermoFisherScientific
1x GlutaMax Acros Organics, Geel, Belgium, ThermoFisherScientific

10 mM HEPES solution Carl Roth, Karlsruhe, Germany

100 pg/mL Normocin InvivoGen, San Diego CA, USA

2,5 yg/mL Amphotericin B | Biowest, Nuaillé, France

Zunachst wurden die Tumorgewebe, am besten direkt nach dem Ankommen der Probe,
mithilfe einer Schere in einer Petrischale in kleinen Tumorsticke (1 bis 2 mm) geschnitten.
Die mit der Schere zerkleinerten Proben wurden in eins gentleMACS-Tube mit 5 ml
Collection-Medium transportiert und mithilfe von gentleMACS-Dissociator mechanisch
zerkleinert. Nach der mechanischen Zerkleinerung wurde die Probe mithilfe einer 1000
pum Filter in einem 50 ml Tube gefiltert, mit 10 ml Collection-Medium gewaschen und dann
fir 5 min bei 400 g runterzentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt. Wenn
das Zellpellet blutig erschien, wird das Zellpellet in 5 ml RBC lysis buffer fur 3 min auf Eis
inkubiert, mit 20 ml DPBS (1X) gewaschen, dann fur 5 min bei 400 g runterzentrifugiert.
Es folgte die enzymatische Behandlung (Tab. 2).

Tab. 2: Zusammenstellung der enzymatischen Behandlung

Reagenzien Firmen

1 mg/ml Collagenase IV Rockland Immunochemicals, Limerick, PA,
USA
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15 pg/ml DNase 1 ThermoFisherScientific, Waltham MA,
USA
10 uM Y-27632-HCL Rock inhibitor Biogems, Westlake Village, CA, USA

Das Volumen der Enzymmischung wurde so eingestellt, dass das Tumorvolumen nicht
mehr als 1/10 des Gesamtvolumens betrug. Das Gewebe wurde eine Stunde bei 37°C
inkubiert, wobei alle 20 min mit einer 5 ml Pipette gemischt wurde. Nach der
enzymatischen Behandlung wurde die Probe gewaschen und fur 5 min bei 400 g
runterzentrifugiert. Es folgte die Zugabe von 3-5 ml TrypLE™ Express Enzyme (1X) und
Inkubation bei 37°C fur 15 min. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet mit
10 ml Collection-Medium mithilfe einer 50 pym Filter in einem 50 Tube gefiltert. Das filtrierte
und runterzentrifugierte Zellpellet wurde in 9 ml MBM-PDOs-Medium resuspendiert und
in Ultra-Low Attachment 6-Well-Platten (1,5 ml fur jedes Well-Platt) ausplattiert.

1.2.3 Melanom-Hirnmetastasen-Patient-Derived Organoids (MBM-PDOs) Kulturen

Die MBM-PDOs-Kulturen wurden 2- bis 3-mal pro Woche unter dem Mikroskop evaluiert
und fotografisch dokumentiert. Dartber hinaus wurden die Organoide in der Regel alle

zwei bis vier Wochen passagiert.
1.2.4 MBM-PDOs-Medium

Das MBM-PDOs-Medium (Tab. 4) besteht aus 25 ml Organoid-Basis-Medium (Tab. 3)
und 25 ml WRN conditioned medium mit 50 ng/ml h-EFG, 10 yM SB202190, 0,5 uM A83-
01, 100 pg/ml Normocin, und 10 uM Y27632.

Tab. 3: Zusammenstellung des Organoid-Basis-Mediums

Reagenzien Firma

Advanced DMEM F12 Acros Organics, Geel, Belgium,
ThermoFisherScientific

2x Penicillin Streptomycin (100x) Acros Organics, Geel, Belgium,
ThermoFisherScientific

2x GlutaMax (100x) Acros Organics, Geel, Belgium,
ThermoFisherScientific
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2x 10 mM HEPES (1M) Carl Roth, Karlsruhe, Germany

2x (1:50) B27 supplement (without Vitamin | Merck, Darmstadt, Germany
A)

2x (1:100) N2 supplement (100x) Merck, Darmstadt, Germany

2x 1.25 mM n-Acetyl-L-Cysteine Acros Organics, Geel, Belgium,
ThermoFisherScientific

2x 10 mM Nicotinamide Sigma-Aldrich, St. Louis MI, USA

2x 10 nM recombinant human-Gastrin L Merck, Darmstadt, Germany

Tab. 4: Zusammenstellung des MBM-PDOs-Mediums

Reagenzien Firma

25 ml Basis Media

25 ml L-WRN konditioniertes Medium ATCC, Virginia, USA

50 ng/ml EFG PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA

10 uM SB202190 Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA

0,5 uM A83-01 Sigma-Aldrich, St. Louis MI, USA
100 pg/ml Normocin InvivoGen, San Diego CA, USA

