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. EINLEITUNG

21 KOLOREKTALES KARZINOM — INZIDENZ UND EPIDEMIOLOGIE

Das kolorektale Karzinom (colorectal cancer, CRC) ist in vielen Landern die zweit- oder dritt-
haufigste Tumorentitat [1-3], die Inzidenz schwankt global erheblich [4]. Auch wird ein Einfluss
der westlichen Diat [5,6] und des Lebensstils diskutiert [7], was durch Ergebnisse von Migra-
tionsstudien untermauert wird [8]. Dies belegt, dass nicht-genetische Ursachen flihrend sind
und der Krankheitsverlauf durch Pravention und Edukation in einer erfolgversprechenden Al-
tersgruppe positiv beeinflusst werden kann [9]. In den USA zum Beispiel steigt die Inzidenz
bei unter 50 Jahrigen Uberproportional, wodurch dort ein Screening bei jingeren Menschen
diskutiert wird [10,11]. Generell ist die Inzidenz beim Mann hoéher als bei der Frau und steigt
mit héherem Alter erheblich. So ist das CRC in der Altersgruppe der 40 - 59 Jahrigen der
zweithaufigste Grund fir Tumor-assoziiertes Versterben und der dritthaufigste in der Alters-
gruppe der 20 - 39 Jahrigen [12—-14]. In Deutschland liegt die Ein-Jahres-Inzidenz des CRC
bei Mannern bei rund 300.000, bei den Frauen sind es etwa 250.000 Neuerkrankungen pro

Jahr [4].

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, Colorectum, both sexes, all ages

ASR (World) per 100 000
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Abbildung 1: weltweite Inzidenz von CRC, 2018. (Quelle: [1])
Angenommene altersstandardisierte Inzidenzrate 2018 fir CRC, alters- und geschlechtsunabhan-
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Es gibt zwei Haufigkeitspeaks der Erstmanifestationen: bei sporadischen CRC zwischen dem
60. - 65. Lebensjahr (= late-onset), bei hereditaren CRC zwischen dem 20. - 50. Lebensjahr
(= early-onset) [15]. Es hat sich gezeigt, dass etwa 15 — 20 % der early-onset-CRC Falle
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aufgrund von Mismatch-Reparatur Defizienz (MMR-D) entstehen [16—19] und gehauft links-
seitig auftreten [15,20]. Diese Tumoren werden unter dem haufigsten hereditaren Tumorpra-
dispositionssyndrom - namentlich Lynch Syndrom - zusammengefasst. Die molekularen
Grundlagen, die kausal fur die Entstehung Lynch-assoziierter Tumoren verantwortlich sind,

werden nachfolgend im Abschnitt 2.3 dargelegt.

2.2 MECHANISMEN DER TUMORGENESE

Schaden an der Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) in Zellen entstehen mit
der Zeit als Resultat von externen (alkylierende Verbindungen, polyzyklische Kohlenwasser-
stoffe, Benzo[a]pyren) und internen reaktiven Metaboliten wie reaktive Sauerstoff- und Nitro-
spezies (ROS / NOS). Ein weiterer Faktor fur DNA-Schaden sind Fehler, die wahrend des
normalen DNA-Metabolismus oder durch fehlerhafte DNA-Prozessierung entstehen, was die

DNA-Replikation, Rekombination und Reparatur miteinschlief3t [21].

CIMP CIN MSI
CpG Insel - chromosomale Mikrosatelliten-
Methylierung Instabilitat Instabilitat
30% 60% 15%
BRAF KRAS APC MMR MLH1
Mutation Mutation Mutation Keimbahnmutation Promotor
Hypermethylierung
MVHP / KRAS Lynch | Sporadisches CRC }
SSA/P Mutation Syndrom
Lasionen ¢ CRC
s |
18qLOH
MLH1 Promotor ?P53 !
Hypermethylierung

j

Numerische und strukturelle ESI

chromosomale Veranderungen,
Inaktivierung von Tumor-
Suppressorgenen, Aktivierung
von Protoonkogenen

|

Kolorektale
Karzinogenese

Defektes MMR System,
4— Akkumulation von DNA-Fehlern
auch innerhalb von Mikrosatelliten

Hypermethylierung von
Promotoren (CpG Inseln) ————mm»
Silencing von Suppressorgenen

Abbildung 2: Genese von CRC. (Adaptiert nach: [22])

Das CRC entwickelt sich langsam, meist Uber mehrere Jahre und zeigt zytologisch je nach
Differenzierung verschiedene Stadien: Beginnend mit einzelnen Kryptenlasionen, entwickeln
sich Adenome und schlie8lich maligne Karzinome mit dem Potential zur Invasion und Metas-
tasierung [22,23] — diese stufenweise Tumorgenese wird auch Adenom-Karzinom-Sequenz

genannt. Somit beruht die maligne Transformation und Progression des CRC - wie bei den
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meisten soliden Tumoren - auf einem Mehrstufenprozess, mit fortschreitender Akkumulation
von genetischen und epigenetischen Veranderungen. Auf molekularer Ebene kann die CRC-
Pathogenese in drei verschiedenen Subgruppen klassifiziert werden [24,25], wie im Folgen-

den erlautert.

2.2.1 CHROMOSOMALE INSTABILITAT (CIN)

Bereits 1990 wurde dieser Tumorgeneseweg als ein Mehrschrittmodell beschrieben [26]. Hier-
bei fuhrt eine schrittweise Progression von sich aus dysplastischem Epithel entwickelnden
Adenomen in mehreren Etappen zu einem invasiven Tumor (Adenom-Karzinom-Sequenz).
Dieser Prozess wird durch die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie Adenomatous-
polyposis-coli (APC), Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC) und Tumorprotein 53 (TP53)
sowie durch die Aktivierung von Protoonkogenen wie Kirsten rat sarcoma viral oncogene (K-
ras) unterhalten. Diese Akkumulation von chromosomalen und genetischen Veranderungen
spiegeln sich in namensgebender chromosomaler Instabilitat wieder, welche mit einer Aneup-

loidie assoziiert ist.

2.2.2 CPG-INSEL METHYLIERUNGSPHANOTYP (CIMP)

Beim CpG Insel-Methylierungsphanotyp (CpG-island methylator phenotype, CIMP) liegen vor-
wiegend epigenetische Veranderungen vor: Methylierungen von CpG-reichen Regionen
(CpG-Inseln) im Promotorbereich von Genen (z.B. MutL homolog 1 [MLH1], O°-Methylguanin-
DNS-Methyiltransferase [MGMT], CDK-Inhibitor 2A [cyclin dependent kinase inhibitor 2A, p16-
INK4]), haufig begleitet von Mutationen in BRAF- oder K-ras-Protoonkogenen [27].

2.2.3 MIKROSATELLITENINSTABILITAT (MSI)

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) ist eine direkte Folge der funktionellen Inaktivierung des DNA-
Mismatch-Reparatur (MMR) Systems, welches fur die Aufrechterhaltung der zellularen Homo-
ostase verantwortlich ist. Keimbahnmutationen in einem der MMR Gene (MutL homolog 1
[MLH1], MutS homolog 2 [MSH2], MSH6, PMS1 Homolog 2 [PMS2], sowie teilweise in Kom-
bination mit dem epithelialen Zelladhasionsmolekil EpCAM) oder epigenetische Mechanis-
men wie (Hyper)Methylierungen (in diesem Fall ist ausschlieRlich MLH1 betroffen) bilden die
Ursache von MMR-Defizienz. MSI fuhrt zu Langenvariationen (Insertionen / Deletionen) kur-
zer repetitiver Sequenzabschnitte (sogenannter Mikrosatelliten). Diese sind sowohl in nicht-
kodierenden, als auch kodierenden Genabschnitten insbesondere von Tumorsuppressorge-
nen lokalisiert, wie beispielsweise transforming growth factor beta receptor 2 [TGFpSRII], ab-
sent in melanoma 2 [AIM2] und Bcl-2-associated X protein [BAX]. Zusatzlich kbnnen Mutatio-

nen in anderen Genen beglnstigt werden (z.B. APC oder K-ras), welche die
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Tumorprogression férdern. Bei Patienten mit Lynch Syndrom ist in Gber 90 % der Tumoren
eine MSI nachweisbar, welche mit spezifischen klinischen Charakteristika assoziiert werden
kénnen [28]. Zum Nachweis oder Ausschluss von MSI wird das Bethesda Panel angewandt,
bestehend aus finf bis zehn Mikrosatellitenmarkern, die sehr sensitiv fir MSI sind. In Abhan-
gigkeit der Anzahl der betroffenen Marker werden Tumoren entweder als MSI-high, MSI-low

oder mikrosatellitenstabil klassifiziert, wie in folgender Tabelle dargelegt [29-32]:

Tabelle 1: Definition von MSS sowie MSI in CRC anhand des Bethesda Panels.
Typ Anzahl an veranderten Mikrosatelliten-Loci / getesteten Loci (%) % aller

CRC
MSI-H 2/5 (40) 10-15
MSI-L 1-3/10 (10-30) 10-15
MSS 0/5-10 (0) 70-80

MSI-H = high-frequency MSI; MSI-L = low-frequency MSI; MSS = Mikrosatelliten-stabil

2.3 DNA-MiSMATCH-REPARATUR-DEFIZIENZ (MMR-D)

Die DNA-Mismatch-Reparatur (MMR) ist biologisch hochkonserviert und hat physiologisch die
essentielle Bedeutung der Gewahrleistung genomweiter Stabilitdt, um u.a. kurzfristig die Mu-
tagenese und langfristig die Karzinogenese zu verhindern [33]. Durch sie werden bei neu
replizierter DNA eventuell vorkommende Basen-Basen-Fehlpaarungen, sowie Insertionen
oder Deletionen, wie zuvor im Abschnitt 2.2.3. beschrieben, behoben [34]. Es gibt zwei ver-
schiedene heterodimere Komplexe, welche unterschiedliche Funktionen besitzen:

1. MutS assoziierte Proteine MSH2-MSH3 und MSH2-MSH6

2. MutL assoziierte Proteine mit MLH1-PMS1 (humanes PMS2) und MLH1-MLH3 (hu-

manes PMS1)

3. sowie andere Proteine [35]
In frGheren Studien zeigte sich, dass eine homologe Rekombination unterbunden wird [36]
und durch MMR-Proteine zellulare Prozesse angestofl’en werden, welche in einer Apoptose
munden koénnen [37,38]. Es wurde nachgewiesen, dass Chemotherapeutika wie Cisplatin
ahnliche Effekte auslésen [39]. Bei etwa 15 % [40,41] der CRC liegt eine MMR-D vor, welche
durch zwei zugrunde liegende Mechanismen getriggert wird:

o hereditare MMR-Keimbahn-Mutation

e sporadische Hypermethylierung der MLH7-Promotor-Region
Bei einem Defekt in einem der MMR-Gene kommt es zur Akkumulation von Replikationsfeh-
lern, wie in Abbildung 3 dargestellt. In der Literatur wird eine Mutation, welche eine erhdhte
Mutationsneigung auslést, als ,Mutator-Mutation® bezeichnen [25,42]. Der daraus resultie-
rende Mutatorphanotyp erhéht die Wahrscheinlichkeit, dass die Zelle durch Mutationen in be-

stimmten (z.B. wachstumsregulierenden) Genen Schritt flir Schritt entartet [42].
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Zeitliche Abfolge der
Tumorgenese in

Monaten
Keimbahn-
mutation
= driver mutation =
monoallelisch + "second hit" biallelisch
! somatische
pramaligne Zelle ~ Mutation
MSI Zielgene '.:-:. weiter_je Gene

.
L)

Lynch Syndrom

konstitutionelle MMR-D

Abbildung 3: Bedeutung des MMR-Systems bei der Genese MMR-D-assoziierter Tumoren in Ab-
héngigkeit der vorliegenden mono- oder biallelischen Keimbahnmutationen. (Quelle: eigene Er-
stellung)

24 LYNCH SYNDROM

Das Lynch Syndrom ist ein autosomal dominant vererbtes Syndrom mit unvollstandiger Pe-
netranz und ist ursachlich flir zwei bis drei Prozent aller CRC verantwortlich [32,43-45]. Es ist
oft vergesellschaftet mit weiteren Karzinomen, wie in Tabelle 2 aufgeflhrt [46,47]. Friher
wurde der Begriff ,hereditares nicht-polypéses Kolonkarzinom® synonym mit dem Lynch Syn-
drom verwendet. Nun ist es eher ein klinischer Begriff, welcher ein weites Spektrum an fami-
liar-assoziierten CRC-Formen einschlief3t.

Tabelle 2: Lebenszeitrisiko und Tumorspektrum bei Patienten mit Lynch Syndrom.

Tumor Risiko Mdnner [%] Risiko Frauen [%)]
kolorektales Karzinom 34-73 32-59
Endometriumkarzinom 39-50
Ovarialkarzinom 7-8
Magenkarzinom 1-6

Karzinom des Nierenbeckens/Harnleiters 2-8
Gallengangskarzinom 1-4
Diunndarmkarzinom 1-4

ZNS-Tumor ca. 2

10
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Anamnestisch kann anhand der Amsterdam- und Bethesda-Kriterien [48] der Verdacht auf ein
Lynch Syndrom verstarkt werden. Sind die Kriterien erfullt, so schlieRen sich spezielle mole-
kulargenetische Untersuchungen an [32,49]. Next Generation Sequencing kann perspekti-
visch zur Identifikation einer MMR-D / MSI genutzt werden [50-54].

Ungefahr 70,0 % der Patienten mit Lynch Syndrom tragen eine MLH1 oder MSH2 Keimbahn-
mutation in sich [55,56] (seltener auch MSH6, EPCAM, PMS2, MLH3 [17,44,57—-60] sowie
weitere [61]). Dies fuhrt zur Akkumulation somatischer Mutationen, da die Reparaturprozesse
gestort werden [60]. In der Konsequenz sind die Tumoren haufig hyper- oder ultra-hypermu-
tiert.

Die Penetranz des Krankheitsbildes ist mit Gber 80,0 % sehr hoch und abhangig vom Ge-
schlecht (héheres Risiko fur Manner) und der Art des betroffenen MMR-Gens (hdheres Risiko
bei MSH2-Mutationen, niedrigere Penetranz bei PMS2-Mutationen) [62]. Die kumulative
zehn Jahres Inzidenz eines CRC bei Patienten mit Lynch Syndrom variiert von 4,1 % bis
18,4 % [63]. Ein weiteres typisches Merkmal ist das Auftreten von multiplen Tumoren. Das
Lynch Syndrom zeigt keine auffallige Hadufung von Polypen wie andere hereditdre CRC Syn-
drome (z.B. familidare adenomatdse Polyposis). Die Anzahl der Adenome variiert beim Lynch
Syndrom von einem bis einige wenige [64] und erschwert hierdurch die Abgrenzung zum spo-
radischen CRC. Die Progression vom Adenom zum Karzinom verlauft bei Patienten mit Lynch
Syndrom deutlich schneller (i.d.R. unter drei Jahren) als bei sporadischem CRC (<15 Jahre).
Zudem sind die Adenome groRer und weisen einen hoheren Dysplasiegrad auf. Weiterhin
zeigen sie, im Vergleich zu Patienten mit sporadischem CRC, einen erhdhten Anteil mit vill6-
sem Wachstumsmuster auf. Histopathologisch zeigt sich beim Lynch-assoziierten CRC Uber-
wiegend ein schlecht differenzierter, muzinéser Tumor mit starker Lymphozyteninfiltration und
lymphoiden Aggregaten am Tumorrand [22,27,65].

Lynch-assoziierte Karzinome zeigen uberdies ein verdrangendes Wachstumsverhalten. Pati-
enten mit Lynch-assoziierten Karzinomen und sporadischen MSI-CRC haben eine bessere
Prognose als Patienten, welche an einem sporadischen MSS-CRC erkrankt sind [66,67].
Aktuelle Untersuchungen zeigen zuséatzlich, dass bei Patienten mit Lynch Syndrom mindes-
tens zwei distinkte Subtypen vorkommen, weshalb diese entweder dem Subtyp G1 (= hoch

immunogen) oder G2 (= wenig immunogen) zugeordnet werden [44,68].

2.5 DER MOLEKULARE PHANOTYP MSI UND DEREN KLINISCHE RELEVANZ

Mikrosatelliten (sogenannte short tandem repeats) sind definiert durch viele (meist zehn — 60)
repetitive Wiederholungen derselben Base oder einer Basensequenz mit einer Lange von ein
bis sechs, meist nicht-kodierender, genomweiter Basen [69,70]. Die Anzahl der Motivwieder-

holungen kann individuell variieren (Polymorphismus), ist aber in allen Zellen eines
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Organismus gleich [71]. Aufgrund ihrer repetitiven Struktur sind Mikrosatellitensequenzen be-
sonders anfallig fir DNA-Replikationsfehler — entweder in Form von Insertionen / Deletionen
oder durch Verrutschen der DNA-Polymerase bei der Replikation (DNA Slippage).

