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Zusammenfassung

Einleitung

Wie die Corona-Pandemie gezeigt hat, konnen mRNA-Impfstoffe einen vielfaltigen
Anwendungsbereich haben. So wurde bereits vor der Pandemie daran gearbeitet, mRNA-
Impfstoffe bei Krebserkrankungen zu erforschen. Jedoch hat es bis heute keine Zulassung
fiir einen mRNA-Impfstoff in der Krebstherapie gegeben. Das mag vor allem an der
komplizierten Krebsbiologie liegen, jedoch auch an der Tatsache, dass eigentlich gegen
Korpereigene Zellen geimpft werden sollte.

Das Ziel dieser Arbeit war es einen Uberblick dariiber zu verschaffen, wie mRNA-
Impfstoffe funktionieren und was das dahinterliegende Konzept ist. Weiters soll gezeigt
werden, welche Krebsarten sich fiir einen mRNA-Impfstoff eignen wiirden bzw. welche

Gene.

Material und Methoden

Es wurde der komplette Datensatz (RNASeq-Daten von 53 verschiedenen Gewebearten)
von gtexportal.org heruntergeladen und mittels R Script wurden die Expressionsdaten
analysiert. In einem zweiten Schritt wurde eine PubMed-Abfrage gemacht, um die

gefundenen Gene in Zusammenhang mit der derzeitigen Literatur zu setzen.

Resultate

Insgesamt wurden in GetEx-Datenbank 56.200 Gene in 53 Gewebetypen untersucht
gefunden. 33518 Gene wurden aus der Analyse exkludiert, da sie zu hohe
Expressionswerte in kritischen Gewebetypen zeigten (Gehirn und Herz). Nachdem nur
Gene genommen wurden, die eine ubiquitdre Expression in nur einem Gen hatten, blieben
3428 Gene librig, wovon 581 Protein-codierende Gene waren. In der PubMed-Abfrage gab
es fiir die Gene GIP (n=5572), F9 (n=4935), IL21 (n=3908), LCT (n=2527) und ZAN
(n=1989) die meisten Eintrige.

Schlussfolgerung
Die mRNA-Impfung ist eine mogliche therapeutische Option mit enorm groem Potential.
Die Liste der moglichen Gene ist allerdings endenwollende, sofern man nicht zu viele Off-

Target-Effekte in Kauf nehmen mochte.
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Abstract

Introduction

As the corona pandemic has shown, mRNA vaccines can have a wide range of
applications. For example, even before the pandemic, research was being carried out into
mRNA vaccines for cancer. However, to date there has been no approval for an mRNA
vaccine in cancer therapy. This may be mainly due to the complicated biology of cancer,
but also to the fact that vaccines should actually be used against the body's own cells.

The aim of this thesis was to provide an overview of how mRNA vaccines work and what
the underlying concept is. Furthermore, it should be shown which types of cancer would be

suitable for an mRNA vaccine and which genes.

Material and methods
The complete data set (RNASeq data of 53 different tissue types) was downloaded from
gtexportal.org and the expression data was analyzed using R Script. In a second step, a

PubMed query was performed to correlate the found genes with the current literature.

Results

A total of 56,200 genes in 53 tissue types were found in the GetEx database. 33518 genes
were excluded from the analysis because they showed too high expression levels in critical
tissue types (brain and heart). After taking only genes that had ubiquitous expression in
only one gene, 3428 genes remained, of which 581 were protein-coding genes. In the
PubMed query, the genes GIP (n=5572), F9 (n=4935), IL21 (n=3908), LCT (n=2527) and
ZAN (n=1989) had the most entries.

Conclusion

mRNA vaccination is an possible therapeutic option with enormous potential. However, the

list of possible genes is endless if one does not want to accept too many off-target effects.
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1. Einleitung

Bei dieser Diplomarbeit wird die aktuelle Entwicklung rund um die Technologie der
mRNA-Impfstoffe dargestellt. Es wird darauf eingegangen, wie der Impfstoff designed,
wie er in die Zelle gelangt und wie das Immunsystem auf ihn reagiert. Dann werden
Proteine aus Datenbanken analysiert und deren Affinitit zu unterschiedlichen Geweben
untersucht. Diese Proteine stellen mogliche Angriffspunkte fiir mRNA-Impfstoffe dar und
daraus kdnnen dann auch die Nebenwirkungen und Limitationen abgeleitet werden. Doch
bevor man sich mit der mRNA-Impfstofftechnologie auseinandersetzt, sollte man sich mit
den Grundlagen beschéftigen. Aus diesem Grund wird bei dieser Diplomarbeit das
menschliche Erbgut und die Proteinbiosynthese erldutert. Erst dann erfolgt die Ausfiihrung

iber die Funktionsweise von mRNA-Impfstoffen.

2. Das menschliche Erbgut

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist der Triger des menschlichen Erbguts. Die
Ribonukleinsédure spielt eine wichtige Rolle bei der Proteinbiosynthese. Die DNA ist aus
einem Doppelstrang aufgebaut und enthélt folgende Komponenten:

1)Purin- oder Pyrimidinbase

2) Zuckermolekiil 2" Desoxyribose

3) Phosphatrest (1-3)



NH> |
Base
=
j\ | (Cytosin)
0" °N ]
5‘
Phosphatrest{ P)—O0—CH; g
Zucker
3 (Desoxyribose)
OH

Zucker + Base = Nukleosid
Nukleosid + = Nukleotid

Abbildung 1: Aufbau eines Nukleotids.
(1) Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017

Das Zuckermolekiil ist iiber das Ci-Atom iiber eine Stickstoffverbindung mit der Base
verbunden. Das Cs des Zuckermolekiils ist mit Phosphorséure iiber eine OH-Gruppe
verestert. Diese Phosphatgruppe ist mit dem Cs-Atom des anderen Zuckermolekiils
verbunden. (1-3)

Das Zuckermolekiil in Kombination mit einer Base wird als Nukleosid bezeichnet. Ein
Nukleosid mit der Phosphatgruppe wird als Nukleotid bezeichnet. Uber die C3-Cs-
Phosphorsédurediesterbindungen sind Nukleotide zu einem Strang verkniipft. Diese beiden
Strénge sind antiparallel zueinander ausgerichtet und bilden eine alpha-Doppelhelix. (1-3)
Die Enden der Strange haben ein 3'-Ende, bei der die OH-Gruppe des C3 nicht verestert ist
und ein 5'-Ende, bei der die Phosphorsiduregruppe am Cs nicht verestert ist. Die Stringe
sind komplementér {iber Basen miteinander verbunden. (1-3) Das Adenin eines Stranges
ist iiber zwei Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Thymin des anderen Stranges
verbunden. Cytosin ist iiber drei Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Guanin des

anderen Stranges verbunden. (1-3)



Guanin Cytosin

Abbildung 2: Bindung der DNA-
Basen.

(1) Murken, Jan; Grimm,Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

DNA-Doppelstrang DNA-Doppelstrang
(= eindimensionale Struktur) (= dreidimensionale Struktur)

Abbildung 3: Aufbau der DNA-Doppelhelix.
(1) Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

Die RNA (Ribonukleinsdure) hat im Gegensatz zur DNA, Ribose als Zuckermolekiil und
ist — im Gegensatz zur DNA — einzelstrangig. In seltenen Fillen weist auch sie
intrahelikale Strukturen auf. Statt Thymin enthilt die RNA die Base Uracil. (1-4) Man

unterscheidet dabei unterschiedliche RNA-Formen.



a) Die Messenger-RNA (mRNA) dient als Boten-RNA wihrend der Transkription der
Proteinbiosynthese.

b) Ribosomale RNA (rRNA) ist am Aufbau von Ribosomen beteiligt.

¢) Transfer-RNA (tRNA) ist an der Translation der Proteinbiosynthese beteiligt. Sie
transportiert die Aminosduren zu den Ribosomen.

d) Die small nuclear RNA entfernt Introns (nicht codierte Abschnitte der DNA).

e) Die small nucleolar RNA steuern Basenmodifikationen

f) Die Antisense-RNA kann die Translation verhindern, indem sie die mRNA blockieren.
(1-3)

Die DNA befindet sich im Zellkern der menschlichen Zellen und zwar kondensiert in Form
von Chromosomen. Die Abfolge der Basen macht dabei den genetischen Code aus. Drei
Nukleotide kodieren fiir eine Aminosédure. (1-3) Es gibt zwar 21 Aminoséuren, jedoch gibt
es mehr Kodierungsmoglichkeiten. (1-3) Eine Aminosdure kann also durch mehrere
Basenabfolgen kodiert werden. Die Gene konnen jedoch auch nicht kodierte Abschnitte
(Introns) und kodierte Abschnitte (Exons) enthalten. Die Introns werden nach der

Transkription aus der DNA durch Splicing entfernt. (1-3)

3. Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese spielt eine wichtige Rolle in der Technologie der mRNA-
Impfstoffe. Aus diesem Grund wird die Proteinbiosynthese in diesem Teil erldutert, damit
die Wirkungsweise der mRNA-Impfstoffe besser nachvollziehbar ist.

Die beiden Hauptprozesse der Proteinbiosynthese sind Transkription und Translation. Das
Ergebnis dieses Prozesses ist dann ein fertiges Protein, welches aus der DNA und dann

spéter der mRNA abgelesen wurde.

3.1. Transkription

Die Transkription findet im Zellkern statt. Dort werden rRNA, tRNA und mRNA
synthetisiert. Es wird eine RNA synthetisiert, indem die DNA an einem Strang abgelesen
und ein neuer Anti-Sense-RNA-Strang synthetisiert wird. (1-3) Die Transkription der



RNAs erfolgt dabei durch die Enzyme der Polymerase Familie. Polymerase I transkribiert
rRNA, Polymerase II die mRNA und Polymerase III die tRNA. (1-3)

Die Transkription beginnt damit, dass Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion der
DNA binden. Der Promotor ist dabei eine spezifische Nukleotidabfolge, an dem die
Transkription beginnt. (1-3) Die Promotorregion enthilt dabei eine sogenannte ,,TATA-
Box“. (1-3) An diese binden die Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase und
diese bilden einen ,,Transkriptions-Initiationskomplex*. (1,3) Danach wird die RNA-
Polymerase phosphoryliert, wodurch diese aus dem Transkriptions-Initiationskomplex
freigesetzt wird. Reguliert wird die Transkription dabei durch genregulatorische
Sequenzen. (1,3)

Durch Schleifenbildung kommen sie {iber ein Genregulatorprotein mit dem Promotor in
Beriihrung. Unter diesen Sequenzen gibt es Enhancer, welche die RNA-Polymerase
verstirken und Silencer, welche die RNA-Polymerase abschwichen. (1,3) Gene konnen
auch durch Methylierung reguliert werden. Dabei werden Cytosinreste methyliert. Das Gen
hinter der methylierten Region wird dadurch seltener abgelesen. Auf diese Weise konnen
nicht mehr benutze Gene permanent inaktiviert werden. (1,3)

Die RNA-Synthese beginnt dabei 25 Nukleotide stromabwirts von der TATA-Box.

Am sogenannten codogenen Strang erfolgt das Ablesen der DNA. Dies erfolgt vom 3'-
Ende zum 5’-Ende. Dadurch wird der RNA-Strang in 5°-3"-Richtung synthetisiert. (1-3)
Der RNA-Strang enthélt dann die komplementiren Basen des codogenen DNA-Stranges.
Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin des DNA-Stranges werden entsprechend an der

RNA zu Uracil, Guanin, Cytosin und Adenin transkribiert. (1-3)

PP ATP

5'\(;s wachsende RNA-Kette PP GTPCTP

Usp PP urpATP
C. PP e

U, T-A- “A=T=T=

3'= C—A-T—(li—(li—/?\/ ; S g g 3 I\ I\ EQG\/?\_|C_T_C_C_G T=5
5= G=T=A= (=G T _T-G-A-G-G-C-A-3
A=T=C=A=T=-A=A=-G~C

Abbildung 4: Entstehung des mRNA-Stranges.

(3)Nordheim, Alfred; Knippers R. Molekulare Genetik. 11th ed. Thieme; 2018.
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Abbildung 5: Bildung der reifen mRNA durch Splicing
(1)Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch

Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

Wie bereits erwihnt enthdlt die RNA Uracil statt Thymin, weswegen Adenin zu Uracil
transkribiert wird. Nach Passieren des ,,Polyadenylierungssignals® endet die Transkription.
(1-3) Die gerade erwédhnten Prozesse spielen in allen RNAs ab. Die nachfolgenden
Prozesse betreffen die mRNA.

An die mRNA wird eine sogenannte ,,CAP-Struktur angehéngt. (1,3) Diese schiitzt die
mRNA vor enzymatischen Abbau der 5°-3"-Exonukleasen und ermoglicht die Bindung an
das 80s-Ribosom wéhrend der Translation. (1,3) Am 3’-Ende wird dann eine
Polyadenylierung vollzogen. Die Poly-A-Polymerase erkennt die Signalsequenz AAUAAA
und verldngert diese. Es entsteht ein Poly-A-Schwanz. Dieser verleiht der mRNA Stabilitét
und ldngere Halbwertszeit, indem es die mRNA vor enzymatischen Abbau der
Ribonukleasen schiitzt. (1,3—5) Die entstandene mRNA ist allerdings noch unreif, womit es
sich hierbei also um eine pra-mRNA handelt. (1,3)

Im néchsten Schritt erfolgt das Splicing, wo aus der unreifen pri-mRNA die mRNA
entsteht. In diesem Schritt werden die Introns durch Spliceosome herausgeschnitten und
Exons miteinander verkniipft. Bei den Spliceosomen handelt es sich dabei um einen
Komplex aus sn-RNA und Proteinen. (1,3)

»Alternatives Splicing® kommt jedoch auch vor. D.h. Introns miissen nicht zwangsweise
herausgeschnitten werden bzw. Exons kdnnen auch entfernt werden. Dadurch ist es

moglich aus einem Gen unterschiedliche Genprodukte zu translatieren. (1,3)
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Abbildung 6: Bildung des Transkriptions-Initiationskomplexes.

(1) Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

3.2. Translation

Die Translation findet an den Ribosomen statt. Sie besteht aus Initiation, Elongation und
Termination. Das Ribosom enthélt eine grofle und eine kleine Untereinheit. An der kleinen
Untereinheit befinden sich der Akzeptor-, Peptidyl- und Exitbereich. (1-3)

Bei der Initiation entsteht zunéchst der Initiationskomplex aus der mRNA, tRNA und der
kleinen Untereinheit des Ribosoms. Die kleine Untereinheit erkennt die CAP-Struktur der
mRNA. (1,3) Danach erkennt die kleine Untereinheit die Startsequenz (AUG). Diese
Sequenz befindet sich nun an dem P-Bereich der kleinen Untereinheit (Peptidylbereich)
des Ribosoms. Danach bindet die tRNA mit den komplementidren Basen (UAC) an die
AUG-Sequenz der mRNA, wo sich am anderen Ende die dazu passende Aminoséure
befindet, womit der Initiationskomplex nun vollstdndig ist. An diesen bindet dann die

grof3e Untereinheit des Ribosoms. (1,3)
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Abbildung 7: Beginn der Translation.

(1) Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

Bei der Elongation wird die mRNA weiter in 5°-3 -Richtung abgelesen und hierbei werden
drei Basen in Form von Triplets abgelesen. Die ndchste tRNA bindet mit ihren
komplementiren Basen an den A-Bereich (Akzeptor) des Ribosoms, wo sich an ihrem
Ende die passende Aminosdure befindet. (1-3) Die Aminosduren aus dem A- und P-
Bereich werden durch die Peptidyltransferase miteinander verkniipft. (1,3) Die tRNA am
P-Bereich verlédsst nun das Ribosom iiber den E-Bereich und das Ribosom verlagert sich
um ein Triplet weiter. Die tRNA im A-Bereich verlagert sich nun in den P-Bereich. Der A-
Bereich ist nun wieder frei. An diesen bindet wieder eine neue tRNA mit komplementéren
Basen und der dazu passenden Aminosédure am anderen Ende. Die neue Aminosédure wird

dann mit den restlichen verkniipft und diese Prozedur setzt sich dann genauso weiter fort.

(1-3)
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Abbildung 8: Elongation der Translation.
(1) Murken, Jan; Grimm,Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

Bei der Termination erreicht das Ribosom ein Stopp-Codon. Fiir diese Sequenz gibt es
keine passenden tRNA-Molekiile und folglich bleibt der A-Bereich leer. Die
Peptidyltransferase wird dann durch Release-Faktoren blockiert, wodurch dann schlieBlich

das Ribosom zerfallt und das Protein freigesetzt wird. (1-3)
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Abbildung 9: Termination der Translation.

(3)Nordheim, Alfred; Knippers R. Molekulare Genetik. 11th ed. Thieme; 2018.

Damit die tRNA die richtige Aminoséure transportiert, muss sie erst mit der richtigen
Aminosdure beladen werden, woflir die Aminoacryl-tRNA-Synthetasen zustindig sind. Sie
weisen zweil Bindungsstellen auf: An die eine lagert sich die tRNA an und an

die andere die Aminosiure. (1,3) Die Carbonsduregruppe der Aminosdure wird dann mit
der OH-Gruppe der Ribose aus der tRNA verestert. Die freiwerdende Energie wird dann
fiir die Peptidbindung genutzt. Die Aminoacryl-tRNA-Synthetasen ist dabei spezifisch fiir

eine Aminosdure, wobei sie jedoch spezifisch fiir mehrere tRNAs sein kann. (1,3)
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(1)Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

3.3. Regulation der Translation

Die Translation kann reguliert werden, indem der Transport der mRNA aus dem Zellkern
in das Zytoplasma kontrolliert wird, da die Translation nur stattfinden kann, wenn die
mRNA den Zellkern verldsst. (1,3) Auch die Ribosomenanzahl spielt dabei eine wichtige
Rolle. Denn je mehr Ribosomen an der mRNA andocken, desto mehr Proteine konnen
synthetisiert werden. (1,3) Die Lokalisation der mRNA kann ebenfalls einen Einfluss
darauf haben, dass die Proteine an einer bestimmten Stelle im Zytoplasma entstehen.
Bestandteile des Zytoskeletts steuern dabei den Transport der mRNA aus dem Zellkern und
fixieren diese am Zielpunkt des Zytoplasmas. (1,3)

Weiters gibt es ,,Untranslatierte Regionen (UTRs/Untranslated Regions). Es handelt sich
dabei um regulatorische Sequenzen am 3’- und 5"-Ende. (1,3,5,6)

In 5°-UTR befinden sich kurze ORFs. (Open Reading Frame). Ein ORF ist ein Bereich

zwischen dem Start- und Stoppcodon. Durch diese kurzen ORFs kann die Translation zwar
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beginnen, jedoch endet sie vorzeitig. (1,3,5,6) Am 5°-UTR entstehen auch stabile
Sekundirstrukturen, die als ,,Stem-Loops* bezeichnet werden. (1,3) An diesen Stem-Loops
konnen regulatorische Proteine binden und die Translation somit blockieren. Am 5°-UTR
befinden sich sogenannte IRES (Internal Ribosome Entry Sites) in der Ndhe des
Startcodons. (1,3) Diese ermdglichen den Translationsstart unabhiangig von der CAP-
Struktur. Am 3’-UTR befindet ein sogenanntes zytoplasmatisches
Polyadenylierungselement, {iber welches spezifische Proteine binden kénnen und es zu
einer Adenylierung kommt. (1,3) Dies verleiht der mRNA Stabilitdt, wodurch die
Translation ausgeldst wird. Am 3'-UTR gibt es ebenfalls Stem-loops, an welchen auch
Proteine binden konnen, was dann in weiterer Folge zu einer Stabilisierung der mRNA

fiihrt und diese vor Abbau geschiitzt wird. (1,3)

regulatorisches

Protein
IRES regulatorisches
3 ﬁ Protein
Stem-loop ; Stem-loop
5 CAP-~—" i AAAAAAA 3
kurzer kodierender zytoplasmatisches
upstream ORF Bereich Polyadenylierungselement
ke J [ORF] e J
5%“UTR 3-UTR

= Férderung der Translation
= Hemmung der Translation

Abbildung 11: Fordernde und hemmende mRNA-Sequenzen.

(1)Murken, Jan; Grimm, Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

3.4. Modifikation von Proteinen

Viele Proteine sind nach der Translation noch nicht funktionsféhig. Sie werden mit
funktionellen Gruppen verkniipft, wodurch sie erst zu reifen Proteinen reifen.

Es kommt dabei zu: (1,3,4)

- Acetylierung/Methylierung: Methyltransferasen hingen Acetyl/Methylgruppen an die

Aminosédure Arginin. Dieser Prozess kommt z.B. oft bei Histonen vor. Es handelt sich

12



dabei um Proteine, die fiir die ,,Verpackung® der DNA und die Expression mancher Gene
zustindig sind. Je nach Lage der Acetyl/Methylgruppen entsteht ein Signal fiir das An-
oder Abschalten eines Gens. (1,3)

- Phosphorylierung: Proteine werden durch die Proteinkinase an Serin-, Threonin- oder
Tyrosinresten des Proteins phosphoryliert, wodurch am Protein ein neuer Funktionszustand
entsteht. (1,3)

- Acylierung: Es werden Fettsduren an das Protein verkniipft, wodurch ein Lipoprotein
entsteht, womit sie dann als Membrananker fungieren.

- Adenylierung/Uridylierung: Es kommt zur Addition von AMP und UMP. Dadurch wird
die Aktivitdt der Proteine reguliert.

- Hydroxylierung: OH-Gruppen werden an Prolin- und Lysinreste angehéngt.

- Jodinierung: An Schilddriisenhormone wird Jod an Tyrosin gebunden, wodurch die
Schilddriisenhormone erst aktiv werden.

- Sulfatierung: Es werden Sulfatgruppen an Tyrosin angehédngt, wodurch schwefelhaltige

Glykoproteine und Proteoglykane hergestellt werden konnen. (1,3)

3.5. Transport von Proteinen

Manche gebildete Proteine verbleiben in der Zelle und andere werden aus der Zelle
transportiert. Das sind z.B. Membranproteine oder Proteine fiir Lysosomen. Diese Proteine
miissen aber vorher an den Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums (ER) gebildet
werden. Der Transport in der Zelle wird dabei von Signalsequenzen gesteuert.

Das Protein besitzt eine Signalpeptidsequenz, woran ein Signalerkennungspartikel (SRP)
bindet, wodurch die Translation vorerst gestoppt wird. (1,3) Die SRP binden dann an den
SRP-Rezeptor, welcher sich in der Membran des ER befindet. Das gebildete Protein
gelangt dann in das Lumen des ER und das SRP 16st sich ab. Schlielich wird die
Signalsequenz von der Signalpeptidase abgespalten. (1,3)

Im ER konnen Proteine auch in die Membran eingelagert werden, wo es auch zur
Glykosylierung kommt. Bei der N-Glykosylierung wird ein aus 14 Zuckermolekiilen
bestehender ,,Kohlenhydratbaum* an die Asparginseitenkette des Proteins angefiigt. (1,3)
Das Protein kann evtl. noch weiter glykosyliert werden. Die O-Glykosylierung erfolgt dann
im  Golci-Apparat und schlieBlich konnen auch Disulfidbriicken zwischen

Cysteinseitenketten gebildet werden. (1,3)
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Eine weitere wichtige Funktion ist die Faltung der Proteine, welche die Chaperonen
durchfiihren. Sie unterstiitzen energetisch giinstigere Faltungswege, wodurch eine

Tertidrstruktur am Protein entsteht. (1,3)

Signalsequenz O

Zytosol

Signalpeptidase

SRP-Rezeptor

Lumen des ER

ER-Membran
Abbildung 12: Transport des Proteins zum ER

(1)Murken, Jan; Grimm,Tiemo; Holinski-Feder, Elke; Zerres K. Taschenlehrbuch
Humangenetik. 9th ed. Thieme; 2017.

3.6. Initiierung der Proteinbiosynthese

Es gibt jedoch auch einen 7G-Cap-abhédngigen Weg der Initiierung der Proteinbiosynthese.
Daran sind 80S-Ribosom mit einer Boten-RNA (mRNA) und einer Initiator-Methionyl-
Transfer-RNA (Met-tRNA1) beteiligt. Mindestens 12 spezielle Proteine, die so genannten
eukaryotischen Initiationsfaktoren (elFs), regulieren diesen Prozess. (3,6)

Dieser Prozess besteht dabei aus folgenden Schritten:

1. Aktivierung von elF2 durch elF2B. Es entsteht dabei ein ternérer Komplex (TC) aus
elF2-GTP und Met-tRNAi, was die Initiierung der Translation ermdglicht.
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2. mRNA-Rekrutierung und Scanning. Es erfolgt eine Bindung von elF4F an die m7G-
Kappe der mRNA. Danach wird 43S-PIC entlang der mRNA gescannt.

3. AUG-Erkennung: Nach dem Scannen erkennt PIC das AUG-Codon. Es kommt dann zu
Konformationsédnderungen im PIC und der Bildung des 80S-Ribosoms.

4. elF2-GTP-Hydrolyse: elF2-GDP wird aus dem 48S-Komplex freigesetzt.

5. Verbindung der 60S-Untereinheiten: 60S-Untereinheit wird mit dem 48S-Komplex
verbunden. Es entsteht das 80S-Ribosom und dadurch beginnt die Elongationsphase der
Translation. (1,3,6)
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Abbildung 13: Grobe Darstellung der Translationsinitiation.

(6)Merrick WC, Pavitt GD. Protein Synthesis Initiation in Eukaryotic Cells. Cold Spring

Harb Perspect Biol [Internet].

3.6.1. mRNA-Rekrutierung und Scanning

Bei der mRNA-Rekrutierung spielen elF4A, elF4B, elF4E und elF4G eine wichtige Rolle.
elF4E ist dabei fiir die m7G-Kappenerkennung zustindig. (6) eI[F4E-bindende Proteine
(4E-BPs) begrenzen dabei den Zugang zu elF4E zu elF4G. 4E-BPs binden dabei an elF4E

16



durch Phosphorylierung, wodurch sich die Struktur des Bindungsproteins verdndert, so
dass es elF4E nicht mehr binden kann. Ohne die Bindung von 4E-BP kommt es dann zu
einer Interaktion zwischen elF4E und elF4G. Dabei erhoht elF4G die Affinitét von elF4E
fiir die m7G-Kappe. (6)

An elF4G konnen viele Translationsfaktoren und mRNA binden. AuBBerdem kann es den
elFAF/mRNA/PABP-Komplex auch iiber elF3 mit dem 43S-PIC verbinden. (6)

Dann ist noch eIF4A zu erwihnen. Zu den charakteristischen Aktivititen von el[F4A
gehoren: ATP-abhingige Retention von RNA auf Nitrocellulose-Filtern und die RNA-
abhingige ATP-Hydrolyse. Der elF4F-Komplex kann auch diese Aufgaben erfiillen, wobei
seine Aktivitdt jedoch hoher ist. Durch diese Aktivierungssteigerung steigt die
Bindungsfihigkeit und die Effizienz. eIF4B steigert dabei die Aktivitit von el[F4A und
elF4F. (6)

Damit ein RNA-Einzelstrang in den mRNA-Kanal auf dem 43S-PIC geladen werden kann,
muss die Sekundérstruktur von der mRNA reduziert und das Protein von der RNA getrennt
werden, was von elF4A ausgefiihrt wird. (6) Die Aktivierung der mRNA erfolgt, indem die
m7G-Kappe durch elF4F erkannt und ein RNA-Einzelstrang erzeugt wird. Die 7G-Kappe
wird dabei durch die eIF4E-Untereinheit des eIF4F erkannt. Danach fordert auch elF4B
ATP-abhingig den Abbau der RNA-Sekundérstruktur und moglicher Proteine. (6)

elF3 fordert die Formation des 43S-PIC. Dieser ist an der mRNA-Rekrutierung beteiligt
und stabilisiert die gebundene mRNA am Eintritts- und Austrittskanal. (6) Kiirzlich wurden
m7G-Cap-interagierende Dominen in elF3d und in elF31 identifiziert, die eine Rolle beim
Ubergang einer eIF4E-gebundenen m7G-Cap-RNA zu einer m7G-Cap-RNA spielen
konnten, wodurch es spiter dann zu einer Freisetzung von elF4E kommt. (6)

elF3j bindet an das 40S-Dekodierungszentrum und hat Kontakt zu elF1A.