10 yM Y27632 Biogems, Westlake Village, CA, USA

1.2.5 Passagierung (“Splitting”) von den MBM-PDOs-Kulturen

Um die PDOs zu splitten, wurden sie mit ihrem Medium aus ULA 6-Well-Platte in einer 15
ml Falcon Tube gesammelt, und fur 5 min bei 400 g runterzentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt und 3-5 ml TrypLE Express hinzugegeben, mit einer 5 ml Pipette
gemischt und dann far 15 min bei 37°C inkubiert, zentrifugiert und mehrmals gewaschen.
Das MBMOs-Kultur-Medium wurde zu dem Zellpellet so zugegeben, dass die Zellen der
PDOs gleichmaRig im Medium verteilt sind. Am Ende kam 9 ml vom MBMOs-Kultur-



16

Medium mit den dissoziierten Zellen der PDOs auf ULA 6-Well-Platte (1,5 ml fur jedes
Well)

1.2.6 Einfrieren von den MBM-PDOs

Um die PDOs einzufrieren, wurde CryoStor CS10 Cell Cryopreservation-Medium benutzt.
Die PDOs wurden mit ihrem Medium aus 6-Well-Platt in einer 15 ml Falcon Tube
gesammelt und fiir 5 min bei 400 g runterzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgesaugt und mit dem Cryopreservation Medium (1 ml fur eine Cryovial Tube) vermischt.
Von der hergestellten Suspension wurden je 1 ml auf ein Cryovial verteilt. Die Cryovials
wurden in einen Freezing Vial Containers (Corning™ CoolCell™ LX Cell) gestellt und auf
-80 °C gebracht. Nach mindestens 48 h und spatestens einer Woche bei -80 °C wurden

Cryovials aus den Freezing Vial Containers in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.
1.2.7 Fixierung, Einbetten von den MBM-PDOs in den Histogel und Paraffinschnitte

Um die PDOs zu konservieren, fur weitere Versuche und Analysen zu erhalten, und fur
spatere Schnitte vorzubereiten wurden sie aus dem ULA 6-Well-Platte in einer 15 ml
Falcon Tube gesammelt und fur 5 min bei 400 g runterzentrifugiert. Dann wurden 2-3 ml
4 % Paraformaldehyd (PFA) mit dem Zellpellet vermischt, und fur eine Stunde bis einen
Tag im 4 °C Kuhlschrank inkubiert, um die Organoide zu fixieren. Nach mehreren
Waschschritte wurde der Zellpellet mit 1 ml Histogel vermischt und in Tissue-Teck
Cryomold (intermediate) eingebettet. Die im Tissue-Teck Cryomold eingebetteten
Organoide wurde fur 2-24 Stunden im Kuhlschrank inkubiert, sodass ein flacher fester
Chip entstand, welcher die Organoide zentral fixiert enthielt. Danach wurden die
Organoide in die Einbettungskassetten transferiert und im diagnostischen Labor nach

dem Standardprotokoll in Paraffinblocke eingebettet.
1.2.8 Immunhistochemie-Farbung

Die immunhistochemischen Schnitten wurden nach standardisierten Protokollen
durchgefuhrt. Kurz zusammengefasst wurden 2-3 pm Schnitte auf TOMO-
Adhasionsmikroskop-Objekttrager (Matsunami Glass Ind. LTD, Osaka, Japan)
aufgezogen, mit Xylol entparaffiniert (2 x 15 min, VWR International, Fontenay-sous-Bois,

Frankreich) und mit abnehmenden Konzentrationen von Ethanol (Berkel AHK,
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Ludwigshafen, Deutschland) bis Wasser (B. Braun, Melsungen, Deutschland) rehydriert.
Die Antikorper, die verwendet wurden, um die Melanom-Organoide zu charakterisieren,

waren:

Melan A (Agilent, clone A103, dilution 1:100)

S100 (Medac/Cell Marque, clone 4C4.9, dilution 1:2000)
HMB45 (Agilent, clone HMB45, dilution 1:400)

CD4 (Roche, clone SP35, ready-to-use-antibody)

CD8 (Agilent; clone C8/144B, dilution 1:50)

Ki67 (Zytomed, mouse anti-human, dilution 1:250, clone K-2)

o a0 bk w N~

1.2.9 DNA-Extraktion aus den PDOs

Um den Mutationsprofil der MBM-PODs zu analysieren und dann mit den aus dem
Primartumor zu vergleichen, wurde DNA aus den PDOs extrahiert. Dafur wurden die
PDOs nach dem Erreichen lhrer maximalen GroRe aus ULA 6-Well-Platten in 15 ml
Falcon Tube aufgenommen, fir 5 min bei 400 g runterzentrifugiert und den Uberstand
angesaugt. Die DNA wurde mit Hilfe eines Extraktionskits (Dneasy Blood & Tissue Kits,
Qiagen) extrahiert und bei -20 °C fur eine Woche und spater bei -80 °C eingefrorenen.