In gesunden Zellen werden diese Basenfehlpaarungen (=Mismatch) durch das MMR System
erkannt und korrigiert [72]. Mutationen oder epigenetische Veranderungen fuhren zum Funk-
tionsverlust des Reparatursystems und somit zur MMR-D. In der Konsequenz akkumulieren
die betroffenen Zellen bei jeder Replikation Mutationen, welche sich haufig in kodierenden
Mikrosatelliten von Tumorsuppressorgenen manifestieren. Dies duflert sich — wie zuvor be-
schrieben - klinisch in Form des molekularen Phanotyps MSI. Charakteristisch fir MSI-Tumo-
ren ist eine Langendifferenz in Mikrosatelliten zwischen Tumor- und Normalgewebe [73].
Tritt MSI in nicht-kodierenden Bereichen von Genen auf, bleibt diese oftmals ohne Konse-
quenzen. In einigen Genen jedoch befinden sich die Mikrosatelliten, welche meistens Mono-
nukleotidsequenzen sind, in kodierenden Regionen und eine MSI kann hier zu veranderter
Proteinexpression flhren. Die meisten identifizierten Mutationen in MMR-Genen sind Deleti-
onen oder Insertionen von einem oder mehreren Nukleotiden, die zu Leserasterverschiebun-
gen (frameshift mutation) fGhren. Zudem kommen Punktmutationen vor, die Fehlsinn-Mutati-
onen (missense mutation) oder Unsinn-Mutationen (nonsense mutation) zur Folge haben. Sel-
tener kommen stille Mutationen (silent mutation) oder Splei3-Mutationen vor. Auch konnte
demonstriert werden, dass genomische Rearrangements im Sinne grof3er Deletionen und
Duplikationen eine wesentliche Rolle bei Keimbahnmutationen von MMR-Genen spielen [74].
Lynch Syndrom-Patienten tragen eine heterozygote Keimbahnmutation in einem der MMR-
Gene. Sie besitzen folglich pro Zelle je ein intaktes und ein defektes Allel. Der Funktionsverlust
von MMR-Genen erfolgt im Wesentlichen entsprechend der Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen (Knudson-"two-hit"-Theorie [75]). Das heif3t bei Vorliegen einer Keimbahnmutation
(first hit) wird das verbleibende unveranderte Allel durch somatische Mutationen, Verlust der
Heterozygotie (loss of heterozygosity) oder durch Hypermethylierung inaktiviert (second hit,
wie in Abbildung 3 dargestellt), wobei letztere ausschlief3lich beim sporadischen Pendant auf-
tritt [76]. Die Inaktivierung des zweiten Allels fuhrt zu einem Anstieg des Krebsrisikos, man

spricht dann von einem Mutatorphanotyp [60,70,77].

2.6 MOGLICHE THERAPEUTISCHE ANSATZE

Krebszellen sind in der Lage, die Aktivitat und Funktion von Immunzellen aktiv zu hemmen.
Dies erfolgt Uber verschiedene Mechanismen, wie der Sekretion immunsuppressiver Zytokine
(Interleukin-10 [IL10], transforming growth factor beta) und durch Herunterregulation von
Hauptgewebevertraglichkeitskomplex Klasse 1 (major histocompatibility complex, MHC-

Klasse 1) auf der Tumorzelloberflache. Ein weiterer, erst vor einigen Jahren beschriebener
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Mechanismus basiert auf der Expression spezifischer Immuncheckpoint-Molekiile wie pro-
grammed cell death 1 (PD-1 - CD279), programmed death ligand 1 (PD-L1) oder cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4 - CD152). Die physiologische Funktion dieser Pro-
teine ist die Regulation der Intensitat einer Immunantwort Gber eine Modulation der T-Zell-
Aktivierung oder der T-Zell-Effektorfunktion. PD-1 kann auf aktivierten T-, B- und naturlichen
Killer (NK)-Zellen, Monozyten sowie dendritischen Zellen (dendritic cells, DC) exprimiert sein.
Es ist ein 55 kDa schwerer und 288 Aminosauren umfassender Transmembranrezeptor mit
B-Faltblattstruktur sowie einer Bindungsstelle aus der Immunglobulin-Superfamilie. PD-1
weist strukturelle Ahnlichkeit mit anderen inhibitorischen Molekilen wie CTLA-4 auf. Bei Re-
zeptor-Liganden-Interaktion und gleichzeitigem T-Zellrezeptorsignal wird eine Signalkaskade
ausgelodst, welche mit Phosphorylierungen an zytoplasmatischen Tyrosinresten und Bindung
der Phosphatasen SHP1/2 endet. Es folgt eine Dephosphorylierung verschiedener Tyrosin-
kinasen (ZAP-70, etc.) und Inhibition des T-Zellrezeptorsignals [78]. Dies aulert sich in der
Hemmung der IL2 Produktion, der Hemmung des Glukosestoffwechsels und Inhibition von
Proteinkinase B (AKT) und assoziierter Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)-Signalwege, die mit
der Effektor-Funktion von T-Zellen verbunden sind [79].

Bisher bekannte Liganden von PD-1 sind PD-L1 (B7-H1, CD274) und PD-L2 (B7-DC, CD273).
PD-L2 kommt nur auf Makrophagen und DC vor [80]. PD-L1 hingegen ist konstitutiv auf ru-
henden und aktivierten B und T-Zellen, myeloischen Suppressorzellen (Myeloid-derived supp-
ressor cells, MDSC), DC sowie Makrophagen detektierbar. Funktionell moduliert PD-L1 die
Thymozyten-Reifung [81], sowie die Produktion von Zytokinen wie IL10 und vermittelt eine
Apoptose von T-Zellen, mit Beteiligung der Fas-FasL-Interaktion und I1L10 [82,83].

Aufgrund der hohen Immunogenitdt MMR-D-assoziierter Tumoren zeigen diese oftmals eine
besonders hohe Abundanz an Immuncheckpointmolekilen (u.a. PD-1 sowie PD-L1) [50,84—
86]. Dies stellt einen Ansatzpunkt fur Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) dar. Die Rationale
hierflr wird in Abbildung 4 dargelegt. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Parameter,
wie Anzahl, Art und Lokalisation von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (sogenannte Interfe-
ron-y [IFNy] Signatur), bei bestimmten Tumorentitdten mit einem Therapieerfolg von ICI as-
soziiert sind [67,87,88]. Dieser ,/mmunoscore” wurde urspringlich von Galon et al. entwickelt
[89-91]. Anhand der Anzahl an CD3" bzw. CD3*CD8* T-Zellen im Tumorzentrum und -rand,
wird eine Einschatzung eines mdglichen Therapieerfolges gegeben. Eine starke Korrelation
zwischen hoher Expression von PD-1 Liganden und dem ,/mmunoscore”wurde gezeigt [87].
Dies hat bereits im Jahre 2017 zur Zulassung des anti-PD1-Inhibitors Pembrolizumab in der
Therapie MMR-D-assoziierter nicht-resektabler bzw. metastasierter Tumoren gefiihrt, welche
2020 fur die Erstlinientherapie erweitert wurde. Korrelationen mit der Expression von PD-1
Liganden (PD-L1 oder PD-L2), mit der Tumormutationslast (tumor mutation burden, TMB) so-

wie den Tumor-infiltrierenden Lymphozyten sind aktuell intensiv beforschte Kandidaten als
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Marker fur die ICI [67,92—97]. Tumoren mit einer hohen intratumorale Mutationslast (=hyper-

bzw. ultramutiert) tragen eine Vielzahl an Neoantigenen auf ihrer Oberflache, welche grund-

satzlich von T-Zellen als fremd erkannt werden kénnen und folglich einen therapeutischen

Angriffspunkt darstellen.
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Abbildung 4: PD-1/PD-L1-Interaktion als Immunescape-Mechanismus. (Quelle: [84])

Die Restauration der Immunabwehr durch monoklonale Antikérper (AK), welche spezifisch

gegen Immuncheckpoint-Moleklle gerichtet sind, war ein Durchbruch in der Krebstherapie

[98,99]. In vielen klinischen Studien wurde in den letzten Jahren untersucht, welches Potential

dieser Therapieansatz besitzt. Heute weily man, dass zielgerichtete Immuntherapien eine si-

chere und effektive Therapieoption darstellen - auch nach Ausschépfen vorheriger Behand-

lungsstrategien.

Ebenso gibt es erste Ansatze der Kombination von ICI mit traditioneller Radiotherapie [100],

chinesischer Medizin [101], sowie Indolamin-2,3-Dioxygenase(IDO)-Inhibitoren [102]. Somit

ist eine Kombination aus etablierten Verfahren und einer ICI ein denkbarer Therapieansatz,
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wie in Abbildung 5 dargelegt. Die Kombination mit Chemotherapeutika wie Gemcitabin (2',2'-
Difluordesoxycytidin, ein Cytidin-Analogon) wird erfolgreich angewandt [103—105]. In einer vo-
rangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Immun-
therapien gut mit diesem Zytostatikum kombinierbar sind und zur Verlangerung des Gesamt-
Uiberlebens bei MIh1”-Mausen fiihren [106].

Lynch , Keimbahn- L : konstitutionelle
Syndrom 1—monoa|lel|sch{ MMR-Mutation ) biallelisch —» MMR-D

l pramaligne \
| \ Zelle ’ |
Akkumulation weiterer Mutationen in MSI

Mutationen Zielgenen (u.a.
(u.a. TP53, Kras, DNA TGFBRII, AIM-2,
Polymerase €/8) HTO001)
I hyper- oder I
ultramutierte
Tumorzelle
Biomarker fur
immuntherapeutische
Interventionen
Immuncheckpoint zellulare/Peptid-basierte
Inhibitoren Vakzine

Kombinationstherapien

Abbildung 5: Atiologie und mégliche Behandlungskonzepte bei MMR-D-assoziierten Tumoren.
(Quelle: eigene Erstellung)

Neben der Wirkung als Ligand fur PD-1 scheint PD-L1 — abhangig von seiner raumlichen
Orientierung [107] - auch an den Liganden B7.1 (CD80) binden zu kénnen und dort T-Zellen
zusatzlich hemmend zu beeinflussen [108,109]. Demnach bindet B7.1 (CD80) neben dem
kostimulatorischen Molekil CD28 mit PD-L1 einen funktionell inhibitorischen Liganden, wobei
die Dissoziationskonstante sogar mit 1,7 uM relativ starker ist als die der B7.1 Verbindung zu
CD28 mit 4 uM [110]. Indirekt bedeutet dies, dass in der Gegenwart beider Molekdle in glei-
cher Konzentration die T-Zelle eher PD-L1 bindet und damit ein inhibitorisches Signal emp-
fangt, beziehungsweise kostimulatorische Signale nicht empfangen kann [111,112]. Daneben
gibt es Hinweise auf eine bidirektionale Wirkung von PD-L1, welches Uber die zytoplasmati-
sche Domane als Rezeptor fungiert [110]. Demnach vermittelt PD-L1 auch anti-apoptotische

Signale an der Zielzelle und schitzt diese vor dem Zelltod. In Abwesenheit von PD-1 fihrt die
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Interaktion von PD-L1 mit B7.1 zu einer verstarkten Aktivierung im murinen Modell, was die

Komplexitat der Wirkungsweise unterstreicht [100].

2.7 ATEZOLIZUMAB IN DER THERAPIE

Atezolizumab ist ein voll-humanisierter monoklonaler AK des IgG1 Isotyps. Die Halbwertszeit
betragt etwa 27 Tage und ist damit vergleichbar mit anderen ICI. Atezolizumab ist gerichtet
gegen das PD-L1-Protein. Somit wird die PD-1/PD-L1 Rezeptor-Liganden-Interaktion gestort,
welche sonst eine dauerhafte T-Zell-Aktivierung unterbindet, um eine Uberschiel’ende Immun-
reaktion zu verhindern [82,83,113-115]. PD-L1 bindet auch an CD80 Rezeptoren (B7-1Rs) -
Atezolizumab unterbindet dies, was eine Reaktivierung der Immunantwort im Tumor bewirkt.
Weiterhin findet eine Hochregulation des T-Zell-Primings mit verstarkter Aktivierung zytotoxi-
scher T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTL) in den Lymphknoten statt. Es ist bereits
zugelassen fur die Erstlinientherapie des metastasierten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms,
des fortgeschrittenen Urothelkarzinoms (hier in der Zweitlinie), sowie seit Januar 2020 auch
fur die Erstlinientherapie dreifach-negativer Mammakarzinome mit nachgewiesener PD-L1
Expression >1 %. Obgleich die initialen Ansprechraten sehr gut sind, zeigen die aktuellen
Studien auch, dass nur bei einem Teil der Patienten eine Langzeitremission erzielt wird [93].

Die Identifikation aussagekraftiger pradiktiver Biomarker ist Gegenstand aktueller Forschung.

2.8 PRAKLINISCHES MURINES MLH1 KNOCK-OUT MODELL

Da Mutationen der MIh und Msh Gene zu Funktionsstérungen in den MMR Proteinen fihren,
sind entsprechende knock-out Mause ein geeignetes Modell zur Erforschung der MMR-D
[116]. MIh17” M&use (Stamm: B6.129-MIh1™'Ra) tragen eine dominant negative Nullmutation
im MIh1-Gen (Exon 2 Deletion), sind folglich homozygot negativ fir das Mlh1-Protein und
zeigen einen starken Tumorphanotyp [117]. Die Tumorgenese verlauft zweistufig, mit primarer
Entwicklung von hochmalignen T-und B-Zell-non-Hodgkin Lymphomen (ca. 60 % der Tiere;
Altersgipfel zwischen dem vierten und achten Lebensmonat) und einer zeitlich verzdgerten
gastrointestinalen Tumorgenese (ca. 40 % der Tiere; ab dem neunten Lebensmonat). Die
Lymphome unterscheiden sich primar anhand ihrer klinischen Manifestation: etwa 1/3 aller
Lymphome entwickeln sich im Thymus und 2/3 treten als generalisierte Lymphome auf. Wei-
terhin entwickelt ein geringer Teil der Tiere pramaligne Hautlasionen und andere Tumoren
[118]. Eine weitere Konsequenz der MIh1-Defizienz ist die, beide Geschlechter betreffende,
Infertilitat. Daher werden in der Zucht ausschliellich heterozygote Tiere eingesetzt und ver-
paart.

Erfahrungen aus Studien an MMR-D Modellen konnten die enorme Bedeutung der MMR-Pro-

teine in verschiedenen biologischen Ablaufen von Saugetieren aufzeigen. Diese umfassen die
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somatische Hypermethylierung sowie den Klassenwechsel bei der Reifung von B-Zellen
[119,120]. Weiterhin wurde auch die Bedeutung des MutSp Komplexes fir die Férderung von
triplet repeats Uber die DNA-Polymerase 3 beschrieben, was die Vielfaltigkeit und Komplexitat
der Interaktionen unterstreicht, da sie mit einer Vielzahl (mindestens 40) an neurologischen
Erkrankungen assoziiert sind [121,122]. Durch die MMR-D wird eine Hypermethylierung be-
gunstigt, wie im Abschnitt 2.2 sowie 2.6 ausflihrlich erlautert, welche beim CRC in einer Viel-

zahl von Neoantigenen auf der Zelloberflache miinden kann [117].

29 SPEZIFISCHE VORARBEITEN IM MLH1 KNOCK-OUT MODELL — AKTIVE IMMUNTHERAPIE

Um die spezifische Immunantwort des Kdrpers zu aktivieren, kdnnen Vakzine sowohl prophy-
laktisch als auch therapeutisch appliziert werden. Zu unterscheiden sind hierbei Peptid-ba-
sierte, Gesamttumorlysat- [123] sowie DNA-Vakzine [124]. In vorangegangenen Studien, in
welcher ein gastrointestinales Gesamttumor-Lysat eingesetzt wurde, konnte die grundsatzli-
che Wirksamkeit zellularer Vakzine im Mih1-Modell experimentell aufgezeigt werden
[125,126]. Die repetitive Gabe des Tumorvakzins beeinflusste sowohl die Tumorgenese, als
auch das Tumorwachstum durch Stimulation bzw. Modulation des Immunsystems. Hinsicht-
lich des Therapieansprechens zeigten sich Unterschiede, welche die klinische Situation sehr
gut abbilden und Hinweise auf ein Entitaten-spezifisches Mutationsprofil untermauern. So
konnte die gastrointestinale Tumorgenese deutlich verzégert werden. Die Lymphomagenese
wurde demgegeniber nur marginal beeinflusst [125].

Nach therapeutischer Intervention wurde in den Tumorresektaten eine erhdhte intratumorale
Mutationslast, sowie eine verstarkte Abundanz der Immuncheckpoint-Molekile PD-L1 und
LAG-3 auf infiltrierenden Immunzellen nachgewiesen [125]. Letztere stellt sehr wahrscheinlich
einen erworbenen escape-Mechanismus und damit ein zusatzliches therapeutisches Ziel fir
eine ICI dar [127]. ICI scheinen abhangig von heterogenen Mutationsprofilen, der TMB, vom
Tumorstadium sowie vom Ausmald der Immunsuppression im Tumormikromilieu zu wirken
[68,128].

Diese umfassenden Vorarbeiten stellten eine ideale Ausgangsbasis flr die vorliegende Arbeit
dar, in welcher der Vakzine-basierte Therapieansatz durch Kombination mit einem ICI verbes-

sert werden sollte.