Die mRNA-Bindung an 40S-Komplexe werden dabei durch elF3j gehindert, wenn TC
nicht vorhanden ist. Somit erleichtern Initiationsfaktoren, tRNA und das 40S-Ribosom die
mRNA-Rekrutierung an das 48S-PIC. (6)

Beim Scanning ist ATP notwendig, damit e[F4A 48S-Komplexe am Startcodon bilden
kann. Es wird angenommen, dass die Translation der mRNA voriibergehend umfangreiche
Sekundirstrukturen und RNA-assoziierte Proteine aus dem 5°-Leader und dem ORF
entfernt. So werden am Ende 40S- und 60S-Untereinheiten freigesetzt, um erneut zu
initiieren. (6) Kinetisch wird die Wiederverwendung von Ribosomen zur wiederholten

Translation derselben mRNA wahrscheinlich durch das sogenannte "Closed-Loop-Modell"
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unterstiitzt, bei dem PABP und elF4G miteinander interagieren, um die mRNA zu
zirkulieren. (6)

Die ribosomalen Untereinheiten werden in der Néhe des 5'-Endes der mRNA freigesetzt,
was nachfolgende Initiationsereignisse auf effizientere Weise erleichtert.

Man geht davon aus, dass Helikasen an vielen Initiationen teilnehmen. Somit sind sie

wichtig fiir die optimale Initiation der mRNA mit 5’UTRs. (6)

3.6.2. AUG-Erkennung

AUG-Erkennung fiihrt zu Konformationsdanderungen im PIC. Die Sequenz
GCCPuCCAUGG (Kozak-Konsensussequenz) fordert die AUG-Erkennung. Das Purin-
Nukleotid A oder G an der Position -3 und das G an der Position +4 sind am wichtigsten.
(3,6) Durch einen Prozess namens ,,Leaky Scanning® konnen gewisse AUGs umgangen
werden. Die mRNAs nutzen dabei Leaky Scanning, um bestimmte Expressionsniveaus zu
regulieren. Alternativ kann das Leaky Scanning eine NTD-Signalsequenz ausschlieen, die
den Bestimmungsort des endgiiltigen Proteins verdndern kann. (6)

So kann das Leaky Scanning eines vorgelagerten ORFs den Fluss der Ribosomen zum
nachgelagerten ORF regulieren. Die mRNAs mit langen Leadern kdnnen dabei effizienter
translatiert werden. (6) In der Ndhe der m7G-Kappe konnen AUG-Codons effizient genutzt
werden, wenn elF1 von den Reaktionen ausgeschlossen wurde. Eine mogliche Ausnahme
ist der Translationsinitiator der kurzen 5"UTR (TISU)-Sequenz SAASAUGGCGGC (S =G
oder C) in mRNAs, die fiir Initiationsereignisse in der Ndhe der m7G-Kappe einen
permissiven Effekt hat. (6) Um ein AUG-Initiationscodon zu erkennen, muss das Met-
tRNAi-Antikodon innerhalb des scannenden PIC eine Basenpaarung mit der mRNA
eingehen und diese Interaktion an die assoziierten Faktoren im PIC signalisieren. (1,3,6)
Das PIC wird von einer "offenen" in eine "geschlossene" Konformation iibergefiihrt,
wodurch elF1, e[F2-GDP und elF5 aus dem PIC freigesetzt werden.

Es entsteht eine PIC-Anordnung, um die 60S-Untereinheit zu rekrutieren. Somit sind elF1,
elF1A und elF5 zusammen mit elF2 an der strengen AUG-Erkennung beteiligt. (6) Im
scannenden PIC befindet sich elF1 in der Nédhe der P-Stelle. Dadurch wird eine
vollstindige Met-tRNAi-Anticodon-AUG-Paarung verhindert. In der offenen Scanning-
Konformation dagegen verbindet die e[F2p3-Untereinheit eIF1 und elF1A mit Met-tRNA1,
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die an den 40S-Kopf gebunden ist. So konnte die Bindung zwischen elF1, eIF2f und dem
Met-tRNAi-Anticodonstamm die Scanning-Konformation stabilisieren. (6)

Danach geht das Met-tRNAi erneut eine Codon-Anticodon-Paarung mit der mRNA ein.
Der aminoterminale Schwanz (NTT) von elF1A stabilisiert dabei den Codon-Anticodon-
Duplex. Das elF2a bindet das konservierte mRNA-Nukleotid an der -3-Position mit Hilfe
von Arg54. Dieses befindet sich dabei in der Ndhe des regulatorischen Ser51-Rests. Die
Bindung des elF23 vom tRNA-Akzeptorstamm und vom elF1A wird aufgelost. Das elF1
ist somit teilweise verdriangt, wodurch die Codon-Anticodon-Paarung zwischen Met-
tRNAi und dem AUG-Codon der mRNA ermoglicht wird. (6)

elF5 ist ebenfalls wichtig bei der AUG-Erkennung. Es hilt zusammen mit elF1A das elF1
im offenen scannenden-PIC. AuBlerdem koordinieren elF5-elF3c-Wechselwirkungen die
Umlagerungen. (6) Die 40S ribosomalen Proteine unterstiitzen die AUG-Codon-
Erkennung, indem sie die mRNA, Met-tRNA1 und Translationsfaktoren kontaktieren.
Rps5/uS7 befindet sich dabei am 40S-mRNA-Ausgangskanal und interagiert mit TC- und
AUG-3/-4-Kontextnukleotiden. Mutationen inuS7 beeintrdchtigen dabei die AUG-
Erkennung. (6)
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Abbildung 14 PIC wiihrend der AUG-Erkennung.
(6) Merrick WC, Pavitt GD. Protein Synthesis Initiation in Eukaryotic Cells. Cold Spring
Harb Perspect Biol [Internet].

3.6.3. eIF2-GTP-Hydrolyse

Die Hydrolyse von elF2-gebundenem GTP wird durch den Argl5-Rest innerhalb der elF5-
NTD stimuliert. Die Hydrolyse findet wéhrend des Scannens statt. Die Freisetzung von Pi
dagegen findet nur bei der AUG-Erkennung statt. Dabei entsteht eIF2-GDP. (3,6) Der
carboxyterminale Schwanz (CTT) von elF1A bindet an eIF5-NTD bei der AUG-
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Erkennung. Diese Bewegung ist mit der Dissoziation von elF1 vom PIC und mit der Pi-
Freisetzung von elF2 gekoppelt. (6)

Danach hat das elF2-GDP eine geringe Affinitit zu Met-tRNA.I. Folglich wird elF2-GDP
aus dem 48S-Komplex freigesetzt. eIF5 und elF2 treten auch aus, wodurch die vorzeitige
Freisetzung von GDP verhindert wird. Das elF1A bleibt jedoch am Ribosom gebunden, um
die 60S-Bindung zu stimulieren. (6)

3.6.4. Verbindung der 60S-Untereinheiten

Hohe Mg2+-Konzentrationen stirken die Bindung der ribosomalen 40S- und 60S-
Untereinheiten aneinander. (3,6) Die Verwendung von GDPNP (5'-
Guanylylimidodiphosphat) konnen dabei die Bildung eines Initiationskomplexes auf der
Ebene eines 48S-Komplexes blockieren. Die Freisetzung von elF2 aus der 40S-
Untereinheit ist somit fiir die 60S-Verbindung n6tig. Dadurch kann elF5B-GTP an die 40S-
Oberflache binden. Dies wird durch das Zuriickhalten von 40S-gebundenem elF1A
ermoglicht. eIF1A-CTT interagiert dabei mit der Domédne IV von elF5B. Die 60S-
Untereinheit-Rekrutierung und die Met-tRNAi1-AUG-Interaktionen an der P-Stelle werden
dadurch ermdglicht. (6)

Das elF5B (als GDPNP-Komplex) befindet sich auf dem 80S-Ribosom. Der Kontakt
zwischen der e[F5B-Doméne IV bringt die Met-tRNAI1 in die P/I-Konformation. Dies
bringt die Met-tRNAi1 mittels Hydrolyse des GTP in die P-Position. (6)

Beim 80S-gebundenem elF5B sind die Doménen III und IV um 60°-65° gegeniiber dem
freien elF5B gedreht. Die Hydrolyse von GTP durch elF5B fiihrt zu seiner Entfernung
vom 80S-Ribosom. eI[F5B-GDP-Freisetzung ist dabei an die Entfernung von elF1A
gekoppelt. Das 80S-Ribosom kann dann an der Elongationsphase der Proteinsynthese
teilnehmen. Met-tRNAI ist nun in der P-Stelle und die A-Stelle ist frei. (6)

3.6.5. Alternative Initiationsereignisse

Ein kleiner Prozentsatz von mRNAs werden anders translatiert. Die Expression dieser
mRNAs kann entweder zelltypspezifisch oder unter Stressbedingungen sein. Diese
Mechanismen haben jedoch eine geringe Auswirkung auf die Gesamtexpression. Es gibt

hierfiir zwei Systeme. Die eine ist die durch interne Ribosomeneintrittsstellen (IRES)
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geforderte Initiation und die andere ist die regulierte Reinitiation bei GCN4/ATF4 und
verwandten mRNAs mit mehreren stromaufwirts liegenden ORFs. (6)

GCN4/ATF4 und andere mRNAs nutzen diesen Scanning-Mechanismus. IRES dagegen
nutzt eine alternative 40S-Rekrutierungsstrategie. Ein weiterer Mechanismus ist TISU. Das
ist eine alternative 5'-Sequenz. Sie fordert die Initiation am AUG-Codon am 5'-Ende.
AuBerdem fordert TISU die m6-Methylierung von 5'-UTR-Adeninresten. (6) eIF2A ist
wichtig bei der Initiierung der Translation fiir Peptide der Klasse I des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC). Dies ist bei Stressreaktion,
Tumorprogression und bei viralen Replikationen wichtig. eIF2D, elF5B oder MCT-
1/DENR sind wichtig fiir die Bindung von Initiator-tRNA an Ribosomen. (6) Es gibt auch
Initiationen an CUG-Leucin-Codons, die unabhidngig von elF2 sind. So kénnen Zellen eine
an Leucin gebundene Elongator-Transfer-RNA (Leu-tRNA) verwenden, wodurch die
Translation an kryptischen CUG-Startcodons in einer elF2A-abhéngigen Weise initiiert
wird. (6) Die Initiierung der Proteinsynthese durch alternative Proteine wird durch elF2-
Kinasen und die Phosphorylierung von Serin 51 der a-Untereinheit des elF2 gefordert.

Dadurch sinkt die Konzentration von terndren Komplexen. (6)

3.6.6. Regulierung des 80S-Initiationsweges

Eine Anderung der Konzentration der aktiven Initiationsfaktoren kann die
Gesamtproteinmenge und die mRNA-Selektivitit beeinflussen. Somit ergibt sich, dass die
meisten Initiationsfaktoren weniger héufig vorhanden sind als die Anzahl der Ribosomen
(Ausnahme elF4A). (6)

Die elF2B-Spiegel sind niedriger als die von elF2 und elF5. Folglich ist der
Nukleotidaustausch ein regulierter Schritt der Initiation. (6) Die Konzentration der
"zusétzlichen" RNA-Helikasen, die den Initiationsprozess unterstiitzen kdnnten, betragt
etwa ein Fiinftel der Konzentration von elF4A. (6)

Die Konzentration der 4E-BP-Regulatoren reicht dabei aus, um die e[F4F-abhingige
Proteinsynthese vollstdndig abzuschalten. Die Konzentration des eI[F4A-Regulators Pdcd4
in HeLa-Zellen ist dagegen hierfiir nicht ausreichend. (6)

Die posttranslationale Modifikation kann die Aktivitdt von Initiationsfaktoren steigern. Die
wichtigsten Schritte bei der Initiation ist die Phosphorylierung von elF2 (Serin 51 der a-
Untereinheit) und die De-Phosphorylierung von 4E-BPs. (6)
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4. Die mRNA-Impfstoffe

4.1. Einleitung

Mit der mRNA konnen verschiedenste Arten von Proteinen exprimiert werden. Die mRNA-
Sequenz kann dabei leicht modifiziert werden. Des Weiteren sind die mRNA-
Impfstoffproduktions- und Reinigungsprozesse recht dhnlich, wodurch die mRNA-
Impfstofte standardisiert hergestellt werden konnen. (5) Auch die Verwendung der In-vitro-
Transkription erleichtert die Herstellung von mRNA-Impfstoffen, was sie zeitlich
wirtschaftlich attraktiver macht. (5)

Die mRNA braucht auch keine Adjuvantien. Sie kann selbst adaptive Immunreaktionen
durch die Sekretion von z.B. TNFa und IFN-a aktivieren. (5) Auch eine Kontamination
durch Proteine und Viren kann durch eine In-vivo-Expression vermieden werden.
Expressionsaktivitit und die In-vivo-Halbwertszeit der mRNA koénnen dabei durch die
Modifizierung der mRNA-Sequenz reguliert werden. (5)

Ein Vorteil gegeniiber den DNA-Impfstoffen ist, dass mRNA-Impfstoffe Zielproteine
effektiver exprimieren, da die Zielproteine im Zytoplasma translatiert werden. (5) Zudem ist
die Wahrscheinlichkeit gering, dass die mRNA in die DNA des Wirts eingebaut wird. Wie
bereits erwédhnt ist die mRNA anders aufgebaut als die DNA. Sie weist zudem keine CpG-
Inseln auf. SchlieBlich kann die mRNA leicht abgebaut werden und ist somit nicht belastend

fiir den Wirt. (5)

4.2. Modifikation der mRNA

Fiir die mRNA-Synthese verwendet man die In-vitro-Transkriptionstechnologie mit T3-,
T7- oder SP6-RNA-Polymerase und eine lineare DNA. 5°-Cap, 5'-UTR, ORF, 3'-UTR und
die Poly(A)-Schwanzstruktur verleihen dabei der mRNA Stabilitit und erhéhen die
Expressionsfahigkeit. Es entstehen dabei zielgerichtete mRNA, nicht zielgerichtete RNA,
Nukleotide, Oligodeoxynukleotide und Proteine. (4,5)
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4.2.1. Fiinf-Prime-Cap (5 cap)

Eukaryotische mRNAs besitzen eine 7-Methylguanosin-Kappe (m7GpppN-Struktur) am
5"-Ende. Diese verbindet sich wéihrend der In-vitro-Transkription iiber eine 5°/5"-
Triphosphatbriicke (ppp) mit dem ersten RNA-Nukleotid. 5'-Cap eliminiert dagegen freie
Phosphatgruppen in der mRNA-Sequenz. (4,5,7,8) Dadurch wird die mRNA stabilisiert
und die Translationseffizienz wird durch Bindung an den eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktor 4E (e[F4E) gesteigert. (4—7) Deswegen wird diese mRNA-
Kappung fiir die Modifikation der mRNA angewendet. Die Kappung der mRNA kann
enzymatisch oder chemisch erfolgen. (4,5,7)

Bei der enzymatischen Methode werden Vaccinia virus Capping Enzyme (VCE)
verwendet. VCE besteht aus den Untereinheiten D1 und D12. D1 fiigt die Cap-0-
Strukturen hinzu und D12 dagegen ist an der Aktivierung von D1 beteiligt. (4,8)

Beim chemischen ,,Capping“ werden Cap-Analoga wéahrend der Transkription hinzugefiigt.
Diese Cap-Analoga konnen jedoch auch die Translationseffizienz reduzieren, da sie
umgekehrt in die mRNA-Sequenz eingebaut werden kénnen. Es kommt dann zu falscher
Methylierung der mRNA. Eine freie Phosphatgruppe befindet sich dabei an der 5 Position.
All dies reduziert die Translationseffizienz. (6,9) Aus diesem Grund wurden Anti-Reverse-
Cap-Analoga (ARCA) entwickelt. Sie sind so an der C2- oder C3-Position modifiziert,
dass Methylgruppen wéhrend der Transkription an der richtigen Stelle mit den
Hydroxylgruppen reagieren. (4,5,10-12) Beim ARCA ist die C3-Position methyliert. Des

Weiteren steigert eine Phosphorothioat-Modifikation die Affinitdt zu eIF4E. Andererseits
senkt sie die Anfalligkeit fiir Decapping-Enzyme. So kénnen z.B. $-S-ARCA die Stabilitédt
der mRNA in dendritischen Zellen (DC) erhéhen. (4,5,10-12) Es gibt auch sog. "2S-
Analoga", die eine bessere Funktion aufweisen. Diese besteht aus einer 1,2-
Dithiodiphosphat-Modifikation, ARCA, und einer verldngerten Polyphosphatkette.
(4,5,10-12) SchlieBlich gibt es noch eine co-transkriptionale Capping-Methode namens
"CleanCap", die einen initiierenden Cap-Trimer nutzt und dadurch eine natiirlich
vorkommende 5 -Cap-Struktur (Cap-1) erhilt. (4,5) Dies ist wichtig, da unverkappte
mRNA von PRR (Pattern Recognition Receptor) erkannt werden kann und zu Typ |
Interferon-Ausschiittung fiihrt, was die Translation hemmt. (4) Die Cap1-Struktur kann
durch Guanylyltransferase, 2'-O-Methyltransferasen oder durch die co-transkriptionelle

CleanCap™-Technologie hinzugefiigt werden. Das angeborene Immunsystem sollte weiter
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vermieden werden. Dazu sollten verkappte mRNAs mit Phosphatasen behandelt werden,
um nicht verkapptes Phosphat zu entfernen und so die Erkennung durch PRR und damit

einhergehende Zerstorung der mRNA-Translation zu verhindern. (4,5)

4.2.2. Regulierung der Untranslatierten Regionen (UTRs) und ORF's

Die Optimierung der UTRs wird ebenfalls zur Erh6hung der mRNA-Stabilitdt und damit
einhergehender Translationseffizienz genutzt. Dabei wird die mRNA-Expressionsmenge in
vivo erhoht. (4,5)

3"UTR enthélt sehr viele instabile Sequenzen. Deren Abwendung bzw. der Einbau stabiler
Elemente in die 3"UTR wiirde die mRNA stabilisieren. So konnen z.B. zwei 3'UTRs in
Reihe verbunden und dadurch die Translationseffizienz gesteigert werden. (4,5) Zudem
konnte durch das Hinzufiigen von AU/GU-angereicherten Sequenzen die mRNA-Stabilitdt
gesteigert werden. (4,5,7,13,14) Auch am 5"UTR kann man die mRNA-Stabilitit durch das
Einfligen von GCC-(A/G)-CCAUGG erhdhen, weil dadurch der Translationsstart
verbessert wird. (4,5,15) Am 5'UTR gibt es auch eine Sequenz, die identisch mit der
stromaufwirts gelegenen Sequenz des ORF ist. Diese muss vermieden werden, da sie einen
Fehlstart wihrend der mRNA-Translation auslosen kann. Zudem muss AUC und CUG am
5’UTR vermieden werden, da diese Sequenzen im ORF storend auf die Translation wirken.
(4,16,17) Kiirzere 5'UTR erweisen sich dabei niitzlicher fiir die Translation als langere.
(4,8) Eine zu stabile Sekundérstruktur des 5"UTR wiirde jedoch die Bindung an den
Ribosomen und somit auch die Translation hindern. (4,5,7,18)

Auch die ORFs miissen optimiert werden. Zunichst miissen geeignete Codons aus dem
ORF gewihlt werden. Die Translationsrate ist ebenfalls wichtig. So sollte die mRNA mit
Cytosin und Guanin angereichert werden. Uridin sollte dabei moglichst vermieden werden,
da Uridin von RIG-I erkannt werden und die Proteinexpression gehindert werden kann.
(4,8) So kann man durch Pseudouridin, 1-Methylpseudouridin und 5-Methylcytidin das
natiirliche Uridin und Cytidin ersetzen. Dadurch kommt es zu einer verstiarkten
Antigenexpression. (4) Manche Proteine brauchen jedoch eine geringere Translationsrate,

um korrekt gefaltet zu werden. (4,5)
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4.2.3. Synthese der Poly(A)-Sequenz

Die Poly(A)-Sequenz verbessert die Translationseftfizienz, indem es die RNA vor
enzymatischem Abbau schiitzt. (4,5,8,19) Das Poly(A)-bindende Protein (PABP) kann iiber
Translationsinitiationsfaktoren (e[F4G und eIF4E) an das 5'Cap binden, was ebenfalls der
mRNA Stabilitdt verleiht. (4,5,20) Es gibt zwei Wege die Poly(A)-Struktur zu
synthetisieren. Eine Moglichkeit ist es eine DNA-Vorlage einer bestimmten Sequenzlédnge
mit Poly(A)-Strukturinformationen In-vitro zu transkribieren. Man kann auch eine
rekombinante Poly(A)-Polymerase anwenden, um nach einer Transkription Poly(A)-
Strukturen mittels einer enzymatischer Polyadenylierung hinzuzufiigen, wodurch eine
Mischung von Poly(A)-Strukturen unterschiedlicher Linge entsteht. (4,5) Zudem sollte der
Poly(A)-Schwanz mindestens 20 % Cytidin enthalten. Dies wiirde die mRNA vor
Deacetylierung schiitzen. (8)

PABP kann jedoch auch hemmend auf die Translation wirken. Somit kann die Poly(A)-
Sequenzlédngen unterschiedlich die Effizienz der mRNA-Translation beeinflussen. (4,5) Es
gibt jedoch widerspriichliche Meinungen beziiglich der Lange der Poly(A)-Sequenz.
Einerseits wurde festgestellt, dass in DCs die optimale Lénge der Poly(A)-Sequenz 120 bis
150 Nukleotide betrage. In menschlichen T-Zellen betrage diese sogar tiber 300
Nukleotide. (4,5) Andere Studien ergaben jedoch, dass mRNAs mit kurzen Poly(A)-

Sequenzen eine hohere Translationseffizienz aufweisen. (4,5,21)

4.2.4. Reinigung der mRNA

Es gibt Elemente, welche die mRNA ,,verunreinigen* und somit auch die Translation
hemmen. Diese sind kurze RNAs und dsRNA (doppelstrangige RNA). Kurze mRNA
entsteht aus fehlgeschlagenen Initiationsereignis. Die dsRNA entsteht durch
selbstkomplementére 3'-Verldngerung. (4) Diese Verunreinigungen aktivieren PPRs, was
das angeborene Immunsystem stimuliert und somit die Translation blockiert. (4) Aus
diesem Grund muss die mRNA von diesen Elementen bereinigt werden, was mit Hilfe der
HPLC (high-pressure liquid chromatography, Hochdruckfliissigkeitschromotographie)
erreicht werden kann. Jedoch weist diese Methode eine Ausbeute von unter 50% auf und
ist zudem sehr teuer. (4) Eine giinstigere und erfolgreichere Methode (>90%) stellt die
FPLC (fast protein liquid chromatography) dar. SchlieBlich gibt es noch die
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Festphasensynthese, mit der dSRNA-Verunreinigungen vollstdndig beseitigt werden

konnen. (4,22)

4.3. Immunogene Regulierung von mRNA

Die mRNA weist einen selbstadjuvanten Effekt auf. Sie wird von Antigen-priasentierenden
Zellen (APCs) erkannt und danach werden Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) wie z.B.
die Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3), TLR7 und TLRS aktiviert. (4,5,23) Bei Subunit-
Impfstoffen miissen jedoch Adjuvantien hinzugefiigt werden, da diese PRR nicht aktivieren
konnen. (4,5)

Die doppelstrangige RNA (dsRNA) bindet an RLRs (Retinoic-acid-inducible gene I like
receptors), wodurch die APCs reifen. In weiterer Folge kommt es zur Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen und die Sekretion von Typ-I-Interferon (IFN). Es kommt
dann zur antigenspezifischen humoralen und zelluldren Immunantwort. (4,5,24) DC
konnen dabei durch einzelstrangige RNA (ssRNA) iiber TLR7- und TLRS aktiviert
werden. Auch die dsSRNA-Kontaminanten I6sen tiber die TLR3-Erkennung eine
Immunaktivierung aus. (4,5,25)

Eine tiberméBige Immunreaktion fiihrt jedoch zu einer erhdhten Ausschiittung von Typ-I-
IFN und anderen Interferonen. Dies wirkt hemmend auf die Translation und fiihrt dann
zum Abbau der RNA, einer geringeren Aktivierung von CD8" T-Zellen und schlieBlich zu
einer Beendigung der Immunreaktion. (4,5,26,27)

Die Wirkung von Typ-I-Interferon auf die Anti-Tumor-Therapie ist somit widerspriichlich.
So ergaben andere Studien, dass Typ-I-Interferon erforderlich ist fiir eine eftfektive Anti-
Tumor-Therapie. Mit Typ-I-Interferon wurde eine bessere MHC-Klasse-I-Préisentation in
APCs beobachtet als ohne Adjuvans. (4)

Auch dsRNA-Verunreinigungen haben einen Einfluss auf die Immunantwort.
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dsRNA-Verunreinigungen konnen dabei die Typ-I-IFN-Produktion férdern. Eine
Reinigung der in vitro synthetisierten mRNA konnte also die Typ-I-IFN-Immunantwort

von mRNA-Impfstoffen reduzieren und die mRNA-Translationseffizienz erhéhen.
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Abbildung 15: Ausléosung der Immunantwort durch die mRNA.
(5) Xu S, Yang K, Li R, Zhang L. mRNA Vaccine Era-Mechanisms, Drug Platform and

Clinical Prospection. Int J Mol Sci [Internet].

4.3.1. Regulierung der selbstadjuvanten Eigenschaft mittels mRNA-

Sequenz

Die ssRNA kann als PAMP (pathogen-associated molecular pattern) wirken. Dadurch
werden Typ-I-IFN produziert, welche die IFN-stimulierten Genen (ISGs) induzieren und
sich somit hemmend auf die Translation auswirken.

Somit hat die mRNA-Sequenz einen Einfluss auf die Immunantwort. (4,5,19)

Auch PRRs konnen Cap0 (m7GpppN)-gekappte oder nicht gekappte mRNA erkennen und
deren Translation hemmen. Es gibt dabei drei Formen die verkappte mRNA zu erkennen:
Darunter sind die Cap0-verkappte, Capl (m7GpppNmN)-verkappte und nicht verkappte
mRNA. Nur die Capl-verkappte mRNA wird nach der Erkennung durch PRRs translatiert.
(4,5,28)

Die Modifikation der ORF-Region hat somit Einfluss auf die PRR-Erkennung, womit man

auch das Translationsniveau der mRNA erh6hen kann. (4,5,19)
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Es gibt dabei ein Protein namens 2°-5"-Oligoadenylat-Synthetase (OAS), welches durch
Typ-I-IFN induziert wird. Die mRNA kann von diesem Protein erkannt werden.
Pseudouridinmodifizierte mRNA weist im Vergleich zu unmodifizierter mRNA eine
geringere OAS-Aktivierung auf. Dadurch wird pseudouridinmodifizierte mRNA weniger
abgebaut und ihre Translation lduft effizienter ab. (4,5,29) Dieses Uracil-Analogon wird
auch am héufigsten fiir die mRNA-Modifikation verwendet. Es konnen auch 5-Methyl-
Cytidin und 2-Thiouridin fiir die Modifizierung der mRNA-Sequenz verwendet werden.