1.2.10 Mutationsanalyse

Die Mutationsanalyse fur Hirnmetastasen wurde mithilfe eines NGS-Panels (Institut fur
Pathologie) oder Pyrosequenzierung (Institut fur Neuropathologie) durchgefuhrt.

Sequenzierung der nachsten Generation (NGS):

Die DNA wurde in 120 pl nukleasefreiem Wasser eluiert und die Konzentration wurde auf
einem Quantus™-Fluorometer unter Verwendung des QuantiFluor® ONE ds DNA-
System (Promega) bestimmt. Die Erstellung der Sequenzierungsbibliothek erfolgte
mithilfe eines QlAseqTM-Targeted-DNA-Custom-Panels (Qiagen) mit einer Eingabe von
40 ng DNA. Amplifikationsprodukte wurden einer Next-Generation-Sequenzierung auf
einem lllumina MiSeq-Sequenzer (lllumina) unterzogen. Sequenzierungsdaten wurden
mithilfe des CLC Genomics Workbench/Server 23 (Qiagen Bioinformatics) auf
genomische Varianten analysiert.
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Pyrosequenzierung des BRAF-Codons 600:

Pyrosequenzierung wurde verwendet, um die Sequenz am Hotspot-Codon 600 des
BRAF-Gens zu bestimmen. Ein 122-bp-Fragment von Exon 15 von BRAF wurde unter
Verwendung der Primer BRAF-forward 5-GAAGACCTCACAGTAAAAATAG-3' und
BRAF-reverse 5'-Biotin-ATAGCCTCAATTCTTACCATCC-3' amplifiziert. Die PCR wurde
mit dem Pyromark PCR Kit (Qiagen) 15 Minuten lang bei 95 °C durchgefluhrt, gefolgt von
40 Zyklen von 94 °C, 60 °C und 72 °C, jeweils 30 Sekunden lang, und schlieldlich 72 °C
fur 10 Minuten. Einzelstrangige DNA-Matrizen wurden auf Streptavidin-Sepharose-
Hochleistungsperlen (GE Healthcare) unter Verwendung des PSQ Vacuum Prep Tool and
Worktable (Biotage) gereinigt. Die Pyrosequenzierung wurde unter Verwendung von
PyroMark® Goldreagenzien (Qiagen) auf dem Pyromark Q24-Gerat (Biotage) mit dem
Pyrosequenzierungsprimer 5-AGGTGATTTTGGTCTAGCTA-3" durchgefuhrt. Zum
Vergleich der Ergebnisse wurden Positiv- und Negativkontrollen verwendet. Pyrogramme
wurden mit der PyroMark Q24-Software (Biotage) unter Verwendung des
Allelquantifizierungsmoduls (AQ) analysiert, um den Prozentsatz mutierter gegenuber
Wildtyp-Allelen entsprechend der prozentualen relativen Peakhdhe zu bestimmen

1.2.11 Medikamentenscreening der MBM-PDOs mit der zielgerichteten Therapie

Nachdem die Organoide ihre maximale Grof3e (2- 4 Wochen nach dem Spilitting) erreicht
haben, wurden die Organoide aus ULA 6-Well-Platte 1:2 gesplittet. Die PDOs nach dem
Splitting wurden in zwei Halfte geteilt (eine Halfte wurde passagiert und die andere Halfte
fur die Therapie verwendet). Die mit dem MBMOs-Kultur-Medium vermischten Zellen der
PDOs wurden in ein steriles Reagentreservoir transferiert, und aus dem Reagentreservoir
mit multichannel Pipette 50 ul aufgenommen und in die 96-Well-Platte gegeben (jedes
Well Platte hat 50 pyl von dem MBM-PDOs-Medium). Die 96-Well-Platte wurde fiir 24
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden wurden Bilder von der PDOs mit einem
Lichtmikroskop mit Kamera (5-fache und 10-fache VergroRerung) aufgenommen, um
spater das Wachstum von therapierten und nicht therapierten PDOs zu vergleichen.
Danach wurden die PDOs mit BRAF- und MEK-Inhibitor (Dabrafenib, und Trametinib) in
4 verschiedenen Konzentrationen (1 uM, 0,5 uM, 0,25 yM, und 0,125 uM) therapiert,
wobei fur jede mit einer Konzentration therapierten Gruppe eine nicht therapierte
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Kontrollgruppe gibt. 72 Stunden nach der Therapie wurde der Effekt der Therapie auf die
PDOs gemessen, indem Bilder von den mit den unterschiedlichen Konzentrationen
therapierten und nicht therapierten PDOs aufgenommen wurden und miteinander

verglichen wurden und dann die PDOs fur Cell-Titer-Glo Messung vorbreitet wurden.
1.2.12 Auswertung des Therapieansprechens mittels Cell-Titer-Glo

72 Stunden nach der Therapie wurde in jeder Well 100 pl Cell-Titer-Glo Lésung gut
vermischt und dann fur eine Stunde bei 300/min auf dem Orbital Shaker gestellt.
Anschlie®end wurden 100 pl in den White Nunc Microwell 96-Well, Nunclon Delta-
Treated, Flat-Bottom Microplatte transfriert. Die Lumineszenz wurde mit einem SPARK-
Mikroplate Reader bei einer Integrationszeit von 500 ms gemessen. Die relative Viabilitat
wurde als Prozentsatz, normalisiert auf die Kontrolle, berechnet.