2.10 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit einer kombinierten Immuntherapie, bestehend aus
Atezolizumab und eines MIh1” A7450 Lysates im préklinischen MIh1”- Tumorgenesemodell
zu untersuchen. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die

alleinige Gabe des Tumorlysates das Gesamtiberleben zwar verbessert, jedoch auch zu
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einer Hochregulation von Immuncheckpointmolektlen im Tumor fahrt [126]. Damit wurde PD-
L1 als potentielle therapeutische Zielstruktur identifiziert und deren Relevanz fir die kombi-
nierte Immuntherapie in vivo evaluiert.
Wir vermuteten folglich, dass die Kombination der Therapeutika der Einzelgabe Uberlegen ist
und das Gesamtuberleben signifikant verlangert. Aufgrund fehlender Voruntersuchungen
wurde zunachst die Wirksamkeit der Atezolizumab-Monotherapie untersucht. Hierzu wurden
zwei unterschiedliche Schemata evaluiert. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte an-
schlielRend die kombinierte Immuntherapie mit einem Tumorlysat, welches repetitiv appliziert
wurde.
Um die Effizienz der eingesetzten kombinierten Immuntherapie zu beurteilen, wurden fol-
gende Parameter untersucht:
¢ Kontinuierliches Monitoring und Erfassung des Allgemeinbefindens (Habitus, Sozial-
verhalten, Gewicht)
o Gesamtuberleben anhand von Kaplan-Meier-Kurven
e Longitudinale Quantifizierung des Tumorwachstums durch '®F-FDG-basierte PET /CT
Untersuchungen
o Monitoring des Immunstatus anhand von durchflusszytometrischen Analysen, durch
longitudinale Messungen aus dem peripheren Blut
e Veranderungen im Tumormikromilieu anhand von immunhistochemischen Verfahren
e MSI Status und Nachweis von kodierenden Mikrosatellitenmutationen anhand von
Fragmentldngenanalysen
Wir erhoffen uns mit diesem Ansatz einen Beitrag zur Entwicklung neuer therapeutischer Kon-
zepte flr Patienten mit Lynch Syndrom, sowie anderen Patienten, die an einem MMR-D -

assoziierten Tumor erkrankt sind, zu generieren.
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1. MATERIAL

3.1 LABORGERATE
Laborgerate Hersteller Hauptsitz
3500 Genetic Analyzer Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

BD FACSVerse™
Brutschrank
Captair™ (Abzug)

Captair™chem (Abzug)

Digital Dry Bath
Flockeneisbereiter AF 80
Feuchte Kammer
Freezing Container,
Nalgene™ Mr. Frosty™
Gamma-Bestrahlungsan-
lage

Gefrierschrank -80 °C

Isoflurananlage (PET)
Kleinschiittler MS1
Kryostat CM1850 S
Kiihlschrank (4 °C) / Ge-
frierschrank (-20 °C)
Kiihischrank (4 °C) / Ge-
frierschrank (-20 °C)
Laser-Scanning Mikroskop
LSM 780

Lichtmikroskop (Nikon E-
clipse™ TE200)
Multipette™ M4

GmbH
BD Biosciences
Heraeus instruments

Erlab simpler safer

Erlab simpler safer

Bio-Rad Laboratories GmbH
Scotsman

UMR Eigenbau

Thermo Fisher Scientific
GmbH
Gammabestrahlungsanlage
IBL 673

Liebherr Deutschland
GmbH,

Kryotec-Kryosafe GmbH
Groppler

IKA-Werke GmbH & Co. KG
Leica

Elektrolux

Liebherr

Carl Zeiss Microscopy
GmbH

Nikon

Eppendorf

Heidelberg, Deutschland
Hanau, Deutschland

Val de Reuil Cedex, Frank-
reich

Val de Reuil Cedex, Frank-
reich

Hercules, USA

Mailand, ltalien

Rostock, Deutschland
Waltham, USA

Hamburg, Deutschland
Bulle, Schweiz

Hamburg, Deutschland
Deggendorf, Deutschland
Staufen, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Stockholm, Schweden
Bulle FR, Schweiz

Jena, Deutschland

Tokio, Japan

Hamburg, Deutschland
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NanoDrop™ ND-1000
Spektralphotometer

Narkoseinduktionskammer

Neubauer Zahlerkammer

PET/CT

pH-Meter S20 Se-
venEasy™

Accu-Jet™ pro

Pipetten (2,5 pl, 10 pl, 100
pl, 200 wul, 1000 pl)

Sprout™ Mini-Zentrifuge

Werkbank Herasafe™ (ste-

ril)

Stickstofftank Apollo™
Thermocycler C1000™
Thermomixer comfort™
Reax top™ Vortex-Gerat
Waage MP-300

Wasserbad

Zentrifuge 5418

Zentrifuge Rotina 35R
Zentrifuge Rotina 38R
Zentrifuge Rotina 420

Thermo Fisher Scientific
GmbH
Patterson Scientific

Marienfeld

Siemens
Mettler-Toledo GmbH

Brand
Eppendorf

Biozym Scientific GmbH
Thermo Fisher Scientific
GmbH

Cryotherm GmbH & Co. KG
Bio-Rad Laboratories GmbH

Eppendorf

Heidolph

Kern

Gesellschaft fur Labortech-
nik mbH

Eppendorf

Hettich

Hettich

Hettich

Waltham, USA

Waukesha, USA
Lauda Konigshofen,
Deutschland
Minchen, Deutschland

Giel3en, Deutschland

Wertheim, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Oldendorf, Deutschland
Waltham, USA

Kirchen, Deutschland
Hercules, USA
Hamburg, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Reinach, Schweiz

Burgwedel, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland

3.2

VERBRAUCHSMATERIALIEN

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Hauptsitz

6-well Zellkulturplatte Cel-

Istar™

96-well 340 ul Storage Platte

96-well PCR-Platte (Hal-
brand)

96-well Platte mit F-bottom,

steril

Greiner bio-one

Corning
Sarstedt AG & Co. KG

Greiner bio-one

Kremsmiinster, Osterreich

New York, USA
Numbrecht, Deutschland

Kremsmiinster, Osterreich
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96-well Platte mit U-bottom,

steril
Alu-Folie 20 ym Starke

MicroAMP™ Optical Adhe-

sive Film

Cell Strainer EASY strainer™
Chirurgisches Besteck-Set
(chirurgische Schere, chirur-

gische und anatomische Pin-

zette)

Combitips advanced, steril

(5 ml, 10 ml)

Dako Pen

Deckglaser (22 x 22 mm)
Deckglaser (24 x 32 mm)

End-to-End Kapillare 20 pl
Falcon™, konische Zentrifu-

genréhrchen (15 ml, 50 ml)

Nunc™ KryoTube™ Vials

Objekttrager (76 x 26 mm)

Pasteur Pipetten (150 mm)

Pasteur Pipetten (250 mm)

PCR- ReaktionsgefaRB (flat

tube)

PCR- ReaktionsgefaR-Deckel

(flat cap)

Peha-soft nitrile fino puder-

frei Handschuh, unsteril
Pipetten Research
Pipetten Research plus
Pipettenspitzen

ProbengefaR 1,3 ml

Greiner bio-one

Roth

Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific
GmbH

Greiner bio-one

Aesculap AG

Eppendorf

Dako

iDL

iDL

Sarstedt AG & Co. KG
Thermo Fisher Scientific
GmbH GmbH

Thermo Fisher Scientific
GmbH GmbH
Engelbrecht

Hecht Glaswarenfabrik
GmbH & Co KG

Hecht Glaswarenfabrik
GmbH & Co KG
Bio-Rad Laboratories
GmbH

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Paul Hartmann AG

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Sarstedt AG & Co. KG

Kremsmiinster, Osterreich

Karlsruhe, Deutschland
Waltham, USA

Kremsmiinster, Osterreich

Tuttlingen, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Glostrup, Danemark
Nidderau, Deutschland
Nidderau, Deutschland
Nimbrecht, Deutschland
Waltham, USA

Waltham, USA

Edermunde, Deutschland
Sondheim vor der Rhon,
Deutschland

Sondheim vor der Rhon,
Deutschland

Hercules, USA

Hercules, USA
Heidenheim, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Nimbrecht, Deutschland
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ReaktionsgefaR (1,5 ml) Sarstedt AG & Co. KG Numbrecht, Deutschland
ReaktionsgefaBe, safe-lock Eppendorf Hamburg, Deutschland
(1,5 ml)

Serologische Pipette, steril Greiner bio-one Kremsmuinster, Osterreich
(5 ml, 10 mi, 25 ml, 50 ml)

Skalpell prazisa plus, steril Dahlhausen Kdln, Deutschland

Spritzen, steril

Tissue-Tek Cryomold™

Braun

Sakura Finetek Europe

Melsungen, Deutschland

Alphen aan den Rijn, Nie-

HiDi™ Formamid

Intracellular Straining Perme-

abilization Wash Buffer

Isofluran Forane™

ThermoFisher Scientific
GmbH
Biolegend

AbbVie GmbH & Co. KG

B.V. derlande
3.3  CHEMIKALIEN
Chemikalien Hersteller Hauptsitz
96 % Ethanol Walter CMP Kiel, Deutschland
Aceton JTBaker Waltham, USA
Ammoniumchlorid Merck KGA Darmstadt, Deutschland
Aqua dest. SGWater - Analge Barsbuttel, Deutschland
Bacillol AF Hartmann Heidenheim, Deutschland
Dako Fluorescent Mounting Dako Glostrup, Danemark
Medium
DFS-Taqg DNA-Polymerase Bioron GmbH Rémerberg, Deutschland
DMSO (dimethyl sulfoxid) AppliChem Darmstadt, Deutschland
dNTP 10 mM Bioron GmbH Ludwigshafen, Deutsch-
land
Gemcitabin VEZ Universitat Rostock Rostock, Deutschland
GeneScan™ 500 LIZ™ Applied Biosystems, Waltham, USA
Fisher Scientific GmbH
HCI Merck Darmstadt, Deutschland

Waltham, USA

San Diego, USA

Wiesbaden, Deutschland

Isopropanol Walter CMP Kiel, Deutschland
Ketamin / Xylazin (90 /6 Bela-pharm GmbH & Co.  Vechta, Deutschland
mg/kg KG) KG

Methanol JT Baker Deventer, Niederlande
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NaOH Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Phosphat buffered saline (pH  Sigma-Aldrich Chemie Taufkirchen, Deutschland
7,4) GmbH
Polymer POP-4™ Applied Biosystems, Waltham, USA

Fisher Scientific GmbH
Puffer 10x mit EDTA Applied Biosystems, Waltham, USA

Fisher Scientific GmbH
Reaction Buffer for DFS-Taqg, Bioron Ludwigshafen, Deutsch-
High Taq (5 U/pl) land
Roti-Mount FluorCare™ DAPI Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
15 ml
Tissue Tek O.C.T. Com- Sakura Finetek Europe AJ Alphen aan den Rijn,
pound™ Niederlande
Trypan blau (0,02 %) Sigma-Aldrich Hamburg, Deutschland

34 MEDIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

Produkt

Zusammensetzung

1 M Tris/HCI

2 % BSA in 1x PBS

50 mM NaOH

70 % Ethanol

Erythrozyten-Lyse-Puffer

Fix Perm™

Freezing Medium

PBS

12,10 g Tris ad 100 ml Aqua dest. +
pH-Einstellung mit HCI auf 8,00

2gBSA

in 100 ml PBS

0,20 g NaOH

ad 100 ml Aqua dest.

36 ml 96 % Ethanol

15 ml Aqua dest.

0,16 M Ammoniumchlorid + 0,17 M TRIS; Verhéltnis 1:10
5 ml Intracellular Straining Perm Wash Buffer
ad 50 ml Aqua dest.

Verhaltnis 1:10

45 ml FKS (90 % final)

5 ml DMSO (10 % final)

80,00 g Natriumchlorid

2,00 g Kaliumchlorid

18,00 g Dinatr.hydrogenphosphat

2x H20
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2,00 g Kaliumhydrogenphosphat
ad 1000 ml Aqua dest.
PBS-Tween 2,50 M Natriumchlorid
0,05 M Kaliumchlorid
0,20 M Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
0,04 M Kaliumhydrogenphosphat
0,50 % V/V Tween20
Aqua dest. ad 2000 ml

Trypanblau-Lésung 0,16 % (W/V) Trypan-Blau
(pH 7,4) 150 mM NaCl
Vollmedium 500 ml DMEM/Ham’s F12 (1:1)

50 ml FBS (final: 10 %)
6 - 8 ml L-Glutamin (final: 20 mM)

3.5 ANTIKORPER

Eine Ubersicht der verwendeten AK findet sich im Anhang unter 12.3.

3.6 PRIMER

Eine Ubersicht der verwendeten Primer findet sich im Anhang unter 12.4.

3.7 Kits
Kit Bestandteile Hersteller Standort
Wizard™ Genomic Nuclei Lysis Solution Promega  Woods, USA

DNA Purification RNase Solution

Kit Precipitation Solution
DNA Rehydration Solution

3.8 SOFTWARE

Diese Arbeit wurde mittels Microsoft Office Word™ 2019 angefertigt. Die Erstellung der Gra-
phen erfolgte mittels GraphPad™ Prism Version 5.0a. Statistische Analysen wurden mit Hilfe
des Programms GraphPad™ Prism Version 5.0a durchgefihrt.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten fand mit dem Programm BD™
FACSSuite™ statt. Zur Fragmentlangenanalyse wurde GeneMapper™ Version 4.1 genutzt.
Die Volumenmessung der Tumoren nach PET / CT Messung und die Bestimmung der SUV

wurden mittels Inveon Research Workplace™ 4.2 Software durchgeflhrt.
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Zur Erstellung von lllustrationen wurden Biorender™ sowie Adobe™ lllustrator™ CS5 genutzt.
Mindjet™ MindManager™ 2019 diente der Erstellung von Schautafeln.

Das Literaturverzeichnis wurde mithilfe des Programms Citavi™ 6 erstellt.

AuRerdem fand folgende Internet-Ressource Verwendung:

Pubmed https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

3.9 STATISTIK

Die Charakterisierung der metrischen, normalverteilten Ergebnisse fand zunachst durch die
Angabe von Mittelwert und Standardabweichung (standard deviation, SD) statt. Die metri-
schen, nicht normalverteilten Ergebnisse wurden durch Median, Maximum und Minimum cha-
rakterisiert. Als Streuungsmal diente die Spannweite (Minimum-Maximum).

Zur Untersuchung von Signifikanzen wurde die Einweg-Varianzanalyse angewandt, anhand
derer der Einfluss einer unabhangigen Variablen in verschiedenen Gruppen auf eine weitere
Variable geprift wurde. Nach Ermittlung eines signifikanten Unterschiedes zwischen den
Gruppen wurden weiterfiihrende Post-hoc-Tests eingesetzt. Sie ermdglichen durch gruppen-
weise Vergleiche eine Aussage darlber, welche Gruppen-Mittelwerte signifikant verschieden
sind. Hierbei gibt es eine Vielzahl an verfliigbaren Tests, welche sich in zu testenden Stich-
probenumfangen, der zu untersuchenden Groflen (Mittelwertpaar vs. Uberspannten Mittel-
wert) sowie ihrer Konservativitat (Beglnstigung der Nullhypothesen-Annahme) unterschei-
den. Es wurden somit sowohl der Bonferroni-Test auf kleinsten signifikanten Unterschied so-
wie der Dunnett-Test angewandt, da oft kleine sowie ungleiche Stichprobenumfange zu prifen
waren. Sofern nicht anders angegeben, gelten die in den Graphen angegebenen p-Werte flr
den Bonferroni- als auch Dunnett-Test gleichermalien. Statistische Unterschiede wurden
auch mithilfe des parametrischen T-Tests berechnet. Das Signifikanzniveau wurde mit 0,05
definiert, so dass ein Test bei p<0,05 als statistisch signifikant bezeichnet wurde.
Uberlebenskurven wurden anhand von Kaplan-Meier-Kurven in der log-rank survival Analyse
dargestellt. Der log-rank-Test ist ein nichtparametrischer Test zum Vergleich von Uberlebens-
raten in zwei oder mehr unverbundenen Stichproben, bei dem sich Signifikanzen zwischen

einzelnen Behandlungsgruppen berechnen lassen.
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V. METHODEN

4.1 TIEREXPERIMENTELLE METHODEN

4.1.1 TIERHALTUNG UND VERSUCHSTIERE

Das MIh1” Modell stellt ein relevantes Modell der humanen MMR-D-assoziierten Tumorge-
nese dar. Die Tiere stammen aus eigener Zucht (>F5 Generationen) der zentralen Versuchs-
tierhaltung des Instituts flir experimentelle Chirurgie (Direktorin: Prof. Dr. med. B. Vollmar) der
Universitatsmedizin Rostock und wurden urspriinglich als Embryonen vom National Cancer
Institute Mouse Repository bezogen (Frederick, MD; USA). Die Mause wurden in speziellen
Filterkafigen in pathogen-freien Spezialraumen mit maximal vier Tieren pro Kafig unter freiem
Zugang von Wasser und Standardfutter (autoklavierte Pellets) in einem zwdlfstiindigen Tag-
/ Nachtzyklus bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes (maximal 80 Wochen) gehalten
(spezifisch pathogenfrei-nahe Haltung). Alle Versuche wurden vorab durch das Landesamt
fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern mit dem
Aktenzeichen 7221.3-1-026/17 genehmigt.

Die Untersuchungen erfolgten an weiblichen und mannlichen homozygoten MIh1” Mausen
(Stamm: B6.129-MIh1"™'Rek) Da die homozygoten Nachkommen infertil sind, wurden hetero-
zygote Versuchstiere verpaart. Bei allen lebenden Nachkommen wurden mittels Schwanzspit-
zenbiopsie im Laufe der vierten bis finften Lebenswoche eine Genotypisierung vorgenom-
men, da ausschlieRlich homozygote MIh17*Mause in die eigentlichen Versuche eingeschlos-
sen wurden. Hierzu wurden die Tiere in eine Fixationsréhre gelegt, die Gefalle oberhalb der
Schwanzspitze gestaut und die Schwanzspitze mithilfe einer Klinge entnommen (ca.
3 — 4 mm), eventuell austretendes Blut wurde abgetupft. Somit wurde eine Gewebeentnahme
im Sinne des Paragraphen sechs des Tierschutzgesetzes vorgenommen. Die Anzahl homozy-
goter Nachkommen folgt der Mendel‘schen Verteilung und liegt bei ca. 24 %. Die Mause wei-
sen ein normales Wachstum, jedoch aufgrund der Tumorentwicklung eine verkirzte Lebens-

erwartung auf [118].

4.1.2 GEWINNUNG DER VAKZINE

Zur Gewinnung der Vakzine wurden Tumorstiickchen des MIh17A7450 Allografts subkutan in
je zwei Flanken von heterozygoten MIh1 Mausen unter Allgemeinanasthesie implantiert (Ab-
bildung 6). Nach Erreichen der maximalen Tumorgréf3e (1500 mm?) wurden die Tumoren re-
seziert, in Einzelzellsuspension Uberfiihrt und gewaschen. Anschlielend wurde das Tumorly-

sat durch repetitive Gefrier-/Tauzyklen (N=4; flissiges N» / 56 °C, & fuinf Minuten, zusatzlich
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60 Gy Bestrahlung) hergestellt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration anhand der Brad-
ford Methode wurden die Lysate in Aliquote bei minus 80°C bis zur weiteren Verwendung
asserviert.

Mih17 Maus

allografting
A7450
5L *
— — —
\ 4 W \ 4
Tumorresektat  freeze/thaw Radiatio Tumorlysat Vakzinierung
Zyklen (60 Gy)

Abbildung 6: Herstellungsablauf der Vakzine. (Quelle: eigene Erstellung)

Tumorresektate eines MIh17- A7450 Allografts wurden Mih1*- Méusen implantiert. Tumoren mit
einer Kantenlédnge von 1cm wurden reseziert und in Einzelzellsuspension (berfiihrt. Die Tumorly-
satherstellung erfolgte durch repetitive Gefrier-/Tauzyklen (N=4; fliissiges N>/ 56 °C, a flinf Minu-
ten, zusétzlich 60 Gy Bestrahlung). Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford Methode) und
Asservation der Lysate in Aliquote bei -80 °C.