Sie verringern die Erkennungsrate von PRRs und steigern die Stabilitdt der mRNA. (5,29)

4.3.2. Einfluss von Adjuvantien auf die mRNA-Immunogenitit

Damit mRNA-Impfstoffe ihre Wirkung besser entfalten konnen, miissen Adjuvantien
hinzugefiigt werden. Die herkdmmlichen Adjuvantien sind MF59 (von Novartis) und eine
kationische Nanoemulsion (CNE). Sie konnten den immunogenen (Fihigkeit eines
Antigens eine Immunantwort auszuldsen) Effekt der mRNA-Impfstoffe wesentlich
verbessern. (5,29) Die adjuvante Eigenschaft von TriMix wird dadurch verursacht, dass
dieser aus mRNAs besteht, die fiir drei Immunaktivatorproteine kodieren. Diese sind
CD70, CD40-Ligand (CD40L) und konstitutiv aktives TLR4. Dadurch kann TriMix-
mRNA die Immunogenitit von nackter, unmodifizierter, ungereinigter mRNA erhohen und
somit auch die Reifung von DCs fordern und die zytotoxische T-Lymphozyten-Reaktion
fordern. (4,5,30) Sie konnen auch intratumoral verabreicht werden, um so das Tumor-
Microenvironment zu verdndern. Man konnte damit auch unter Umstédnden eine
systemische Antitumor-Immunitét erzeugen. (4,30)

Einige mRNA-Transportvehikel, wie kationische Lipide und Protamin haben ebenfalls eine
adjuvante Wirkung und kdnnen somit die Wirksamkeit der mRNA-Impfstoffe steigern. Als
Beispiel ist das kationische Lipid 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan/1,2-
Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin/1,2-Di-O-octadecenyl-3-tri-
methylammoniumpropan (DOTAP/DOPE/DOTMA) zu nennen. DOTAP und DOTMA
sind im physiologischen pH positiv geladen. Sie kdnnen die anionische mRNA gering
kondensieren. (4) Diese konnen die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Typ-I-
IFN fordern. (4,5,31) Mit der Kombination aus DOTMA/DOTAP und DOPE koénnen
Lipoplexe gebildet werden. Man kann deren Verhéltnis so zueinander abstimmen, dass sie

selektiv auf APCs der Milz abzielen. (4) In Médusen wurde zudem ein grof3er Anstieg an
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Monozyten in den Lymphknoten beobachtet. mRNA- und Protaminkomplexe konnen
dagegen als Gefahrensignal fungieren, indem sie iiber TLR7 und TLRS eine T-
Helferzellen-(Th1)-Reaktionen auslosen, was man in der RNActive®-Technologie
ausnutzt. (5,23) So nutzt CureVac fiir ihre mRNA-Impfstoffentwicklung gemeinsam
verabreichte RNA und Protaminkomplexe als Adjuvans (um Th1-T Zellantworten
auszuldsen) und nackte, unmodifizierte und sequenzoptimierte mRNA als Antigen. (5)
SchlieBlich konnen STING-Agonisten (Stimulator of Interferon Genes) eingesetzt werden.
Mit ihnen wurde eine bessere Antitumorreaktionen erzielt, da sie eine intensivere und

langere CD8+ T-Zellen-Antwort hervorrufen kdnnen. (4)

4.4. Das mRNA-Transportsystem

Damit spezifische Antigene exprimiert werden konnen, muss die mRNA in das Zytoplasma
des Wirtes gelangen, was jedoch aus folgenden Griinden verhindert wird:

1) Das mRNA-Molekiil ist zu grof3, um durch die Zellmembran diffundieren zu kdnnen.

2) Die Zellmembran und die mRNA-Molekiile sind negativ geladen.

3) Die mRNA-Molekiile werden extrazelluldr durch Ribonukleasen abgebaut. Somit
miissen fiir eine genligende Translationsrate mRNA-Verabreichungsmethoden und mRNA-

Verabreichungsvehikel angewendet werden. (5)

4.4.1. Die mRNA-Ubertragung

Die mRNA kann subkutan, intradermal, intranodulér, intramuskulér, intravends und
intratumoral verabreicht werden. (4,5,32) Die Injektion nackter mRNA 16st zwar eine
schwache Immunantwort aus, jedoch wird diese Verabreichungsform fiir die
Behandlung/Vorbeugung von Infektionskrankheiten angewendet.

Die Ubertragung der mRNA erfolgt durch Elektroporation, Genkanone oder Mikronadeln.
Die Elektroporation kann unnétige Immunreaktionen vermeiden, da es sich um eine
Rezeptorunabhédngige Mediation handelt. Zudem gibt es bei dieser Methode einen
adjuvanten Effekt, wodurch proinflammatorische Zellen rekrutiert werden und Zytokine
produziert werden. (5)

Bei der ,,Gene-Gun-Methode* wird komprimiertes Heliumgas verwendet, um die mRNA
in die Wirtszellen einzuschleusen. Die mRNA ist dabei auf der Oberfldche von
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Goldpartikeln aufgebracht. So konnte man die mRNA mit Hilfe einer ,,Genpistole* in die
Zielzellen befordern. Diese Methode kann jedoch zu abnormalem Zelltod fiihren,

weswegen diese Methode bei Menschen nur mehr selten verwendet wird. (5,33)

4.4.2. DCs als Transportsystem

DCs konnen als antigenprasentierende Zellen (APC) verwendet werden. Sie besitzen die
Féhigkeit Antigene {iber den major histocompatibility complex (MHC) an CD4+, CD8+ T-
Zellen zu prasentieren, was eine zelluldre Immunitét auslost. Auch die humorale
Immunantwort kann ausgeldst werden, indem Antigene an B-Zellen prisentiert werden.
(4,5,34)

Dadurch konnen DCs als mRNA-Transportvehikel verwendet werden. Dabei wird die
mRNA in vitro in die DCs transferiert. Die verarbeiteten DCs werden dann in den
Wirtskorper eingebracht, wo es dann zu einer antigenspezifischen Immunantwort kommt.
(4,5,35)

Die Auslosung dieser zelluldren Immunantwort kann man auch fiir die Krebsbehandlung
nutzen.

Allerdings ist die mRNA-Ubertragungsrate bei alleiniger DC-Endozytose gering,
weswegen zusitzlich die Elektroporation zum Einsatz kommt. Diese Prozedur ist jedoch
zeit- und kostenaufwindig, wobei vor allem der In-vitro-Praparationsprozess sehr

zeitaufwiéndig ist, weswegen die Immunreaktion seine Wirkung verlieren kann. (5)

4.4.3. Peptide als mRNA-Trager und Immunaktivatoren

Protamin kann als mRNA-Triager und als Immunaktivator zum Einsatz kommen. Es
handelt sich dabei um ein alkalisches kationisches Protein mit harzéhnlicher Struktur. Es
kann mit der mRNA einen Protamin-mRNA-Komplexpartikel eingehen. Zwischen dem
Protamin und der mRNA kommt es dann zu elektrostatischer Wechselwirkung, wodurch
die mRNA vor dem Abbau durch Serum-RNAsen geschiitzt wird. (4,5,23) Protamin-
mRNA-Komplexe kdnnen auch als Adjuvans fungieren, denn dieser Komplex kann eine
Immunreaktion in DCs, Monozyten, B-Zellen, natiirlichen Killerzellen und Neutrophilen
hervorrufen. Es werden dabei TLR7/8 aktiviert, was eine Immunreaktion vom Th1-Typ

auslost. (4,5,36) So konnte man bereits 1961 mit Protamin als Tragermaterial mit einem

30



mRNA-Tumorimpfstoff ein Anti-Tumordser Effekt erzielt werden. (5) Das
Massenverhiltnis von Protamin zu mRNA ist ebenfalls wichtig. Bei einem
Massenverhiltnis von Protamin zur mRNA von 1:2 wird eine starke Immunantwort mit
hohen Zytokinspiegeln hervorgerufen. Im Gegenzug ist hier jedoch die Proteinexpression
sehr stark gehemmt. Bei einem Massenverhéltnis von 1:4 steigt dagegen die
Proteinexpression und der Zytokinspiegel sinkt. (5) Aus diesem Grund muss das Protamin
optimiert werden, damit es als mRNA-Transporter und Immunaktivator dienen kann. So
werden bei RNActive®-Vakzinen Protamin-mRNA-Komplexe (50%) mit nackter Antigen-
kodierender mRNA (50%) kombiniert. Alternativ kann es durch dhnliche Proteine ersetzt
werden. (4,5)

Es gibt sogenannte kationische zelldurchdringende Peptide (cell-penetrating
peptides/CPPs). Diese CPPs konnen einen Komplex mit der RNA bilden. Wahrscheinlich
fiihren CPPs zu einer Anhdufung von negativ geladenen Glykosaminoglykanen auf der
Zelloberflache. Zudem wird die Aufnahme von kleinen Vesikeln erleichtert. (4) Als
Beispiel ist das RALA-Peptid zu nennen. Es ist ein amphipathisches Arginin-reiches CPP.
Es enthilt positiv geladene Argininreste an einem Ende und neutrale Leucinreste am
anderen.

Peptid-kondensierten mRNA-Komplexe wiirden dabei den mRNA-Transport und die
Expression der mRNA in DCs fordern. Solche ex-vivo beladenen DCs wiirden zytolytische
T-Zell-Reaktionen ausldsen. (4) Es gibt auch ein Fusionspeptid. Dabei ist ein D-
Aminosdure-basiertes verkiirztes Protamin mit einem kurzen CPP namens Xentry
fusioniert. Mit diesem Fusionspeptid ist es moglich, eine CFTR-mRNA (cystic-fibrosis
transmembrane regulator) in verschiedene menschliche Epithelzellen zu beférdern. (4)
Weitere Beispiele sind DOTAP/DP7-C-Liposomen, mit denen die mRNA effektiv in DCs
verabreicht werden. (4) SchlieBlich gibt es noch negativ geladene GALA-Peptide, welche
als Liganden dienen. Sie binden an LNPs (Lipid-Nanopartikel), wodurch die
Zellpenetration von mRNA verstarkt wird. (4)

4.4.4. Lipide als Verabreichungssystem

Kationische Liposome kdnnen mit negativ geladenen Nukleinsduren Bindungen eingehen

und elektrostatische Komplexe bilden, wodurch die mRNA-Abgabe verbessert wird.
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(4,5,37) Der kationische Lipid-mRNA-Komplex kann mit anderen Substanzen einen 80-
200 nm grofBen LNP bilden. Dieser besteht aus ionisierbaren kationischen Lipiden,
natiirlichen Phospholipiden, Cholesterin und Polyethylenglykol (PEG). (4,5,33) Das LNP
besitzt eine amphiphile Struktur, welche aus einem hydrophilen Amin,
Kohlenwasserstoffketten und einem Linker besteht. Der Linker kann dabei die
Kopfgruppen mit den Kohlenwasserstoftketten verbinden. (4) Das PEG verléngert dabei
die Halbwertszeit und das Cholesterin stabilisiert den LNP. Das ionisierbare kationische
Lipid fordert dagegen die autonome Aggregation der mRNAs zu einem etwal (00 nm
groBen Partikel und setzt die mRNAs durch Ionisierung im Zytoplasma frei. (5,38)
Wiahrenddessen formen natiirliche Phospholipide und Nanopartikel die Bildung der Lipid-
Doppelschichtstruktur. (5,38)

Die mRNA befindet sich dabei im Kern des LNP, wodurch sie vor einem Abbau geschiitzt
ist. Sie gelangt durch Endozytose in die Wirtszellen, da LNP lipophile Eigenschaften
besitzt und dadurch mit der Wirtszellmembran verschmelzen kann. Somit bewirkt der
Einsatz von LNP eine hohere mRNA-Expression und eine starkere Immunreaktion in

CD4" und CD8" T-Zellen. (5,33)
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Abbildung 16: Aufbau eines LNP.
(4) Miao L, Zhang Y, Huang L. mRNA vaccine for cancer immunotherapy. Mol Cancer

Je nach Verabreichungsform kann die Immunstimulation unterschiedlich sein. So kann die
LNP-mRNA subkutan, intramuskulir, intravends, intraperitoneal, tracheal und intradermal

injiziert werden. (5) Mit der richtigen Dosierung kann die Expression von Genprodukten
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bewirkt werden. Eine Anderung des lonisierungszustands der Lipide und des pH-Wertes in
der Umgebung kann allerdings dazu fiihren, dass die mRNA aus dem Komplex entweicht.
(5,39) So kommt es bei niedrigem pH zu Protonierung der freien Amine, wodurch es zu
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen Lipiden und der
negativ geladenen mRNA kommt. Durch diese Interaktion wird diese besser verkapselt.
AuBerdem kommt es im sauren Milieu zu einer besseren Freisetzung der mRNA aus dem
LNP. (4) Auch Phospholipide spielen hierbei eine wichtige Rolle. Wichtige Vertreter davon
sind 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phoethanolamin (DOPE) oder 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DSPC). Diese Phospholipide und Cholesterin erhohen die Stabilitdt der
Lipiddoppelschicht, wodurch die mRNA aus dem Endosom besser entweicht. PEG
verhindert dabei die Partikelaggregation und verringert die Makrophagen-vermittelte
Clearance. (4,8,40)

Einerseits miissen die LNPs so konstruiert sein, dass die mRNA vor extrazellulédren
RNAsen geschiitzt ist, damit eine effektive Translation, Antigenpradsentation und
letztendlich Immunantwort zustande kommt und andererseits sollten die
Lipidkomponenten metabolisierbar sein, um die systemische Toxizitdt zu verringern. (4)
Weiters konnen auch Linker und Alkylketten in ihrer Sdurestérke beeinflussen, um eine
bessere Wirksamkeit zu erzielen. Denn die Sduredissoziationskonstante (pKa) der
ionisierbaren Aminogruppe korreliert stark mit der Immunogenitdt der mRNA und somit
auch mit der Wirksamkeit. So betrdgt der optimale pKa-Wert fiir die i.v.-Verabreichung der
mRNA 6,2-6,5 und fiir die i.m.-Injektion 6,6-6,9.(4,41) Hierfiir muss die Kopfgruppe des
ionisierbaren Lipids mindestens ein tertidires Amin oder zwei voneinander getrennte
Aminogruppen enthalten. Diese gering saure Kopfgruppe hat jedoch den Nachteil, dass der
Impfstoft bei niedriger Temperatur gelagert werden muss. (4,41)

Dabei sollte das Lipid nach der Protonierung Kegelférmig sein, womit ebenfalls die
endosomale Entweichung gefordert wird. Zudem kann das Hinzufiigen von
Doppelbindungen in Kohlenwasserstoff-Alkylketten die Fusogenitit des Lipids und somit
auch das endosomale Entweichen verbessern. Auch die Erhéhung des Grades an
Ungesittigtheit (einschlieBlich der Alkynylgruppe) kann diese Faktoren verbessern. (4)
Dafiir ist die Lange der Alkylkette ausschlaggebend. So sind Lipide mit einer Lange von
12-14 Kohlenstoffatomen optimal fiir die Fusogenitét. Auch Linker mit hoher Steifigkeit
konnen eine bessere Translationseffizienz aufweisen. (4)

Eine Verbesserung der Ubertragung kann jedoch zu erhdhten Zytokinspiegeln fiihren. So
kann man die Fusogenitit auch mit einer Esterbindung erhalten. Durch die Estergruppe
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behilt das Lipid seine Kegelform, wodurch die mRNA leichter freigesetzt wird. (4,42)
Esterbindungen haben zudem den Vorteil, dass Biomaterialien besser abgebaut werden
konnen. Sie konnen ndmlich durch die Enzyme Esterase oder Lipase in hydrophile
Nebenprodukte (Carbonsdure und Alkohol) gespalten werden, welche dann leicht
metabolisiert werden konnen. (4,42) Die Esterbindungen kdnnen allerdings auch vorzeitig
durch die Enzyme Esterase bzw. Lipase gespalten werden. Es wurde auch beobachtet, dass
durch das Heranrlicken des priméren Esters an die Stickstoffgruppe die
Ubertragungseffizienz geringer wird. (4,42) Auch der Einbau von DOPE in LNP steigert
die mRNA-Expression. Schlielich erwies sich die Kombinationen eines proteinbindenden
ionisierbaren Lipids mit einem Lipid von hoher Fusogenitit fordernd auf die mRNA-
Expression. (4,43)

Um die Anlieferung von LNPs an APCs zu verbessern, werden sogenannte Targeting-
Liganden hinzugefiigt wie zum Beispiel Mannose-Cholesterin-Konjugate. Diese werden
zusammen mit PEG an LNPs hinzugefiigt, was zur Folge hat, dass die Aufnahme der
Partikel in DCs durch den Mannose-Rezeptor CD206 verbessert werden wiirde. (4,8,44)
Das Problem dabei ist die mangelnde Freisetzung von mRNA aus dem endosomalen
Kompartiment. Denn nur 2% der mRNA wiirden aus dem Endosom in das Zytosol

entweichen, was zusétzlich noch an ein enges Zeitfenster gebunden ist. Die LNPs miissen

sich in frithen reifen Endosomen befinden. (4)

4.4.5. Polymer-basiertes Verabreichungssystem

Als mRNA-Transportvektoren werden kationische Polymere verwendet. Am hiufigsten
werden Polyethylenimin (PEI) und Polybetaaminoester (PBAE) eingesetzt. (4,5)

PEI ist ein kationisches, wasserldsliches Polymer mit dendritischer, linearer oder
verzweigter Struktur. Dessen Aufgabe ist die DNA/mRNA-Ubertragung. Es hat jedoch
wegen seiner hohen Ladungsdichte und seines hohen Molekulargewichts zytotoxische
Eigenschaften und ist zudem schlecht biologisch abbaubar. (4,5,45) Deswegen werden
PEIs mit geringem Molekulargewicht mit Fettketten modifiziert, wodurch die Toxizitat
verringert werden kann. (4,5,45)

Auch PBAE kann fiir die mRNA-Ubertragung eingesetzt werden. Es kann eine hohere
mRNA-Ubertragung in vitro erreicht werden, wenn kein Serumprotein im System

vorhanden ist. So werden PBAE und Lipide kombiniert, um die Serumstabilitit zu
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verbessern. (5) 2016 wurde ein polymerbasiertes Verabreichungssystem entwickelt. In ihm
wurden PBAEs und Lipid-PEG zusammen kombiniert. Dies wies eine hohe Serumstabilitét
und mRNA-Verabreichungseffizienz auf. (4,5,46) So kann man hyperverzweigte PBAEs
verwenden, um mRNA i.v. und per inhalationem zum Lungenendothel zu befordern.
Allerdings enthalten Polymerbasierte Verabreichungssysteme eine gewisse Toxizitét,
geringere Reinheit und eine geringere Clearance-Rate im Vergleich zu synthetischen LNPs.
(4,5,46)

Auch Polysaccharide werden hiufig in diesem Zusammenhang verwendet und werden aus
der bakteriellen Zellwand gewonnen. Polysaccharide bilden eine flexible Kern-Schale-
Struktur, durch welche die mRNA eingekapselt wird und die DCs aktiviert werden. (4,47)
Weiters konnen auch Dendrimere verwendet werden. Das sind Dendrimere auf Basis von
Polyamidoamin (PAMAM) oder Polypropylenimin. Mit Hilfe von PAMAM kann siRNA
an Lungenendothelien systemisch verabreicht werden. (4) Mit PAMAM kann man auch
Polymer-Lipid-Hybrid-Nanopartikel herstellen. Damit kann man Phosphat- und Tensin-
Homolog-mRNA in vivo verabreichen. Man kann zudem diese dafiir nutzen, um mRNA-
Impfstoffe zusammen mit einem fettsduremodifizierten TLR7/8-Agonisten zu
verabreichen. Dies 10st eine starke Antitumor-Immunantwort aus. (4)

Es gibt auch Aminopolyester (APEs). Diese wird durch Ring6ffnungspolymerisation
verschiedener Lactone synthetisiert. Sie zeichnen sich dabei durch eine geringere Toxizitét
und eine gewebespezifische Abgabe von mRNA an die Organe aus. (4,48) Auch pABOL
(Poly(CBA-co-4-amino-1-butanol)) wurde verwendet werden, um SAM (selbst-
amplifizierende mRNA-Impfstoffe) in z.B. Méuse einzubringen. (4,49)

Schlieflich wurden noch eine Bibliothek von ladungséndernden freisetzbaren Transportern
sog. CARTs (charge-altering releasable transports) erstellt. Diese CARTs wiirden die
Ubertragung der mRNA in die Lymphozyten (v.a. T-Zellen) erleichtern. Bei diesen CARTs
werden Poly(carbonat)-p-(a-Aminoester) verwendet. Das kationische Poly-a-aminoester-
Grundgeriist wird dabei in kleine Molekiile umgewandelt und das fordert die mRNA-
Freisetzung und vermeidet Vertréglichkeitsprobleme. (4,50)

4.4.6. CNE, LCP und LPR als Verabreichungsform

CNE kann fiir die Verkapselung von SAM genutzt werden. mRNA-CNE-Impfstoffe

erwiesen sich dabei als immunogen und gut vertraglich. (4,51) Man kann auch DOTAP-
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haltige Liposome als Hiille fiir die Verkapselung verwenden. So gibt es ein
Lipid/Calcium/Phosphat (LCP)-System, welches Calciumphosphat als Kern fiir die
mRNA-Kondensation beinhaltet. Als Hiille fungiert dabei ein mit PEG versehenes
DOTAP/DOPE-Liposom. (4,52) Dann gibt es noch Lipid-Polymer-RNA-Lipopolyplexe
(LPR), welche an DCs binden und damit eine Entziindungsreaktion auslésen. Ein weiteres
Beispiel fiir LPR ist das 1,2-Dioleoyl-sn-glycero- 3-Ethylphosphocholin/1,2-Dioleoyl-sn-
glycero-3-phos- phatidyl-ethanolamin/1, 2-Distearoyl-sn-glycero-3-phos- phoethanolamin-
N-[amino(polyethylenglycol)-2000. Mit dieser (DOPC/DOPE/DSPE-PEG)-Lipidhiille

kann man mRNA in DC beférdern, was eine starke Antigenantwort auslost. (4,53,54)

4.4.7. Injektion von mRNA-Impfstoffen

Am héufigsten werden mRNA-Impfstoffe i.m. s.c. oder i.c verabreicht. In klinischen
Studien werden die s.c.- und i.m.-Injektionen am haufigsten verwendet. (4)

Die intramuskuldre Verabreichung hat dabei folgende Vorteile:

1. einfache Dosierung

2. flexibles Injektionsvolumen

3. geringe Wahrscheinlichkeit fiir unerwiinschte Reaktionen an der Injektionsstelle.
Weiters 16sen die s.c- und i.m.-Verabreichung am wahrscheinlichsten eine effektive
Immunantwort aus. Zwischen den beiden Applikationsformen gibt es keinen signifikanten
Unterschied in der Stérke der antigenspezifischen Immunantwort, obwohl die
Immunantwort von der Injektionsstelle abhéngt. Das Antigen kann dabei je nach
Verabreichungsform auch zu verschiedenen Lymphknoten transportiert werden. (4,55) Der
Verabreichungsweg hat jedoch sehr wohl einen Einfluss auf die Expressionsrate, die
angeborene Immunantwort und somit auch auf die Intensitét der Inmunantwort. Man hat
die Halbwertszeit (HWZ) der Translation je nach Verabreichungsform von mRNA-LNPs
untersucht. Die HWZ von i.m. und i.c. betrdgt mehr als 20 Stunden und war somit auch die
langste. Die HWZ bei s.c. betrug 15 Stunden und bei i.v. 7 Stunden. (4,56) Bei s.c. und i.m.
war jedoch ein hoheres Proteinexpressionsniveau als i.c.. Es ist wahrscheinlich, dass i.v.-
Injektion eine giinstige CD8+ T-Zell-Antwort férdern und somit ungiinstige Auswirkungen
der angeborenen Immunitit umgehen kdnnen. Dabei darf man jedoch nicht die systemische
Wirkung der 1.v.-Injektion auBler Acht lassen. (4,56) Es gibt auch Immuntherapien, die auf

IVT-mRNA basieren. Diese kodieren Immunstimulanzien, welche als Adjuvantien
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zusammen mit Krebsimpfstoffen verabreicht werden. Die Injektion erfolgt intratumoral
bzw. intranodal. Dadurch wir die suppressive Mikroumgebung des Tumors verindert.