1.3 Ergebnisse
1.3.1 Melanom-Hirnmetastasen Patient-Derived Organoids

Zur Etablierung von PDOs aus Melanom-Hirnmetastasen wurde ein 3D-Kulturprotokoll
entwickelt, das keine extrazellulare Matrix wie Matrigel oder Kollagen erfordert (Abbildung
1A). Insgesamt wurden 8 Proben von Hirnmetastasen eines malignen Melanoms
gewonnen, wovon 7 erfolgreich gemal® dem entwickelten 3D-Kulturprotokoll als PDO-
Kulturen etabliert werden konnten. Die Erfolgsquote betrug 87,5 %. Es gelang, Melanom-
Hirnmetastasen sowohl von unbehandelten als auch von vorbehandelten Patienten zu
kultivieren (Tabelle 5). Die MBM-PDO-Kulturen von den sieben verschiedenen Patienten
zeigten unterschiedlicher Morphologie, die sowohl durch Lichtmikroskopie als auch durch
Hamatoxylin-Eosin (H&E) Farbung sichtbar wurden (Abbildung 1C). Einige dieser
Kulturen wiesen kugelformige Strukturen mit langlichen, klar definierten Randern auf,
wahrend andere abgerundete Strukturen oder weniger strukturierte, nebeneinander
positionierte Organoide zeigten (Abbildung 1C). Die morphologische Varianz innerhalb
der einzelnen MBM-PDOs-Kulturen war dabei sehr gering (Abbildung 3). Um die
Wachstumsrate der MBM-PDOs Kulturen zu Uberwachen, wurden die 2- bis 3-mal pro

Woche mithilfe einer Hellfeldmikroskopie visualisiert und ihr Wachstum dokumentiert.
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Dabei zeigte sich eine Variabilitat der Wachstumsrate zwischen den MBM-PDO-Kulturen
von 7 verschiedenen Patienten. Einige MBM-PDOs-Kulturen wuchsen innerhalb von 10-
14 Tagen exponentiell, bevor sie ein Wachstumsplateau erreichten. Andere Kulturen
vermehrten sich langsamer und erreichten das Plateau nach 20-25 Tagen. Daher
mussten MBM-PDOs mit hoher Proliferationsrate alle 10-14 Tage passagiert werden,
wahrend die langsamer proliferierenden Organoide alle 20-25 Tage passagiert werden
mussten. Zur Beurteilung der Wachstumsrate der MBM-PDOs-Kulturen wurde die
Proliferationsrate der 7 MBM-PDOs-Kulturen anhand der Ki-67-Farbung als niedrig oder
hoch proliferierend eingestuft (< oder > 40 % Ki-67-positive Zellkerne, entsprechend),
ausgewertet. Dabei wiesen 5 MBM-PDOs-Kulturen eine hohe Proliferationsrate auf,

wahrend die anderen beiden Kulturen eine niedrige Proliferationsrate zeigten (Tabelle 6).

Tab. 5: Klinisch-pathologische Merkmale der in der Studie untersuchten Patienten

Merkmale Anzahl (%)
Sex Mannlich 5 (62.5 %)
Weiblich 3 (37.5%)
Lokalisation Frontal 4 (50 %)
Parietal 3 (37.5%)
Okzipital 1(12.5%)
Anzahl der Hirnmetastasen Singular 6 (75 %)
Multiple 2 (25 %)
Extrakraniale Metastasen 0 5 (62.5 %)
Pulmonal 1(12.5%)
Ossar 2 (25 %)
TNM T pTx (Erste Diagnose) 2(25 %)
pT1 0 (0 %)
pT2 1(12.5 %)
pT3 4 (50 %)
pT4 1(12.5%)
N pNO 5 (62.5 %)
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pN1 2 (25 %)
pN2 1(12.5 %)
M pM1 8 (100 %)
Mutation BRAF V600E 5 (62.5 %)
BRAF Wildtyp 3 (37.5%)
Therapie Pra Stereotaktische 3(37.5%)
neurochirurgischen | Radiotherapie
Resektion
Interferon Therapie 2 (25 %)
Kombinierte 3 (37.5%)
Immuntherapie
(Nivolumab,
Ipilimumab
Post BRAF and MEK |2 (25 %)
neurochirurgis | inhibitor (Tafinlar
chen Mekinist)
Resektion
Kombinierte 3 (37.5%)
Immuntherapie
(Nivolumab,
Ipilimumab)