4.1.2.1 DIAGNOSTIK UND QUANTIFIZIERUNG DER TUMOREN

Zur Tumordiagnostik wurden neben immunologischen (Phanotypisierung des peripheren Blu-
tes mittels Durchflusszytometrie) auch bildgebende Verfahren in Form von "®F-FDG PET / CT
(Siehe Abschnitt 4.6) angewandt, um die Tiere in die therapeutische Behandlungsgruppe zu

uberfiihren.

4.1.2.2 MONITORING & VERSUCHSABSCHLUSS

Nach Erreichen des dritten Lebensmonats wurden die Tiere stetig kontrolliert. Dabei wurde
besonders auf das Gewicht (zweimalige Messung wochentlich), den Allgemeinzustand, das
Sozialverhalten im Kafig, das Fell und die Vergréferung von Organen, ersichtlich durch ein
vorgewolbtes Abdomen (Leber und Milz) oder durch eine Schnappatmung (Thymus), geach-

tet. Lag eine gravierende Verschlechterung des Allgemeinzustandes sowie eine schnelle
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Gewichtsreduktion vor, beziehungsweise befand sich die Maus - ohne Anzeichen auf eine
Verschlechterung des Allgemeinzustandes - bereits langer als 45 Wochen im Versuch, so
wurde die Maus mittels Injektion von Ketamin / Xylazin (90 / 6 mg/kg Korpergewicht [KG] i.p.)
narkotisiert und eine retrobulbare Blutentnahme durchgefihrt. Das Tier verstarb in tiefer Nar-
kose durch Entbluten. Der Bauchraum und der Thorax wurden anschlieRend mittels einer me-
dianen Langslaparotomie und einer Thorakotomie eréffnet. Augenscheinlich war nun bei der
Inspektion des erdffneten Abdomens ein generalisiertes Lymphom von einem GIT unter-
scheidbar. Mause mit einem GIT wiesen einerseits eine normal grof3e Milz und Leber auf,
andererseits fanden sich bei Inspektion des Gastrointestinaltrakts primar im Dinndarm Tu-
morknoten. Nun wurde der betroffene Darmabschnitt reseziert, die Tumorknoten in einer Pet-
rischale sorgfaltig vom umliegenden gesunden Darmgewebe abgesetzt und jene Knoten unter
sterilen Bedingungen zweigeteilt. Nach erfolgtem Transport in steriler 1x PBS-L6sung in ei-
nem 50 ml Falcon Rohrchen auf Eis, wurde das Gewebe weiter aufbereitet (Siehe Abschnitt
4.1.3). Bei Mausen mit Lymphomen fanden sich bei der Obduktion zwei unterschiedliche pa-
thologische Bilder: Das Non-Hodgkin-Lymphom prasentierte sich mit einer deutlich vergrof3er-
ten Milz und Leber, der GI-Trakt war vollkommen unauffallig. Hier wurde die Milz entnommen
und unter sterilen Bedingungen fur weiterfuhrende Untersuchungen bearbeitet (Siehe Ab-
schnitt 4.1.4). Lag ein Thymom vor, war das Abdomen unauffallig. Im erdffneten Thorax fand
sich ein deutlich vergréRerter Thymus, der im fortgeschrittenen Zustand mehr als die Halfte
des Thorax ausfullte. Der Thymus wurde reseziert und die Zellen ebenfalls unter sterilen Be-

dingungen asserviert.

4.1.3 AUFARBEITUNG VON GIT

Das Tumorgewebe wurde in steriler 1x PBS-Lésung in einem 50 ml Falcon Réhrchen auf Eis
transportiert. Unter sterilen Bedingungen wurde das Tumorgewebe nun halbiert, eine Halfte
wurde in Tissue-Tek™ eingebettet und direkt in flissigem Stickstoff kryokonserviert — die end-
gultige Lagerung fand schlie3lich in einer minus 80 °C Kuhleinheit statt. Die andere Halfte
wurde durch einen Cell Strainer mit 100 um Porengré3e homogenisiert und in 1x PBS aufge-
nommen. Die resultierende Zellsuspension wurde zentrifugiert (Relative Zentifugalbeschleu-
nigung [RCF]: 300 m/s?, acht Minuten) und der Uberstand dekantiert. AnschlieRend wurde
das Pelletin 5 ml 1x PBS gel6st und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die
Zellsuspension konnte nun fir die entsprechenden Fragestellungen weiter prozessiert wer-

den.
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4.1.4 AUFARBEITUNG LYMPHATISCHER ORGANE (MILZ UND THYMUS)

Die entnommene Milz oder der Thymus wurde in steriler 1x PBS-Lésung in einem 50 ml Fal-
con Roéhrchen auf Eis transportiert. Unter sterilen Bedingungen wurde das Gewebe durch ei-
nen Cell Strainer (100 um Porengréf3e) homogenisiert und in steriler 1x PBS-Ldsung geldst.
Es folgte eine Zentrifugation (RCF: 300 m/s?, acht Minuten) und der Uberstand wurde dekan-
tiert. Das Pellet wurde dann grofienabhangig in 5 - 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspen-
diert und bei Raumtemperatur (RT) fur funf bis acht Minuten unter gelegentlichem Schutteln
inkubiert.

Durch die Zugabe von 5 ml 1x PBS wurde die Reaktion abgestoppt, anschlieRend erfolgte
eine erneute Zentrifugation der Zellsuspension bei 300 m/s? RCF fiir acht Minuten. Der Uber-
stand wurde abermals dekantiert und das Pellet groRenabhangig in 20 ml — 30 ml 1x PBS
resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer, die Zellen

wurden fir die entsprechenden Fragestellungen weiter prozessiert.

4.1.5 ZELLZAHLBESTIMMUNG MITTELS NEUBAUER-ZAHLKAMMER

Zunachst wurden in einer unsterilen 96-well Platte mit flachem Boden 50 ul der Zellsuspension
mit 50 ul Tryptanblau vermischt. Die Neubauer-Zahlkammer wurde mit 10 ul dieser Suspen-
sion beschickt. Mittels eines Lichtmikroskops unter polarisiertem Licht und eines 20x Objektivs
wurden die Zellen in zwei der vier Gruppenquadrate, welche in 16 Kleinquadraten unterteilt
sind, ausgezahlt. Die gezahlte Zellzahl wurde durch die Anzahl der ausgezahlten GroRquad-
rate dividiert, mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Kammerfaktor (10*) multipliziert. Auf diese
Weise erhalt man die Anzahl der Zellen pro ml.

Zellzahl
ausgezahlte Grofdquadrate

* Verdiinnungsfaktor * Kammer faktor

4.1.6 KRYOKONSERVIERUNG

Es wurde ein Freezing-Medium, bestehend aus 90 % FKS und 10 % DMSO, genutzt, um die
Zellen darin langfristig vital zu asservieren. Hierzu wurden die Zellen nach der Zellzahlbestim-
mung abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und mit 1 ml des Freezing-Mediums unver-
zuglich in ein KryoTube™ Uberflhrt.

Die Zellsuspension mit dem Freezing-Medium im KryoTube™ wurde in einen Gefrierbehalter
(Nalgene™ Mr. Frosty™) Gberfihrt und sofort bei minus 80 °C gelagert. Dieser Behalter ge-
wahrleistet eine Abkuhlrate der Zellen von einem Grad pro Minute, was die gegenwartig opti-
male Geschwindigkeit fur die Konservierung von Zellen darstellt [129].

Der Gefrierbehalter wird mit 100 % Isopropanol befillt, welches alle funf Nutzungszyklen er-

setzt wurde, um gemaf der Herstellerempfehlung die optimalen Ergebnisse zu gewahrleisten.
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Anschlieend wurden die Zellen dauerhaft in flissigem Stickstoff bei minus 190 °C in der Gas-

phase gelagert.

4.1.7 BLUTAUFARBEITUNG

Durch Punktion des retrobulbaren Venenplexus (pro Entnahme maximal 50 pl Vollblut) wurde
unter kurzer Isoflurannarkose am Tag 28, 56, 84 und 112 Blut entnommen.

Das entnommene Vollblut wurde zunachst bei 8 m/s? RCF fiir acht Minuten zentrifugiert und
das Plasma entnommen. Jenes Plasma wurde unverziglich tiefgefroren und in einer minus
80 °C Kuhleinheit gelagert.

Das verbliebene Blut wurde in 600 pl 1x PBS geldst und zur Verwendung fur die Durchflusszy-

tometrie genutzt, wie im Abschnitt 4.5.2 beschrieben.

4.2 VERSUCHSAUFBAU UND VORARBEITEN

Es wurde ein therapeutischer Ansatz im MIh1” Tumorgenesemodell verfolgt.
Nach der Tumordiagnostik mittels immunologischer (durchflusszytometrische Phanotypisie-
rung) bzw. bildgebender Verfahren ('®F-FDG PET / CT) wurden die Tiere in die jeweilige the-
rapeutische Behandlungsgruppe Uberfihrt.

PET/CT

Immunmonitoring
(Blutentnahmen)

Tag X 0 7 14 21 28 56 84 112 140 38 192 220 Endpunkt
<  NENNNNNNNEEEERNNNEEEERRRRCCC )
Alter = - -
35 Wochen #  Vakzine: 10,0 mg/kg KG s.c. s
T T T ex vivo Analysen
4 anti-PD-L1 - Atezolizumab: 2,5 mg/kg KG iv. 4 T
- ,
\ } - 8
Monat 1 2 3 4 mﬂ

Abbildung 7: Darstellung des Versuchsablaufs. (Quelle: eigene Erstellung)

Eingeschlossen wurden aufféllige Tiere mit einem Alter = 35 Wochen. PET / CT Untersuchung vor
Therapiebeginn und erneut nach 28 bis 40 Tagen. Repetitive Blutentnahme an Tag 28, 56, 84,
112 sowie am Endpunkt. Repetitive Gabe des MIh17- A7450 Tumorvakzins s.c. vier Mal im Abstand
von sieben Tagen dann 14-tégig (2 zwélf Applikationen). Ggf. Gabe des anti-PD-L1-AK Atezolizu-
mab i.v. einmalig bzw. drei Mal im Abstand von 14 Tagen. Am Endpunkt neben Blut- auch Organ-
entnahmen und weitere Prozessierung. Ex vivo Analysen wurden, wie ab Abschnitt 4.3 beschrie-
ben, durchgefiihrt.

Hierbei erfolgte zunachst die repetitive Gabe des MIh17" A7450 Tumorvakzins (10 mg/kg KG;
s.c.) vier Mal im Abstand von sieben Tagen dann 14-tagig (£ zwolf Applikationen), sowie ggf.

die sequentielle Therapie mit einem ICI. Aufgrund unserer Vorbefunde fokussierten wir uns
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auf einen anti-PD-L1-AK (Atezolizumab, muriner Klon: 6E11, 40; 2,5 mg/kg KG, einmalig bzw.

drei Mal im Abstand von 14 Tagen; i.v.).

Tabelle 3: Angewandte Therapiegruppen der Untersuchung.

Gruppe Intervention

1 Atezolizumab (2,5 mg/kg KG; i.v.), einmalige bzw. dreimalige Gabe
2 Vakzine mit MIh17- A7450 Lysat (10 mg/kg KG; s.c.)
3 Kombinierte Immuntherapie mit Atezolizumab (2,5 mg/kg KG; i.v.) sowie

MIh17- A7450 Lysat (10 mg/kg KG; s.c.)

4.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

4.3.1 ISOLIERUNG VON GDNA AUS ZELLEN

Fir die gDNA-Isolation wurden aus den Tumorzellsuspensionen des GIT und der Lymphome
eine Million Zellen entnommen. Die Zellsuspension wurde vier Minuten bei 8 m/s? RCF zent-
rifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet konnte dann bei minus 20 °C gelagert wer-
den. Im ersten Schritt wurde das Pellet in 600 ul ,Nuclei Lysis Solution geldst, um die Zellen
zu lysieren. Es wurden 3 ul ,RNase Solution“ zugegeben und dies gut mit Hilfe des Vortex-
Gerates durchmischt. AnschlieRend inkubierte die Probe 30 Minuten bei 37 °C im Thermocyc-
ler. FUr finf Minuten wurde anschlie3end die Probe bei RT heruntergekuihlt und 200 pl ,,Pre-
cipitation Solution“ zugegeben. Dies wurde dann 20 Sekunden auf hoher Stufe vortexed und
funf Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde es vier Minuten bei 1.000 x g zentrifugiert,
wobei die Proteine ein weiles Pellet bilden. Im Uberstand befand sich nun die DNA. Dieser
wurde vorsichtig abgenommen und in ein 1,5 ml fassendes Eppendorf-Gefaly Gberfuhrt, in
welchem bereits 600 pl Isopropanol vorgelegt wurde.

Der Mix wurde so lange geschwenkt, bis die DNA eine sichtbare Struktur bildete. Es folgte
eine Zentrifugation (1.000 x g, eine Minute), woraufhin die DNA als kleines Pellet am Boden
des Eppendorf-Gefales sichtbar wurde. Vorsichtig wurde der Uberstand abgenommen. Das
entstandene Pellet wurde mit 600 pl 70 % Ethanol versetzt (Verdinnung hergestellt mit nuk-
lease-freiem Wasser) und das Eppendorf-Gefald ausgiebig geschwenkt, um die DNA gut zu
waschen. Erneut folgte eine Zentrifugation bei 1.000 x g fir eine Minute. Der Uberstand wurde
sehr vorsichtig abgenommen und das Pellet bei umgedrehten Eppendorf-Gefal auf einer ab-
sorbierenden Oberflache 15 Minuten luftgetrocknet. Zuletzt wurde das Pellet im 30 ul ,DNA
Rehydration Solution* resuspendiert und bei 65 °C eine Stunde lang im Thermocycler oder
Uber Nacht bei 4 °C rehydriert.
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4.3.2 KONZENTRATIONSMESSUNG DER GDNA

Fir die nachfolgende PCR und Fragmentlangenanalyse wurden 25 ng gDNA bendtigt, so dass
zunachst die Ausgangskonzentration bestimmt werden musste sowie ggf. die Verdinnung mit
gereinigtem, nukleasefreiem Aqua dest. erfolgte.

Die gDNA Konzentrationsmessung wurde photometrisch mit dem Thermo Scientific™ Nano-
Drop™ 1000 Spektralphotometer durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 pl der gDNA-L6sung im Ana-
lysebereich des Gerates, welches aus rostfreiem Edelstahl sowie Quarzfaser besteht, mit UV-
Licht in einem Wellenlangenbereich zwischen 220 und 750 nm bestrahlt. Der Tropfen des
Analyten lag nun genau in dem 0,2 mm langen Messspalt zwischen dem sendenden Teil der
Messanordnung und dem messenden Abschnitt, beide jeweils 1 mm lang. Ein gepulstes Xe-
non-Licht diente als Lichtquelle, eine lineare charge-coupled device-Einheit wurde zur Absorp-
tionsmessung genutzt und mittels PC-Software-Kopplung zur Konzentrationsmessung weiter-
gereicht. Die DNA absorbiert nun entsprechend ihrer Konzentration Licht, wobei das Absorp-
tionsmaximum bei 260 nm liegt. DNA-Verunreinigungen lassen sich durch zusatzliche
Absorption bei 320 nm nachweisen. Weiterhin zeigt das Verhaltnis (Ratio) der Absorptionen
bei 260 nm sowie 280 nm die Anwesenheit von Proteinen und / oder Salzen. Das Verhaltnis
sollte im ldealfall zwischen 1,7 und 1,9 liegen und dient folglich als Mal fir die Verlasslichkeit
der Daten [130]. Das Photometer musste vor jeder Messreihe mit einer Leerprobe kalibriert
werden. Hierbei wurden die Absorptionsspektren der verschiedenen Wellenlangen der Leer-
probe gemessen und im internen Speicher hinterlegt.

Bei einer Messung des Analyten wird die Lichtintensitat des Lichtes gemessen, welches durch
diesen dringt. Durch folgenden Zusammenhang lasst sich die Absorption bestimmen:

Intensitatp,ope

Absorption = —lo —
P glntenSLtatLeerwert

Somit ist die Messung der Absorption durch die Probe sowie auch der Leerwert essentiell.
Das Gerat nutzt das Lambert-Beer Gesetz, um die Absorption in Bezug zur Konzentration des
Analyten zu setzen und diese wie folgt zu berechnen:

A=Ex*xbxc
Hierbei ist A die absolute Absorption, E der Wellenldngen-abhangige Extinktionskoeffizient
[L/mol x cm ], b die Pfadlange [cm] und c die Konzentration des Analyten [mol/l].
Endgultig konnte die gDNA dann bei minus 20 °C in Ursprungskonzentration dauerhaft oder

kurzfristig in verdiinnter 25 ng/ul gDNA-Konzentration bei 4 °C gelagert werden.

4.3.3 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

(polymerase chain reaction, PCR) durchgefuhrt. Die PCR macht es mdglich, aus einigen
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wenigen DNA-Molekulen bestimmte spezifische DNA-Fragmente anzureichern [131]. Hierzu
werden zunachst Oligonukleotide (Primer) bendtigt, welche von beiden Seiten das Zielfrag-
ment eingrenzen und folglich spezifisch erzeugt werden [132,133]. Jene dienen einer hitze-
stabilen DNA-Polymerase als Ansatzpunkt der Synthese und binden jeweils am 5’-Ende der
gewilnschten Sequenz [134,135]. Diese Polymerase stammt urspriinglich aus dem hitzere-
sistenten Bakterium Thermus aquaticus und heil3t Tag-Polymerase.
Die Neusynthese der DNA-Fragmente geschieht zyklisch. Ein initialer Denaturierungsschritt
(bei 94 °C) zerlegt die doppelstrangige DNA in ihre einzelstrangigen Komponenten. Im an-
schlielRenden Hybridisierungsschritt (,annealing®) lagert sich der Primer spezifisch an seine
komplementare Sequenz innerhalb der DNA an. Die hierflir noétige Reaktionstemperatur ist
abhangig von der Schmelztemperatur des eingesetzten Primers [136,137] und stellt sich in
folgender Formel dar:

T, = 03 X Ty + 0,7 X Ty — 14,9
Hierbei ist Tw die Schmelztemperatur des PCR-Produkts.
Von hier aus hangt im Syntheseschritt bei 72 °C die Tag-Polymerase in 3’-Richtung neue
Nukleotide gemafR der Vorgabe im Matrizenstrang an, bis die Reaktion stoppt. Dies geschieht
in den ersten Syntheseschritten durch Beginn des nachsten Zyklus bzw. in nachfolgenden
Zyklen durch Erreichen des Endes des Gegenprimers und damit des Endes des in einem
vorhergehenden Zyklus synthetisierten PCR-Produktes. Durch mehrfache Wiederholung die-
ses Zyklus [138] (in der Regel zwischen 25 und 40 Zyklen), kommt es jeweils zur Verdopplung
des gewlinschten DNA-Fragmentes , wie in Tabelle 5 aufgefihrt.
Hierbei kamen fur jedes gewlnschte PCR-Produkt spezifische Primer zum Einsatz (Siehe
Abschnitt 12.4). Die Oligonukleotide, die fir die Amplifikation von Klonierungsfragmenten be-
notigt wurden, waren zumeist mit terminalen Sequenzen fur Restriktionsendonukleasen ver-

sehen. Die Reaktion fand in einem Volumen von 12,5 pl statt (Tabelle 4).
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
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o Denaturierung bei 94°C e Primeranlagerung bei 58°C e Strangsynthese bei 72°C

Abbildung 8: Ablauf des genutzten PCR-Schemas. (Quelle: eigene Erstellung)

Tabelle 4: Reaktionsansatz fiir die PCR pro Reagenz.