(4,57)

4.5. mRNA als Wirkstoffplattform

Man kann mRNA-Impfstofte nach ihrer Konstruktion und Replikationsféahigkeit einteilen.
So gibt es SAM und nicht-replizierende mRNA-Impfstofte. (5)

SAM-Impfstoffe werden aus einem Alphavirus-Genom entwickelt. Sie sind etwa 9~10 kb
lang und weisen selbstreplizierende Eigenschaften auf, wodurch nur eine geringe Dosis
dieses Impfstoffes notig ist, um eine grole Menge an Antigenen bilden zu kdnnen und eine
lange Wirkdauer zu erreichen. (4,5,8,58) Dies ist ein klarer Vorteil gegeniiber nicht-
replizierenden mRNA-Impfstoftplattformen. So fiihrt eine i.m.-Injektion von SAM zu
einer zehnfachen Antigenexpression gegeniiber der nicht-replizierenden mRNA-
Impfstoffen. Auch die Lange von der Expression wurde von zwei auf zehn Tage verldngert.
(4) Die Impfung mit SAM-Impfstoffen kann wegen ihrer PAMP eine Infektion mit
Krankheitserregern simulieren. Sie besitzen allerdings auch die Fahigkeit Antigen-
kodierende Sequenz einzuschrianken. Allerdings konnen SAM-Impfstofte
Immunreaktionen gegen RNA-Replikationsfaktoren ausldsen, was die Wirksamkeit
verringert. (5,59) SAM kann auch in viralen Replikationspartikeln (VRP) verpackt sein.
(4,60) Diese VRP-Strukturproteine konnen jedoch auch eine unspezifische Immunantwort
auslosen. Man wirkt dem entgegen, indem man die Hiillproteine des VPR als

»defekt* kodiert, wodurch sich die RNA dann weiter vervielféltigen. (4) Weiters muss das
SAM in die Zelle gelangen, was problematisch ist, da SAM negativ geladen und sehr grof3
ist. (4) Deswegen wird das kationische Polymer Polyrthylenimin verwendet. Damit konnte
man eine 64-fach geringere Dosis des SAM fiir die gleiche Immunantwort wie nicht
replizierte mRNA auslosen. (4) Dieses Polymer hat jedoch auch einen toxischen Effekt.
Um diesen zu verringern, wurde das Polymer ,,pABOL* entwickelt. (4,49) So erhoht
pABOL die Proteinexpression nach intramuskuldrer bzw. intradermaler Injektion. (4,49)
Weiters konnen LNP angewendet werden, um SAM vor enzymatischen Abbau zu schiitzen.
Fiir die Verkapselung der SAM ist CNE auch eine gute Mdglichkeit. Die mRNA-CNE-
Impfstoffe erwiesen sich dabei als immunogen und gut vertrdglich. Das SAM muss dabei

in zwei kleinere Transkripte geteilt werden. Dies erhohe die Proteinexpression im
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Vergleich zum ganzen Stiick. (4,61,62) Nicht-replizierende mRNA-Impfstoffe haben die
vollstédndige Struktur der reifen mRNA, das fiir das gewiinschte Antigen kodiert. Deren
Lange betragt nur etwa 2-3 kb. Dadurch gibt es keine Einschriankung fiir die
Tragerkapazitit des Antigens. (5,45) Die Immunreaktionen kénnte dadurch besser
kontrolliert werden. Die Lagerung bzw. die Synthese fallt dadurch ebenfalls giinstiger aus.
So konnte man 1996 eine Anti-Tumor-Immunantwort durch DCs mit verbesserter
Féhigkeit zur Antigenprdsentation nachweisen. (5)

Ein weiterer Vektor der mRNA ist die circRNA (kreisformige RNA). Sie ist aufgrund ihrer
ringformig kovalenten Struktur besonders stabil. Sie sind zudem bei der Tumorsupression
besonders effektiv. Ein moglicher Wirkmechanismus konnte die Initiierung einer
antitumoralen Immunitit sein. SchlieBlich gibt es noch die Mdglichkeit dSRNA mit
einzelstringiger mRNA zu hybridisieren. Es entsteht dabei eine dendritische Struktur,
welche sowohl als Antigenexpressionstriger als auch als Immunadjuvans dient. Man kann
dabei durch die Lange, Sequenz und Menge der dsRNA Einfluss auf die Immunstimulation

nehmen. (8)

5. mRNA-Impfstoffe in der Krebstherapie

Mit mRNA-Impfstoffen ist es moglich aggressive bzw. metastasierende Tumore zu
behandeln, wie zum Beispiel nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC), kolorektales
Karzinom (CRC), Melanom oder das Glioblastom. (4)

Die Ziele der mRNA-Impfstoffe sind Tumor-assoziierte Antigene und Neo-Epitope (kleine
Peptide, die von tumorspezifischen somatischen Mutationen abgeleitet sind, auf der
Oberflache von Krebszellen exprimiert sind und von T-Zellen erkannt werden konnen).
Dabei versucht man eine zelluldre Immunantwort auszuldsen. (4,5,63)

Man nutzt das Konzept des "Mutanoms". Man kartiert dabei somatische Mutationen in den
einzelnen Tumoren und nutzt dies fiir eine personalisierte Impftherapie, womit dann
mRNA-Mutanom-Impfstoffe hergestellt werden. (5,63) Mutanome und Neo-Epitope
miissen zunéchst identifiziert werden. So konnen dann mRNA-Impfstoffe individuell an
die Patient*innen angepasst werden und in weitere Folge konnen diese dann eine robuste
T-Zell-Reaktionen gegen den vom Impfstoff kodierte Neo-Epitope hervorrufen. (5) Damit
ein vollstdndiges Ansprechen auf die Impfung erreicht wird, muss das Protein PD-1

"programmed cell death protein 1" blockiert werden. (5) Des Weiteren wurde eine Co-
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Ubertragung von mRNA untersucht, welche die von DCs-mRNA-Krebsimpfstoffen
ausgeloste Immunantworten verstarken. Dabei stellte man fest, dass ein sog. ,,Trimix* die
DC-Aktivierung, die Verschiebung des Phanotyps der CD4+ T-Zellen und die Reaktion der
zytotoxischen T-Lymphozyten fordern kann. (5,29)

So wurde bei fortgeschrittenem Melanom eine Impfung mit DC-basierter mRNA
angewendet. Diese kodiert TriMix und Tumorantigene. Diese DC-basierter mRNA wurde
mit Ipilimumab kombiniert. Sie induzierte erfolgreich eine starke tumorassoziierte
Antigen-spezifische CD8+ T-Zell-Antwort. (5)

Auch wurden CAR-T-Zellen (Chimeric antigen receptor) entwickelt. Sie sind auf das
regulierte Tight Junction-Protein Claudin 6 (CLDNG®6) spezialisiert. Der CLDNG6-
kodierenden RNA-Impfstoff stimuliert dabei die CAR-T-Zellen und fordert die Regression
grof3er solider Tumore. (5,64)

Eine weitere Moglichkeit ist ein mRNA-basierter Krebsimpfstoff, der virale Antigene
kodiert. Diese wirken therapeutisch, indem sie das Immunsystem stimulieren, Zellen
anzugreifen, die virale Antigene des HPV, HBV, EBV und HIV exprimieren. Diese Viren
konnen ndmlich Gebarmutterhals-, Leber- und Nasopharynxkarzinome verursachen. Diese
mRNA-Impfstoffe befinden sich noch in préaklinischen Studien. Die Viren kénnen jedoch
mutieren und eine Immuntoleranz entwickeln, was diese Impfstoffentwicklung erschwert.
(8)

Es gibt dabei verschiedene Wege den Impfstoff zu verabreichen. So wurde ein RNA-
Lipoplex-Impfstoff gegen Melanome entwickelt. Dieser wird intravends verabreicht. Die
mRNA wird dabei an APCs geliefert. Es kommt dann zur Antigenprasentation. (5,65) Die
Impfstoffe konnen auch intratumoral oder intraperitoneal verabreicht werden. So wurde die
intraperitoneale Druck-Aerosol-Chemotherapie (PIPAC) entwickelt. (5,66)

SchlieBlich wurde auch die Trigeranalyse optimiert. Man untersuchte, welche ionisierbare
lipiddhnliche Materialien sich als mRNA-Transportmittel eignen. So wurde eine Bibliothek
mit ionisierbaren lipiddhnlichen Materialien erstellt. Der Screening-Standard erleichterte
die In-vivo-mRNA-Transporte und gewihrleistete eine effektive und spezifische

Immunaktivierung. (5)
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5.1. Fiir Immunstimulantien kodierende mRNA

Als Immunstimulanzien kommen meistens Chemokine oder Zytokine in Frage. Diese
aktivieren APCs und aktivieren somit auch die T-Zell-vermittelte Immunantwort, wodurch
sie Einfluss auf das Tumormikroumgebung nehmen. (4,8) Diese Immunstimulanzien
wurden durch die mRNA kodiert. Sie konnen dabei intratumoral, intranodal, i.v. und i.c.
verabreicht werden. Sie werden dabei entweder als Monotherapie oder als
Kombinationstherapie verabreicht. (4) Als Kombinationstherapie kommen PD-1/PD-L1-
Antikorpern oder andere Krebsimpfstoffe in Frage. So gibt es die eTheRNA-
Immuntherapie. Man benutzt dabei ein TriMix. Dieses mRNA basierte Adjuvans enthalt
drei nackte mRNA-Molekiile. Sie kodieren fiir CD70 (Aktivierung von CD8+ T-Zellen),
CD40-Ligand (Aktivierung von CD4+ T-Zellen) und konstitutiv aktiven TLR4 (caTLR4)
zur Antigenprasentation mittels DCs. So sei die nackte TriMix-mRNA und die mit ex-vivo-
DC beladene TriMix-mRNA als gut vertriglich und immunogen eingestuft. (4,67) Sowohl
die fiir TAAs kodierende mRNA als auch die TriMix-mRNA stimulieren die Reifung von
APCs und fordern die Funktion der T-Zellen. TriMix mRNA und TAA-mRNA kdénnen
zusammen verabreicht werden. Dieses Produkt heifit ,, TriMixDC-MEL®. Eine
Kombination mit dem CTLA (zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen) blockierenden
monoklonalen Antikdrper Ipilimumab ist auch moglich, welcher bei
Melanompatient*innen im Stadium III/IV gegeben werden kann. (4,68) Moderna dagegen
hat zwei auf LNP-Plattform verkapselte mRNA-Produkte fiir intratumorale und
immunstimulierende Wirkung entwickelt (mMRNA-2416 und mRNA-2752). Die mRNA-
2416 kodiert fiir OX40L, welches die Funktion und das Uberleben von T-Zellen fordert
und entweder allein oder in Kombination mit einem PD-L1-Inhibitor Durvalumab
verabreicht werden kann. Sie kommt bei Lymphomen und metastasierendem
Eierstockkrebs zum Einsatz. (4,69) mRNA-2752 hingegen besteht aus mRNAs, die fiir
OX40L, IL-23 und IL-36 kodieren und wird aktuell bei Lymphomen eingesetzt. In diesem
Mix bewirkt IL-36 eine Immunaktivierung, verstirkt somit die antitumorale Wirkung,
moduliert die Tumormikroumgebung und korreliert durch diese Effekte mit einer
giinstigeren Prognose bei Krebspatient*innen.

Ein anderes Préiparat ist MED 11191, welches von Moderna und AstraZeneca entwickelt
wird, wobei es sich um eine IL-12-mRNA handelt, welche intratumoral verabreicht werden

kann. Weiters gibt es auch kationische Lipoplexe von BioNtech, die mit
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nukleosidmodifizierter IL-12-mRNA beladen sind und nach einer i.v.-Verabreichung die T-

Zell-Antwort verstiarken konnen. (4)

5.2. Die Rolle tumorassoziierter Antigene (TAAs) beim mRNA-Impfstoff

Tumorassoziierte Antigene (TAAs) sind Antigene, die im Tumorgewebe deutlich starker
exprimiert werden als im gesunden Gewebe. (8,70) TAAs konnen von Tumorzellen
exprimiert werden, wobei man beim Melanom Tyrosinase, gp100, MAGE-A3 und MAGE-
C2 als TAAs identifizieren konnte. (4) So gibt es bereits das Lipo-MERIT. Bei Lipo-
MERIT befindet sich die mRNA in einem Komplex mit DOTAP oder DOTME. Das
Verhiltnis von DOPE zu mRNa sollte dabei 1,3:2 betragen. So konnte man dadurch
effektiv die DCs der Milz in Méausen erreichen. Dadurch konnten B-, NK-, CD4+- und
CD8+-T-Zellen aktiviert werden. (4) Es gibt den mRNA-Impfstoff (BNT111). Dieser
kodiert die TAAs NY-ESO-1, MAGE-A3, Tyrosinase und TPTE. Er wurde bei
Patient*innen mit fortgeschrittenem Melanom untersucht. Drei Patient*innen zeigten eine
T-Zell-Antwort gegen NY-ESO-1 und zwei davon zeigten eine Antwort gegen MAGE-A3.
Es gibt auch den Ansatz BNT111 mit Cemiplimab zu kombinieren, was Anwendung beim
Anti-PD1-refraktdrem, inoperablem Melanom im Stadium III oder IV finden konnte. (4,71)
Es gibt auch den Impfstoff CV9202 von CureVac, welcher die TAAs MUC-1, NY-ESO-1,
MAGE-C1 und MAGE-C2 als Ziel hat. Dabei werden nackte TAA-mRNA-Impfstoffe mit
Protamin/mRNA-Komplexen verabreicht. Auch bei diesem Impfstoff gibt es Tendenzen
thn mit einer zweiten Therapie zu kombinieren. So wird er mit Afatinib im Nicht-
kleinzelligen Lungenkrebs kombiniert, um die therapeutische Effizienz zu steigern.
Weiters gibt es Tendenzen mRNA-Impfstoffe auch mit Chemo- und/oder
Strahlentherapie(n) zu kombinieren, um ihre Effizienz zu steigern. Selbiges konnte schon
in einer Studie bei Patient*innen mit inoperablem Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs im
Stadium III gezeigt werden. (4,72) Es zeigte sich hierbei eine gute Vertraglichkeit mit
lediglich grippedhnlichen Symptomen und Reaktionen an der Injektionsstelle. Aus
funktioneller Perspektive konnte gezeigt werden, dass in 84% der Patient*innen eine
erhohte Anzahl an antigenspezifischen Antikdrpern und T-Zellen nachgewiesen werden
konnte. (4,72)

Zusitzlich gibt es noch die Moglichkeit, dass man nur DCs mit der eingesetzten mRNA

ansteuert. Sie beruht auf der Basis von pp65-Lysosomal-assoziiertem Membranprotein
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(LAMP) und koénnte zur Behandlung von Glioblastom-Patient*innen eingesetzt werden.
Denn das pp65 (Cytomegalievirusprotein) ist sehr tumorspezifisch fiir das Glioblastom und

konnte damit eine pp65-spezifische CD4+- und CD8+-T-Zellantwort auslosen. (4,73)

5.3. Fiir Neoantigen kodierender mRNA-Impfstoff

Die Verabreichung von TAAs hat allerdings auch gewisse Nachteile:

1) TAAs konnen nédmlich auch in gesundem Gewebe vorkommen, wodurch diese
Impfstoffe zentrale und periphere Toleranzreaktionen auslosen konnten.

2) Weiters weisen Patient*innen eine grof3e Anzahl an TAAs auf, was zur Bildung von
Resistenzen fiihren konnte.

3) Bis jetzt sind nur wenige TAAs fiir eine Vielzahl an Tumore bekannt. (4,8)

Das Ziel von mRNA-Impfstoffen sollten also tumorspezifische Antigene (Neoantigene)
sein. Diese Neoantigene entstehen durch somatische Mutationen und im Gegensatz zu
TAAs sind sie nicht in gesunden Zellen vorhanden. Dadurch kénnen Neoantigene vom
Immunsystem als fremd erkannt werden und als solches auch bekdmpft werden. (4,8,70)
Um einen personalisierten Neoantigen-Impfstoff herstellen zu kdnnen, miissen somatische
Mutationen des Tumors identifiziert werden. Dabei wird zunéchst eine Biopsie vom Tumor
entnommen und dieser Tumor wird sequenziert und mit normalem Gewebe als Referenz
verglichen. Mutationen mit der hochsten Immunogenitit werden dann gescreent und
danach wird mit Hilfe eines Algorithmus Epitope identifiziert. (4,8,70)

Es gibt dabei verschiedene Verabreichungssysteme fiir Neoantigene. Das konnen
synthetische lange Peptide (SLPs) und auf Nukleinsduren (DNA/mRNA) basierende
Impfstoffe sein. Diese kdnnen direkt injiziert werden oder auf autologen DC-Transfer oder
auf Biomaterialien basierenden Trigersystemen verabreicht werden. SLPs wiirden dabei
CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen aktivieren und dadurch war in einer Studie bei vier von
sechs Patient*innen nach 25 Monaten kein Krebs mehr nachweisbar. (4,74-76) Ein
Nachteil ist allerdings, dass diese Peptide sehr schnell abgebaut werden und somit nicht
lange im Korper verbleiben. Zweitens haben sich auch nur eine eingeschrinkte Immunitét
und Drittens ist ihre klinische Anwendung durch ihre unterschiedliche physikalisch-
chemische Eigenschaften ebenfalls limitiert. (4,77)

Fiir Neoantigene kodierende IVT-mRNA kann auch i.n. (intranodal) bei Patient*innen mit

fortgeschrittenem Melanom verabreicht werden. Die Aufnahme der Antigene durch APCs
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erfolgt dabei effektiver, wenn die Injektion ultraschallgezielt erfolgt. Dies 10st bei den
Patient*innen eine starke T-Zell-Reaktionen gegen mehrere Neoantigene. Die Nachteile
der Methode ist, dass sie viel Ubung in der technischen Durchfiihrung benétigt. (4,75)

Es gibt auch nicht-virale Plattformen fiir die Verabreichung von Neoantigen-kodierender
mRNA. So gibt es den Impfstoff mMRNA-5671 von Moderna und Merck, welcher fiir
KRAS-Neoantigene kodiert und allein oder in Kombination mit Pembrolizumab (PD-1-
spezifischer Antikorper) kombiniert werden kann. Fiir die Verabreichung von mRNA-5671
werden LNPs verwendet. Dabei wird der Impfstoff alle drei Wochen mit insgesamt neun
Zyklen i.m. verabreicht, wobei er in der Studie gut vertraglich war. (4,75)

Dann gibt es noch mRNA-4157. Dabei handelt es sich um einen personalisierten Impfstoff,
der in LNPs eingekapselt ist. Dieser kann ebenfalls als Monotherapie oder in Kombination
mit Pembrolizumab bei Patient*innen mit resezierten soliden Tumoren, einschlief3lich
Melanom, Blasenkarzinom und Nicht-kleinzelligem Lungenkrebs zur Anwendung
kommen. Die Monotherapie und Kombinationstherapie konnen eine neoantigenspezifische
T-Zell-Antwort auslosen. Diese erwiesen sich in mehreren Studien als sichere
Therapieansdtze. So wurden in einer Studie 13 Patient*innen mit der Monotherapie

behandelt, wobei 12 von ihnen dann nachweislich tumorfrei waren. (4,78)

6. Materialien und Methoden

Bioinformatische Analyse

Um einen Uberblick iiber die Expression von Genen im Gewebe zu bekommen, wurde der
vollstindige RNA-Seq-Datensatz vom Genotype-Tissue Expression (GTEx) portal
(https://gtexportal.org/home/, aufgerufen am 01.06.2024) heruntergeladen.

Die Methodik der Analyse der GTex-Datenbank wurde teilweise von "Blumberger
Y., mRNA-Impfstoffe in Himatologischen Erkrankungen - Stand der Entwicklung und

Ausblick, 2024" {ibernommen.

cument?pThesisNr=77626&pAutorNr=82178&pOrgNr=

Insgesamt sind dort gewebsspezifische RNA-Sequencing Daten von 53 unterschiedlichen

Gewebetypen fiir ca 56000 Gene vorhanden (Augeschliisselt in STabelle 1). Die
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Expressionshéhe wurde in den RNA-Sequencing Daten der GTEx-Datenbank mit
Transcripts Per Kilobase Million (TPM) pro unterschiedlichem Gewebetyp angegeben.
RNA-seq stellt dabei eine Methode zur Bestimmung der Nukleotidabfolge der RNA dar.
Die TPM wurde dabei errechnet, indem man das Produkt aus der Anzahl der Reads pro
Gen, Readldnge und 1.000.000 durch das Produkt aus feature (Exon/Transkript) Lange
vom Gen und die Summe aller "beprobten Transkripte" dividiert. Die Auswertung, des
gesamten Datensatzes erfolgte mittels R (Version 4.3.1) und die Visualisierung mittels
ggplot2 (version 3.4.2). Um die gefundenen Gene im Sinne der gegebenen Literatur zu
betrachten, wurde eine systematische PubMed-Abfrage mittles der Recurl (Version
1.98.1.13) durchgefiihrt. Um die GTex Gene mit ihren biologisch verfiigbaren Daten zu
verlinken, wurde die genspezfische ENSG-Nummer als Unique Identifier genommen und
mittels der R Bibliothek biomaRt (Version 2.56.1) mit den vorhandenen Informationen
verlinkt. Um Tumorspezifische Expressionen von insgesamt 17 unterschiedlichen
Krebsarten (Aufgeschliisselt in STabelle 2) des jeweiligen Genes zu bekommen wurde die

Webseite des Proteinatlas (https://www.proteinatlas.org/, besucht am 01.06.2024)

aufgerufen. Um die Gene nach ihrer klinischen Relevanz einzuordnen, wurden die

Uberlebensdaten von kmplot.org (https:/kmplot.com/analysis/, besucht am 01.06.2024)

mit den gefundenen Genen in 21 unterschiedlichen Krebsarten (Detailliert dargestellt in
STabelle 3) verbunden. Hierzu wurde die pan-Cancer mRNA-Seq Datenbank benutzt und
der cutoff auf ,,Auto select best cutoff“ gesetzt.

Die aus PubMed erstellte Liste wurde nach Haufigkeit der genannten Gene sortiert und es

folgte die manuelle Recherche in PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) der

einzelnen Gene und die Darstellung bzw. Zusammenfassung des aktuellen Wissensstandes.

7. Resultate

Insgesamt befanden sich in der GetEx-Datenbank 58.000 Gene aus 53 unterschiedlichen
Gewebetypen (Detailliert in STabelle 1). Verbindet man die Gene-id mit der ENSEMBL-
Datenbank so ergibt sich fiir die Daten in der GetEx-Datenbank folgendes Bild: Der
GroBteil der Gene war Protein-codierender Natur (n=19668, 33.45%), gefolgt von long-
non-coding RNAs (IncRNA)(n=13685), prozessierten Pseudogenen (n=10012),
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ribosomales RNA (rRNA)(n=598), unprozessierten Pseudogenen (n=2496) und small
RNAs (snRNA)(n=2075).

Um potenziell vulnerables Gewebe zu schiitzen, wurden Gene, die im Gehirn oder im
Herzen exprimiert waren (> 0.1TPM), aus der Analyse ausgeschlossen. So wurden
insgesamt 33.518 Gene aus der Analyse exkludiert, wobei 17.578 proteinkodierende Gene

dabei waren (Detailliert in Tabelle 1).

Tabelle 1. Anzahl der exkludierten Gentypen geordnet nach deren Genfunktion.

Ensembl Gene Biotype Anzahl
Artifact 10
IG_C gene 13
IG_C pseudogene 5

IG D gene 2

IG J gene 14

IG V _gene 99
IG_V_pseudogene 6
IncRNA 8405

(long-non-coding RNA)

miRNA 189
misc_ RNA 503
Mt rRNA 3

Mt tRNA 22
processed pseudogene 3492
protein_coding 17578
Pseudogene 1
rRNA 4
rRNA pseudogene 77
scaRNA 15
scRNA 1
snoRNA 249
snRNA 321
sRNA 1
TEC 614
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TR _C gene 6
TR J gene 13
TR V gene 53
TR _V pseudogene 5
transcribed processed pseudogene 298
transcribed unitary pseudogene 104
transcribed unprocessed pseudogene 570
translated unprocessed pseudogene 3
translated processed pseudogene 1
Unprocessed pseudogene 604
Unitary pseudogene 21
Summe 33300

Um das Nebenwirkungsspektrum fiir das restliche Gewebe klein zu halten, wurde in einem

weiteren Schritt nur nach Genen gesucht, die nur in einem Gewebetyp liberexprimiert sind

mit moglichst niedrigen Expressionsraten in den anderen Gewebetypen. Insgesamt konnte

so 3.428 Gene identifizieren (Detailliert in Abbildung 17). Die meisten Gene fanden sich

im Hoden gefolgt von der Leber und dem gesamten Blut (whole blood). Anhand der

Genklassifikation zeigte sich, dass der GroBteil der iiberexprimierten Gene nicht-protein

kodierender Natur war (IncRNA (n=1921, 56.03%)), gefolgt von protein-kodierender RNA

(n=581, 16.95%) (Detailliert in Tabelle 3).

Tabelle 2. Ubersicht iiber alle Gene, die gefunden wurden und deren biologische

Funktion.
Ensembl Gene Biotype Anzahl
IG D gene 1
IG_V _gene 4
IG_V pseudogene 11
IncRNA 1921
miRNA 9
misc RNA 30
processed pseudogene 362
protein_coding 581
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rRNA pseudogene 5
snoRNA 13
snRNA 16
TEC 60
TR J gene 27
TR J pseudogene 1
TR V gene 8
TR _V pseudogene 2
transcribed processed pseudogene 64
transcribed unprocessed pseudogene 112
unitary pseudogene 10
unprocessed pseudogene 173
transcribed unitary pseudogene 18
Summe 3428
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Abbildung 17: Gewebsverteilung der iiberexpremierten proteincodierenden Gene.

Es wurden nur Gene in die Abbildung mithineingenommen, die laut ENSEMBL-Datenbank
eine proteincodierende Funktion haben. Auf der Y-Achse befinden sich die Anzahl der Gene

und auf der X-Achse der Gewebetyp, wo das Gen exprimiert ist.
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Abbildung 18: Expressionsprofil des GIP-Genes in normalem Gewebe und Krebsgewebe
inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des GIP-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des GIP-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger GIP-Expression in
(C) Brustkrebs, (D) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (E) Zervixkarzinom und (F)
Hepatozellulirem Karzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt.

Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression
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TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

Gastric inhibitory polypeptide

Die grofite Expression zeigte sich im Darm, wobei sich mehr Gastric inhibitory
polypeptide (GIP) Expression im terminalen Ileum zeigte als im Colon (Detailliert in
Abbildung 18A). In den untersuchten Krebsarten zeigte sich die groBite Expression in
Tumoren des Hodens, gefolgt vom Pankreaskarzinom und Magenkrebs (Abbildung 18B).
In der Uberlebensanalyse zeigte sich, dass von allen untersuchten Krebsarten die groften
Uberlebensvorteile in der Gruppe mit niedrigen GIP-Expressionen im Vergleich zur
Gruppe mit hoher GIP-Expression in Brustkrebs (Abbildung 18C), Klarzelligem
Nierenzellkarzinom (Abbildung 18D), Zervixkarzinom (Abbildung 18E) und
Hepatozellulirem Karzinom (Abbildung 18F) gezeigt werden.

Funktionell wird GIP von den K-Zellen des Diinndarms produziert und nach der
Nahrungsaufnahme aus dem Darm freigesetzt. (79,80) GIP fordert dann die
glukoseabhéngige Insulinsekretion, hemmt die Magensduresekretion und stimuliert die
Darmsekretion. Funktionell, reduzieren GLP-1 und GIP den Appetit, die
Nahrungsaufnahme und somit auch das Korpergewicht. (81) Durch die GIP induzierte
Insulinsekretion fordert es die Interaktion mit regionalen BlutgefdBen und GIP-Rezeptoren,
die die Triglycerideinlagerung im wei3en Fettgewebe fordern. (82) Bei niichternen bzw.
niedrigen Blutzuckerspiegel erhoht GIP die Glukagonausschiittung und erhéht nur gering
die Insulinsekretion. Bei Patient*innen mit Typ-1-Diabetes kommt es bei einer Insulin-
induzierten Hypoglykémie zu einer Glukagonfreisetzung und somit zu einem
Glukoseanstieg. (82) Hingegen kommt es bei einer Hyperglykdmie zu einer vermehrten
Insulinausschiittung. Bei Diabetes Typ II kommt es jedoch zu einer insulinotropen
Wirkung die GIP beeintrichtigt. (82) Der GIP-Rezeptor spielt auch eine wichtige Rolle bei
der Adipozytenentwicklung. (83,84) Bei Mannern mit Typ-1-Diabetes konnte beobachtet
werden, dass eine sechstigige subkutane GIP-Infusion voriibergehend die
Knochenresorption verringert und nicht-veresterte Fettsduren und p-Oxidation erhoht.
AulBerdem wurden der hepatische Fettgehalt und die Hauttemperatur erhoht. (83) GIP fiihrt
auch zu erhohter mRNA-Expression von IL-6, IL-1p und dem IL-1-Rezeptorantagonisten
IL-1Ra. Auf TNFa, IL-8 und das monozytochemotaktische Protein (MCP)-1 hat es
dagegen keinen Einfluss. Zudem stimuliert GIP die Sekretion von IL-6 und IL-1Ra in
Gegenwart von LPS, IL-1p und TNFa. GIP fordert die Lipolyse, indem es die
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hormonsensitive Lipase aktiviert. Bei einer chronischen GIP-Verabreichung wird die
Insulin-abhéngige Glukoseaufnahme in Adipozyten beeintrachtigt. (85) GIP-Rezeptoren
(GIPR) sind sowohl in adulten als auch in padiatrischen Nebennierentumoren stark
iiberexprimiert (vermehrt in Nebennierenkarzinomen als in Adenomen). (86) Eine
dysregulierte GIPR-Expression kommt hdufiger bei Tumoren oder Hyperplasien vor, die
von der Zona fasciculata ausgehen. GIPR ist dabei an der GIP-abhangigen
Cortisolsekretion beteiligt. Eine aberrante GIPR-Expression in der Zona reticularis kann
auch die Zellproliferation und die GIP-abhéngige Androgensekretion stimulieren. (86) Eine
Uberexpression von GIPR ist auch mit dem MEN-1-Phinotyp assoziiert. GIP-Rezeptoren
werden auch vermehrt in Neuroendokrinen Tumoren (NET) exprimiert. Sie kommen in
89% der Medulldren Schilddriisenkarzinomen, in 92% der NET der Lunge, in 99% der
pankreatischen NET und 86% der ilealen NET. Das NET des Pankreas schlie3t Insulinome,

Gastrinome, Glucagonome und Vipome ein. (86)
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Abbildung 19: Expressionsprofil des F9-Genes in normalem Gewebe und Krebsgewebe

inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.
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(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des F9-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des F9-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger F9-Expression in (C)
Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (D) Hepatozelluldrem Karzinom, (E) Brustkrebs und (F)
Ovarialkarzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt.

Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

F9

Die grofite Expression zeigte sich in der Leber, wo der Gerinnungsfaktor IX — fiir den das
F9-Gen die Quelle ist — gebildet wird (siche Abbildung 19A). Die grofite Expression
konnte im Hepatozelluldren Karzinom gefunden werden (Abbildung 19B).
Interessanterweise war eine hohe Expression von F9 mit einer guten Prognose
vergesellschaftet im klarzelligen Nierenzellkarzinom und auch im Hepatozelluldren
Karzinom (Abbildung 19C-D). Umgekehrterweise zeigte sich, dass eine hohe Expression
von F9 im Mammakarzinom und im Ovarialkarzinom mit einem schlechten
Gesamtiiberleben vergesellschaftet war (Abbildung 19E-F). F9 kodiert den
Gerinnungsfaktor IX, der an der Vitamin-K-abhingigen Antikoagulation beteiligt ist. Er
wird dabei durch den Faktor XIa aktiviert und der aktivierte Faktor IX aktiviert dann durch
Wechselwirkungen mit Ca+2-lonen, Membranphospholipiden und Faktor VIII den Faktor
X. (87)

F9 wird stirker im normalen Gewebe exprimiert als im Gewebe vom Hepatozelluldren
Karzinom (HCC), wo es sogar signifikant niedriger exprimiert ist. Es ist statistisch
signifikant indirekt mit dem T-Stadium verbunden und korreliert negativ mit der
vaskuldren Invasion, sowie der Wahrscheinlichkeit eines metastatischen Phénotypes.
Auffallend ist auch, dass eine hohe F9-Expression negativ mit dem Infiltrationsgrad von
CD4+ T-Zellen, Neutrophilen, B-Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und CD8+ T-
Zellen in HCC-Gewebe korrelierte. (88)
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Nach 60 Monaten waren ca. 50% der HCC-Patient*innen mit einer hohen F9-Expression

noch am Leben. Mit einer niedrigen F9-Expression waren dagegen nur etwas mehr als 40%

am Leben. Nach 120 Monaten waren bei den Proband*innen mit hoher Expression noch

etwas mehr als 30% lebend. Bei den Proband*innen mit niedriger Expression waren es ca.

10%. (88)

Bei Darmkrebs kann miR-576-5p das Fortschreiten zu Lebermetastasen beeinflussen kann,

indem es das F9-Gen reguliert. (89)
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Abbildung 20: Expressionsprofil des IL21-Genes in normalem Gewebe und

Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des IL21-Genes in 54 unterschiedlichen

physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die

gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des IL21-Genes in 17 unterschiedlichen

Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse

sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
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FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger IL21-Expression in
(C) Ovarialkarzinom, (D) Pankreaskarzinom, (E) Uteruskarzinom und (F) Brustkrebs. Die
Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression,
Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

IL-21

IL-21 ist in verschiedenen Gewebetypen exprimiert, wobei die hdchste Expression im
Hoden zu finden ist, gefolgt vom terminalen Ileum (Vergleiche Abbildung 20A). In den
unterschiedlichen Krebsarten zeigt sich expressionstechnisch ein pluralistisches Bild,
wobei IL-21 am hdchsten in Hodentumoren, gefolgt von Magentumoren und
Lungenkarzinom exprimiert ist (Detailliert in Abbildung 20B). In der Uberlebensanalyse
zeigte sich, dass IL-21 offensichtlich eine signifikante Rolle in Tumoren des
gynidkologischen Formenkreises spielt, wobei hohe IL-21 Expressionsraten im
Ovarialkarzinom (Abbildung 20C), Uteruskarzinom (Abbildung 20E) und
Mammakarzinom (Abbildung 20F), sowie dem aggressiven Pankreaskarzinom
(Abbildung 20D) mit einem schlechten Gesamtiiberleben vergesellschaftet war.
Physiologisch wird die IL-21 Sekretion von Typ-III-IFNs (IFN-A1, IFN-A2 und IFN-A3)
stimuliert. (90,91) So stimuliert [IFN-a die Bildung von IL-21, aber auch die
Neutralisierung von IL-2 kann die mRNA-Spiegel von IL-21 fordern. (90) IL-21 fordert
die Produktion von IgG(1) und IgG(3) in B-Zellen. Es ist auch wichtig fiir die Bildung von
T-Follikel-Helferzellen. IL-21-produzierende periphere T-Helferzellen tragen zur
Aktivierung extrafollikuldrer B-Zellen bei und spielen eine pathogene Rolle bei
Autoimmunerkrankungen. (90,91) IL-21 fordert auch die Produktion von Autoantikdrpern,
wodurch bestimmte Autoimmunkrankheiten ausgelost werden. Zudem sind die IL-21-
Spiegel im peripheren Blut und im Gewebe von Patient*innen mit systematischem Lupus
erythematodes (SLE), rheumatoider Arthritis (RA), Typ-1-Diabetes (T1D),
Immunthrombozytopenie (ITP), primidrem Sjégren-Syndrom (pSS), autoimmuner
Schilddriisenerkrankung (AITD) und Psoriasis erhoht. (92) Der homozygote GG-Genotyp
von IL-21 (rs2055979) konnte ebenfalls im Zusammenhang mit Multiple Sklerose
stehen.(93) AuBlerdem ist es an der Bildung von B-Zellen und deren Differenzierung zu

Plasmazellen beteiligt, wodurch Immunglobuline produziert werden. Diese Wirkungen
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werden hauptséchlich durch die Aktivierung der JAK/STAT-, MAPK- und PI3K-
Signalwege vermittelt. (92) Es fordert auch mit IL-6 die Proliferation und Reifung von
natiirlichen Killerzellen (NK), reifen B- und T-Zellen. Auch die Produktion von Interferon
gamma in T-Zellen und NK-Zellen kann es zusammen mit IL-15 und IL-18 fordern.
Wihrend der T-Zell-vermittelten Immunantwort wird die Reifung dendritischer Zellen
(DC) gehemmt. IL-21 ist auch an der Aktivierung, Differenzierung und Apoptose von B-
Zellen wiahrend humoraler Immunantworten beteiligt. (94)

Die Expression von IL-21 ist im Kehlkopfkrebs stark erhoht, wobei auch in angrenzenden
Geweben eine leichte Erhohung feststellbar ist, was auf eine Immunreaktion in den
angrenzenden Geweben hindeuten konnte. (95)

Im Gegensatz zu Kehlkopfkrebs waren die IL-21-Spiegel in 50% der Patient*innen mit
Kolonkarzinom verringert. Andererseits stieg die Expression von IL-21 signifikant mit
dem Vorhandensein einer vaskuldren Invasion, womit IL-21 die entziindungsbedingte
Karzinogenese des Kolonkarzinoms forderte. (96) In Colon-38 Dickdarmkrebszellen kann
IL-21 iiber den IL-21R aktiviert werden, wo es dann wiederrum STAT3, STAT1 und
ERK1/2 aktiviert. (97)

Auch in Brustkrebs kommt es zu einer Genexpression von IL-21-Rezeptoren. Die
Genexpression von IL-21R ist in MDA-231, MCF-7, MDA-361 und BT-20 Zellen
vorhanden. IL-21 fordert zudem die Proliferation, Migration und dosisabhéngig die
Invasion von MDA-231-Zellen, nicht aber von MCF-7- und ZR-75.1-Zellen. Die Invasion
von MDA-231-Zellen erfolgt dabei durch die Regulation von MMP-Signalwegen. (98,99)
Hohere Expression von IL-21R kommt auch gehduft im Pankreaskarzinom vor. Die
Expression von IL-21R fordert dabei die Proliferationsaktivitdt von
Pankreaskarzinomzellen. (98) Weiters ist auch die Serumkonzentration von IL-21 bei
Patient*innen mit Magenkrebs signifikant hoher als in gesunden Menschen, wobei gezeigt
werden konnte, dass die Konzentration von IL-21 bei Patient*innen mit
Lymphknotenmetastasen hoher war als bei jenen ohne Lymphknotenmetastasen. (100,101)
Eine reduzierte Expression von IL-21 und IL-21-R im Vergleich zum normalen Gewebe
fand sich auch im NSCLC. Eine starkere Expression von IL21-R fiihrt somit dosisabhéngig
zu Hemmung von Zellwachstum und Metastasierung. (102)

Beim Kolonkarzinompatient*innen beobachtete man nach 60 Monaten, dass ca. 90%
derjenigen mit einer hohen IL-21-Expression noch lebten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Bei Patient*innen mit einer niedrigen IL-21-Expression waren dagegen nur noch 40%

lebend. Nach 80 Monaten waren von den mit hoherer IL21-Expression noch ca. 60%
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lebend. Von den mit der niedrigeren Expression waren nur noch ca. 30% nicht verstorben.
(102)

Bei Brustkrebs konnte gezeigt werden, dass die Prognose auch vom Genotyp der IL-21-
Expression abhéngig war. Bei Brustkrebspatient*innen, die den CC-Genotyp des IL-21-
Genes hatten, waren nach 60 Monaten ca. 80% noch am Leben. Bei
Brustkrebspatient*innen mit dem TT-Genotyp lebten nach 60 Monaten ca. 94% und bei
Brustkrebspatient*innen mit dem CT-Genotyp lebten nach 60 Monaten noch ca. 90%.
(103)

Bei Patient*innen mit einem Pankreaskarzinom konnte man nach 1000 Tagen feststellen,
dass von den Patient*innen mit einer niedrigen IL-21-Expression etwas mehr als 30% noch
lebten im Vergleich zu Patient*innen mit einer hohen IL-21-Expression, wo es nur ca. 15%
waren. (98)

Eine hohe IL-21R-Expression war bei den Patient*innen mit Magenkrebs in direkter
Korrelation mit Tumorgrée und der lymphatischen Metastasierung assoziiert. In der
Uberlebenszeitanalyse zeigte sich, dass Magenkrebspatient*innen mit einer hohen IL-21R-
Expression eine kiirzere Uberlebenszeit und eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir ein

Rezidiv hatten als die Patient*innen mit einer niedrigen IL-21R-Expression. (104)

56



A Bulk tissue gene expression for LCT (ENSG00000115850 9)
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Abbildung 21: Expressionsprofil des LCT-Genes in normalem Gewebe und Krebsgewebe
inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des LCT-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des LCT-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger LCT-Expression in
(C) Hepatozelluldrem Karzinom, (D) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (E)
Pheochromozytom/Paraganglioma und (F) Papilldrem Nierenzellkarzinom. Die Graphen
wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression, Schwarze

Linie = niedrige/keine Expression
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TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

LCT

Das LCT-Gen kodiert fiir das Enzym Laktase, welches in Diinndarmzellen im Kindesalter
produziert wird und das Polysaccharid Lactose in Galactose und Glucose zu spaltet. Vom
Expressionsmuster ist es vorzugsweise im gastrointestinalen Trakt zu finden mit den
hochsten Expressionen im terminalen Ileum, gefolgt vom Colon (Vergleiche Abbildung
21A). In Tumoren ergibt sich ein uneinheitliches Bild, wo es einzelne Tumore geben
diirfte, die eine Uberexpression zeigen diirften, jedoch sich keine eindeutige Tumorentitit
herauskristallisierte (Vergleiche Abbildung 21B). Wenn allerdings das LCT-Gen in einem
Tumor hochexprimiert war, so konnte ein verringertes Gesamtiiberleben im
Hepatozellulirem Karzinom (Abbildung 21C), Klarzelligem Nierenzellkarzinom
(Abbildung 21D), Pheochromozytom/Paragangliom (Abbildung 21E), sowie dem
Papillirem Nierenzellkarzinom (Abbildung 21F) gezeigt werden.

Ein Mangel dieses Enzyms fiihrt zur Laktoseintoleranz, wodurch Betroffene keine Laktose
abbauen konnen und somit auch keine Milchprodukte verdauen kénnen. Im Alter nimmt
die Expression dieses Enzyms ab. Von einer Laktasepersistenz spricht man, wenn das
Enzym Laktase auch im Erwachsenenalter erhalten bleibt. (256)

Bei Kolonkarzinompatient*innen, die einen CC-Genotyp des LCT-Gens aufweisen, wurde
eine niedrigere Lebenserwartung festgestellt. Nach 20 Monaten waren etwas mehr als 50%

noch am Leben. Bei TT- und TC-Genotyp waren es vergleichsweise ca. 80%. (105)
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A Bulk lissue gena expression for ZAN (ENSGO0D00146839.18)
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Abbildung 22: Expressionsprofil des ZAN-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des ZAN-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des ZAN-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger ZAN-Expression in
(C) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (D) Ovarialkarzinom, (E) Kopf-Hals-Tumore und (F)
Thyroidkarzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie
= hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads
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ZAN

Das ZAN-Gen kodiert das Protein Zonadhesin, das die artspezifische Bindung von
Spermien an die Zona pellucida der Eizelle ermdglicht, woran auch die D-Doméne des
Zonadhisins beteiligt ist. (106) Im Hoden findet sich auch bei weitem die hochste
Expression mit nur minimaler Expression in anderem Gewebe (Sieche Abbildung 22A).
Wie aus den physiologischen Expressionsdaten zu erwarten, zeigte sich die hochste
Expression von ZAN im Hodentumor, sowie in Kopf-Hals-Tumoren (Abbildung 22B).
Ein Uberlebensnachteil fiir hohe ZAN-Expressionen wurde im Klarzelligen
Nierenzellkarzinom (Abbildung 22C), Ovarialkarzinom (Abbildung 22D), Kopf-Hals-
Tumore (Abbildung 22E) und Thyroidkarzinom (Abbildung 22F).

Wihrend der Spermatogenese erfolgt die Synthese der Zonadhesin-mRNA hauptsichlich

in primiren Spermatozyten. Das Protein befindet sich jedoch sowohl in Sertoli-Zellen als

auch in Spermatiden, ndmlich im Akrosom des Spermiums. Dabei ist es moglicherweise

der Signaliibertragung von Gameten und der Gametenerkennung beteiligt. (107—110)

an

Bulk tissue gene expression for CCR3 (ENSGO0000183625,14)
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Abbildung 23: Expressionsprofil des CCR3-Genes in normalem Gewebe und

Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.
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(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des CCR3-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des CCR3-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger CCR3-Expression in
(C) Hepatozellulirem Karzinom, (D) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (E) Papilldrem
Nierenzellkarzinom und (F) Brustkrebs. Die Graphen wurden von kmplot.org zur
Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine
Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

CCR3

CCR3 kodiert fiir ein Protein, das der Familie 1 der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
angehort. An diesen Rezeptor binden andere Chemokine. Vom Expressionsmuster ist der
GroBteil von CCR3 in Blutzellen exprimiert (Median TPM 2.5), gefolgt von der Milz, der
Haut und der Lunge (Detailliert in Abbildung 23A). Ungleich der physiologischen
Expression ist IL-21 in vielen Krebsarten wie zum Beispiel dem Lungenkarzinom,
Schilddriisenkarzinom oder dem Urothelkarzinom exprimiert (Vergleiche Abbildung
23B). Bei sehr hoher IL-21 Expression konnte gezeigt werden, dass sich im
Hepatozelluldren Karzinom (Abbildung 23C), Klarzelligen Nierenzellkarzinom
(Abbildung 23D), Papilldren Nierenzellkarzinom (Abbildung 23E), sowie im
Mammakarzinom (Abbildung 23F) ein Uberlebensnachteil ergab.

Physiologisch funktionell wird es weiters in den Epithelzellen der Atemwege exprimiert,
wo es eine wichtige Rolle bei der Entstehung von allergischen Atemwegserkrankungen wie
z.B. der allergischen Rhinitis, sowie dem allergischen Asthma spielt. CCR3 aktiviert dabei
Hauptzellen des respiratorischen Epithels, wodurch es iiber eine nachgeschaltete Kaskade
zu einer allergischen Entziindung kommt. (111) CCR3 fordert zudem in
Lungenepithelzellen die Freisetzung von IL-8 und ist somit an Lipopolysaccharid (LPS)-

induzierten Lungenentziindungen beteiligt. So erhdht LPS die CCR3-Expression in einer
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zeitabhéngigen Weise in NCI-H292- und A549-Zellen. (112) Er ist auch als Co-Rezeptor
fiir den Eintritt von HIV-1 bekannt. (113) Ein CCR3-Anstieg wurde auch bei Patient*innen
mit infektioser Mononukleose beobachtet, wo sich ein direkter Zusammenhang mit der
Dauer des Fiebers und dem Verhiltnis der ungewohnlichen Lymphozyten zeigt. (114) Eine
verstirkte Expression von CCR3 auf Synovialzellen kommt auch bei Rheumatoider
Arthritis (RA) vor, wo Eotaxin-1 die Expression von CCR3 in fibroblastendhnlichen
Synoviozyten (FLS) stimuliert. (115)

Im Magenkarzinom konnte man eine hohere Expression von CCR3 finden, wo CCR3
durch CCLS5 stimuliert wird. (116)

Im Lungenkarzinom ist die Expression von CCR3 im Tumorgewebe ebenfalls signifikant
erhoht, wo CCR3 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Adenokarzinomen spielt.
(117)

Beim Hautkrebs ist die CCR3-Expression im Melanom und im Plattenepithelkarzinom
erhoht, jedoch im Basalzellkarzinom de facto gar nicht exprimiert.

Bei Melanom-Zelllinien war CCR3 am stéirksten in SK-Mel-24-Zellen (gefolgt von G361
und SK-Mel-2) exprimiert. Hierbei korreliert die CCR3-Expression mit dem Grad der
Malignitit und ist somit vergesellschaftet mit einer malignen Zelltransformation,
Wachstum und Invasion, sowie der Metastasierung. (118)

Bei Schilddriisenkarzinomen ist eine signifikant erhéhte Expression von CCR3 in
papillaren Schilddriisenkarzinom feststellbar. (119)

Auch in Prostatakrebszelllinien konnte eine erhohte Expression von CCR3 festgestellt
werden. Eotaxin-1 fordert dabei liber den CCR3-ERK-Signalweg die Invasion von
Prostatakrebszellen mit einer Hochregulierung der MMP3-Expression. Periprostatische
Adipozyten konnten hier als treibende Kraft fiir den CCR3-exprimierenden Prostatakrebs
fungieren. (120,121)

Die intratumorale Expression von CCR3 war zudem mit Brustkrebs assoziiert. Bei
Tumoren mit hoher CCR3-Expression handelte es sich meistens um luminal-dhnliche
Tumore als um TNBC (Tripple negative breast cancer) - oder HER2 (human epidermal
growth factor receptor 2) -angereicherte Tumore. Die CCR3-Expression korrelierte dabei
nicht mit der Tumorgréfe, dem Lymphknotenstatus und dem Alter. HER2/Neu positive
Tumore waren mit groBerer Wahrscheinlichkeit intratumoral CCR3-negativ. (122) CCL5
aktiviert dabei CCR3 und das filihrt zur Th2-Polarisierung von CD4+ T-Zellen, was die

prometastatische Aktivitit von tumorassoziierten Zellen verstarkt. (123)
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Eine vermehrte CCR3-Expression findet sich auch in Nierenzellkarzinomzellen, wo die
CCR3-Aktivuierung zu einer Hochregulierung des intrazelluldren Ca2+-Signalweges fiihrt.
Die Aktivierung von CCR3 flihrt zur Zellproliferation und somit korreliert diese mit dem
Malignitatsgrad. (124)

CCR3 kommt mit hoherer Expression in Krebszellen von Glioblastomen vor und fordert
dort die Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen. (125)

Prognostisch spielt die CCR3-Expression im Magenkarzinom eine Rolle, wo die CCR3-
Expression in direkter Korrelation mit dem klinischen Stadium steht. (116)

Im Lungenkarzinom zeigte sich, dass Patient*innen mit erhohter CCR3-Expression ein
schlechteres Erstprogressionsiiberleben haben und es zeigte sich auch eine indirekte
Korrelation von CCR3-Expression und Gesamtiiberleben. (117)

Im Hautkrebs korrelierte die CCR3-Expression mit dem Malignitdtsgrad und damit
einhergehend indirekt korrelierend mit der Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit. (118)

Im Vergleich hierzu zeigte sich im Mammakarzinom, dass eine erhohte CCR3-Expression
mit einem lingeren rezidivfreien Uberleben bei luminal A-, luminal B- und HER2/Neu
positivem Brustkrebsféllen assoziiert war. (122)

Beim Nierenzellkarzinom gibt es eine direkte Korrelation zwischen CCR3-Expression und
dem Malignitdtsgrad. Was somit mit einer geringeren Lebenserwartung assoziiert war.
(124)

SchlieBlich ist auch bei Glioblastompatient*innen eine hohe CCR3-Expression mit einem
schlechten Outcome vergesellschaftet. So zeigte es sich, dass nach 24 Monaten tiber 90%
der Glioblastompatient*innen mit hoher CCR3-Expression verstorben waren. Im Vergleich
hierzu waren 80% der Gliobastompatient*innen mit niedriger CCR3-Expression

verstorben. (125)
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A Bulk tissue gene exprassion for CYPTA1 (ENSGO0000167910.3)
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Abbildung 24: Expressionsprofil des CYP7A1-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des CYP7A1-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des CYP7A1-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger CYP7A1-Expression
in (C) Ovarialkarzinom, (D) Endometriumkarzinom, (E) Klarzelligem Nierenzellkarzinom
und (F) Plattenepithelkarzinom der Lunge. Die Graphen wurden von kmplot.org zur
Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine

Expression
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TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

CYP7A1

CYP7AL1 ist fast ausschlieBlich in der Leber exprimiert (Siche Abbildung 24A), sowie im
Hepatozelluldren Karzinom (Abbildung 24B). Interessanterweise findet sich bei der
Uberlebensanalyse das Hepatozellulire Karzinom nicht, sondern das Ovarialkarzinom
(Abbildung 24C), Endometriumkarzinom (Abbildung 24D), Klarzellige
Nierenzellkarzinom (Abbildung 24E) und das Plattenepithelkarzinom der Lunge
(Abbildung 24F). Funktionell, kodiert das CYP7A1-Gen fiir das Enzym Cholesterin-7a-
Hydroxylase. Dieses Enzym reguliert den Cholesterinstoffwechsel, indem es enzymatisch
Cholesterin in 7a-hydroxycholesterol umwandelt. 7a-hydroxycholesterol wird dann durch
andere Enzyme in Gallensiduren (GS) umgewandelt. (126)

In einem alternativen Weg der GS-Synthese wird Cholesterin durch Cholesterin-7a-
Hydroxylase in 25(R)-26-Hydroxycholesterin umgewandelt, welches dann spéter zu
Cholsédure und Chenodeoxycholsdure reduziert wird, wobei die Cholesterin-7a-
Hydroxylase der ratenlimitierende Schritt ist der GS-Synthese ist. (126) Niedrige
Gallensdurekonzentrationen stimulieren dabei die Expression von CYP7A1, wodurch
vermehrt GS synthetisiert wird. Eine hohe Konzentration von GS im Darm reduziert
dagegen die Expression des CYP7A1-Gens. (126) GS aktivieren ndmlich den FXR
(farnesoid X receptor) in Hepatozyten, welcher wiederum Small Heterodimer Partner
(SHP) stimuliert, wodurch die CYP7A1-Aktivierung gehemmt wird. GS fordern auch die
Freisetzung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors 19 (FGF19). FGF19 blockiert dann iiber
ERK/c-Jun N-terminale Kinase (JNK) CYP7A1, wodurch auch die GS-Synthese gehemmt
wird. (126)

Eine niedrige Expression des CYP7A1-Gens ist auch mit einem erhohten Risiko fiir
Insulinresistenz und Diabetes Mellitus assoziiert. (126)

Im Krebs war CYP7A1 auch vermehrt in Brustkrebszellen exprimiert, wo es vor allem in
TNBC vorkam und mit einem héheren Ki67 vergesellschaftet war. Erstaunlicherweise,
wurde beobachtet, dass bei einer hoheren CYP7A1-Expression weniger
Lymphknotenmetastasen vorlagen. Das durch CYP7AT1 entstandene Produkt, das 7a-
hydroxycholesterol korrelierte jedoch mit einem hoheren Grad an Ki67 und einem hdheren

histologischen Grad bei Brustkrebspatient*innen. (127)
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Im Gallenblasenkrebs (GBC) wurde beobachtet, dass der CC-Genotyp des CYP7A1-Genes
hiufiger als bei der gesunden Kontrollgruppe vorlag. So lag der CC-Genotyp bei GBC-
Patient*innen ohne Steine bei 25.8% und bei der gesunden Kontrollgruppe 14.5%, womit
vermutet wird, dass Trager des CC-Genotypes des CYP7A1-Genes ein sehr hohes Risiko
fiir GBC haben. (128)
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Abbildung 25: Expressionsprofil des MYF5-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des MYF5-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des MYF5-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger MYFS5-Expression in
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(C) Brustkrebs, (D) Ovarialkarzinom, (E) Kopf-Hals-Tumore und (F) Pankreaskarzinom.
Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression,
Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

MYF5

Das MYF5-Gen ist ein Transkriptionsfaktor, der die Entwicklung des Muskels steuert, wo
es auch hauptsichlich exprimiert ist (Vergleiche Abbildung 25A). Dabei ist es fiir die
primire Muskelfaserbildung wihrend der Embryonalentwicklung zustidndig und wird in
den somatischen Mesodermzellen exprimiert. MYF5 wird dann in Muskelvorlduferzellen
aktiviert, worauthin sich diese Vorlduferzellen zu Myoblasten differenzieren und in
weiterer Folge dann zu Muskelzellen reifen. Weiters ist MYF5 auch an der Regeneration
von Muskelzellen beteiligt. (129) Rezessive MYF5-Mutationen verursachen auflerdem
externe Ophthalmoplegien und Rippen-, sowie Wirbelsdulenanomalien. (130)
Krebssepzifisch, fand sich in der TCGA-Datenbank kein eindeutiger Fokus fiir eine
Uberexpression in den unterschiedlichen Krebsarten (Siehe Abbildung 25B).
Uberlebensvorteile konnten gezeigt werden im Brustkrebs, Ovarialkarzinom, in Kopf-
Hals-Tumoren, sowie Pankreaskarzinomen, wenn MYF5 nicht exprimiert war (Detailliert
in den Abbildungen 25C-F). In der Literatur konnte weiters gezeigt werden, dass MYF5
im humanen embryonalen Rhabdomyosarkom exprimiert ist, sowie in geringerer Menge
auch im alveoldren Rhabdomyosarkom. MYFS5 fordert dabei im Rhabdomyosarkom die

Tumorausbreitung, indem es eine Umgebung schafft, die das Wachstum fordert. (131,132)
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A Bulk tissue gane expression for DMP1 (ENSGO0000152582.13)
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Abbildung 26: Expressionsprofil des DMPI1-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des DMP1-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des DMP1-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger DMP1-Expression in
(C) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (D) Endometriumkarzinom, (E) Pankreaskarzinom
und (F) Brustkrebs. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie
= hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads
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DMP1

Physiologisch wird DMP1 wird hauptsidchlich im Hoden und in den arteriellen Gefaf3en
exprimiert (Detailliert in Abbildung 26A). Interessanterweise ist es nicht in
Hodentumoren tiberexprimiert und nur minimal in allen anderen Krebsarten exprimiert,
was in physiologischerweise wahrscheinlich die GefaBkomponente eines jeden Tumors ist
(siche Abbildung 26B). Sofern DMP1 allerdings tiberexprimiert ist, konnte im klarzelligen
Nierenzellkarzinom, im Endometriumkarzinom, im Pankreaskarzinom und im Brustkrebs
ein Uberlebensnachteil gezeigt werden (Siehe Abbildung 26C-F).