Tab. 6: Quantifizierung der Ki67-Farbung

Fall-Nummer

% of Ki67 positive nuclei

Primartumor PDOs
SA1 70 % 60 %
SA3 50 % 50 %
SA12 40 % 90 %
SA17 10 % 10 %
SA20 5% 5 %
SA34 50 % 45 %
SA41 60 % 50 %
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Abb. 1: (A)

Schematische Darstellung des Workflows zur Herstellung von MBM-PDOs. Das
Tumorgewebe wird in Einzelzellsuspensionen zerlegt und anschliefend in ULA-Platten
kultiviert (erstellt mit Biorender.com). (B) Hellfeldmikroskopische Aufnahmen von PDO-
Kulturen, aufgenommen einen Tag und zehn Tage nach der Kultivierung (Mafstab = 100
um). (C) Hellfeldmikroskopische Aufnahmen (5-fache VergroRerung) sowie Hamatoxylin-
Eosin (H&E) -Farbungen (10-fache VergroRerung) illustrieren die unterschiedlichen
Phanotypen der MBM-PDO-Kulturen. Modifiziert nach (Abedellatif et al., 2024).
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1.3.2 MBM-PDOs bewahren ihren histologischen Merkmalen ihrer Ursprungstumoren

Zum Vergleich der histologischer Merkmale der ursprunglichen Tumoren und der MBM-
PDO-Kulturen wurden immunhistologischen Farbungen durchgefiihrt. Die analysierten
MBM-PDO-Kulturen zeigten eine Expression von Melanom-Markern wie S100, Melan A
und HMB45, die mit der Markerexpression in den urspringlichen Tumorproben
Ubereinstimmt (Abbildung 2). Allerdings konnten die MBM-PDO-Kulturen ihr Tumor-
Immune-Mikroumfeld nicht bewahren, was sich in einer negativen Farbung fir CD4 und
CD8 widerspiegelt (Abbildung 2).

H&E

Melan A
SRS L B

Cch4 CDhs8 Ki67

SA1
Parental Tumor

Organoid

SA12
Parental Tumor

Organoid

SA34
Parental Tumor

Organoid

Abb. 2: Reprasentative Aufnahmen der Hamatoxylin-Eosin (H&E) -Farbung sowie der
immunhistochemischen Farbung fur Melan A, S100, HMB45, CD4, CD8 und Ki67 in
Primartumoren und ihren entsprechenden MBM-PDO-Kulturen (10-fache und 20-fache
VergrofRerung). Modifiziert nach (Abedellatif et al., 2024)

Die MBM-PDO-Kulturen wurden Uber eine durchschnittliche Anzahl von acht Passagen
(mit einer Spanne von vier bis zwolf Passagen) kultiviert. Dabei zeigten die Kulturen nach
mehreren Passagen eine stabile Morphologie sowie eine konstante Expression der

Melanom-typischen Marker (S100 und Melan A) (Abbildung 3).



24

A Light microscopy Melan A $100 B Light microscopy Melan A $100
pictures pictures

PO Day10
P2 Day10

P2 Day10 P1 Day10
P5 Day10 P4 Day10 P3 Day10

P3 Day10

P4 Day10
P6 Day10

Abb. 3: Hellfeldmikroskopische Aufnahmen (5-fache VergroRerung) sowie reprasentative
Bilder der immunhistochemischen Farbungen fur Melan A und S100 (10-fache
VergroRerung) von verschiedenen Passagen veranschaulichen die Stabilitat der
Organoiden-Morphologie und des immunhistochemischen Profils GUber mehrere Passagen
hinweg. (A) SA34 MBM-PDO-Kultur. (B) SA1 MBM-PDO-Kultur. P: Passage. Modifiziert
nach (Abedellatif et al., 2024).

1.3.4 MBM-PDOs-Kulturen reflektieren die Mutationsprofile ihrer Ursprungstumoren

Zur Untersuchung der Mutationsprofile der kultivierten MBM-PDOs und zur Uberpriifung
der Ubereinstimmung mit den urspriinglichen Tumoren wurden die DNAs aus den MBM-
PDO-Kulturen extrahiert und sequenziert. Die Analyse bestatigte, dass die MBM-PDO-
Kulturen die Mutationen aufwiesen, die auch in ihren ursprianglichen Tumoren vorhanden
waren. Funf MBM-PDO-Kulturen enthielten die BRAF V600E-Mutation, wahrend die
verbleibenden zwei Kulturen den BRAF-Wildtyp aufwiesen (Tabelle 7). Bei einem der
sieben Falle wurde jedoch die im ursprunglichen Tumor nachgewiesene POLE-Mutation
in der MBM-PDO-Kultur nicht mehr gefunden. Zudem erwarb eine andere MBM-PDO-
Kultur eine TERT-Mutation, die im Ausgangstumor nicht vorhanden war (Tabelle 7).
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Tab. 7: Mutationsanalyse der Primartumoren und ihrer MBM-PDOs Kulturen.