Agens Volumen [pl]
DNA (bei 25 ng gDNA/ul) 1,00

10x Puffer inkl. MgCl: (final: 2,5 mM) 1,25
5°-Primer (10 pM) 0,25
3’-Primer (10 uM) 0,25

dNTP 0,25
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,10
nukleasefreies Aqua dest. ad 12,50

Nach einem anfanglichen Denaturierungsschritt bei 94 °C erfolgte im genutzten PCR-Modus

folgende Reaktion:

Tabelle 5: Ablauf der PCR-Reaktion.

Temperatur [°C] Reaktion Zeit [min]

94 Initiale Denaturierung  1:00

94 Denaturierung 0:30

58 Primeranlagerung 0:45 35 Zyklen

[138]

72 Strangsynthese 0:30

72 Syntheseabschluss 6:00

4 Lagerung unendlich

Die so gewonnenen PCR-Produkte wurden zunachst in einer unsterilen 96 well-Platte mit run-
dem Boden 1:10 verdiinnt mit RNAse-freiem destilliertem Wasser. 1,3 ul dieser verdinnten

PCR-Produkte wurden in eine 96-well Platte flr die Fragmentlangenanalyse Uberfihrt. Zu
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jeder Probe wurde 24 ul des LIZ 500™ /Hi-Di™ Formamide Mix hinzugegeben und die Platte
versiegelt. Die Proben wurden bis zur Fragmentlangenanalyse durch das molekularpatholo-

gische Labor des Instituts fur Pathologie der Universitat Rostock im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

4.3.4 FRAGMENTLANGENANALYSE

4.3.4.1 METHODIK

Aus Tumoren, die nach Therapie resektabel waren, wurde die gDNA isoliert (Ablauf siehe
Abschnitt 4.3.1) und ein von uns etabliertes Panel zum Nachweis von Mutationen in 47 kodie-
renden Mikrosatellitenmarker (coding microsatellite, cMS) sowie zehn nicht-kodierenden Mik-
rosatellitenmarker (non-coding microsatellite, ncMS) angewandt. Die Auswahl der zu analy-
sierenden Gene resultierte aus Voruntersuchungen [106,139,140], in denen fir die jeweiligen
Marker eine Mutationsfrequenz von mindestens 20 % in lymphoiden und / oder gastrointesti-
nalen Tumorresektaten bzw. davon abgeleiteten Zelllinien nachgewiesen wurde, welche auf
eine hohe Relevanz fir die murine MSI-Karzinogenese schliel3en lassen [106].

Die Elektrophorese erfolgte hierbei in einer Kapillare, welche mit Polymer als Gelaquivalent
geflllt wurde. Die Kapillare wurde zur Analyse jeweils neu mit auf Zellulosebasis beruhendem
Polymer befillt. Die Kapillare wird in das jeweilige Probengefal} eingefiihrt, gewaschen und
in den Kathodenpuffer getaucht. Nach dem Anlegen der Betriebsspannung erfolgt die Auftren-
nung der DNA ihrer Groé3e nach in der Kapillare. Die Detektion der Fragmentlangen geschieht
durch einen Laser mit einer Wellenlange von 505 nm. Hierzu werden die in der Kapillare vor-
beistromenden DNA-Fragmente durch den Laser an einem durchsichtigen Teilstlick optisch
angeregt. Die an den DNA-Fragmenten gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe strahlen Licht zu-
ruck, das von Fotozellen aufgenommen und final als Signal an den angeschlossenen Com-
puter weitergereicht wird. Grundlage hierfur ist, dass fur die Fragmentanalyse farbmarkierte
Primer eingesetzt werden, so dass auch die resultierenden short tandem repeats-Fragmente
eine entsprechende Markierung tragen. Zur Sequenzierung werden fluoreszenzmarkierte
Nukleotide eingesetzt. Bei der Fragmentanalyse muss zusatzlich zu jeder Probe ein in der
Regel rot markierter Langenstandard zugegeben werden, so dass fur jede Fragmentbande
eine GrolRenzuordnung mdglich ist. Wir nutzten hierfir GeneScan™ 500 LIZ™. Es besitzt 36
einzelstrangige, markierte Fragmente unterschiedlich langer Nukleotide. Darlber wurde eine
Grofkenbestimmung von DNA-Fragmenten im Bereich von 20 — 500 Nukleotiden gewahrleis-
tet. Die Proben wurden vor der elektrokinetischen Injektion mit einem Mix aus LIZ 500™ / Hi-
Di™ Formamid versetzt. Das Hi-Di™ Formamid, bestehend aus hochdeionisiertem Forma-
mid, diente der Proben-Resuspendierung. Die Auswertung der vom Sequenzierer gelieferten

Rohdaten geschah im angeschlossenen Computer mittels des GeneScan™ Programms von
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Applied Biosystems™, welches aus den eingehenden Rohdaten die Gréke und Farbe der

detektierten Banden berechnete.

4.3.4.2 DURCHFUHRUNG

Zur Fragmentlangenanalyse mittels Elektrophorese wurde ein ABI PRISM™ 3500 Genetic

Analyzer mit einem achtfachen Kapillarsystem eingesetzt:

8 Kapillaren
505 nm Laser

Pumpe fur Polymer
Polymer
Anodenpuffer
96-well Platten

Kathodenpuffer

Abbildung 9: Aufbau des verwendeten ABI PRISM™ 3500. (Quelle: eigene Erstellung)

Vor der Durchfihrung der Fragmentldngenanalyse missen zunachst zwei Kalibrierungs-
schritte erfolgen: Zum einen eine raumliche, um die Position der Signale jeder einzelnen Ka-
pillare auf dem charge-coupled device-Sensor auszurichten. Hierbei liegt der Zielwert bei ei-
ner Abweichung von maximal zwei Pixeln auf dem Sensor bei einer durchschnittlichen Hohe
der Peaks der Polymerldésung bei 6400 RFU. Zum anderen muss eine Spektralkalibrierung
mit PCR-Fragmenten der entsprechenden drei Fluoreszenzfarbstoffe 6-Carboxyflu-
orescein (6-FAM), Hexachlorfluorescein (HEX) und 5-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)
durchgefihrt werden, um mittels mathematischer Funktionen, auf Basis einer Faltungsmatrix,
Uberlappungen der farbspezifischen Fluoreszenzemissionsspektren zu korrigieren und somit
Messfehler zu vermeiden. Die Spektralkalibrierung gliedert sich in die folgenden Abschnitte:

e Vorheizen der Reaktionszone auf mindestens 50 °C fir 30 Minuten und Vorbereitung

der Standardkalibrationsplatte
e Laden des Standards in die 96-well Platte (je Kapillare eine Probe)
e Einbau der 96-well Platte in das Gerat mittels Aufnahmeschiene

e Durchfiihrung des Laufs zur Spektralkalibrierung und Prifung der Matrix
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4.4 IMMUNFLUORESZENZ-FARBUNG

441 METHODIK

Mittels der Immunfluoreszenzfarbung ist es seit Uber 50 Jahren maoglich [141], zellulare Infilt-
rate qualitativ und quantitativ zu detektieren [142]. Zur Untersuchung der Schnitte wurde die

Methode der direkten Immunfluoreszenz angewandt.

4.4.2 ABLAUF

Das Tumorgewebe wurde, wie im Abschnitt 4.1.3 beschrieben, in Tissue Tek™ eingebettet,
in flissigem Stickstoff kryokonserviert und bei minus 80 °C dauerhaft gelagert. Fir die Ge-
frierschnitte wurde das Gewebe aufgeblockt und mittels eines Kryostaten (Leica™ CM1850S)
5 um dicke Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden fir ca. 30 Minuten an der Luft getrocknet.
Die Fixierung auf dem Objekttrager erfolgte mittels Methanol fir acht bis zehn Minuten. An-
schlieRend wurden die Objekttrager zwei Minuten erneut luftgetrocknet und je zwei Objekttra-
ger Ricken an Riicken bei minus 20 °C gelagert. Fur die Farbung wurden die Objekttrager
bei RT erst mit 1x PBS gewaschen. Anschlielend wurde um die Gewebsschnitte mit dem
Dako Pen™ eine Wasser-abweisende Barriere gezogen. SchlieBlich wurden mittels 2 % bo-
vines Serumalbumin (BSA) in 1x PBS (50 pl pro Schnitt) die unspezifischen Bindungsstellen
der Zellen blockiert. Es folgte eine Inkubation in einer dunklen Feuchtkammer bei RT fur eine
Stunde. Durch die Inkubation der Schnitte in einer feuchten Kammer wurde das Ausbleichen
der Chromophore sowie das Verdunsten der Reagenzien und folglich eine unspezifische Far-
bung verhindert. Anschlieend wurde das BSA vorsichtig abgeklopft, 50 ul des AK-Gemisches
(Tabelle 6) 1:50 verdinnt aufgetragen und Uber Nacht (ca. zwélf Stunden) bei 4 °C inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die nicht gebundenen AK mittels 1x PBS wieder entfernt. Hierflr
wurden die Objekttrager mindestens dreimal mit frischem 1x PBS gespult. Zum Abschluss
wurde eine Kernfarbung mittels Roti™-Mount FluorCare ™ DAPI durchgefuhrt und die Schnitte
mit einem Deckglaschen luftblasenfrei abgedeckt. Roti™-Mount FluorCare™ DAPI ist ein
wasserlosliches Einschlussmittel mit Ausbleichschutz fir Fluoreszenzfarbstoffe, es enthalt ge-
brauchsfertiges 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI). Die Gegenfarbung der Zellkerne und der
Eindeckvorgang konnten somit in einem Schritt erfolgen. DAPI hat eine maximale Anregung
bei 360 nm und eine maximale Emission bei 460 nm [143]. Bei allen Schritten, die fir die
Farbung der Gewebeschnitte notwendig waren, wurde darauf geachtet, mdgliche Lichtexpo-
sitionen auf ein Minimum zu begrenzen. Die mikroskopische Dokumentation erfolgte an einem

konfokalen Laser-Scanning Mikroskop-System (Zeiss™ LSM 780) mittels eines 20x Objektivs.
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4.4.3 KONFOKALE LASER-SCANNING MIKROSKOPIE

Hierbei handelt es sich um ein Lichtmikroskop, bei dem mittels eines Lasers monochromati-
sches Licht mit einer definierten Wellenlange und regelbarer Intensitat iber einen Strahlentei-
ler und einem beweglichen Linsensystem punktférmig das Praparat rastert. Durch ein vorge-
schaltetes Objektiv wird der Laserstrahl fokussiert und das zurtickgeworfene Licht passiert
eine Lochblende vor dem Detektor. Diese Lochblende stellt sicher, dass nur Abbildungsinfor-
mationen aus der gewinschten und eingestellten Ebene passieren kénnen. Die mit einem
spezifischen Fluorochrom markierten AK kénnen das Licht absorbieren und senden ein Teil

des Lichtes mit einer gréReren Wellenlange und kleineren Intensitat wieder zurtick [144].

Detektor
Zwischenbildebene
mit Lochblende

Tubuslinse

/f
Strahlteiler A I
/ Anregungs-
lochblende
Objektiv \ /
Schiérfeebene \ /
im Praparat V

Abbildung 10: Aufbau eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops. (Quelle: Dietzel65, wikime-
dia.org, Creative Commons 3.0 CC-BY Lizenz)

Um die Photonen, welche mit geringer Intensitat von den Fluorochromen zurickgesandt wer-
den, ausreichend detektieren zu kénnen, wird das Signal mittels eines Photomuiltipliers ver-
starkt. Dort treffen die Photonen aufien auf die Photokathodenschicht des Photomultipliers
und l6sen Elektronen aus deren Oberflache. Es folgt eine Beschleunigung der freigesetzten
Photoelektronen in einem elektrischen Feld. Diese treffen auf Dynoden genannte Elektroden,
aus deren Oberflache jedes auftreffende Elektron mehrere Sekundarelektronen freisetzt. So-
mit nimmt die Anzahl der Elektronen von Dynode zu Dynode exponentiell zu. Ublicherweise
werden in einem Photomultiplier zehn Dynoden verbaut, um das Signal ausreichend zu ver-
starken [145].
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Abbildung 11: Aufbau einer Photomultiplier-Einheit. (Quelle: Jan Krieger, public domain)

In unserer Arbeit haben wir mit dem LSM 780 (Carl Zeiss GmbH™) gearbeitet, dieses nutzt
einen 32 Kanal-GaAsP-Photokathoden [146] Detektor mit einer Quantenausbeute von 45 %
sowie zwei weitere Photomultiplier-Kanale. Die Quantenausbeute beschreibt das Verhaltnis
zwischen der Anzahl der emittierten und absorbierten Photonen - Die Differenz bildet der Au-
ger-Effekt, als strahlungsloser Ubergang eines Elektrons in der Elektronenhiille eines ange-

regten Atoms.

Tabelle 6: Immunfluoreszenz-Férbeansétze fiir die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie.
Antikorper 1 Antikorper 2

CD11b FITC Gr1 PE

CD104 FITC CD4 PE

CD104 FITC CD8 PE

CD104 FITC LAG 3 PE

PD1 FITC NK1.1 PE

CD11b FITC PD-L1 PE

CD11c FITC Gr1 PE

4.5 IMMUNPHANOTYPISIERUNG MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Unter Anwendung der Durchflusszytometrie wurde ein immunologisches Verlaufsscreening
aus dem peripheren Blut, sowie eine Endpunktbestimmung der Prozesse und Zellen der Milz
und des gastrointestinalen Tumors durchgefuhrt. Somit konnte eine gezielte Immunphanoty-

pisierung vorgenommen werden [147].
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4.5.1 PRINZIP DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um Zellen, die einzeln in hoher Geschwindigkeit
an einem oder mehreren Laserstrahlen vorbeifliel3en, nach Ihrer Emission von optischen Sig-
nalen zu analysieren [148,149]. In dieser Arbeit haben wir mit Fluoreszenz-markierten Zellen
gearbeitet, welche zusatzlich in Hinblick auf ihre Fluoreszenz analysiert wurden und Riick-
schllisse auf immunologische Prozesse ermdglichten [150].

Bei diesem Vorgang tritt die Probe in den Mikrokanal einer hochprazisen Kivette aus Glas
oder Quarz ein, wo sie durch einen Hillstrom fokussiert wird. Somit wird jede Zelle einzeln
nacheinander durch den Messbereich von Laserstrahlen geflihrt [151]. Beim genutzten Gerat
waren Laser mit 405, 488 sowie 640 nm Wellenlange verbaut. Detektoren werten das dabei
ausgesandte Streulicht sowie Fluoreszenzsignal aus. Die Gesamtschau jeder einzelnen der
analysierten Zellen, welche in groRer Anzahl in kurzer Zeit im sub-Millisekunden-Zeitrahmen
analysiert werden, erlaubt RuckschlUsse Uber die untersuchten Zell-Populationen. Die Grofie
und Konfiguration der Zelle korrelieren mit der Menge und Art des gestreuten Lichts. Hierbei
werden zwei Arten der Streuung unterschieden: Das Vorwartsstreulicht hangt vom Volumen
der Zelle ab und ist ein Mal fir die Beugung des Lichts im spitzen Winkel. Das Seitwarts-
streulicht wird von der Granularitat der Zelle und der Gré3e und Struktur beeinflusst und ist

ein Mal fUr die Brechung des Lichts im rechten Winkel [149].

4.5.2 ABLAUF

Alle durchflusszytometrischen Messungen erfolgten auf einem BD™ FACSVerse™ und wur-
den mit dem BD™ FACSuite™ Programm ausgewertet. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten
FITC (Fluoresceinisothiocyanat), PE (Phycoerythrin) oder APC (Allophycocyanin), wie in Ta-
belle 7 aufgefihrt. Alle Schritte, die fur die Farbung der Zellen notwendig waren, wurden bei
4 °C durchgefuhrt und es wurde darauf geachtet, mogliche Lichtexpositionen auf ein Minimum
zu begrenzen. Die mit unterschiedlichen Fluorochromen markierten AK-Gemische (Tabelle 7)
wurden in einer 96-well Platte mit flachem Boden vorgelegt und pro well wurde 50 pl Zellsus-
pension (30 pl Vollblut bzw. 1 x 10® Splenozyten in 600 ul 1x PBS verdiinnt) zugegeben. Dies
inkubierte bei 4 °C fur 30 Minuten im Dunklen. Es folgte die Erythrozytenlyse — sofern sie nicht
bereits zuvor unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt wurde — durch Zugabe von 200 pl Ly-
sepuffer pro well flir Probe eins bis sieben sowie fiir Probe zehn. Probe acht und neun wurden
gleichzeitig mit 200 pl Fix / Perm Solution permeabilisiert. Vom erhaltlichen permeabilisieren-
den und fixierenden Puffer, bei 2 °C — 8 °C dunkel gelagert, wurde vor Nutzung eine 1:10
Verdiinnung mit destilliertem Wasser hergestellt. Er gewahrleistet eine gleichzeitige Farbung
von extra- sowie intrazellularen Bestandteilen [152]. Dies inkubierte bei 4 °C flr 15 Minuten in

Dunkelheit. AnschlieRend wurde die Platte mit 500 x g zentrifugiert (finf Minuten, RT), der
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Uberstand dekantiert und das Pellet der Proben eins bis sieben und zehn in 200 yl 1x PBS

geldst. Gleichzeitig wurde die intrazellulare Farbung bei Probe acht und neun durchgeflhrt.