Funktionell ist DMP1 ein extrazelluldres Matrixprotein und gehdrt zur Familie der N-
gebundenen Glykoproteine. Es kommt dabei in Zellen des Knochen- und Zahngewebes vor
und enthilt eine groBe Anzahl von sauren Doménen, mehrere Phosphorylierungsstellen,
eine funktionelle arg-gly-asp-Zellbindungssequenz und eine DNA-Bindungsdomine.
Physiologisch ist DMP1 wichtig fiir die Mineralisierung von Knochen und Dentin. (133—
135) In undifferenzierten Osteoblasten stimuliert es die Expression von
osteoblastenspezifischen Genen, wie Osteocalcin und alkalische Phosphatasel. Wihrend
der Osteoblastenreifung wird das DMP1 phosphoryliert und in die extrazelluldre Matrix
exportiert. Dort steuert es die Bildung der mineralisierten Matrix. (133) Storungen der
DMP1-Expression im Knochen fiihrt zu einer gestorten Osteozytenreifung,
Mineralisierung und einer erhohten Produktion des Fibroblasten-Wachstumsfaktors 23
(FGF23). Mutationen im DMP1-Gen sind auch mit der hereditdren hypophosphatimischen
Rachitis assoziiert. (136—138) Bei Menschen mit chronischer Niereninsuffizienz sind
niedrige zirkulierende DMP1-Spiegel mit erhohtem kardiovaskuldrem Risiko assoziiert.
DMP1-Supplementierung senkt dabei die zirkulierenden FGF23-Spiegel und verbessert die
Knochenmineralisierung, sowie die kardialen Ergebnisse bei Patient*innen mit chronischer
Niereninsuffizienz. (139) Auch sind niedrige DMP1-Spiegel signifikant mit dem
Vorhandensein von Gefdflverkalkung und unabhingig mit dem Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen bei pravalenten Peritonealdialysepatient*innen assoziiert.
(140)

Im Adeno- und Plattenepithelkarzinom der Lunge zeigte sich, dass es dort eine hohe
DMP1-Expression gab und es vermutet wurde, dass DMP1 in der Entwicklung von
Knochenmetastasen beteiligt ist. DMP1 kann auch den Komplementfaktor H an
Zelloberflachenrezeptoren binden und ihn vor der Lyse durch den alternativen
Komplementweg schiitzen. Dadurch konnen Tumorzellen der Wirtsiiberwachung besser

entgehen und haben damit eine hohere Uberlebenschance, welche mit einem schlechteren

69



Outcome assoziiert ist. Knochenmatrixproteine konnten zudem das Tumorwachstum, die
tumorassoziierte Angiogenese, den Schutz vor der Immuniiberwachung, die Adhision
zwischen Zellen und Knochen und Knochenmikroumgebung férdern. (141)

Bei Brustkrebspatient*innen wurde DMP1 in 63.5% der untersuchten Brusttumoren
exprimiert. Es gibt dabei einen umgekehrten Zusammenhang zwischen der DMP1 -
Expression und der GroB3e und dem Grad des Tumors. Hohe DMP1-Expressionswerte sind
in den priméren Brustldsionen mit einem geringeren Risiko fiir die Entwicklung von
Skelettmetastasen assoziiert. Die DMP1-Expression ist in Brustkrebszelllinien mit
geringerer Invasivitidt (MCF-7- und T47-D-Zellen) starker exprimiert als in hochinvasiven
Zelllinien, wie MDA-MB-231- und Hs578T-Zellen. (142)

Das Krankheitsfreie Uberleben ist bei Brustkrebspatient*innen mit hoher DMP1 -
Expression hoher als bei denjenigen mit niedriger DMP1-Expression.

Nach 100 Monaten lag das Krankheitsfreie Uberleben bei Brustkrebspatient*innen mit
hoher DMP1-Expression bei ca. 55% im Vergleich zu 25% bei Brustkrebspatient*innen
mit niedriger DMP1-Expression. (142)

Weiters wurde in PMTs (Phosphaturischer mesenchymaler Tumor) eine erhohte DMP1-
Expression beobachtet. Hierbei dient DMP1 als ein wertvoller pathologischer Marker fiir
PMTs. (143) SchlieBlich wurde auch erhohte DMP1-Expression durch immunreaktive

Féarbung in Tumorzellen von Prostatakrebs nachgewiesen. (144)
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A Bulk tissue gene exprassion for SLCO181 (ENSGO0000134538.2)
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Abbildung 27: Expressionsprofil des SLCO1BI1-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des SLCO1BI1-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des SLCO1BI1-Genes in 17
unterschiedlichen Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung
gestellt. Auf der X-Achse sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-
Achse die krebsspezifische FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger SLCO1BI-
Expression in (C) Brustkrebs, (D) Kopf-Hals-Tumoren, (E) Adenokarzinom der Lunge und
(F) Klarezelligem Nierenzellkarzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung
gestellt. Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads
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SLCO1B1

Das SLCO1B1-Gen kodiert fiir das OATP1B1 (Organic Anion Transporting Polypeptide
1B1). Dieses ist fiir die Na (+) -unabhingige Aufnahme von organischen Anionen
zustandig. Des Weiteren befordert es die Bilirubin-Glucuronide aus dem Blut in die
Hepatozyten, wo es auch fast ausschlieBlich exprimiert ist (Siche Abbildung 27A). Somit
ist es auch nicht verwunderlich, dass es fast ausschlieBlich im hepatozelluldren Karzinom
exprimiert ist (Abbildung 27B). Aufgrund der physiologischen Expression im
Lebergewebe, konnte kein Uberlebensvorteil in der TCGA-Datenbank gefunden werden,
jedoch fiir Brustkrebs, Kopf-Hals-Tumore und Adenokarzinome der Lunge (Abbildung
27C-E). Interessanterweise fand sich in der TCGA-Datenbank auch ein Uberlebensvorteil
im Klarzelligen Nierenzellkarzinom, wenn SLCO1B1 hoch exprimiert war (Vergleiche
Kaplan-Meier-Plot in Abbildung 27F). SLCO1BI ist in der Entgiftung von
Arzneimittelverbindungen (Statine, Valsartan und Rifampicin) beteiligt, welche ebenfalls
aus dem Blut in die Leber aufgenommen werden. Beim Transport von Statinen, ACE-
Hemmern und Angiotensin-I -Rezeptor-Antagonisten in der Leber fungiert
Hydrogencarbonat als Gegenanion, das gegen organische Anionen ausgetauscht wird.
(145—-149) Zudem ist es fiir den Transport von Coproporphyrin I und III wichtig. Auch
transportiert es organischen Verbindungen iiber die Blut-Hoden-Schranke in den Hoden.
(150)

Die ¢.521T>C-Variante dieses Gens ist mit verringerter Transportaktivitit von OATP1B1
assoziiert, was zu einer verminderten Aufnahme bestimmter Medikamente durch die
Leberzellen fiihrt, wodurch es zu hoheren Medikamentenkonzentrationen und einem
erhohten Risiko von unerwiinschten Arzneimittelreaktionen kommt. (145) Homozygote
Trager*innen der ¢.521T>C-Variante haben auch ein erhéhtes Risiko fiir Myopathien oder
Rhabdomyolysen bei der Einnahme von Statinen, insbesondere von Simvastatin und
Atorvastatin. (145) Trager des C-Allels des SLCO1B1-Polymorphismuses haben zudem
ein hoheres Hepatotoxizitétsrisiko nach Methothrexateinnahme als Patient*innen mit dem
TT-Genotyp. (151)

Die OATP1B1-Expression ist im Kolonkarzinom erhdht, nimmt mit dem Grading direkt
proportional zu und ist somit mit einer schlechten Prognose assoziiert. (152,153)

Beim Gallenblasenkarzinom war das SLCO1B1 rs2306283 GG/AG mit einem hoheren
Risiko fiir Blasenkrebs assoziiert als bei Patient*innen mit SLCO1BI1 rs2306283 AA. Es
gibt dabei einen Zusammenhang zwischen Genotyphaufigkeiten von SLCO1B1 rs2306283
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und dem Krebsstadium. Die Haufigkeit von GG/AG-Genotypen betrug 92,3 % in den
Gruppen mit nicht-muskelinvasivem Krebs (NMIC). (154)

Builk tissue gene expression for FGF4 (ENSGO0000075388 3)
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Abbildung 28: Expressionsprofil des FGF4-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des FGF4-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des FGF4-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger FGF4-Expression in
(C) Brustkrebs, (D) Ovarialkarzinom, (E) Plattenepithelkarzinom der Lunge und (F)
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Pankreaskarzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie
= hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

FGF4

In der Expressionsanalyse von Gtex konnte gezeigt werden, dass die grofite Expression im
Nerrvus tibialis nachweisbar war und de facto keine Expression im ZNS (Vergleiche
Abbildung 28A). Der Knochen wurde nicht sequenziert und erstaunlicherweise, war auch
keine FGF4 Expression in immortalisierten Fibroblastenzellen nachweisbar. In
verschiedenen Krebsvarianten war FGF4 fast ausschlieBlich in Hodentumoren
tiberexprimiert (Abbildung 28B).

Das FGF4-Gen kodiert fiir ein Protein aus der Familie der Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren (FGF). Es ist an der Embryonalentwicklung, Zellwachstum,
Morphogenese, Gewebereparatur, Tumorwachstum und Invasion beteiligt. Auch stimuliert
es die Knochenmorphogenese und die Entwicklung der GliedmaBen. (155) Es fordert
zudem die rekombinante p38 MAPK-GSK3B-vermittelte Stabilisierung von Slug. Dies
fiihrt zur Migration und Proliferation von Keratinozyten, was wiederum die
Reepithelisierung und Wundheilung fordert. (156) Eine frithe Expression von FGF4 (Tag 2
bis Tag 4) ist wichtig fiir eine erfolgreiche Erzeugung von induzierten pluripotenten
Stammzellen. (157) FGF4 erhoht dabei die Proliferationsrate von mesenchymalen
Stammzellen (MSC). (158) FGF4 zeigt auch einen schiitzenden Effekt bei
Autoimmunhepatitis (AIH). Ohne FGF4 wire die Leber viel anfilliger fiir
Lipidperoxidation, Eisenakkumulation und Entziindungen. FGF4 mildert zudem
Leberschddigungen und die hepatozelluldre Ferroptose ab. Man kann somit mit der FGF4-
Behandlung die Ferroptose der Hepatozyten durch Erhéhung der CISD3-Spiegel und
Aktivierung der Nrf2/HO-1-Signaliibertragung hemmen, womit FGF4 eine
prophylaktische Rolle beim Fortschreiten von AIH spielen konnte. (159) Eine
konstitutionell erhdhte Dosis der FGF3- und FGF4-Genes stellt jedoch einen Risikofaktor
fiir Kraniosynostose beim Menschen dar. (160)

Man konnte auch eine FGF4-Uberexpression beim Gastrointestenalen Stromatumor
(GIST) feststellen. So konnte man eine FGF4-Uberexpression sowohl bei vierfachen WT-
Gist als auch bei SDH-defizienten GIST feststellen. Die FGF4-Expression war dabei in
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vierfachen WT-Fillen hoher als in SDH-defizienten Fillen. Die FGF4-Induktion wird
dabei in vierfachen WT-GIST durch unterschiedliche Aktivierungsmechanismen ausgelost.
FGF4 wird in vierfachen WT-GISTs in Verbindung mit einer fokalen Duplikation
iiberexprimiert. Die Transkription von FGF4 wird moglicherweise durch die Super-
Enhancer-Aktivitit von ANO18 induziert. (161)

Auch im Magenkarzinomgewebe ist die FGFR4-Expression sehr hoch und FGFR4 fiihrt
dabei zum Fortschreiten des Magenkarzinomes durch Proliferation und Hemmung der
Apoptose. Die FGFR4-Expression steht zudem im Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus und der PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) - und Neu-
Expression. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug bei Magenkarzinompatient*innen mit
niedriger FGFR4-Expression 61.5% und nur 42% bei Patient*innen mit hoher FGFR4-
Expression. (162)

FGFR4 rs2011077 und rs1966265 ist auch bei Frauen mit der Progression von normalem
Gebédrmutterhalsgewebe zu prikanzerdsen Léisionen assoziiert. Der rs351855 Genotyp
(Gly388Arg) ist jedoch der einzige genetische FGFR4-Polymorphismus, der mit dem
Uberleben der Patient*innen assoziiert ist. (163)

Beim Ovarialkarzinom ist die Expression von FGF4 in Fibroblasten (N25-5)-gemischten
ALDH1-hohen Tumoren im Vergleich zu der Expression von reinen ALDH1-hohen
Tumoren erhoht. Die Expressionsniveaus des FGF4-Rezeptors (FGFR2) waren in
Fibroblasten-gemischten ALDH1-hohen Tumoren ebenfalls hoher als in reinen ALDH1-
hohen Tumoren. FGF4 steigerte die Kugelbildungskapazitidt von ALDH1-high-Zellen
signifikant, nicht aber die von ALDH1-low-Zellen.

Der FGF4-Score 0 war bei serésen Adenokarzinomen signifikant niedriger und der FGF4-
Score 1 bei serosen Adenokarzinomen signifikant hoher. Der FGF4-Score 0 korrelierte
dabei mit dem FIGO-Stadium I und der Score 2 mit dem FIGO-Stadium IV. Es gab zudem
eine schwache, aber signifikante Korrelation zwischen den FGF4-positiven Raten und
ALDHI-positiven Raten.

Eine hohere FGF4-Expression (Score 1 und Score 2) war mit einer schlechteren Prognose
assoziiert. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt bei hoher FGF4-Expression ca. 50%. Bei
niedriger FGF4-Expression liegt sie dagegen bei ca. 80%. (164)

Die FGF4-Expression ist auch bet Mammakarzinom erh6ht. Der Hepatitis-B-X-
interagierende Faktor aktiviert dabei den Transkriptionsfaktor Sp1. Dadurch steigt die

FGF4-Expression, was wiederum die Metastasierung von Mammakarzinom stimuliert.
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Eine hohe FGF4-Expression ist somit mit einer schlechten Prognose assoziiert, wobei die
5-Jahres-Uberlebensrate bei hoher FGF4-Expression bei ca. 15% lag und bei niedriger
FGF4-Expression dagegen bei ca. 30%. (165-167) In der TCGA-Datenbank fanden sich
auch weiters Hinweise, dass eine erhohte FGF4-Expression in Brustkrebs, im
Ovarialkarzinom, im Plattenepithelkarzinom der Lunge und im Pankreaskarzinom zu

einem Uberlebensnachteil fiihrt (Abbildung 28C-F).
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Abbildung 29: Expressionsprofil des PDCL2-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des PDCL2-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des PDCL2-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse

sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
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FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger PDCL2-Expression

in (C) Brustkrebs, (D) Endometriumkarzinom, (E) Pankreaskarzinom und (F)

Hepatozelluldrem Karzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt.

Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript

per Million mapped reads

PDCL2

Das PDCL2-Gen kodiert fiir das Protein Phosducin like 2. Dieses wird in mannlichen
meiotischen und postmeiotischen Keimzellen exprimiert (was sich auch in den GTex-
Daten widerspiegelte (Siehe Abbildung 29A)). Interessanterweise ist PDCL2 auch im
Hodentumor hochgradig exprimiert bzw. im Ovarialkarzinom (Vergleiche Abbildung
29B). Dieses Protein weist eine N-terminale Helixdomé&ne und eine C-terminale
Thioredoxin-Faltdomé&ne auf. PDCL2 fungiert als ein Modulator fiir heterotrimere G-
Proteine. Es bindet dabei an die Beta-Gamma-Untereinheiten von G-Proteinen. (168)
PDCL2 interagiert auch mit CCT (Chaperonin Containing Tcp1) und moduliert dessen
Faltungsaktivitét. Dies fiihrt zu Biogenese mehrerer fiir Zellzyklus und Funktion des
Zytoskeletts notwendiger CCT-Substrate. (169)

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass sich eine hohe PDCL2-Expression im
Hodenkrebs (Seminom) als auch im Nierenzellkarzinom findet.

Eine hohe Expression von PDCL?2 ist jedoch mit einem geringeren Uberleben von
Nierenkrebspatient*innen assoziiert. Die Uberlebensrate nach 100 Monaten bei

Patient*innen mit hoher PDCL2-Expression liegt bei ca. 40%. Bei Patient*innen mit

niedriger PDCL2-Expression liegt sie dagegen bei ca. 50%. (170) In der TCGA-Datenbank

gab es einen Uberlebensnachteil fiir Patient*innen mit hoher PDCL2-Expression im

Brustkrebs, im Endometriumkarzinom, und im Pankreaskarzinom (Abbildung 29C-E) und

mit umgekehrten Vorzeichen im Hepatozelluldrem Karzinom (Abbildung 29F).

77



Bulk tissue gene expression for MBL2 (ENSGO0000185471.6)
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Abbildung 30: Expressionsprofil des MBL2-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des MBL2-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des MBL2-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger MBL2-Expression in
(C) klarzelligem Nierenzellkarzinom, (D) Ovarialkarzinom, (E) Brustkrebs und (F)
Endometriumkarzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote
Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads
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MBL2

Das MBL2-Gen kodiert das Protein ,,Mannose-bindendes Lektin“. Es gehort zur Familie
der Kollektine und stellt ein Element des angeborenen Immunsystems dar. Es ist in der
Lage an Mannose und N-Acetylglucosamin auf Bakterien, Hefe und Viren wie z.B.
Influenzavirus, HIV und SARS-CoV zu binden. Dadurch wird der klassische
Komplementweg aktiviert und deren Aufnahme durch Makrophagen erleichtert. Exprimiert
wird es fast ausschlieBlich in der Leber und im Hepatozellulirem Karzinom (Siehe
Abbildung 30A-B). (171,172)

Bei einer Infektion mit dem SARS-Coronavirus-2/SARS-CoV-2 wird der Komplement-
Lektin-Weg aktiviert. Defizite dieses Gens sind mit Autoimmun- und
Infektionskrankheiten assoziiert. (171,172) Durch Polymorphismen im MBL-Gen kann zu
einem Mangel an Mannose-bindendem Lektin kommen, wodurch die Abwehr gegen
Mikroben beeintrachtigt ist. Genotypen, die mit MBL-Mangel assoziiert waren, waren
auch mit erhdhtem Risiko fiir Bronchiolitis, Lungenentziindung und Keuchen mit
Kurzatmigkeitsepisoden assoziiert. (173) So ist bei Patient*innen mit atopischer Dermatitis
der Mangel an Mannose-bindenden Lektinen mit einer erhohten Sensibilisierung
gegeniiber Candida albicans assoziiert. (174) MBL-defiziente Genotypen zeigen zudem ein
geringeres Risiko fiir atopische Dermatitis. (173) Beim Zervixkarzinom ist eine
Uberexpression von gewissen Genotypen feststellbar. Das Exon 1 D-Allel, O/O-Genotyp
und D/D-Genotyp ist hdufiger bei atypischen Plattenepithelzellen liberexprimiert. (175)
Beim HCC stellt MBL2 ein direktes Ziel von miR-942-3p dar. Es zeigte sich hierbei eine
negative Korrelation mit der miR-942-3p-Expression. Das MBL2 hemmt zudem das
Fortschreiten von HCC-Zellen und schwiécht den durch miR-942-3p induzierten
tumorfordernden Effekt ab. HCC-Patient*innen mit hoher MBL2-Expression zeigten
dadurch eine bessere Uberlebensrate. Nach 2000 Tagen lag die Uberlebensrate bei HCC-
Patient*innen mit hoher MBL2-Expression bei ca. 50%. Bei HCC-Patient*innen mit
niedriger MBL2-Expression lag sie dagegen bei ca. 25%. Bei HCC-Patient*innen mit
einem Tumor-Rezidiv konnte dagegen kein Unterschied zwischen niedriger und hoher
MBL2-Expression festgestellt werden. (176)

Beim Ovarialkarzinom (OC) zeigte sich auch eine erhohte MBL2-Expression.
Moglicherweise liegt da eine Beteiligung des Lektinweges der Komplementaktivierung
vor. Es gab dabei eine schwache Korrelation der MBL-Werte mit dem CRP (C-reaktive
Protein). Die MBL-Werte korrelierten jedoch nicht mit der CA125-Antigenkonzentration.
Die lokale MBL2-Expression korrelierte dabei signifikant mit Serum-MBL-Spiegel bei
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den Kontrollen, nicht aber bei den OC-Patient*innen. Die Genotypen A/A und YA/O sind
dabei mit kiirzerem Uberleben assoziiert als XA/O und O/O (ca. 60% nach 30 Monaten).
(177) In der TCGA-Datenbank findet sich ein signifikanter Uberlebensvorteil im
klarzelligen Nierenzellkarzinom, dem Ovarialkarzinom, in Brustkrebs, sowie dem

Endometriumkarzinom (Siehe Abbildung 30C-F), sofern MBL2 nicht iiberexprimiert ist.
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Abbildung 31: Expressionsprofil des DMRTI1-Genes in normalem Gewebe und
Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des DMRTI-Genes in 54 unterschiedlichen
physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die
gewebsspezifische TPM.

(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des DMRT1-Genes in 17 unterschiedlichen
Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung gestellt. Auf der X-Achse
sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-Achse die krebsspezifische
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FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger DMRTI-Expression
in (C) Blasenkrebs, (D) Endometriumkarzinom, (E) Papilldrem Nierenzellkarzinom und (F)
Brustkrebs. Die Graphen wurden von kmplot.org zur Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe
Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine Expression

TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

DMRT1

Das DMRT1-Gen kodiert den Doublesex und Mab-3 verwandten Transkriptionsfaktor 1.
Physiologisch findet sich die DMRT1-Expression im Hoden und wird iiberexprimiert vor
allem in Hodentumoren, sowie Tumoren des weiblichen Urogenitaltraktes (Vergleiche
Abbildung 31A-B). In Akkordanz mit den vorherigen Ergebnissen steht auch die
Uberlebenskurven, die sich in der TCGA-Datenbank finden kénnen. So zeigte sich ein
Uberlebensnachteil bei hoher DMRT1-Expression in den Tumoren des weiblichen
Geschlechtstraktes, sowie des Urogenitaltraktes (Blasenkrebs, Endometriumkarzinom,
Papillarem Nierenzellkarzinom, sowie Brustkrebs) (Detailliert in Abbildung 31C-F). Es
weist dabei ein gonadenspezifisches und geschlechtsdimorphes Expressionsmuster auf. Es
ist fiir die Hodenentwicklung wichtig und spielt hierbei eine Schliisselrolle bei der
minnlichen Geschlechtsbestimmung. Es aktiviert ménnerspezifische Gene und unterdriickt
weiblichspezifische Gene. (178) Wenn dieses Gen hemizygot exprimiert wird, dann kommt
es zu einer fehlerhaften Hodenentwicklung und XY-Genotypisierung. Auch ist es fiir die
Spermienproduktion zustindig. Es hemmt dabei die Meiose bzw. fordert die Mitose in
undifferenzierten Spermatogonien. (179) Die Meiose verhindert es durch Einschrankung
der Retinsdure-abhédngigen Transkription und Unterdriickung der STRAS8-Expression.
(180) Es fordert zudem die Spermatogonienentwicklung durch Aktivierung von
Spermatogonien-Differenzierungsgenen (SOHLHI). Es ist auch bekannt, dass DMRTT als
Tumorsuppressor wirken kann. (181)

DMRT1 wird auch vermehrt in den Keimzellen von Gemischten Keimzell-
Geschlechtsstrang-Stromatumoren als auch von Spermatozytentumoren im Hoden

exprimiert. (181,182)
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Abbildung 32: Expressionsprofil des MAGEA3-Genes in normalem Gewebe und

Krebsgewebe inklusive Kaplan-Meier-Plots von unterschiedlichen Krebsarten.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des MAGEA3-Genes in 54 unterschiedlichen

physiologischen Gewebstypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfiigung gestellt.
Auf der X-Achse befindet sich die unterschiedlichen Gewebstypen und auf der Y-Achse die

gewebsspezifische TPM.
(B) Box-Plot-Chart mit dem Expressionsprofil des MAGEA3-Genes in 17

unterschiedlichen Krebsarten. Der Graph wurde von proteinatlas.org zur Verfiigung

gestellt. Auf der X-Achse sind die unterschiedlichen Krebsarten dargestellt und auf der Y-
Achse die krebsspezifische FPKM.

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gruppiert nach hoher und niedriger MAGEA3-

Expression in (C) Endometriumkarzinom, (D) Klarzelligem Nierenzellkarzinom, (E)

Sarkom und (F) Hepatozelluldrem Karzinom. Die Graphen wurden von kmplot.org zur

Verfiigung gestellt. Rote Linie = hohe Expression, Schwarze Linie = niedrige/keine

Expression
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TPM = Transcripts Per Kilobase Million, FPKM = Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads

MAGEA3

MAGEAZ3 ist ein Mitglied der MAGEA-Genfamilie. MAGEA3 aktiviert die Ubiquitin-
Ligase-Aktivitit. Es kann auch die Ubiquitin-Ligase-Aktivitdit von TRIM28 verstdarken und
die Ubiquitinierung von p53/TP53 durch TRIM28 stimulieren. MAGEA3 ist auch mit
einigen Erbkrankheiten (z.B. Dyskeratosis congenita) assoziiert. (189—191) Es ist auch
bekannt, dass es in vitro die Zelllebensfahigkeit von Melanomzelllinien stimuliert. Als
Antigen kann es dabei auf einem Melanom von kérpereigenen zytolytischen T-
Lymphozyten erkannt werden. (192) Physiologisch wird MAGEA3 nur im Hoden
exprimiert (Vergleiche Abbildung 32A), jedoch hat sich gezeigt, dass es in vielen
Krebsarten iiberexprimiert ist, wie zum Beispiel im Melanom, Lungenkarzinom, Kopf-
Hals-Tumoren oder Urothelkarzinomen (Abbildung 32B).