Fallnummer Primartumor MBM-PDOs Kultur
SA1 BRAF V600 E BRAF V600 E
SA3 BRAF V600 E BRAF V600 E

SA12 BRAF V600 E BRAF V600 E
SA17 BRAF V600 E BRAF V600 E
SA20 BRAF V600 E BRAF V600 E

SA34 BRAF V600 WT BRAF V600 WT
NRAS p.Q61K NRAS p.Q61K

TERT c.146C>T

SA41 BRAF V600 WT T BRAF V600 WT

KIT p.L576P KIT p.L576P
TERT c.146C>T TERT c.146C>T
TERT c.125 124delinsTT TERT c.125 124delinsTT
POLE ¢.1360-1>A

1.3.4 MBM-PDOs zeigen Therapieantwort auf die zielgerichtete Therapie gemal} ihren

Mutationen

Um die kultivierten MBM-PDOs fur Medikamentenscreening-Experimente zu nutzen,
wurde ein Protokoll zur Behandlung der MBM-PDO-Kulturen in 96-Well-Platten sowie zur
Auswertung des Therapieansprechens mittels eines Zellviabilitatsassays etabliert. Die
MBM-PDO-Kulturen wurden Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit vier verschiedenen
Konzentrationen einer kombinierten zielgerichteten Therapie (Dabrafenib, ein BRAF-
Inhibitor, und Trametinib, ein MEK-Inhibitor) behandelt. Die getesteten Konzentrationen
betrugen 1 pM, 0,5 pyM, 0,25 pyM und 0,125 pM. Anschlie3end wurden die Morphologie
der behandelten MBM-PDOs sowie die der Kontrollgruppe mittels Hellfeldmikroskopie
visualisiert und die Zellviabilitat mit dem Cell-Titer-Glo-Assay gemessen (Abbildung 4A).
MBM-PDO-Kulturen mit der BRAF V600E-Mutation sprachen gut auf die Therapie mit
BRAF- und MEK-Inhibitoren an, was sich in einer Reduktion der Zellviabilitat auf weniger
als 50 % und in einer Veranderung ihrer Morphologie zeigte. Im Gegensatz dazu zeigten
die BRAF-Wildtyp-MBM-PDO-Kulturen keine Anzeichen einer Therapieantwort
(Abbildung 4B und C).
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Abb. 4: (A) Grafische Darstellung der in vitro-Plattform fur das Medikamentenscreening
(erstellt mit Biorender). (B) Die Dosis-Wirkungs-Kurve zeigt die Zellviabilitat von MBM-
PDO-Kulturen nach einer 72-stundigen Behandlung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Dabrafenib und Trametinib. Die Zellviabilitat wurde mit dem Cell-
Titer-Glo-Assay (Promega) gemessen und relativ zur Vehikel-Kontrollgruppe normalisiert.
Jede Bedingung wurde in technischen und biologischen Triplikaten durchgefuhrt. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM dargestellt. (C) Hellfeldmikroskopische Aufnahmen
von MBM-PDO-Kulturen, die nach einer 72-stindigen Behandlung mit 1 yM und 0,125



27

MM Dabrafenib und Trametinib sowie einer Vehikel-Kontrollgruppe (obere Reihe) gemacht
wurden (Mafdstab = 100 ym). Modifiziert nach (Abedellatif et al., 2024).

1.4 Diskussion

In den letzten Jahren haben sich Patient-Derived Modelle wie Xenografts, Organoids und
Tumoroids aufgrund ihrer Uberlegenen Reprasentation der Tumorheterogenitat und der
patientenspezifischen biologischen Eigenschaften im Vergleich zu traditionellen Zelllinien
als wertvolle Instrumente fur die Erforschung der Tumorbiologie, die Entwicklung
personalisierter Therapien und das praklinische Medikamentenscreening etabliert (Drost
und Clevers, 2018; Gao et al., 2015; Hidalgo et al., 2014). Von zahlreichen Krebsentitaten,
wie beispielsweise das Pankreaskarzinom (Boj et al., 2015), Bronchialkarzinom (Kim et
al., 2019), Mammakarzinom (Sachs et al., 2018), und Kolorektalkarzinom (Ganesh et al.,
2019) wurden Patient-Derived Organoide etabliet und in verschiedenen
Forschungsbereichen verwendet, wahrend nur ganz wenige Daten Uber die Etablierung
der PDOs von primaren und metastasierten malignem Melanom zum Vergleich zu den
anderen Krebsentitaten zurzeit zur Verfugung stehen. (Sun et al., 2023) beschrieb
Organoide, die aus primaren mukosalen Melanomen gewonnen wurden. Diese Organoide
behielten die histologischen und molekularen Merkmale der primaren Tumoren bei und
konnten zur Bewertung von Therapieansprechen genutzt werden. Unsere Arbeit stellt
unseres Wissens nach die erste umfassende Studie zur Etablierung von
patientenabgeleiteten Organoiden aus Melanom-Hirnmetastasen dar. Bisher sind in der
wissenschaftlichen Literatur keine Daten oder Publikationen verfugbar, die sich mit der
erfolgreichen Etablierung dieser PDOs aus Melanom-Hirnmetastasen beschaftigen. Wir
konnten erfolgreich 7 Proben aus 8 Proben Melanom-Hirnmetastasen als PDOs
kultivieren, die die histologischen Merkmale und die Mutationsprofile ihrer urspringlichen
Tumoren beibehalten und widerspiegeln. Einer der acht Falle konnte nicht kultiviert
werden; dafur sind verschiedenen Grunde mdglich. Dieser Fall war eine rezidivierende
Metastase nach vorheriger Resektion, was moglicherweise zu einer schlechten
Probenqualitat fuhrt.