Hierbei wurden 100 ul Farbeansatz pro well (Tabelle 7) mit je 1 ug/AK pipettiert. Nach 60-

minUtiger Inkubation im Dunklen bei RT wurde die Reaktion mit 100 pl 1x PBS abgestoppt
und die 96-well-Platte bei 1785 m/s? RCF fiir finf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 200 ul 1x PBS resuspendiert. Die Proben wurden anschliel3end

am BD FACSVerse™ gemessen.

Gewebeentnahme Homogenisierung Zentrifugation

ot
2y

T-f-,; = ;

-

Blutentnahme _

T

Durchflusszytometrie

Abbildung 12: Ablauf der Durchflusszytometrie. (Quelle: eigene Erstellung)

Tabelle 7: Féarbeansétze fiir die Durchflusszytometrie.

Farbeansatz

Farbung

Farbeansatz 1
Farbeansatz 2
Farbeansatz 3
Farbeansatz 4
Farbeansatz 5
Farbeansatz 6
Farbeansatz 7
Farbeansatz 8

Farbeansatz 9

ungefarbte Probe

CD44 FITC/CD62L PE/CCR7 APC

CD3 FITC/CD4 PE/CD25 APC

CD3 FITC/CD8 PE/CD25 APC/CD4 PE-Cy7

v/d TCR FITC/NK1.1 PE/CD178 APC

CD11b FITC/Gr1 PE/CD127 APC

CD69 FITC/CD166 PE/CD19 APC/CD83 PE-Cy7
CD152 PE/Cy7

IL17A FITC/IDO-1 APC

Farbeansatz 10 CD200R FITC/MHC-I PE/CD117 APC
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4.6 RADIOLOGISCHES VERFAHREN: PET /CT

4.6.1 PRINZIPIEN

Beim PET / CT werden die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und die Computerto-
mographie (CT) miteinander kombiniert. Beide Untersuchungen kdnnen fast zeitgleich durch-
gefiihrt werden und durch Uberlagerung beider Daten wird ein Fusionsbild erstellt, in welchem
sich die Informationen aus beiden Verfahren erganzen.

PET ist bei der richtigen Fragestellung ein hochsensitives Verfahren und wird in der Onkologie
haufig eingesetzt [153]. Aktivitatsanreicherungen lassen sich jedoch anatomisch nicht immer
gut lokalisieren. Grund hierflr ist einerseits, dass in erster Linie Stoffwechselprozesse aufge-
zeigt werden, andererseits ist nur eine Ortsauflésung von 1,4 mm gegeben, welche durch
neue Ansatze verbessert wurde [154—156].

Das genutzte PET / CT-Gerat kombiniert eine hohe Ortsauflésung (maximale effektive Auflo-
sung 20,0 um beim CT bzw. 5,0 mm beim PET [157]) und eine detailreiche Anatomiedarstel-
lung des CT-Gerats mit hochsensitiven Stoffwechselinformationen aus der PET.

Der in der Onkologie mit Abstand am haufigsten verwendete Tracer ist '®F-2-Fluor-2-desoxy-
D-glucose ('®F-FDG)[158]. Die physikalische Halbwertszeit von '®Fluor betragt 110 Minuten.
"8F-FDG wird als radioaktives Isotop in Zellen mit hohem bzw. erhdhtem Glukosestoffwechsel
verstoffwechselt und gespeichert (z.B. Gehirn, Leber, aber auch Tumorzellen). Desoxyglu-
kose wird ebenfalls wie unmarkierte Glukose in die Zelle transportiert, verbleibt dort aber in
phosphorylierter Form und wird nicht wie andere Glukosemetabolite verstoffwechselt.

FDG wird analog zu Glukose Uber membranstandige Glukosetransporter in die Zelle trans-
portiert und dort phosphoryliert. Es kommt intrazellular zu einem , Trapping® [159]: phosphory-
liertes FDG kann nicht weiter verstoffwechselt werden und die Zelle auch nicht mehr in nen-
nenswertem Umfang verlassen. Im Vergleich zu physiologischem Gewebe, weisen maligne
Tumoren durch ihre hohe proliferative Aktivitat [160] und auch durch das hypoxische Umge-
bungsmilieu eine deutlich erhéhte Glukoseaufnahme auf (= Warburg-Effekt [161,162]). Dies
ist die Rationale der "®F-FDG-PET mit einer erhohten FDG-Speicherung als Hinweis auf ma-
lignes Gewebe. Im PET wird durch einen intravends injizierten radioaktiven Tracer eine Stoff-
wechselaktivitat dargestellt. Ein Tracer ist definiert als Kopplung einer organspezifischen Sub-
stanz ohne pharmakologische Wirkung mit einem Radionuklid. Bei der PET handelt es sich
um ein nichtinvasives Verfahren zur Quantifizierung von biochemischen Fluss- und Stoffwech-
selraten. Dabei ist eine Zuordnung einer ggf. erhdhten Aufnahme zu einer spezifischen ana-
tomischen Lokalisation schwierig, da nur eine funktionelle Darstellung des Stoffwechsels vor-
liegt, wie bereits oben angedeutet. Die Hohe der aufgenommenen markierten Glukose ist ein

MalR fir den intrazellularen Glukosestoffwechsel. Ein erhdhter Glukoseverbrauch durch
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unkontrolliertes vermehrtes Wachstum, gesteigerte anaerobe Glykolyse und eine erhdhte An-
zahl von Glut1-5 Transportern sind typische Eigenschaften vieler Tumorzellen [163]. Tumoren
verschiedener Entitdten exprimieren mehr Glucose-Transporter in hdheren Stadieneinteilun-
gen [164,165].

Der standardized uptake value (SUV)-Wert beschreibt den Tumor-Glukosestoffwechsel semi-
quantitativ. Der SUV-Wert ist das Verhaltnis zur injizierten Aktivitat und errechnet sich wie
folgt:

radioaktive Gewebskonzentration [MBq|

SUV =
applizierte Dosis [Gy] * Korpergewicht [kg]

Ein SUV > 2,5 aulierhalb parenchymatdsen Organen zeigt bei dem hier benutzten PET / CT
Gerat im Regelfall einen hochgradigen Malignitatsverdacht an, wahrend ein SUV > 3,0 als
Malignom-typisch bezeichnet wird [166—169].

SUV-Werte werden farbkodiert und dann ggf. am Monitor in Grauschattierungen dargestellt.

4.6.2 ABLAUF

Die Versuchstiere wurden durch Inhalationsanasthesie mittels Isofluran (1,5 — 2,5 %) und
Sauerstoff in Narkose versetzt. Sie erhielten gewichtsabhangig im Durchschnitt eine Radio-
pharmakon-Dosis in Hohe von 16,0 MBq '®F-FDG uber eine Stunde Uber einen Mikrokatheter
in der Schwanzvene. Anschliefend wurden die Tiere in gestreckter Lage im Inveon™ PET /
CT Scannerfur etwa 15 Minuten untersucht. Dabei wurde die Atmung kontinuierlich Gberwacht
und ein Warmeerhalt, durch ein auf 38,0 °C vorgeheiztes Warmeelement am Untersuchungs-
tisch, sichergestellt. Die CT Daten wurden mittels Feldkamp-Algorithmus rekonstruiert. Die
PET Daten wurden zunachst durch ein Fourier rebinning-Analyse (FORE [170]) in einen 2D
Datensatz uberfuhrt und anschlieend mittels des subset expectation maximization (OSEM)
Algorithmus mit 16 Unterklassen und vier Iterationszyklen weiterverarbeitet, um die Qualitat
zu steigern [171,172]. Mittels der CT Daten wurde abschlie®end eine Abschwachungskorrek-
tur durchgefuhrt. Die Volumenmessung und Bestimmung der SUV wurden durch die Inveon™

Research Workplace™ Software durchgefihrt.
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V. ERGEBNISSE

Die Vorbefunde, in denen das Vakzin erstmals im MIh17 Modell eingesetzt wurde, konnten
bestatigt werden [126,173]. Dieser Vakzine-basierte Ansatz wurde nun um Kombinationsthe-
rapien mit einem murinen anti-PD-L1-AK in ein- oder dreimaliger Gabe erweitert. Die Ergeb-
nisse sind nachfolgend dargestellt. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt,
dass die therapeutische dreimalige Gabe des anti-PD-L1-AK - allein oder in Kombination mit
der Vakzine - das Tumorwachstum verzégert und das Tumormikromilieu signifikant beein-

flusst.

51 UBERLEBENSWAHRSCHEINLICHKEITEN

Anhand von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in der log-rank survival Analyse (Abbildung 13
und 14), ist das Gesamtlberleben der einzelnen Therapiegruppen im Vergleich zu den Kon-
trolltieren dargestellt. Sowohl die Vakzine-Monotherapie, als auch deren Kombination mit anti-

PD-L1 verlangern das Gesamtliberleben signifikant.

2, 1007 = Kontrolle
o . *| = anti-PD-L1 (einmalige Gabe)
E I. = \/akzine
.qE, == \/akzine + anti-PD-L1 (einmalige Gabe)
S .
g 50+
<
©
3
(72}
c
]
Qo
2
2
> 0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Dauer [Wochen]

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (log-rank-Analyse) ausgewéhlter Therapiegruppen
(einmalige AK-Intervention). (Quelle: eigene Erstellung)

Mih17 Méuse erhielten einmalig Atezolizumab (2,5 mg/kg KG, i.v., n = 5 Tiere), repetitive Vakzine
(10,0 mg/kg KG, s.c., n = 8 Tiere), sowie deren Kombination (n = 4 Tiere, alternierend, beginnend
mit Vakzine). Kontrolltiere erhielten keine Intervention (n = 8 Tiere). Die Tiere wurden anhand von
definierten Abbruchkriterien (humane Endpunkte) getétet. * p<0,05; ** p<0,01; one-way ANOVA
(Bonferroni- sowie Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (log-rank-Analyse) ausgewéhlter Therapiegruppen

(dreimalige AK-Intervention). (Quelle: eigene Erstellung)

Mih17- Mé&use erhielten dreimalige Gabe Atezolizumab im Abstand von 14 Tagen (2,5 mg/kg KG,

i.v., n = 8 Tiere), repetitive Vakzine (10,0 mg/kg KG, s.c., n = 10 Tiere), sowie deren Kombination

(n = 8 Tiere, alternierend, beginnend mit Vakzine). Kontrolltiere erhielten keine Intervention (n = 8

Tiere). Die Tiere wurden anhand von definierten Abbruchkriterien (humane Endpunkte) getétet.

**p<0,01; *** p<0,001; ## p<0,01; § p<0,05 vs. anti-PD-L1; $ p<0,05; one-way ANOVA (Bonfer-

roni- sowie Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).
Unbehandelte Kontrolltiere hatten ab Diagnosestellung ein medianes Uberleben von vier Wo-
chen. Im Rahmen der ersten Untersuchungen wurde Atezolizumab als anti-PD-L1-AK einma-
lig appliziert. Dabei zeigte sich, dass die alleinige Gabe das Gesamtiberleben nur marginal
verbesserte (Abbildung 13). Das mediane Gesamtlberleben betrug sechs Wochen und war
damit im Vergleich zur Kontrollgruppe nur marginal besser. Folglich wurde die Anzahl der
Injektionen auf drei erhoht. Dies filhrte bei Monotherapie mit drei Applikationen zur Verlange-
rung des Gesamtiberlebens auf neun Wochen im Median. Diese Verlangerung des Gesamt-
Uberlebens war interessanterweise nahezu identisch mit der Vakzine-Monotherapie
(zehn Wochen). Im Falle der Kombinationstherapie wurde eine signifikante Verbesserung er-
zielt (Abbildung 14). Das mediane Uberleben betrug 20 Wochen. 30 % der Tiere waren lang-
zeitlberlebend.
Ausgehend von diesen Befunden erfolgten alle weiteren Analysen ausschlieBlich an Tieren,
welche dreimalig mit anti-PD-L1-AK, sowohl in Mono- als auch Kombinationstherapie mit der

Vakzine behandelt wurden.

5.2 TUMORWACHSTUM UND GRORENENTWICKLUNG IM PET /CT

Vor Beginn und im Verlauf der Therapie wurde die GréRenentwicklung und die Anzahl der
Tumorherde im Abdomen longitudinal (aufgrund des progredienten Wachstums) mit Hilfe des
"8F-FDG-PET / CT untersucht, um die GréRe (Volumen) und Anzahl der einzelnen Tumoren

zu quantifizieren, wie im Abschnitt 4.6.2 dargestellt.
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Alle Mause der verschiedenen Therapiegruppen wiesen zum Diagnosezeitpunkt eine ahnli-
che, nicht signifikant unterschiedliche TumorgréRe von im Median 57,7 + 29,9 mm? auf.

Die wiederholten PET / CT-Untersuchungen nach ca. 35 Tagen zeigten eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikante Reduktion der TumorgréRRe in allen Therapiegruppen, welche bei
der Kombinationstherapie auch signifikant in Bezug zum Therapiebeginn ist (Abbildung 15).
Im Vergleich zur TumorgréfRe der Kontrollgruppe am Tag 35, zeigte sich bei der alleinigen
Gabe der Vakzine eine TumorgréfRenreduktion im Durchschnitt um 34,3 %, bei der alleinigen
dreimaligen Gabe des anti-PD-L1-AK um 63,2 % und bei der kombinierten Vakzine-Immun-
checkpoint-Therapie um 70,1 %.

Tumoren der Kontrollgruppe hatten am Tag 35 im Median eine Grofe von 93,7 + 26,4 mm?3.
Die Tumoren der Vakzine-Monotherapie waren im Median 61,6 + 43,2 mm?3groR, bei der anti-
PD-L1-AK Therapie wurden im Median 34,5 + 32,4 mm3 gemessen und bei der Kombinati-
onstherapie 28,0 + 17,7 mm3. Somit konnte die deutlichste TumorgréRenreduktion in der kom-

binierten Vakzine-Immuncheckpoint-Therapiegruppe nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: TumorgréBenentwicklung bei MIh17- Mdusen im PET / CT. (Quelle: eigene Erstel-
lung)

Mih17 Méuse erhielten dreimalige Gabe Atezolizumab im Abstand von 14 Tagen (2,5 mg/kg KG,
i.v., n = 8 Tiere), repetitive Vakzine (10,0 mg/kg KG, s.c., n = 10 Tiere), sowie deren Kombination
(n = 8 Tiere, alternierend, beginnend mit Vakzine). Kontrolltiere erhielten keine Intervention (n = 8
Tiere). Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. * p<0,05; # p<0,05; one-way ANOVA (Bonferroni-
sowie Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).

Reprasentative invertierte - sonst unbearbeitete und beispielhafte — PET / CT Darstellungen

werden im Folgenden dargestellt:
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repetitive Gabe der Vakzine Kombinationstherapie dreimalige anti-PDL1-Gabe
Tag 0 Tag35  Tag0 Tag 35 Tag 0 Tag 35

5%&6

Abbildung 16: koronare Ansichten invertierter PET / CT Fusionsdarstellungen. (Quelle: eigene Er-
stellung)

Darstellung in vergleichbarer Schnittebene in koronarer Ausrichtung. Die Pfeile zeigen auf typische
8F-FDG Mehranreicherungen im Gastrointestinaltrakt. Ein Tumorregress nach jeweils 35 Tagen

ist erkennbar.
Tag: -
39 73

Koronarebene - Schnittebene: Héhe Biasenmltte
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Koronarebene - Schnittebene: H6he unterhalb der Nieren

Ta

Abbildung 17: koronare Ansichten verschiedener Schnittebenen invertierter PET / CT Fusionsdar-
stellungen im zeitlichen Verlauf einer MIh17- Maus, welche mit der Kombinationstherapie behandelt
wurde. (Quelle: eigene Erstellung)

Darstellung jeweils in vergleichbarer Schnittebene in koronarer Ausrichtung derselben Maus. Die
Pfeile zeigen auf typische 8F-FDG Mehranreicherungen im Gastrointestinaltrakt. Ein Tumorre-

gress nach 73 Tagen ist erkennbar. Die Maus lebte noch 45 Wochen nach Therapiebeginn und
war tumorfrei.
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5.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE ERGEBNISSE — FRAGMENTLANGENANALYSE

Wie im Abschnitt 2.2.3 ausgefuhrt, dient die MSI als molekularer Marker fur die Diagnose des
Lynch Syndroms sowie von sporadischen MMR-D-assoziierten CRC. Zahlreiche Marker, so-
wohl in cMS- als auch in ncMS-Genabschnitten, sind bereits bekannt und wurden als patho-
genetisch relevante Marker fir humane MMR-D Tumoren beschrieben [174]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde einerseits das Mutationsspektrum von ncMS-Marker in Mih17”" as-
soziierten GIT erfasst und andererseits deren Relevanz in der murinen Tumorgenese eruiert.
Bei der Fragmentldngenanalyse wurden insgesamt 47 Marker eingeschlossen [126]. Das Mu-
tationsspektrum wurde an insgesamt 30 GIT untersucht, wovon 19 als Kontrollgruppe dienten.
Weiterhin wurden vier GIT-Proben der Vakzine-Gruppe, drei der anti-PD-L1-Gruppe sowie
funf der Kombinationsgruppe zugeordnet.