In 90% der Fille gibt es eine positive MAGE-A 3/4-Expression im Plattenepithelkarzinom
der Speiserdhre. Eine hohe MAGE-A 3-Expression findet in allen Lymphknotenmetastasen
statt. Die Expression von MAGE-A 3/4 in Primirtumoren zeigte eine signifikant positive
Korrelation mit der Primértumorexpression von NY-ESO-1. Die Expression von MAGE-A
3/4 in Primirtumoren und Lymphknotenmetastasen zeigte jedoch keine signifikante
Korrelation mit prognostischen Parametern wie Tumorgrad und TNM-Stadium. (193)
Beim Magenkarzinom konnte dagegen eine signifikante umgekehrte Korrelation zwischen
der MAGE-A3-Promotor-Methylierung und Expression in den Krebsproben festgestellt
werden. Ein niedrigerer MAGE-A3-Methylierungsgrad ist dabei mit einem schlechteren
Uberleben der Patient*innen assoziiert. Die miRNA-vermittelte Unterdriickung der
MAGE-A3-Expression in MKN1-Zellen hemmt die Proliferation bzw. die
Koloniebildungstfihigkeit. MAGE-A3 reguliert auch unter Stressbedingungen die
Expression von Bax und p21. Unterdriickung der MAGE-A3-Expression stimulierte zudem
die Expression von Puma und Noxa und erhohte die Empfindlichkeit gegeniiber Docetaxel
in den von Magenkrebs stammenden Zellen. Man hat festgestellt, dass nach 60 Monaten
ca. 50% der Magenkarzinompatient*innen mit einer niedrigen MAGEA3-Expression
lebten (nach 120 Monaten ca. 40%). Mit einer hohen MAGEA3-Expression waren
dagegen nach 60 Monaten ca. 30% der Magenkarzinompatient*innen noch lebend (nach

120 Monaten ca. 20%). (194,195)
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Auch beim Urothelialen Blasenkrebs (UBC) konnte die Expression von MAGEA3 im
Zellkern und im Zytoplasma nachgewiesen werden. Diese Tumore korrelieren dabei
statistisch signifikant hdufiger mit einem ungiinstigen Tumorgrading. Nach 60 Monaten
waren ca. 85% der UBC-Patient*innen mit einer niedrigen MAGEA3-Expression noch am
Leben. Bei den UBC-Patient*innen mit einer hohen MAGEA3-Expression waren es
dagegen nur 60%. (196)

MAGE-A3/6 wird auch in 50,0 % der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLCs)
exprimiert. MAGE-A3/6 wurde dabei bei Plattenepithelkarzinomen haufiger exprimiert als
bei Adenokarzinomen. Man hat festgestellt, dass die Gruppe mit negativer Expression von
MAGE-A3/6 eine hohere Anzahl von DC als die Gruppe mit positiver Expression aufwies.
Es gab dabei keinen signifikanten Unterschied bei der CD8+ T-Zell-Infiltration zwischen
den Gruppen. Nach 60 Monaten waren ca. 50% der Patient*innen mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom und niedriger MAGEA3-Expression lebend. Bei den Patient*innen mit
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom und niedriger MAGEA3-Expression waren es nach
gleicher Zeit ca. 40%. (197)

MAGEA3 ist auch im HCC iiberexprimiert, wo es die Tumorprogression fordert. Die
Ausschaltung von MAGEA3 verringert die Zellproliferation und Koloniebildung und
erhoht die Apoptoserate. Somit ist die Uberexpression von MAGEA3 mit aggressiveren
Tumoren assoziiert. Nach 60 Monaten waren ca. 50% der HCC-Patient*innen mit einer
niedrigen MAGEA3-Expression noch lebend. Bei HCC-Patient*innen mit einer hohen
MAGEA3-Expression waren es nach dem gleichen Zeitabschnitt dagegen nur ca. 30%.
(198)

Eine erhdhte nukleédre und zytoplasmatische Expression von MAGE-A3 wurde auch in
Prostatakarzinomgewebe im Vergleich zu benigner Prostatahyperplasie und hochgradiger
prostatischer intraepithelialer Neoplasie festgestellt. Es gab dabei eine signifikante
Korrelation zwischen einer hoheren nukledren und zytoplasmatischen Expression von
MAGE-A3 und dem Gleason-Score (MAGE-A3-Expression nimmt mit hdherem
Malignititsgrad zu). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem zytoplasmatischen
Expressionsmuster von MAGE-A3 und der Tumorinvasion in die Samenblasen wurde
ebenfalls festgestellt. Eine erhohte Expression von MAGE-A3 ist mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben (DFS) der Patient*innen assoziiert. Nach 100 Monaten waren

ca. 75% der Prostatakarzinom-Patient*innen mit einer niedrigen MAGEA3-Expression

lebend.
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Im gleichen Zeitraum waren dagegen ca. 40% der Prostatakarzinom-Patient*innen mit
einer hohen MAGEA3-Expression lebend. Bei Prostatakarzinom-Patient*innen mit einer
hohen MAGEA3-Expression waren es dagegen ca. 40% nach gleichem Zeitabschnitt.
(199)

SchlieBlich konnte beim Zervixkarzinom festgestellt werden, dass die Expression von
MAGE-A in den CC-Zelllinien (HeLa, SiHa und C33A) im Vergleich zur End1/E6E7-
Zelllinie signifikant hochreguliert ist. Die Uberexpression von MAGE-A3 fiihrt zu
Migration, Invasion und Proliferation in SiHa-Zellen und zur Aktivierung von EMT und

des Wnt-Signalwegs in SiHa-Zellen. Somit fordert MAGEA3 das Tumorwachstum beim

Zervixkarzinom. (200) In den Uberlebensanalysen der TCGA zeigte sich, dass eine erhdhte

MAGEA3-Expression mit einem verkiirzten Uberleben vor allem im
Endometriumkarzinom, Klarzelligen Nierenzellkarzinom, Sarkom und dem

Hepatozelluldrem Karzinom vergesellschaftet war (Siehe Abbildung 32C-F).
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Tabelle 3. Tabellarische Zusammenfassung der untersuchten Gene.

Gen |Physiologische Funktion |[Funktion in Krebs Prognose Ref

GIP - Produziert aus den K-Zellen des Starke Expression des GIP-Rezeptors Nichts dokumentiert (79-
Diinndarms nach Nahrungsaufnahme. (GIPR) in: padiatrischen, sowie 86)

- GIP fordert die glukoseabhéngige adulten Nebennierentumoren,

Insulinsekretion neuroendokrinen Tumoren,
medulldren Schilddriisenkarzinom

- GIP fithrt zu einer erh6hten mRNA- (89% der Fille), 92% der NET der

Expression von IL-6, IL-1B und IL-  Lunge, in 99% der NETs des

IRa Pankreas, 86% der NETs des Ileums.

F9 - kodiert den Gerinnungsfaktor IX Hepatozelluldres Karzinom: Hepatozellulires (87—
- an Vitamin-K-abhéngiger - F9 stirker in normalen Geweben  Karzinom: 89)
Antikoagulation beteiligt exprimiert als in Gewebe von HCC - 50% nach 60 Monaten
- durch den Faktor XIa aktiviert - Assoziiert mit vaskulédrer Invasion, mit hoher F9 Expression
- aktivierte Faktor IX aktiviert dann  T- und M-Stadium lebend
den Faktor X durch - hohe F9-Expression korreliert
Wechselwirkungen mit Ca+2-Ionen, negativ mit dem Infiltrationsgrad von Kolorektalkrebs:
Membranphospholipiden und Faktor CD4+ T-Zellen, Neutrophilen, B- - 30% nach 120 Monaten
VIII Zellen, dendritische Zellen, mit hoher Expression

Makrophagen und CD8+ T-Zellen in lebend
HCC-Gewebe

Kolonkarzinom:

- Bei Darmkrebs kann miR-576-5p

das Fortschreiten zu Lebermetastasen
beeinflussen, indem es das F9-Gen

angreift

IL21 - Typ-III-IFNs (IFN-A1, IFN-A2 und Larynxkarzinom: Kolonkarzinom: (90,91,
IFN-A3) stimulieren Sekretion von - erhdhte Expression von IL21 in - Bei hoher 1L21 100-
1L21 Kehlkopfkrebs Expression sind 80-90% 104,24
- IFN-a stimuliert die Bildung von - auch in angrenzenden Geweben der 6—
IL21 leichte Erhhung durch Kolonkarzinompatient®* 248,92
- fordert die Produktion von IgG(1)  Immunreaktion oder Bluttransport  innen nach 60-80 Monaten—99)
und IgG(3) in B-Zellen feststellbar noch am Leben
- Bildung von T-Follikel-Helferzellen Kolonkarzinom: Mammakarzinom:

- Aktivierung extrafollikuldrer B- - bei 50 % der Patient*innen mit - nach 60 Monaten
Zellen Kolonkarzinom verringert 80%/94%/90% der
- Produktion von Autoantikdrpern — - IL21 Expression assoziiert mit Brustkrebspatient*innen
Autoimmunkrankheiten vaskulérer Invasion mit CC/TT/CT-Genotyp
- Bildung von B-Zellen und deren - fordert entziindungsbedingte des IL21 Genes noch am

Differenzierung zu Plasmazellen
durch Aktivierung der JAK/STAT-,
MAPK- und PI3K-Signalwege —

Immunglobuline produziert

Karzinogenese des Kolonkarzinoms Leben
- in Kolon-Epithelzellen aktiviert es Pankreaskarzinom:
STAT3, STAT1 und ERK1/2 - Bei niedriger 1L21

Mammakarzinom Expression sind nach 1000
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- Antikdrperreaktionen bei - IL21 fordert Proliferation,

Virusinfektionen Migration und Invasion von MDA-
- mit IL6 Proliferation und Reifung
von natiirlichen Killerzellen (NK),

reifen B- und T-Zellen

MMP-Signalwegen), nicht aber von
MCF-7-und ZR-75.1-Zellen

- Produktion zusammen mit IL15 und Pankreaskarzinom:

IL18 von Interferon gamma in T- - IL21-R fordert die
Zellen und NK-Zellen kann es Proliferationsaktivitat
zZusammen mit Magenkarzinom:
- Aktivierung, Differenzierung und - Serumkonzentration von IL21
Absterben von B-Zellen wihrend erhoht bei Patient*innen mit
humoraler Immunantworten Magenkrebs und bei Vorhandensein
- fungiert als Co-Adjuvans zu von Lymphknotenmetastasen

gewissen Autoantikdrpern — Abwehr Lungenkarzinom:

Tagen noch 30% (vs 15%)
der

231-Zellen (durch die Regulation von Pankreaskarzinompatient™

innen am Leben
Magenkarzinom:

- positive Assoziation
zwischen hoher IL21R-
Expression und
Tumorgréfe und
lymphogener
Metastasierung

- kiirzere Uberlebenszeit
mit hdheren Rezidivraten

bei Patient*innen mit

von Infektionen - Reduzierte IL21 und 1121-R einer hohen IL21R-
Expression im SCLC Expression
- stirkere Expression von IL21-R
fiihrt somit dosisabhéngig zur
Hemmung von Zellwachstum und
Metastasierung

LCT - kodiert fiir das Enzym Laktase - kein Hinweis fiir hohere LCT- Kolomkarzinom: (105)
- spaltet Laktose in Galaktose und Expression bei Krebserkrankungen - Kolonkarzinompatient™®
Glukose -LCT-CC Genoytp ist mit einer innen mit LCT-CC Gen
- Mangel dieses Enzyms fiihrt zu hoheren Wahrscheinlichkeit fiir ein - mit niedrigerer
Laktoseintoleranz— Betroffene Fernrezidiv bei Lebenserwartung
konnen keine Laktose und somit auch Kolonkarzinompatient*innen — nach 20 Monaten etwas
keine Milchprodukte verdauen assoziiert mehr als 50% noch am
- abnehmende Expression mit Leben
zunehmendem Alter - bei TT- und TC-Genotyp
- Laktasepersistenz = Laktase auch im waren es vergleichsweise
Erwachsenenalter erhalten ca. 80%

ZAN - kodiert das Protein Zonadhesin Nichts dokumentiert Nichts dokumentiert (106—
(artspezifische Bindung von Spermien 110)
an die Zona pellucida der Eizelle
mittels D-Doméne des Zonadhesins)

- Synthese der Zonadhesin-mRNA
hauptséchlich in priméren
Spermatozyten

- befindet sich im Akrosom des
Spermiums

- an der Gametenerkennung beteiligt

CCR3 - kodiert Protein der Familie der G- Magenkarzinom: Magenkarzinom: (111,11
Protein-gekoppelten Rezeptoren - hohere Expression von CCR3 - Indirekte Korrelation 2,121-

zwischen CCR3- 125,24
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- an diesen Rezeptoren binden
Chemokine wie z.B. Eotaxin,
Eotaxin-3, MCP-3, MCP-4 und
RANTES

- in eosinophilen, basophile, TH1-
und TH2-Zellen, sowie in
Epithelzellen der Atemwege
exprimiert

- an allergischen beteiligt

- CCR3 fordert in
Lungenepithelzellen die Freisetzung
von IL-8— an Lipopolysaccharid
(LPS)-induzierten

Lungenentziindungen beteiligt

- CCR3 wird dabei von CCL5

stimuliert

Lungenkarzinomen:

- wichtige Rolle bei der Entwicklung
vom Adenokarzinom der Lunge
- Expression von CCR3 war in

Tumorgewebe signifikant erhoht

Hautkrebs:

- CCR3 im Malignen Melanom
(MM) und Plattenepithelkarzinom

tiberexprimiert

- im Basalzellkarzinom nur schwach

und im normalen Gewebe kaum

exprimiert

Expression und
Uberlebensrate
Lungenkarzinom:

- Indirekte Korrelation
zwischen CCR3-
Expression und Overall
Survival

Hautkrebs:

- Hohere CCR3-
Expression korreliert mit
geringerem
Gesamtiiberleben
Mammakarzinom:

- hohe CCR3-Expression

- LPS erhoht die CCR3-Expression in - bei MM-Zelllinien am stirksten in - mit verbesserten
SK-Mel-24 Zellen (gefolgt von G361 rezidivfreien Uberleben

NCI-H292- und A549-Zellen

- verstdrkte Expression von CCR3 auf und SK-Mel-2) exprimiert

Synovialzellen bei Rheumatoider
Arthritis (RA)

-Eotaxin-1 stimuliert die Expression
von CCR3 in fibroblastendhnlichen
Synoviozyten (FLS)

- Korrelation zwischen CCR3-
Expression und der

Neovaskularisation von Hornhaut

- CCR3 konnte die

Zelltransformation, das Wachstum
und die Invasion von Tumoren sowie

die Metastasierung stimulieren

Schilddriisenkarzinom:

- signifikant erhdhte Expression von

CCR3 im papilldren
Schilddriisenkarzinom

Prostatakarzinom:

- erhohte Expression von CCR3 in

Prostatakrebszelllinien

- CCR3 fordert tiber den ERK-

Signalweg die Invasion von

Prostatakrebszellen mit einer

Hochregulierung der MMP3-

Expression

Mammakarzinom:

- bei Tumoren mit hoher CCR3-
Expression handelte es sich meistens
um luminal-&hnliche Tumore als um

TNBC- oder HER2-angereicherte

Tumore

- CCR3-Expression nicht mit der

Tumorgréfe, dem

Lymphknotenstatus und dem Alter

assoziiert

- CCLS5 aktiviert CCR3

bei luminalen A-,
luminalen B- und HER2-
angereicherten
Brustkrebsfillen
verbunden
Nierenzellkarzinom:

- CCR3-Expression
korreliert mit dem
Malignitédtsgrad (Grading)
- Hohe CCR3-Expression
mit einer schlechteren
Lebenserwartung
assoziiert

Gliobastom:

- hohe CCR3-Expression
ist assoziiert mit kiirzerem
Uberleben

- nach 24 Monaten waren
unter 10% von den
Gliobastompatient*innen
mit hoher CCR3-
Expression noch am

Leben

9,250,1

120)
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— Th2-Polarisierung von CD4+ T-
Zellen und prometastatische Aktivitét
von tumorassoziierten Zellen
verstarkt

Nierenzellkarzinom:

- Erhohte CCR3-Expression in
Nierenzellkarzinomzellen

- Chemokine induzieren eine
Hochregulierung der intrazelluldren
Ca2+-Signaliibertragung, was zu
Zellproliferation fiihrt

- CCR3-Expression korreliert mit
dem Malignitétsgrad

Glioblastom:

- Erhohte CCR3-Expression in
Glioblastomzellen

- CCR3 fordert die Proliferation,

Migration und Invasion von

Tumorzellen
CYP7A1- CYP7A1-Gen kodiert fiir das Enzym Brustkrebs: Nichts dokumentiert (126—
Cholesterin-7a-Hydroxylase - CYP7A1 wird vermehrt in 128)
- Cholesterin-70-Hydroxylase wandelt Brustkrebszellen (TNBC) exprimiert
enzymatisch Cholesterin in 7a- - héhere CYP7A1-Expression
hydroxycholesterol oder 25(R)-26-  korreliert mit einem héheren Ki67-
Hydroxycholesterin um Wert und weniger
- Niedrige Lymphknotenmetastasen
Gallensdurekonzentrationen Gallenblasenkrebs:
stimulieren und hohe - CC-Genotyp des CYP7A1-Gens
Gallensdurekonzentrationen sind bei Patient*innen mit
reduzieren die Expression des Gallenblasenkrebs (GBC) haufiger
CYP7A1-Gens - hohes Risiko fiir GBC besteht auch
bei Triagern des AC-Genotyps und
des C-Allels bei GBC-Patient*innen
ohne Gallensteine
MYF5 - Transkriptionsfaktor, der die Rhabdomyosarkom: Nichts dokumentiert (129—
Muskelentwicklung steuert (primire - MYFS5 wird in humanem 132)

Muskelfaserbildung wihrend der
Embryonalentwicklung)

- in somatischen Mesodermzellen
exprimiert

- Hilft bei der Differenzierung von
Myoblasten zu reifen Muskelzellen
- Ebenso an der Regeneration von

Muskelzellen beteiligt

embryonalem Rhabdomyosarkom
mehr exprimiert als in alveoldren
Rhabdomyosarkom und normalem
Muskelgewebe

- MYFS fordert die
Tumorausbreitung im

Rhabdomyosarkom, indem es eine
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- Rezessive MYF5-Mutationen

Umgebung schafft, die das

verursachen externe Wachstum fordert
Ophthalmoplegie, Rippen- und
Wirbelsdulenanomalien

DMP1 - DMPI ist ein extrazelluléres Lungenkrebs: Lungenkrebs: (133,1
Matrixprotein, was in den Zellen des - DMP1-Expression ist in - hohe DMP1-Expression 34,143,
Knochen- und Zahngewebes Adenokarzinomen und ist bei 144,13

vorkommt

- wichtig fiir die Mineralisierung von
Knochen und Dentin

- In undifferenzierten Osteoblasten
stimuliert es die Expression von
osteoblastenspezifischen Genen
(Osteocalcin und alkalische
Phosphatasel)

- Wihrend der Osteoblastenreifung
wird DMP1 phosphoryliert und in die
extrazelluldre Matrix exportiert

- steuert die Bildung der
mineralisierten Matrix

- Mutation im DMP1-Gen ist mit
hereditérer hypophosphatdmischer
Rachitis assoziiert

- Storungen der DMP1-Expression im
Knochen fiithren zu gestorten
Osteozytenreifung, Mineralisierung
und einer erhohten Produktion des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors 23
(FGF23).

- Bei Menschen mit chronischer
Niereninsuffizienz sind niedrige
zirkulierende DMP1-Spiegel mit
erhohten kardiovaskuldren Risiken

assoziiert

Plattenepithelkarzinomen hoch

- Produktion von
Knochenmatrixproteinen durch
Krebszellen konnte die Entwicklung
von Knochenmetastasen fordern

- DMP1 kann Komplementfaktor H
an Zelloberfldchenrezeptoren binden
und ihn vor der Lyse durch
alternativen Komplementweg
schiitzen und dadurch kénnen
Tumorzellen der Wirtsiiberwachung
besser entgehen und haben damit
eine hohere Uberlebenschance

- Knochenmatrixproteine kdnnten
das Tumorwachstum, die
tumorassoziierte Angiogenese, den
Schutz vor der Immuniiberwachung,
die Adhdsion zwischen Zellen und
Knochen und
Knochenmikroumgebung fordern
Brustkrebs:

- Indirekte Korrelation zwischen
DMP1-Expression und Tumorgrofie
und -grad

- Hohe DMP1-Expressionswerte in
primédren Brustldsionen sind mit
einem geringeren Risiko fiir die
Entwicklung von Skelettmetastasen
assoziiert

- bei der DMP1-Expression in
Brustkrebszelllinien nicht invasive
MCF-7- und T47-D-Zellen starker
exprimiert als hochinvasive MDA-
MB-231- und Hs578T-Zellen
Phosphaturischer mesenchymaler

Tumor:

Lungenkrebspatient*innen 5-142)
mit schlechterer Prognose
assoziert

- das bronchioloalveolédre
Karzinom (Subtyp des
Adenokarzinoms der
Lunge) hat eine bessere
Prognose, wobei es DMP1
sehr selten exprimiert
Brustkrebs:

- Erhohtes krankheitsfreies
Uberleben bei
Brustkrebspatient*innen
mit hoher DMP1-
Expression

- nach 100 Monaten lag
das Krankheitsfreie
Uberleben bei
Brustkrebspatient*innen
mit hoher/niedriger
DMP1-Expression bei ca.
55%/25%
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- erhohte DMP1-Expression wurde
bei allen drei PMTs
(phosphaturischer mesenchymaler
Tumor) beobachtet

- DMP1 ist ein wertvoller
pathologischer Marker fiir PMTs
Prostatakrebs:

- erhohte DMP1-Expression in

Prostatakrebszellen nachgewiesen

SLCO1 - kodiert fiir den Organic Anion Pankreaskarzinom: Kolonkarzinom: (145,1
B1 Transporting Polypeptide 1B1 - OATP1B1-Expression in BxPC-3 2-- Expression von 46,234,
(OATP1BI1) mal hoher als in MIA PaCa-2 Zellen SLCO1B1 nimmt mit dem 147—
- Na(+)-unabhingige Aufnahme von Hepatozellulires Karzinom: Grad des 154)
organischen Anionen - OATP1B1-Expression in HCC Dickdarmkrebses zu
- Entfernung von Bilirubin- reduziert — hohe SLCO1B1-
Glucuroniden und - Expression von SLCO1B1 nimmt Expression ist mit
Arzneimittelverbindungen aus dem  mit dem Grad des Leberkrebses ab  schlechter Prognose
Blut in die Hepatozyten Kolonkarzinom: assoziiert
- Transportiert Coproporphyrin I und - OATP1B1-Expression in
111 Kolonkarzinom erhoht
- Transport von organischen - Expression von SLCO1B1 nimmt
Verbindungen in den Hoden iiber die mit dem Grad des Dickdarmkrebses
Blut-Hoden-Schranke Zu
- homozygote Tréger der ¢.521T>C- Gallenblasenkarzinom:
Variante haben ein erhdhtes Risiko fiir - SLCO1B1 rs2306283 GG/AG ist
Myopathie oder Rhabdomyolyse bei mit einem hoheren Risiko fiir
der Einnahme von Statinen Gallenblasenkrebs assoziiert
- Triger des C-Allels des SLCO1BI1- - Zusammenhang zwischen
Polymorphismus haben ein hoheres ~ Genotyphéufigkeiten von SLCO1B1
Hepatotoxizititsrisiko nach r$2306283 und dem Krebsstadium
Methothrexateinnahme als
Patient*innen mit dem TT-Genotyp
FGF4 - kodiert Proteine aus der Familie der Gastrointestenaler Stromatumor Magenkarzinom: (155,1

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
(FGF)

- an Embryonalentwicklung,
Zellwachstum, Morphogenese,
Gewebereparatur, Tumorwachstum
und Invasion beteiligt

- Knochenmorphogenese und
Entwicklung der Gliedmafen

- fordert die p38 MAPK-GSK38-

vermittelte Stabilisierung von Slug

- 5-Jahres-Uberlebensrate 56,165
betrug 61,5 % bei -

Patient*innen mit GC mit 167,15
niedriger FGFR4- 7-164)

(GIST):

- Uberexpression von FGF4 sowohl
bei vierfachem WT- als auch bei
SDH-defizienten GIST

- FGF4-Expression in vierfachen

WT-Fillen hoher als in SDH-

Expression
- aber nur 42 % bei
Patient*innen mit hoher

FGFR4-Expression

defizienten Féllen
Magenkarzinom:

- FGFR4-Expression im Ovarialkarzinom:
Magenkarzinomgewebe extrem hoch - hdhere FGF4-

Expression (Score 1 und

91



— Migration und Proliferation von
Keratinozyten

— Reepithelisierung und
Wundheilung

- FGF4 mit schiitzendem Effekt bei
Autoimmunhepatitis (AIH)

- ohne FGF4 Leber anfilliger fiir

Lipidperoxidation, Eisenakkumulation Zervixkarzinom:

und Entziindungen

- mildert Leberschidigung und die
hepatozelluldre Ferroptose ab

- frithe Expression von FGF4 (Tag 2
bis Tag 4) wichtig fiir eine
erfolgreiche Erzeugung von
induzierten pluripotenten
Stammzellen

- FGF4 erhoht die Proliferationsrate
von mesenchymalen Stammzellen
(MSC)

- keine signifikanten Auswirkungen

auf die Pluripotenz von MSC

- FGFR4 fiihrt zum Fortschreiten von Score 2) sind mit einer
Magenkarzinom durch Proliferation schlechteren Prognose
und Antiapoptose assoziiert

- 5-Jahres-Uberlebensrate

bei hoher/niedriger FGF4-

- FGFR4-Expression stand im
Zusammenhang mit dem
Lymphknotenstatus und der PCNA- Expression bei ca.
und Neu-Expression 50%/80%
Mammakarzinom:

- 5-Jahres-Uberlebensrate

bei hoher/niedriger FGF4-

- FGFR4 rs2011077 und rs1966265
bei Frauen mit der Progression von
normalem Gebarmutterhalsgewebe  Expression bei ca.
zu priakanzerdsen Lasionen assoziiert 15%/30%
- 13351855 (Gly388Arg) der einzige

genetische FGFR4-Polymorphismus,

der mit dem Uberleben der

Patient*innen assoziiert ist

Ovarialkarzinom:

- Expression von FGF4 in

Fibroblasten (N25-5)-gemischten
ALDHI1-hohen Tumoren im

Vergleich zu der Expression in

ALDH1-hohen Tumoren erh6ht

- Die Expressionsniveaus des FGF4-

Rezeptors (FGFR2) waren in
Fibroblasten-gemischten ALDH1-

hohen Tumoren ebenfalls hoher als in

reinen ALDH1-hohen Tumoren

- FGF4-Score 0 bei serdsen

Adenokarzinomen signifikant

niedriger

- FGF4-Score 1 bei serdsen

Adenokarzinomen signifikant hoher

- FGF4-Score 0 korreliert mit dem
FIGO-Stadium I und der Score 2 mit

dem FIGO-Stadium IV

Mammakarzinom:

- FGF4-Expression bei Brustkrebs

erhoht

- Hepatitis-B-X-interagierende

aktiviert Transkriptionsfaktor Sp1

— FGF4-Expression steigt

— Metastasierung von Brustkrebs

PDCL2 - kodiert fiir das Protein Phosducin

like 2

- hohe Expression in Hodenkrebs Nierenzellkarzinom: (168—

(Seminom) - hohe Expression von 170)

PDCL2 ist mit geringerem
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- in ménnlichen meiotischen und - Ethohte PDCL2-Anreicherung in ~ Uberleben von

postmeiotischen Keimzellen Nierenkrebs Nierenkrebspatient*innen

exprimiert assoziiert

- haben eine N-terminale - Uberlebensrate nach 100
Helixdoméne und eine C-terminale Monaten bei Patient*innen
Thioredoxin-Faltdoméne mit hoher/niedriger

- Modulator fiir heterotrimere G- PDCL2-Expression bei ca.
Proteine 40%/50%

- binden an die Beta-Gamma-
Untereinheiten von G-Proteinen

- PDCL2 interagiert mit mit CCT
(Chaperonin Containing Tcpl) und
moduliert dessen Faltungsaktivitat

— Biogenese mehrerer fiir Zellzyklus
und Funktion des Zytoskeletts
notwendiger CCT-Substrate

MBL2 - kodiert das Protein Mannose- Kolonkarzinom: Lungenkrebs: (171,1
bindendes Lektin - Diverse Polymorphismen und - Ein heterozygoter (YX) 72,238,
- wichtiges Element des angeborenen Haplotypen sind mit einem erhShten oder doppelt varianter 173-
Immunsystems Darmkrebsrisiko assoziiert Genotyp (XX) war mit 177,23
- erkennt und bindet an Mannose und Adenokarzinom des Magens: niedrigeren Serum-MBL- 5-237)
N-Acetylglucosamin auf Bakterien, - erhohte Expression von MBL2 in  Spiegeln und geringerem
Hefe und Viren Adenokarzinom des Magens Sterberisiko assoziiert
— klassische Komplementweg Lungenkrebs: - kumulative 5-Jahres-
aktiviert - X-Allel des Promotor-Y/X- Uberlebensrate war
— erleichtert deren Aufnahme durch Polymorphismus fiihrt zu einer 41,5 % fiir Patient*innen
Makrophagen niedrigeren Serum-MBL- mit dem Y/Y-Genotyp und
- Defizite in diesem Gen sind mit Konzentration 58,2 % fuir Patient*innen
Autoimmun- und Gebéarmutterhalskrebs: mit mindestens einem X-
Infektionskrankheiten assoziiert - Exon 1 D-Allel, O/O-Genotyp und Allel
- Polymorphismus im MBL-Gen kann D/D-Genotyp haufiger bei atypischen Nachbeobachtungszeitrau
zu einem Mangel an Mannose- Plattenepithelzellen iiberexprimiert m (12 Jahre) kumulative
bindendem Lektin fithren Hepatozellulires Karzinom: Uberlebensrate bei 18,9 %

— Abwehr gegen Mikroben - MBL2 direktes Ziel von miR-942- fiir Patient*innen mit Y/Y-
beeintréichtigt 3p mit inverser Korrelation Genotyp und 46,6 % fiir

- Diverese Polymorphismen sind mit - hemmt das Fortschreiten von HCC- Patient*innen mit

einem hohen Risiko mit HIV-1- Zellen und schwiécht durch miR-942- mindestens einem X-Allel
Infektion verbunden, sowie 3p induzierten tumorfordernden Hepatozelluliires
Hashimoto-Thyreoiditis (HT), Effekt ab Karzinom:
Autoimmunerkrankung der Ovarialkarzinom: - HCC-Patient*innen mit
Schilddriise (AITD) und Morbus - MBL2-Expression bei hoher MBL2-Expression
Basedow Ovarialkarzinompatient*innen erh6ht mit besserer

- Genotypen, die mit MBL-Mangel  (mdglicherweise Beteiligung des Uberlebensrate
assoziiert waren, mit erhdhtem Risiko Lektinweges der - nach 2000 Tagen

Komplementaktivierung) 50%/25% Uberlebensrate
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flir Bronchiolitis und
Lungenentziindung, sowie
geringerem Risiko flir atopische

Dermatitis

- schwache Korrelation der MBL-
Werte mit dem CRP

bei HCC-Patient*innen

mit hoher/niedriger

- keine Korrelation der MBL-Werte MBL2-Expression

mit der CA125-Antigenkonzentration Ovarialkarzinom:

Die Genotypen A/A und
YA/O mit kiirzerem
Uberleben assoziiert als
XA/O und O/0. (60%
nach 30 Monaten)

DMRT1

- DMRT1-Expression in Hoden und
Lungenmakrophagen

- weist ein gonadenspezifisches und
geschlechtsdimorphes
Expressionsmuster auf

- wenn dieses Gen hemizygot—
fehlerhafte Hodenentwicklung und
XY-Feminisierung

- Hodenentwicklung— Schliisselrolle
bei der ménnlichen
Geschlechtsbestimmung

- Spermienproduktion (hemmt
Meiose/fordert Mitose in
undifferenzierten Spermatogonien)
- Verhindert Meiose durch
Einschrankung der Retinsdure-
abhingigen Transkription und
Unterdriickung der STRAS-
Expression

- fordert Spermatogonienentwick-lung
durch Aktivierung von
Spermatogonien-
Differenzierungsgenen (SOHLH1)

- aktiviert mannerspezifische Gene
und unterdriickt weiblichspezifische
Gene

- kann als Tumorsuppressor wirken

Gemischter Keimzell-
Geschlechtsstrang-Stromatumor
im Hoden:

- DMRT1 wird in den Keimzellen,
sowohl vom Gemischten Keimzell-
Geschlechtsstrang-Stromatumor im
Hoden als auch von
Spermatozytentumoren im Hoden

exprimiert

Nichts dokumentiert (178

182)

MAGE
A3

- Mitglied der MAGEA-Genfamilie

- mit einigen Erbkrankheiten (z.B.
Dyskeratosis congenita) in
Verbindung gebracht

- aktiviert die Ubiquitin-Ligase-
Aktivitdt E3-Ubiquitin-Protein-
Ligasen (Repressor der Autophagie)

- kann Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt von
TRIM28 verstérken und die

Plattenepithelkarzinomen der

Speiserohre:

- in 90% der Fille positive MAGE-A 50%/30% der

3/4-Expression

- hohe MAGE-A 3-Expression in
allen Lymphknotenmetastasen

- Expression von MAGE-A 3/4 in
Primédrtumoren mit signifikanter

positiver Korrelation mit der

Magenkarzinom: (189,1
90,199,

200,19

- nach 60 Monaten ca.

Magenkarzinompatient*in 1-198)
nen mit einer

niedrigen/hohen
MAGEA3-Expression

lebend (nach 120 Monaten

ca. 40%/20%)
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Ubiquitinierung von p53/TP53 durch Primértumorexpression von NY-

TRIM28 stimulieren
- stimuliert in vitro die
Zelllebensfahigkeit von

Melanomzelllinien

- als Antigen auf einem Melanom von

korpereigenen zytolytischen T-

Lymphozyten erkannt

ESO-1 aber ohne signifikante
Korrelation mit der Expression von
MAGE-A 3/4 in
Lymphknotenmetastasen

- Expression von MAGE-A 3/4 in
Primértumoren und
Lymphknotenmetastasen ohne
signifikante Korrelation mit
prognostischen Parametern wie
Tumorgrad und TNM-Stadium
Magenkarzinom:

- Inverse Korrelation zwischen der
MAGE-A3-Promotor-Methylierung
und Expression im Magenkarzinom
- niedrigerer MAGE-A3-
Methylierungsgrad mit einem
schlechteren Uberleben der
Patient*innen assoziiert

- MAGE-A3 reguliert unter
Stressbedingungen die Expression
von Bax und p21

-Unterdriickung der MAGE-A3-
Expression stimulierte die
Expression von Puma und Noxa und
erhohte die Empfindlichkeit
gegeniiber

Urothelkarzinom:

- Expression von MAGEA3 im
Zellkern und im Zytoplasma von
Urothelkarzinomen

- Direkte Korrelation zum WHO-
Grading

Lungenkarzinom:

- MAGE-A3/6 in
Plattenepithelkarzinomen haufiger
exprimiert als bei Adenokarzinomen
- Negative MAGE-A3/6 Expression
ist assoziiert mit hoherer DC-Anzahl
Hepatozellulires Karzinom:

- MAGEA3 in HCC iiberexprimiert
- fordert Tumorprogression

- Ausschaltung von MAGEA3

verringerte die Zellproliferation und

Urothelkarzinom:

- nach 60 Monaten
85%/60% der
Urothelkarzinompatient™
innen mit einer
niedrigen/hohen
MAGEA3-Expression
lebend (nach 120 Monaten
ca. 85%/60%)
Lungenkarzinom:

- nach 60 Monaten
50%/40% der
Patient*innen mit nicht-
kleinzelligem
Lungenkarzinom und
niedriger/hoher
MAGEA3-Expression
lebend
Hepatozellulires
Karzinom:

- nach 60 Monaten
50%/30% der HCC-
Patient*innen mit einer
niedrigen/hohen
MAGEA3-Expression
lebend
Prostatakarzinom:

- erhohte Expression von
MAGEA3 mit einem
kiirzeren rezidivfreien
Uberleben und
krankheitsfreien
Uberleben assoziiert

- nach 100 Monaten
75%/40% der
Prostatakarzinom-
Patient*innen mit einer
niedrigen/hohen
MAGEA3-Expression
MAGEA3-Expression
lebend
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Koloniebildung und erhéht die
Apoptose

- Uberexpression von MAGEA3 mit
aggressiveren Tumoren assoziiert
Prostatakarzinom:

- signifikante Korrelation zwischen
einer hoheren nukledren und
zytoplasmatischen Expression von
MAGE-A3 und dem Gleason-Score,
sowie Tumorinvasion
Zervixkarzinom:

- Expression von MAGE-A in den
CC-Zelllinien (HeLa, SiHa und
C33A) im Vergleich zur End1/E6E7-
Zelllinie signifikant hochreguliert

- Uberexpression von MAGE-A3
fiihrt zu Migration, Invasion und
Proliferation in SiHa-Zellen

- Hochregulierung von MAGE-A3
fiihrt zu Aktivierung von EMT und
des Wnt-Signalwegs in SiHa-Zellen

- fordert Tumorwachstum
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8. Diskussion

Die mRNA-Technologie steckt noch in den Kinderschuhen und doch war der erste
klinische Einsatz im Zuge der COVID19-Pandemie ein durchschlagender Erfolg. (253)
Aus wissenschaftlicher Sicht war es der erste erfolgreiche Einsatz dieser neuen
Technologie im klinischen Bereich. Eine wesentliche Neuerung dieser Technologie war,

dass der Impfstoff in wenigen Stunden designt werden konnte.

Das impliziert natiirlich, dass BioNTech eine Plattform entwickelt und perfektioniert hat,
die es Thnen erlaubt einen Impfstoff fiir eine klinisch-therapeutische Fragestellung
innerhalb weniger Tage zu erzeugen. Im Lichte der personalisierten Medizin ist das ein
weiterer Lichtblick, denn nun konnte die potenzielle Therapie sehr schnell auf die
Patient*innen und ihren Krebs ,,zugeschnitten werden. Eine wesentliche Fragestellung
diesbeziiglich ist, aber welche Gene sich als Ziele fiir eine Impfung anbieten wiirden und
diese Fragestellung wollte diese Arbeit behandeln. Diese Ziele sollten jedoch unter den
Gesichtspunkten ausgesucht werden, dass sie einerseits vulnerables Gewebe, wie das
Gehirn und das Herz nicht angreifen und andererseits sollten sie nur in einem Gewebe
exprimiert sein, um mogliche Nebeneffekte zu minimieren.

Funktionell miissen fiir eine erfolgreiche mRNA-Impfung zunéchst spezifische
Neoantigene des Tumors identifiziert werden. Fiir die Herstellung des Neoantigen-
Impfstoff miissen somatische Mutationen des Tumors identifiziert werden. Dabei wird
zunichst eine Biopsie vom Tumor entnommen und selbiger Tumor wird sequenziert und
mit normalem Gewebe als Referenz verglichen. Da jeder Tumor eine ganz eigene
Kombination von Mutationen aufweist, muss ein mRNA-Wirkstoff individuell ausgerichtet

und hergestellt werden.

Es ist grundsétzlich mit Nukleinsdureimpfstoffen moglich, dass gleichzeitig mehrere
Antigene oder ein vollstidndiges Protein mit MHCI- und MHCII-bindenden Epitopen
kodiert und verabreicht werden, was eine humorale und eine zellvermittelte

Immunreaktion auslost. In weiterer Folge wird somit die Wahrscheinlichkeit einer
moglichen Impfstoffresistenz reduziert. (4,251) Zudem kénnen die Tumorantigene in voller
Léange kodiert werden. So konnen APCs mehrere Epitope mit Patient*innen-spezifischen
humanen Leukozytenantigenen (HLA) der Klassen I und II gleichzeitig ,,prisentieren®,

wodurch eine breitere T-Zell-Antwort ausgeldst werden kann. (4,251)
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Nukleinsdureimpfstoffe sind zudem prophylaktisch und therapeutisch gut vertraglich, da
sie nicht infektids und frei von Verunreinigungen durch Proteine oder Viren sind. (4,251)
Dabei haben mRNA-Impfstoffe den Vorteil, dass sie im Vergleich zu DNA-Impfstoften
leichter abgebaut werden konnen. (4,8,251) Speziell mRNA-Impfstoffe haben den Vorteil,
dass sie in teilenden und nicht teilenden Zellen translatiert werden kdnnen. Dadurch ist die
Proteinexpressionsrate bei mRNA hoher als bei DNA. (4) Die mRNA-Impfstoffe konnen
zudem nicht in das Genom eingebaut werden, wodurch Insertionsmutagenese verhindert
wird. (4,8) Auch kdnnen mRNA-Impfstoffe schnell und einfach hergestellt werden.
Dadurch ist es moglich innerhalb kiirzester Zeit neue Impfstofftypen zu produzieren. (4,8)
SchlieBlich ist die Identifizierung von Neoantigenen ein weiterer Vorteil, der die
Anwendung von mRNA-Impfstoffen verbessert. Somit konnten mRNA-Impfstoffe gut
vertragen werden. Lediglich Reaktionen an der Injektionsstelle sind bis jetzt ganz selten
verzeichnet worden. (4,8)

Man muss allerdings auch die Limitationen der mRNA-Impfstoffe genau betrachten. Es ist
grundsétzlich schwierig einen Krebsimpfstoff herzustellen, der prophylaktisch
funktionieren konnte. Dabei ist es schwierig eine Antigenvorhersage und somit auch eine
optimale Immunantwort umzusetzen. Aus diesen Griinden funktionieren die meisten
Krebsimpfstoffe therapeutisch. (4,252) Nur gegen virusbedingte Malignome (HPV und
HBYV) gibt es derzeit prophylaktisch wirkende Krebsimpfstoffe.

Der therapeutisch wirkende Impfstoff muss dabei die humorale Immunabwehr, die CD4+
T-Zellen-Antwort und auch die MHCI-vermittelte CD+ 8 T-Zellen-Antwort aktivieren.
Dies wiirde jedoch die Antitumor-Immunitét erschweren, obwohl CD8+ zytotoxische T-
Zellen eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung bdsartiger Zellen spielen. (4,251,252)
Auch die tumorspezifischen Antigene stellen ein Problem dar. Menschen weisen namlich
unterschiedliche Tumorantigene auf, die auch eine unterschiedliche Immunogenitit
aufweisen. Eine suppressive Mikroumgebung konnte zudem die Infiltration von T-Zellen
verhindern und zu einer Erschopfung dieser fiihren. (4,8,251)

Man muss bei Krebserkrankungen zudem héhere Dosen des therapeutisch wirkenden
Impfstoffs verabreichen, was sich negativ auf die Sicherheit des Impfstoffs auswirken
kann. (4,8,251) Bet mRNA-Impfstoffen kdnnen auch durch die Aktivierung des TLR7/8-
Signalwegs und die Auslosung von Typ-I-IFN-Reaktionen systemische Entziindungen
entstehen, wobei Typ-I-IFN-Reaktionen durch Codon-Optimierungen,
Nukleotidmodifikationen und Entfernung von dsRNA-Verunreinigungen reduziert werden

konnen. Man konnte auch dabei die Verabreichungswege so gestalten, dass angeborene

98



Immunreaktionen lokal bleiben. (4,251) Typ-I-Interferon-Reaktionen kénnen jedoch
Autoimmunreaktionen auslosen, weswegen es notig sein wird Patient*innen mit
Autoimmunkrankheiten zu identifizieren, bevor ihnen die mRNA-Impfung verabreicht
werden kann. (4,27)

Betrachtet man die hier besprochenen Gene, um festzustellen, ob sie geeignet fiir eine
potenzielle mRNA-Impfung sind, dann ist auffdllig, dass die meisten Gene eine erhdhte
Expression in Tumoren aufwiesen. Von den untersuchten Genen wies ZAN keine
Assoziation mit Tumoren auf, womit dieses Gen per se ungeeignet flir eine mRNA-
Impfung wire. Es gab auch Félle, wo eine erhdhte Expression eines dieser Gene zu einer
besseren Prognose fiihrte. Das F9-Gen war stirker im normalen Gewebe exprimiert als in
Gewebe von HCC. Bei den Uberlebensanalysen zeigte sich ebenfalls ein sehr heterogenes
Bild: So gab es Tumore, bei denen eine erhdhte Expression mit einem lingeren Uberleben
vergesellschaftet war und auf der anderen Seite gab es auch Tumore, wo eine erhdhte
Expression mit einer verminderter Uberlebenswahrscheinlichkeit vergesellschaftet war.
Dieses Muster zieht sich durch alle untersuchten Gene durch, insofern ist ein wichtiger
Punkt die Personalisierte Medizin und das damit verbundene Testen i.e.L.
immunhistochemische Testen, ob das Protein exprimiert ist oder nicht. Von einer
physiologischen Seite wiirde sich im Falle von F9 allerdings ein weiteres Problem ergeben,
das den Behandlungsansatz auf ein stark verkleinertes Patient*ingut beschrinken wiirde:
Da das F9 Gen fiir den Gerinnungsfaktor kodiert, wiirde es bei einer individualisierten
Impfung zu einem funktionellen Verlust des Gerinnungsfaktors IX kommen und damit zu
erhohter Blutungsneigung. Nun ist es allerdings so, dass Patient*innen mit Tumoren per se
schon eine erhohte Blutungsneigung haben sofern der Tumor eine Hohlstruktur infiltriert
(Trachea, Osophagus, ...) und somit sie sich einem erhdhten Blutungsrisiko aussetzen.
(87,254) Auf der anderen Seite kann dieser Effekt auch gewliinscht werden, da gewisse
Krebsarten mit erhohten Thromboseraten assoziiert sind (z.B. Pankreaskarzinom) und es
auch von Seiten von Komorbidititen durchaus eine Indikation zur medikamentdsen
Antikoagulation gegeben sein kann (z.B. Vorhoftflimmerarrhythmie). (255) Letztendlich —
wenn man so eine Impfung tiberhaupt anbieten kann — wird man nicht nur die Tumor-
spezifischen Erfolgsaussichten evaluieren, sondern auch ein besonderes Augenmerk auf die
Co-Morbidititen der Patient*innen legen miissen. Diese Uberlegung zieht sich natiirlich
durch alle untersuchten Gene durch bzw. ist ein Dogma, das generell beachtet werden
sollte. Schwieriger wird es auch, wenn es sich bei den Impfzielen um Proteine handelt, die

eine hohe physiologische Bedeutung haben, wie zum Beispiel IL-21 oder CYP7A1. IL-21
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spielt eine wichtige Rolle beim Immunsystem. Es ist ndmlich an der Produktion von
Antikoérpern und T-Follikel-Helferzellen beteiligt. Aufgrund dieser wichtigen Funktion
wiére eine Impfung gegen dieses Protein kontraproduktiv.

Gleiches gilt fiir CYP7A1, welches ein wesentliches Protein im Bereich der Pharmakologie
ist, wo es flir den Abbau vieler Substanzen zustindig ist. (90,91,126) Ein wesentlicher
Argumentationsstrang konnte allerdings sein, dass man sagt, dass Substanzen, die iiber
CYP7AT1 abgebaut werden, einfach gemieden werden sollten. Dies wire fiir jlingere
Patient*innen einfacher als fiir Patient*innen in hoherem Alter, da auch sehr viele
Medikamente {iber CYP7A1 abgebaut werden. (126) Ein weiteres Gen, das in die selbe
Richtung geht, wire das LCT-Gen, welches fiir das Enzym Laktase kodiert. (105,256)
Laktase selbst ist ein Enzym, das der Korper nicht notwendigerweise braucht. So gibt es
vor allem Personen aus dem Mittelmeerraum, die keine funktionierende Laktase haben und
somit darauf angewiesen sind, dass sie sich laktosefrei erndhren. (105,256) Somit wére
Laktase eigentlich ein exzellentes Ziel, da es heutzutage schon sehr viele — vor allem —

Nahrungsmittelprodukte gibt, die laktosefrei angeboten werden.

Conclusio

Die Idee der mRNA-Impfungen ist per se nicht jung, jedoch hat erst die Corona-Pandemie
dieser Technologie zum Durchbruch verholfen. Allerdings kommen mit jeder neuen
Technologie Limitationen. Eine der Limitation der mRNA-Impfung sind die potenziellen
Nebenwirkungen auf andere Gewebearten auBBer den Krebszellen. In dieser
Forschungsarbeit haben wir uns dezidiert mit dieser Fragestellung auseinandergesetzt,
indem wir kritische Gewebestrukturen exkludiert haben und andererseits nur Proteine
ausgewdhlt haben, die nach Moglichkeit nur in einem Gewebetypus exprimiert waren und
somit moglichst wenig Auswirkungen auf andere Gewebetypen hatten. Mit Hilfe der
Bioinformatik konnten wir so einige Proteine identifizieren, die diesen Vorgaben
entsprachen und somit konnten sie mit Hilfe der Literatur auch in Hinblick auf ihre
onkologische Bedeutung einordnen. Diese Proteine sind hochspannende Kandidaten fiir

eine zukiinftige Impfung.
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Supplementary Data

STabelle 1. Unterschiedliche GetEx Bezeichnungen und deren anatomisches Korrelat.

GetEx Bezeichnung

Gewebetypus

adipose subcutaneous

Subkutanes Fettgewebe

adipose visceral omentum

Viscerales Fettgewebe (Omentum majus)

adrenal gland

Nebenniere

artery aorta Aorta

artery coronary Koronararterie

artery tibial Arteria tibialis posterior
Bladder Blase

brain amygdala

Gehirn: Amygdala

brain anterior cingulate cortex ba24

Gehirn: Cortex cingularis anterior

brain_caudate basal ganglia

Gehirn: Nucleus caudatus (Basalganglien)

brain cerebellar hemisphere

Gehirn: Cerebellare Hemisphire

brain cerebellum

Gehirn: Kleinhirn

brain cortex

Gehirn: Cortex

brain frontal cortex ba9

Gehirn: frontaler Cortex

brain_hippocampus

Gehirn: Hippocampus

brain hypothalamus

Gehirn: Hypothalamus

brain_nucleus_accumbens_basal ganglia

Gehirn: nucleus accumbens
(Basalganglion)

brain putamen basal ganglia

Gehirn: Putamen (Basalganglion)

brain spinal cord cervical c-1

Gehirn: Riuckenmark C1

brain_substantia nigra

Gehirn: Substantia nigra

breast mammary tissue

Brustdriisengewebe

cells cultured fibroblasts

Fibroblasten aus der Zellkultur

cells_ebv-transformed lymphocytes

EBV-transformierte Lymphozyten

cervix ectocervix

vaginaler Teil des Gebarmutterhalses

colon_sigmoid

Colon sigmoideum

colon transverse

Colon transversum

esophagus gastroesophageal junction

Osophagus: gastrodsophagealer Ubergang

esophagus mucosa

Osophagusschleimhaut

esophagus muscularis

Osophagus: Tunica muscularis

fallopian_tube

Tuba uterina

heart atrial appendage Herzohr

heart left ventricle Linker Herzkammer
kidney cortex Nierenrinde
kidney medulla Nierenmark

Liver Leber

Lung Lunge

minor salivary gland Speicheldriisen
muscle skeletal Skelettmuskel
nerve tibial Nervus tibialis
Ovary Eierstocke
Pancreas Bauchspeicheldriise
Pituitary Hypophyse
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Prostate

Prostata

skin not sun_exposed suprapubic

Haut

Nicht-Sonnenexponierte suprapubische

skin sun exposed lower leg

Sonnenexponierte Haut am unteren Bein

small intestine terminal ileum

Terminales [leum

Spleen Milz
Stomach Magen
Testis Hoden
Thyroid Schilddriise
Uterus Gebédrmutter
Vagina Vagina
whole blood Vollblut

STabelle 2. Krebsarten in der Datenbank von proteinatlas.org

Proteinatlas Bezeichnung Krebsart

Glioma Gliom

Thyroid cancer Schilddriisenkarzinom
Lung cancer Lungenkarzinom
Colorectal cancer Dickdarmkrebs

Head and neck cancer Kopf-Hals-Tumore
Stomach cancer Magenkrebs

Liver cancer

Hepatozelluldres Karzinom

Pancreatic cancer

Bauchspeicheldriisenkrebs

Reanl cancer Nierenzellkarzinom
Urothelial cancer Urothelkarzinom
Prostate cancer Prostatakarzinom
Testis cancer Hodenkrebs

Breast cancer Brustkrebs

Cervical cancer Zervixkarzinom
Endometral cancer Endometriumkarzinom
Ovarian cancer Ovarialkarzinom
Melanoma Melanom

STabelle 3. Unterschiedliche Krebsarten, die in Kmplot gelistet sind und deren

biologisch deutsche Bezeichnung.

KmPlot Bezeichnung Krebsart Anzahl
Bladder Carcinoma Harnblasenkarzinom 405
Breast cancer Brustkrebs 1090
Cervical squamous cell carcinoma | Plattenepithelkarzinom der Zervix 304
Esophageal Adenocarcinoma Adenokarzinom des Osophagus 80
Esophageal Squamous Cell Plattenepithelkarzinom des Osophagus (81
Carcinoma

Head-neck squamous cell Plattenepithelkarzinome des Kopf- 500
carcinoma Hals-Bereiches

Kidney renal clear cell carcinoma | Klarzelliges Nierenzellkarzinom 530
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Kidney renal papillary cell Papillédres Nierenzellkarzinom 288
carcinoma

Liver hepatocellular carcinoma Hepatozelluldres Karzinom 371
Lung adenocarcinoma Adenokarzinom der Lunge 513
Lung squamous cell carcinoma Plattenepithelkarzinom der Lunge 501
Ovarian cancer Ovarialkarzinom 374
Pancreatic ductal adenocarcinoma | Duktales Adenokarzinom des Pankreas (177
Pheochromocytoma and Pheochromozytom und Paragangliom (178
Paraganglioma

Rectum adenocarcinoma Adenokarzinom des Rektums 165
Sarcoma Sarkom 259
Stomach adenocarcinoma Adenokarzinom des Magens 375
Testicular Germ Cell Tumor Keimzelltumor des Hodens 134
Thymoma Thymom 119
Thyroid carcinoma Schilddriisenkarzinom 502
Uterine corpus endometrial 543
carcinoma
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