Interesserweise zeigten die MBM-PDOs aus Proben von sieben verschiedenen Patienten
unterschiedliche Phanotypen. Diese Variabilitat in der Morphologie der PDOs von den
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verschiedenen Patienten konnte auf genetische Heterogenitat, Unterschiede im
Tumormikromilieu sowie auf die spezifische Zellzusammensetzung der jeweiligen
Tumoren zuruckzufuhren sein (Tiriac et al., 2018). Zusatzlich zeigten die MBM-PDO-
Kulturen unterschiedliche Proliferationsraten, was durch immunhistochemische Farbung
mit Ki-67 bestatigt wurde. Diese Proliferationsraten entsprachen denen der
urspriinglichen Tumoren. Um die weitere Ubereinstimmung der PDO-Kulturen mit ihren
ursprunglichen Tumoren zu untersuchen, wurden die Mutationen der MBM-PDOs
analysiert und mit den ursprunglichen Tumoren verglichen. Wie erwartet, behielten die
MBM-PDO-Kulturen die Mutationen ihrer Ursprungs-Tumoren bei: funf PDOs wiesen die
BRAF V600E-Mutation auf, wahrend die anderen zwei PDOs BRAF V600E-Wildtyp
waren. Nennenswerterweise wiesen beide BRAF-Wildtyp-PDO-Kulturen TERT-
Promotermutationen auf, die in 69 % der Melanome vorkommen und mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind (Blanco-Garcia et al., 2023). Die haufigste TERT-
Promotermutation bei primaren und metastasierten malignen Melanomen ist die C250T
TERT-mutation, die haufig mit NRAS-Mutationen assoziiert ist (Blanco-Garcia et al.,
2023). Diese Assoziation von C250T TERT-mutation mit der NRAS-Mutation wurde in
einer der PDO-Kulturen nachgewiesen. Um die enge molekulare Ahnlichkeit zwischen
den Melanom-Hirnmetastasen-PDOs (MBM-PDOs) und ihrem urspringlichen Gewebe zu
demonstrieren, konnten die Transkriptomprofile der MBM-PDOs sowie des
ursprunglichen Tumorgewebes durch Bulk-RNA-Sequenzierung analysiert und

miteinander verglichen werden.

Es ist bekannt, dass bei 60 bis 70 % der Falle die Metastasierung von malignem Melanom
ins Gehirn zum Tod fuhrt (Gutzmer et al., 2020). Das Gesamtuberleben der Patienten hat
sich seit der Einfuhrung von Tyrosinkinase-Inhibitoren und MAPK-Inhibitoren zur
Behandlung von metastasierten Melanomen deutlich verbessert. Bei Patienten mit BRAF
V600E- und V600K-mutiertem metastasiertem Melanom wurden zwei klinische Studien,
COMBI-d und COMBI-v, durchgefuhrt, um die Wirksamkeit und Sicherheit der
kombinierten targeted therapy mit Dabrafenib (einem BRAF-Inhibitor) und Trametinib
(einem MEK-Inhibitor) zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigten eine 5-Jahres-
Gesamtuberlebensrate von 34 % und eine mediane Gesamtuberlebenszeit von 25,9
Monaten fur die kombinierte zielgerichtete Therapie mit Dabrafenib und Trametinib
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(Robert et al., 2019a). Die kombinierte zielgerichtete Therapie mit Dabrafenib und
Trametinib erwies sich auch bei BRAF V600-mutierten Melanom-Hirnmetastasen als
wirksam. Allerdings waren die Ansprechraten bei dieser Therapie bei Hirnmetastasen
geringer als bei extrakraniellen Metastasen (Davies et al., 2017). Das Gesamtuberleben
bei BRAF V600E- oder V600K-mutierten Melanom-Hirnmetastasen, die mit Dabrafenib
und Trametinib als Erstlinientherapie behandelt wurden, wurde in der klinischen COMBI-
r-Studie untersucht und betrug 10,8 Monate (Berking et al., 2023).