Bei den ncMS-Mononukleotidrepeats wurden Frameshiftmutationen vor allem in den Marker
Bat24, Bat26, Bat30, Bat59, AA003063, sowie AC096777 detektiert und damit eine hochgra-
dige MSI in den Tumorproben bestatigt. Hinsichtlich der cMS-Marker traten Therapie-unab-
hangig vor allem bei Kcnma1, Erceb, Rfc3, Akt3, Clock sowie /11f9 haufig Abweichungen vom
Wildtyp (wt) auf.
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Abbildung 18: Elektropherogramm von Frameshift-Mutationen reprdsentativer Marker in nicht-ko-
dierenden Genabschnitten. (Quelle: eigene Erstellung)

In der jeweils oberen Reihe sind Elektropherogramme von Normalgewebe dargestellt und entspre-
chend der Wildtyp des jeweiligen Genabschnitts dreier ncMS Marker (Bat24, AA003063,
ACQ096777). In der mittleren sowie unteren Reihe sind Elektropherogramme von Versuchstier-Ge-
webe dargestellt. Die charakteristischen, biallelischen Deletionen bzw. Insertionen sind der Wild-
typ-DNA gegentlibergestellt mit nivellierter Peakhéhe in RFU [relativen Fluoreszenzeinheiten]. wt
= Wildtyp; - = Deletion; + = Insertion.
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Abbildung 19: Elektropherogramm von Frameshift-Mutationen représentativer Marker in kodieren-
den Genabschnitten. (Quelle: eigene Erstellung)

In der jeweils oberen Reihe ist Normalgewebe dargestellt und entsprechend der Wildtyp des je-
weiligen Genabschnitts dreier cMS Marker (Kcnma1, Ercch, Rfc3). Die charakteristischen, mo-
noallelischen Deletionen sind der Wildtyp-DNA gegeniibergestellt mit nivellierter Peakhéhe in RFU
[relativen Fluoreszenzeinheiten]. (Dargestellt mit "minus” + Zahl der Shifts). wt = Wildtyp;, - = De-
letion.
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Abbildung 20: absolute Mutationsfrequenz in ncMS und cMS Genabschnitten. (Quelle: eigene Er-
stellung)

Kumulative Analyse von 47 cMS-Marker sowie von 10 ncMS-Marker. Dargestellt sind die Mittel-
werte + SD; n = 3 — 19 Tiere/Gruppe; ** p<0,05; *** p<0,001; one-way ANOVA (Bonferroni- sowie
Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).

Wie in Abbildung 20 dargestellt, zeigte sich eine hochsignifikante Haufung der absoluten Mu-
tationsfrequenz bei Tumoren von Tieren, welche ausschlieBlich den anti-PD-L1-AK erhielten.
Dies bezieht sich auf die kumulative Anzahl der erfassten Marker in kodierenden Genabschnit-
ten. Da die ncMS den Grofdteil des menschlichen Genoms ausmachen und auch besonders

anfallig fur Mutationen sind, dienten die Marker in ncMS-Abschnitten als interne
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Qualitatskontrolle und erganzten die histologischen Analysen zur Sicherung der Diagnose.
Wie zu erwarten, gab es hier keine signifikanten Abweichungen zwischen den verschiedenen
Gruppen.

In der gesonderten Einzelbetrachtung der relativen Mutationsfrequenz jedes Markers konnten
drei Gruppen differenziert werden, wie in Abbildung 21 exemplarisch dargestellt. Die Mutati-
onsfrequenz der Marker NKtr1 und Kcnma1 war bei Kontrolltumoren sehr gering. Nach The-
rapie waren vermehrt Mutationen in diesen Genen detektierbar, jedoch unabhangig von der
Therapieart. Demgegentiber waren einzelne Mutationen in MSI target-Genen wie Spen nach

der Therapie nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 21: Darstellung der relativen Mutationsfrequenz in kodierenden Genabschnitten exem-
plarisch ausgewéhlter muriner Gene. (Quelle: eigene Erstellung)

Ubersicht der gemittelten relativen Mutationsfrequenz von cMS-Abschnitten in einer Analyse von
47 Marker, geordnet nach Gruppen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 3 — 9 Tiere/Gruppe.

54 ANALYSE DES TUMORMIKROMILIEUS

Nach Versuchsende wurden residuelle Tumoren enthommen, kryokonserviert und gefrierge-
schnitten, wie im Abschnitt 4.4.2 beschrieben. Diese jeweils 5 ym dicken Gewebeschnitte
wurden gefarbt und mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops untersucht, um die
lokalen Veranderungen im Tumormikromilieu naher zu untersuchen. Um Ruckschliusse auf
eine erfolgreiche Rekrutierung immunologischer Effektorzellen nach der Therapie zu erhalten,
lag ein Hauptaugenmerk auf der Erfassung der Art der infiltrierenden Lymphozyten sowie de-
ren Anzahl im Tumorgewebe. Die fir Tumoren typischen escape-Mechanismen, welche im
Abschnitt 2.6 naher erlautert wurden, und die damit verbundene Immuntoleranz dem Tumor
gegenuber, sollten durch die Therapie reduziert bzw. im |dealfall aufgehoben werden. Anhand
verschiedener spezifischer AK konnten Zellen in den Praparaten dargestellt und quantifiziert

werden, wie in Abbildung 22 sowie Abbildung 23 dargestellt.
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L — Kontrolle; 2 — Vakzine ; 3 — anti-PD-L1 (dreimalige Gabe) ; 4 — Vakzine + anti-PD-L1 (dreimalige Gabe)

Abbildung 22: Fluoreszenzmikroskopie mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops von
GIT-Préparaten aus MiIh17- Méusen. (Quelle: eigene Erstellung)

Dargestellt sind reprdsentative Aufnahmen von 5 um Diinnschnittprédparaten aus kryokonservier-
tem Gewebe nach Kombinationstherapie (repetitive Gabe von Vakzine sowie dreimalige Gabe ei-
nes anti-PD-L 1-AK) im Vergleich zu Tieren, welche eine Vakzine-Monotherapie erhielten, zu Tie-
ren, welche ausschlie3lich dreimalig mit dem anti-PD-L1-AK behandelt wurden, sowie zu unbe-
handelten Kontrolltieren (n = 3 — 5 Tiere/Gruppe). Die Aufnahmen erfolgten am Laser-Scanning-
Mikroskop. OriginalvergréBerung 20x. Nach Methanolfixierung und Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen wurden die Schnitte mittels Fluorochrom-markierten monoklonalen AK und DAPI
(Kernfdrbung) geférbt. MDSC — myeloide Suppressorzellen; MRC — myeloide, requlatorische Zel-
len; TAM — tumor-assoziierte Makrophagen; DC — dendritische Zellen;, THC — T-Helfer-Zellen; CTL
— zytotoxische T-Zellen.

Hinsichtlich der infiltrierenden MDSC (CD11b*Gr1*) zeigte sich eine signifikante Reduktion im
Tumormilieu infolge der Therapie, welche sich bereits durch die Vakzine-Monotherapie als
signifikant darstellt, am starksten jedoch unter der Kombinationstherapie ausfiel. Es domi-
nierte dabei der granulozytare Gr1* Anteil. PD-L1 kann auch auf myeloischen Zellen exprimiert
sein und hat dabei regulatorische Effekte. Therapie-unabhangig waren im Vergleich zur Kon-
troligruppe hochsignifikant nahezu keine PD-L1* myeloiden Zellen (CD11b*/PD-L1*) mehr
nachweisbar. Der Anteil F4/80* Tumor-assoziierter Makrophagen (TAM) war sowohl in Kon-
trolltumoren, als auch nach Vakzine-Monotherapie relativ hoch. Unter Mono- aber vor allem
bei der Kombinationstherapie mit dem anti-PD-L1-AK zeigte sich ein hochsignifikanter Abfall
der F4/80* TAM. CD104* Zellen als Tumormarker lieRen die Tumorbinnenstruktur gut erken-
nen. Es zeigte sich ein aufgelockerter Tumor bei den Therapiegruppen, mit hdherem Anteil

an zellularen Infiltraten.
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Daruber hinaus war unter ICI-Therapie auch PD-L1 im Tumor signifikant herunterreguliert.
CD11c wird physiologisch auf der Oberflache von Makrophagen, Monozyten, dendritischen
Zellen, sowie teilweise auch auf B-Zellen exprimiert [175]. Infolge der Kombinationstherapie
zeigte sich ein signifikanter Anstieg von CD11c* Zellen, nach Vakzine- und anti-PD-L1 Mono-
therapie zeigte sich ein steigender Trend.
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Abbildung 23: Quantitative Analyse des Anteils Tumor-infiltrierender Zellen mittels eines konfoka-
len Laser-Scanning-Mikroskops. (Quelle: eigene Erstellung)

GIT Préparate von MIh1- Mdusen nach Kombinationstherapie (repetitive Gabe von Vakzine sowie
dreimalige Gabe eines anti-PD-L1-AK) im Vergleich zu Tieren, die eine Vakzine-Monotherapie er-
hielten, zu Tieren, die ausschlie8lich dreimalig mit dem anti-PD-L1-AK behandelt wurden, sowie
zu unbehandelten Kontrolltieren. (n = 3 — 5 Tiere/Gruppe). Dargestellt ist die Anzahl positiver Zel-
len pro Hauptgesichtsfeld. Die Daten wurden in fiinf unterschiedlichen Feldern erhoben. Angege-
ben sind die Mittelwerte £ SD. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001; one-way ANOVA (Bonferroni-
sowie Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).

5.5 IMMUNMONITORING UND NACHWEIS IMMUNOLOGISCHER VERANDERUNGEN

Das Immunmonitoring wurde vor Beginn und wahrend der Therapie regelmaRig alle 28 Tage
bis zum Endpunkt durchgefuhrt, wie im Abschnitt 4.1.7 dargestellt. Ziel war es, Veranderun-
gen im Blut und somit die Auswirkungen der Therapie auf das murine Immunsystem zu doku-

mentieren.
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Abbildung 24: Darstellung immunologischer Parameter im peripheren Blut der jeweiligen Thera-
piegruppen von Mih17- Mausen. (Quelle: eigene Erstellung)

Quantitative Darstellung des Anteils positiver Zellen nach Kombinationstherapie (repetitive Gabe
von Vakzine sowie dreimalige Gabe eines anti-PD-L1-AK) im Vergleich zu Tieren, die eine Vak-
zine-Monotherapie erhielten, sowie zu Tieren, die ausschlie8lich mit dem anti-PD-L1-AK behandelt
wurden. Die Messungen erfolgten im Durchflusszytometer, pro Messung wurden 50.000 events im
live gate erfasst. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD, n = 5 — 8 Tiere/Gruppe.

Anhand der longitudinalen Analyse wurde gezeigt, dass der Anteil CD3*/CD4* T-Helferzellen
bei Mausen, welche die Vakzine erhielten, bis zum 84. Tag nach Therapiebeginn anstieg,
jedoch zum Versuchsende abnahm. Dieser Trend lie3 sich weder bei der alleinigen Gabe des
anti-PD-L1-AK noch bei der Kombinationstherapie erkennen. Der Anteil CD3*/CD8* CTL stieg
in allen Therapiegruppen transient, jedoch nicht signifikant. Die NK-Zellen stiegen kontinuier-
lich mit Maxima am Tag 84 in der jeweiligen Monotherapie (Vakzine bzw. anti-PD-L1), sowie
initialem Anstieg mit Maxima am Tag 28 in der Kombinationstherapie.

Der Anteil CD11b*/Gr1* MDSC nahm in allen Gruppen zu, mit Endpunkten nahe der Verdop-
pelung bis zur Verdreifachung (Vakzine) der Ausgangswerte. CD19* B-Lymphozyten wurden
vermehrt im Blut von Tieren detektiert, welche die Kombinationstherapie erhielten. Die Vak-
zine- bzw. anti-PD-L1-Monotherapie flihrten demgegeniber zu einer kontinuierlichen Ab-
nahme an CD19* Zellen. CD83 wird u.a. auf aktivierten Lymphozyten und DC exprimiert. Der
Anteil CD83* Zellen stieg zum Versuchsende bei Tieren, welche entweder die Vakzine oder

deren Kombination erhielten.
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Abbildung 25: Darstellung immunologischer Parameter der Milz und des GIT von MIh17- Mausen.
(Quelle: eigene Erstellung)

Quantitative Darstellung des Anteils positiver Zellen nach Kombinationstherapie (repetitive Gabe
von Vakzine sowie dreimalige Gabe eines anti-PD-L1-AK) im Vergleich zu Tieren, die eine Vak-
zine-Monotherapie erhielten, sowie zu Tieren, die ausschlie8lich mit dem anti-PD-L1-AK behandelt
wurden. Die Messungen erfolgten im Durchflusszytometer, pro Messung wurden 50.000 events im
live gate erfasst. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD, n= 4 — 9 Tiere/Gruppe; * p<0,05; ** p<0,005;
*** p<0,001; one-way ANOVA (Bonferroni- sowie Dunnett-Test als Post-hoc-Tests).

Im Rahmen des Immunmonitorings wurden den Tieren final die Milz und der GIT enthommen,
in vitro weiter prozessiert, wie im Abschnitt 4.1.3 erlautert, und infiltrierende Zellen anschlie-
Rend durchflusszytometrisch erfasst (Abbildung 25).

Bei der Untersuchung der Milz zeigte sich folgendes Bild:

Der Anteil CD3"CD4* und CD3*CD8" T-Zellen veranderte sich durch die Therapie nur margi-
nal. Die Anzahl der MDSC nahm Therapie-bedingt ab, was sich signifikant darstellt bei allei-
niger anti-PD-L1-AK-Gabe sowie bei der Kombinationstherapie im Vergleich zur Kontroll-

gruppe. Bei den CD83* Zellen war eine signifikante Zunahme bei Mausen, welche
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ausschliel3lich Vakzine erhielten und bei der Kombinationstherapie zu erkennen — es ist ein
steigender Trend ersichtlich. PD-1* Zellen wurden ebenfalls vermehrt detektiert, vor allem bei
der alleinigen Gabe des anti-PD-L1-AK. Bei den PD-L1* Zellen zeigte sich ein inverser Trend
mit Therapie-unabhangiger leichter Reduktion. Eine signifikante Reduktion der LAG-3* Zellen
war insbesondere nach Behandlung mit dem anti-PD-L1-AK, sowie nach Kombinationsthera-
pie zu erkennen. Dies galt in vergleichbarer Weise flir CTLA-4" Zellen mit Signifikanzen. Die
TIM-3*Zellen folgten ebenfalls diesem Trend, hier allerdings ohne Signifikanzen, zudem fihrte
die Kombinationstherapie zu einem starkeren Abfall.

Bei der Untersuchung der GI-Tumoren zeigte sich folgendes Bild:

Tumor-infiltrierende CD3*CD4* und CD3*CD8* T-Zellen wurden nach Therapie vermehrt de-
tektiert, mit jeweils starkster und signifikanter Zunahme bei den Tieren der Kombinationsthe-
rapie. Zusatzlich kam es zu einer signifikanten Reduktion der MDSC nach Kombinationsthe-
rapie. Die alleinige Gabe des anti-PD-L1-AK flhrte zu einer erhéhten Infiltration. Eine ahnliche
Verteilung wurde bei den CD200R* Zellen detektiert, mit ebenfalls signifikanter Reduktion in-
folge der Kombinationstherapie. Hinsichtlich der Abundanz von Immuncheckpoint-Molekilen
konnen weitere Unterschiede aufgezeigt werden. Wahrend der Anteil von PD-1* Zellen bei
allen Therapiegruppen nahezu unverandert blieb, zeigten sich bei den PD-L1* Zellen Differen-
zen: die alleinige anti-PD-L1-AK-Gabe induzierte PD-L1, bei der Kombinationstherapie war
dieses Molekdl signifikant vermindert nachweisbar. Die LAG-3* Zellen waren bei den Tieren
der Kombinationsgruppe auf Niveau der Kontrollgruppe, bei den tbrigen Gruppen war LAG-3
tendenziell erhdht. Bei den CTLA-4* Zellen zeigte sich ein steigender Trend bei Tieren mit
alleiniger Vakzine-Gabe sowie eine signifikante Erhéhung in der Kombinationsgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe und zur alleinigen anti-PD-L1-AK-Gabe. Die alleinige anti-PD-L1-
AK-Gabe hatte keinen Einfluss auf die Abundanz von CTLA-4* Zellen und blieb in etwa auf
dem Niveau der Kontrollgruppe. Die TIM-3* Zellen waren bei der Kombinationsgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe signifikant herunterreguliert.

Insgesamt konnte somit eine Modulation des Tumormikromilieus aufgezeigt werden, welche
mit dem klinischen Verlauf korrelierte. Insbesondere die Kombinationstherapie flihrte zu den

starksten Veranderungen des Tumormikromilieus.
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VL. DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Dissertationsschrift war es, die Wirksamkeit einer kombinierten Im-
muntherapie, bestehend aus Atezolizumab und eines MIh17-A7450 Lysates im praklinischen
MIh1” Tumorgenesemodell zu untersuchen.

Hierzu wurde eine Vielzahl von longitudinalen Untersuchungen, wie im Abschnitt 4.1 und 4.2
dargelegt, durchgeflhrt. In Vorstudien konnte bereits gezeigt werden, dass eine therapeuti-
sche Applikation der Tumorvakzine zu einem signifikant besseren Uberleben von MIh17-M&u-
sen fuhrt. Jedoch kénnen im Verlauf der Therapie Resistenzen entstehen, die schlie3lich zur
Tumorprogression fuihren [125,126,173]. Folglich sollten durch die kombinierte Immunthera-
pie die Vakzine-induzierten Resistenzmechanismen Gberwunden bzw. entgegengewirkt wer-
den, um letztlich eine komplette Tumorremission zu erreichen. Die Hauptzielgrole stellte hier-
bei das Uberleben dar, wobei MIh17-Mause mit einem GIT — ohne therapeutische Intervention
— im Median innerhalb von vier Wochen nach Diagnosestellung verstarben.

Eine Wachstumsverzégerung bzw. partielle Remission wirde die generelle Wirksamkeit der
Immuntherapie bestatigen und experimentell belegen, dass MMR-D-assoziierte Tumoren —
wenngleich Entitaten-spezifisch — erfolgreich mit einer Kombinationstherapie behandelt wer-
den konnen. Dies konnten wir mit den vorliegenden Ergebnissen untermauern und wird im

Folgenden diskutiert.