Die jungsten Fortschritte in der 3D-Kultivierungstechnologie, insbesondere durch die
Entwicklung von Organoiden, bieten vielversprechende Werkzeuge fur verschiedene
medizinische Anwendungen. Diese Kulturen zeichnen sich durch ihre enge
Ubereinstimmung mit den Originaltumoren aus, aus denen sie geziichtet wurden. Sie
ermoglichen die Entwicklung und Prufung potenziell patientenspezifischer Arzneimittel
und kdnnen dazu beitragen, Vorhersagen Uber das Therapieansprechen zu treffen, die
fur die individuelle Patientenbehandlung von Bedeutung sind (Drost und Clevers, 2018).
Dieses Potenzial der Organoide wurde genutzt, indem MBM-PDO-Kulturen als in-vitro-
Plattform zur Evaluierung der Wirksamkeit der zielgerichteten Therapien eingesetzt
wurden. Zu diesem Zweck wurden vier PDOs in 96-Well-Platten kultiviert und mit
verschiedenen Konzentrationen der kombinierten Therapie aus Dabrafenib und
Trametinib behandelt. Unsere Erwartungen sowie die Beschreibung von (Sun et al., 2023)
in ihrer Publikation, dass eine Korrelation zwischen dem Ansprechen auf die kombinierte
Therapie mit Dabrafenib und Trametinib in den Organoid-Kulturen und dem
Mutationsstatus der Tumoren besteht, wurden in den von uns durchgefuhrten Versuchen
bestatigt. Die zwei BRAF V600E mutierte MBM-PDOs-Kulturen zeigten eine sehr gute
Reaktion auf die Kombinationstherapie, wahrend die zwei anderen BRAF-Wildtyp
Kulturen unempfindlich waren. Obwohl eine BRAF-Wildtyp-MBM-PDO-Kultur eine NRAS-
Mutation aufwies und mit einem MEK-Inhibitor in Kombination mit einem BRAF-Inhibitor
behandelt wurde, zeigte sie Uberraschenderweise kein Ansprechen auf die Therapie.
Dieses Ergebnis verdeutlicht die individuelle Variabilitat der Patientenreaktionen auf die
zielgerichtete Therapie in diesem in vitro-Modell. Die enge Ubereinstimmung dieses 3D-
Modells der Melanom-Hirnmetastasen mit den ursprianglichen Tumoren — einschliel3lich

der Inter-Patienten-Variabilitat in Phanotyp, Proliferationsrate sowie genetischer
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Heterogenitat und biologischer Eigenschaften der Originaltumoren — bietet eine
leistungsfahige in-vitro-Plattform. Diese Plattform erweist sich als besonders wertvoll fur
verschiedene Forschungsbereiche, insbesondere fur die Entwicklung und Validierung
personalisierter Therapie sowie fur die Vorhersage des Therapieansprechens bei
Patienten. Dennoch sind die wesentlichen Einschrankungen und Herausforderungen
dieses Modells zu beachten. Ein wesentlicher Nachteil besteht im Fehlen eines
Tumormikromilieus (TME), einschlie3lich Immunzellen und Vaskularisierung, was die
Moglichkeit einschrankt, Tumor-Immun-Interaktionen zu untersuchen und die
Auswirkungen des TME auf das Therapieansprechen zu evaluieren. Es gibt jedoch bereits
wissenschaftliche Daten und Literatur, die potenzielle Ansatze zur Uberwindung des
Fehlens von Immunzellen in diesem Modell bieten. Beispielsweise konnten Organoid-
Modelle durch den Transfer autologer oder allogener Immunzellen erganzt und als Co-
Kulturen optimiert werden (Yuan et al., 2022). Zudem konnte die Zugabe spezifischer
Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie Interleukin-2 (IL-2), in Betracht gezogen werden,
um die Lebensfahigkeit und Proliferation von Immunzellen innerhalb der Organoide zu

verbessern (Neal et al., 2018).
1.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten Patient-Derived Organoids (PDOs) effizient aus Melanom-
Hirnmetastasen (MBMs) kultiviert und etabliert werden. Diese PDOs bewahrten Uber
mehrere Passagen hinweg sowohl die histopathologischen Merkmale als auch die
spezifischen Mutationsprofile ihrer Ursprungsmetastasen. Die etablierten MBM-PDO-
Kulturen erwiesen sich als geeignet fur in vitro Therapie-Experimente, was die Bedeutung
patientenspezifischer Modelle in der praklinischen Forschung und der personalisierten

Arzneimittelentwicklung eindrucksvoll unterstreicht.
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