6.1 GRUNDSATZLICHE LIMITATIONEN DER VERSUCHE UND DES MAUSMODELLS

Die in vivo Untersuchungen erfolgten an homozygoten MIh1”-Mausen. Diese tragen eine bi-
allelische MMR-D und entwickeln ein entsprechend komplexes Tumorspektrum, weshalb sie
ein besseres Modell fur die humane cMMR-D als fur das Lynch Syndrom darstellen. Bis auf
wenige Ausnahmen kombinieren die MIh1”-Mé&use Schliisselelemente beider Syndrome. Es
konnte gezeigt werden [176], dass MIh1” Tumoren

e ultra-hyper- oder hypermutiert sind,

¢ ein Entitaten-spezifisches, individuelles Mutationsprofil aufweisen sowie

e verschiedene Mutationen in MSI-target Genen aufweisen.
Weiterhin gibt es zunehmend Evidenz fir individuelle Verlaufsunterschiede je nach zugrunde
liegender MMR-D [177,178]. Dies ist eine mdgliche Schwachstelle in unserer Untersuchung,
da alle Versuchstiere dieselbe Keimbahnmutation im MIh17- Gen trugen. Beim Menschen ist
das Keimbahn-Mutationsspektrum ungleich vielfaltiger (u.a. MLH1, MSH2, EpCAM, PMS?2)
und heterogener, wie in Abschnitt 2.2.3 und Abbildung 26 aufgezeigt. Folglich entwickeln Pa-
tienten je nach Auspragung verschiedenste klinische Symptome sowie variablen Organbefall

und Krankheitsbeginn. Ein direkter Vergleich zur humanen Tumorgenese ist somit nur schwer
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moglich. Wie im Abschnitt 2.4 angedeutet, werden mindestens zwei distinkte Subtypen des
Lynch Syndroms nach ihrer Immunogenitat und Signatur unterschieden [44,68]:

e Subtyp G1 (= hoch immunogen)

o Subtyp G2 (= wenig immunogen)
Einerseits wird der Subtyp G1 vermehrt auf Basis einer MLH1 Keimbahnmutation beschrie-
ben, andererseits kommt es zu einer verminderten Expression von PD-1- und CTLA-4-Im-
muncheckpoint-Proteinen. Die sporadische MSI mit starker Lymphozyteninfiltration ist hinge-
gen mit vermehrter Abundanz von Immuncheckpoint-Proteinen verbunden. Dies ist therapeu-
tisch bei der Wahl der geeigneten ICI zu beriicksichtigen [68]. Neben der Tatsache, dass bei
MMR-D die Tumoren ultra-hypermutiert sind und somit eine Immunogenitat aufweisen, wer-
den Immun-escape-Mechanismen beobachtet mit verminderter Antigenprasentation und Lym-
phozyteninfiltration. Somit scheint die Kombinationsgabe von Vakzine und ICI als weitere The-
rapieoption erfolgsversprechend. Folglich wurde jener Ansatz in dieser Studie angewandt.
Um Mausmodelle zu generieren, welche noch besser das Tumorspektrum eines Lynch Syn-
droms nachahmen, wurden weitere Ansatze beschrieben: Hierbei werden homozygote
MIh17-Mause mit Mausen verpaart, welche heterozygote knock-out Keimbahn-Mutationen in
Tumorsuppressor-Genen oder in Onkogenen aufweisen, welche bei CRC gehauft mutiert sind
( z.B. APC, TP53 oder KRAS) [116]. Ahnlich wie beim humanen MSI-positiven CRC zeigen
dann auch diese Mause somatische Mutationen im verbleibenden wt-Allel [179,180].
So zeigte sich beispielsweise, dass Mutationen in MutSa bzw. MutLa bedeutsam bei der DNA-
Reparatur sind (Siehe Abschnitt 2.3). Der MutSa-Proteinkomplex (MSH2 / MSH6) scheint ge-
genuber MutLa (MLH1 / PMS2) relevanter fur die Aufrechterhaltung eines funktionierenden
MMR-Systems zu sein, da es mdgliche Nukleotid-Mismatches schlechter erkennt als MutLa
[178]. Eine Malfunktion des MutSa-Proteinkomplexes kénnte zu einer hdheren TMB fihren,
welche mdglicherweise abhangig von der Gewebshistologie durch sekundare DNA-Repara-
turmechanismen ausgeglichen werden kdnnte [178]. Auch gibt es Hinweise, dass 60 % der in
einer Studie untersuchten MSI-H Tumoren keine MMR-Mutation enthielten [178]. Dabei sind
jedoch hereditare von sporadischen Tumoren abzugrenzen. Bei der hereditaren Form war in
ca. 90 % der Falle immunhistochemisch ein Verlust mindestens eines MMR-Proteins nach-
weisbar. In einer weiteren Studie, in welche 100.000 Falle mit 100 Krebsarten eingeschlossen
wurden, konnte gezeigt werden, dass die TMB altersabhangig variiert. Beim direkten Ver-
gleich von padiatrischen (zehn Jahre alt) vs. adulten / geriatrischen (90 Jahre alt) Patienten,
kam es zu einer Erhéhung der TMB um das 2,5 Fache [181]. Auch hier konnten Promotermu-
tationen von PMS2 in Zusammenhang mit erhéhter TMB gebracht werden. Interessanterweise
waren 83 % der MSI-H Tumoren auch mit hoher TMB assoziiert, allerdings zeigten nur 16 %

der Tumoren mit hoher TMB eine MSI-H. Dies wurde auf die unterschiedlichen Tumorentitaten
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zuruckgefuhrt, beim GIT beispielsweise war MSI-H nahezu stets vergesellschaftet mit hoher
TMB [181].

MutSB (MSH2-MSH3) oder MutLy (MLH1-MLH3) haben hingegen eine nachrangige Bedeu-
tung fur die TMB und fihren zu einem milderen Tumorphanotyp [182,183]. Auch ist bekannt,
dass der Grad der MSI und die TMB einen pradiktiven Wert bei der Einschatzung einer erfolg-
reichen ICI Therapie besitzen [178]. Wie oben angedeutet, variiert die TMB signifikant je nach-
dem welches Heterodimer der MMR Proteine betroffen ist. MLH1 / PMS2 scheinen mit einer
niedrigeren TMB einherzugehen, wie in Abbildung 26 ersichtlich [178]. In Voruntersuchungen
wurde bereits die TMB bei ausgewahlten MIh1-assoziierten murinen Tumoren untersucht.
Hierbei wurde bei allen Tumoren eine hohe Mutationslast bestatigt, jedoch zeigten sich auch
Unterschiede zwischen den einzelnen Tumoren, welche die Heterogenitat reflektieren. Daher
erscheint ein darauf basierendes MLH17 Tumormodell folgerichtig. Neuere Therapieansatze,
welche auf der durch Promotor-Hypomethylierung basierenden Reaktivierung von MLH1 auf-

bauen, werden aktuell beforscht und im Abschnitt 6.5 weiter diskutiert.
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Abbildung 26: MMR-Genmutationsrate nach Tumorhistologie und Tumorgenen sortiert. (Quelle:

[178])
Es zeigen sich héhere Mutationsraten und méglicherweise eine hbhere TMB bei MSH2/MSH6 im
Vergleich zu MLH1/PMS2.

Eine weitere Limitation stellen die Haltungsbedingungen der Versuchstiere dar. Alle Tiere er-
hielten definierte, autoklavierte und standardisierte Nahrungspellets, welche nur in begrenz-
tem Mal3e das naturliche Mikrobiom férdern. Nach neueren Studien verdichten sich Hinweise,
dass das Mikrobiom mit seinen 3,8 x 10'® Bakterien, deren Konzentration im Kolon mit 10"
Bakterien/ml am hdchsten ist [184], sowie die Entwicklung von Polypen und CRC in einem
Zusammenhang stehen kénnte [185-187] — es als ,driver® [188] fur eine CRC fungieren
kénnte. Viele der Studien basieren allerdings auf fakalen Stuhlproben, welche nicht mit dem
vitalen Mikrobiom Ubereinstimmen missen [189-191]. Patienten mit einem tbermafigen Vor-

kommen des Bakteriums Fusobacterium nucleatum, welches einen Teil des humanen
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Mikrobioms darstellt, waren z.B. starker betroffen von somatischen Mutationen und CRC [192]
und deren Uberlebensdauer war verkiirzt [193]. F. nucleatum besitzt drei Virulenzfaktoren:
Fusobacterium adhesin A (bindet an E-cadherin, aktiviert NF-kB [nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer’ of activated B-cells] mit Produktion von proinflammatorischen Zyktokinen so-
wie von Onkogenen wie c-Myc und Cyclin D1 [194,195]), Lipopolysaccharid (Modulation der
microRNA-Expression) sowie Fanconi-assoziiertes Protein 2 (supprimiert Gber den TIGIT Re-
zeptor NK- und T-Zellen) [196,197]. Es wird angenommen, dass Proteine des Bakteriums
MDSC rekrutieren und die T-Zell-Proliferation u.a. Gber eine G1-Zellzyklus-Blockade hemmen
[198]. In den rekrutierten MDSC werden durch F. nucleatum auch Immuncheckpoint-Molekiile
hochreguliert [192,199,200]. Bei Patienten mit GbermaRigem Vorkommen an F. nucleatum
wurde eine Reihe von spezifischen molekularen Tumoreffekten detektiert wie CIMP, MSI so-
wie genetische Mutationen in BRAF, CHD7, CHD8 und TP53 [192,193]. Eine Untersuchung
von Bakterien im Stuhl von Mausen als Marker ist in der Literatur noch nicht beschrieben
worden. Es erscheint auch im angewandten Mausmodell nicht sinnvoll bzw. praktikabel. Die
Genese von CRC ist, wie oben erlautert und in Abbildung 27 dargestellt, komplex und multi-
faktoriell, was im angewandten Mausmodell nur bedingt adressiert werden konnte. In einer
Gegenuberstellung von CRC-Tumorgewebe mit angrenzendem Normalgewebe konnten An-
haltspunkte fur eine Interaktion zwischen Mikrobiom und Zellsignalwegen gesammelt werden,
welche eine Karzinogenese férdern kénnten [201].

Obwohl MIh1” Méuse ein intaktes Immunsystem haben, fehlte durch die artifizielle spezifisch
pathogenfrei-nahe Haltung Kontakt zu Mikroorganismen. Daher entwickeln diese Mause kein
mit dem Menschen vergleichbares Mikrobiom. Da das Mikrobiom jedoch aus o.g. Griinden
relevant flr die Tumorgenese und Therapie ist, sollte in den zukiinftigen Versuchen Uber eine
eventuelle zusatzliche Applikation von Pro- und Prabiotika (wie z.B. Ballaststoffe) nachge-
dacht werden.

Prabiotika unterstutzen die Proliferation und Differenzierung des Mikrobioms und anfallende
kurzkettige Fettsauren konnen das Immunsystem lokal aktivieren [202,203]. Falls in weiteren
Therapieansatzen eine Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika angedacht ist, so konn-

ten Probiotika unterstitzende Effekte entfalten, allerdings mit noch niedriger Evidenz [204].
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Abbildung 27: Darstellung méglicher Einflussfaktoren des Mikrobioms auf CRC. (Quelle: [196])
Sowohl verschiedene Virulenzfaktoren, inflammatorische Mediatoren als auch toxische und onko-
gene Nebenprodukte beeinflussen die Gene eines sich méglicherweise entwickelnden CRC.

Bereits vor Dekaden fand Burkitt Hinweise daflir, dass die von industrialisierten Landern pra-
ferentiell eingenommene Ernahrung, bestehend aus tendenziell wenig Ballaststoffen und vie-
len verarbeiteten Kohlenhydraten, einer der wichtigsten Lebensstil-basierten Risikofaktoren
fur die CRC-Genese darstellen konnte [205]. Folgende Studien identifizierten eine Korrelation
zwischen dem Konsum von rotem Fleisch und dem Auftreten von CRC [206]. Wie in Abschnitt
2.1 und Abbildung 1 dargelegt, ist ein augenscheinlicher Zusammenhang naheliegend. Uber-
aus interessante Ergebnisse verdffentlichte eine Forschungsgruppe, welche 100 Msh2” und
60 wt-Mause einer von vier Diaten fur sechs Monate unterwarf [207]. Hier zeigte sich ein Trend
zu verbesserter Uberlebenswahrscheinlichkeit und niedrigerer Genese von gastrointestinalen
Tumoren und Lymphomen bei Msh2”-M&usen, welche einer Diat unterworfen wurden, die mit
einem hohen Konsum von rotem Fleisch einherging [207]. Da diese Mause ebenfalls MMR-
defizient waren, lassen sich diese Ergebnisse theoretisch auch auf die von uns genutzten
MIh17-Mause Ulbertragen.

Es ist bekannt, dass MIh1” Mause eine geschlechtsspezifische Pravalenz von GIT haben.
Wahrend weibliche Mause vorwiegend Lymphome entwickeln, ist mit 80 % der GIT bei mann-
lichen M&use haufig vorkommend [176]. Neben hormonellen Einfliissen wie einer Ostrogen-
pathway Aktivierung vs. Androgen-pathway Aktivierung kdnnen X-chromosomal-spezifische

Veranderungen eine Rationale flr diese Pravalenzunterschiede sein. Eventuell sind

60



DISKUSSION

Mutationstyp und Mutationsrate auf dem X-Chromosom ein Entitaten-spezifisches Charakte-
ristikum von Lymphomen und einem Teil von GIT-Primarien. Die Geschlechterverteilung in
unserer Studie war homogen. Wie im Abschnitt 4.1.1 dargelegt, folgt die Anzahl homozygoter
Nachkommen der Mendel'schen Verteilung und liegt bei ca. 24 %. Zur Reduktion der Anzahl
an Versuchstieren ware ein praferenzieller Einschluss v.a. von mannlichen Versuchstieren zur
Eruierung von GIT-assoziierten Tumoren in Folgestudien denkbar.

Auch ein Wechsel des Mausmodells ist vorstellbar und wird innerhalb der Arbeitsgruppe ak-
tuell untersucht. B6.CgMsh2-PLoP-TgTg(Vil1-cre) Mause entwickeln aufgrund eines gewebs-
spezifischen knock-outs ausschlieRlich GIT-Tumoren. Die Erganzung um ein weiteres klinisch
relevantes Modell kann in jedem Fall helfen, den Einfluss der unterschiedlichen MMR-Gene,

sowie spezifischer therapeutischer Interventionen auf die Karzinogenese zu untersuchen.

6.2 THERAPIEEINFLUSSE AUF DAS GESAMTUBERLEBEN UND TUMORWACHSTUM

Die HauptzielgréRe fiur die Untersuchung der Wirksamkeit der kombinierten Vakzine-Immun-
therapie stellte das Uberleben dar. Aus Voruntersuchungen konnte die Wirksamkeit der Vak-
zine-Gabe belegt werden [102,125,126,174], sie galt in unserer Untersuchung als Mal3stab.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Atezolizumab als anti-PD-L1-AK (Klon: 6E11) zu-
nachst einmalig appliziert. Dabei zeigte sich, dass die alleinige und einmalige Gabe des AK
das Gesamtuberleben nur marginal verbesserte und zu einem schlechteren Outcome im Ver-
gleich zu der Vakzine-Monotherapie fuhrt. Folglich wurde die Anzahl der Injektionen auf drei
erhoht und damit das Gesamtuberleben verbessert. Die einmalige Gabe vom anti-PD-L1-AK
kdnnte zu geringe und zu kurz wirksame Plasma- und Gewebespiegel ergeben haben, was
sich bei dreimaliger AK-Gabe gebessert haben kénnte. Da die Halbwertszeit von Atezolizu-
mab beim Menschen 27 Tage betragt, ist somit ein ausreichend langer Wirkspiegel auch bei
14-tagiger Gabe zu vermuten [208]. Es gab Untersuchungen an zwei Mausmodellen mit chi-
maren anti-PD-L1-AK, um Wechselwirkungen mit dem murinen Fcy zu unterbinden und die
Immunogenitat zu minimieren [209]. Es konnte dort eine klare Dosisabhangigkeit fur Wirkung
und Gewebspenetration bei nichtlinearer Pharmakokinetik gezeigt werden, auch war die Dis-
tribution zu dem Tumorgewebe dosis- und zeitabhangig [209]. So gab es eine positive Korre-
lation zwischen AK-Dosis und Dauer der PD-L1 Sattigung von im peripheren Blut zirkulieren-
den Lymphozyten [209]. Es kann geschlussfolgert werden, dass bei mehrmaliger AK-Gabe
Lymphozyten langer zirkulieren. Es ist jedoch nicht klar, in welchem Mafe die im peripheren
Blut zirkulierenden Lymphozyten das Tumormikromilieu hinsichtlich der PD-L1-Sattigung wi-
derspiegeln.

Hinsichtlich der von uns genutzten dreimaligen AK Gabe alle 14 Tage kann auch dieser Rhyth-

mus diskutiert werden. In einer klinischen Studie wurden drei Applikationsrhythmen von zwei
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bis vier Wochen mit entsprechend angepasster Dosis untersucht [210]. Es konnten hierbei
keine relevanten Unterschiede in der Sicherheit und Wirksamkeit gefunden werden. In vielen
klinischen Studien wird hingegen oft ein Setting mit zweiwochiger Gabe (bei sechs Zyklen)
angewandt [211]. In weiteren Studien wurden anti-PD-L1-AK 14-tagig mit bis zu 16 Zyklen
gegeben, hierbei ergaben sich bei neun Prozent der Patienten schwere Nebenwirkungen
[212]. Es ist bedenkenswert, auch in Folgeuntersuchungen dosisadaptiert haufiger den AK zu
applizieren, um eine Wirkverstarkung zu erreichen. Beachtlich ist, dass in dieser Untersu-
chung nur eine objektive klinische Besserung in sechs bis 17 Prozent der Fallen abhangig von
der Tumorentitat eintrat [212]. Dies lasst vermuten, dass die interindividuellen Wirkunter-
schiede nicht durch Dosissteigerungen angeglichen werden kénnen. Auch in unserer Unter-
suchung fiel auf, dass durch die alleinige anti-PD-L1-Gabe die infratumorale Immunantwort
nur maRig erhoht wurde. Die Kombinationstherapie flihrte zu starkeren Immunantworten, wie
im Abschnitt 5.4 sowie 5.5 zusammengefasst wurde.

Zur Einschatzung der TumorgréRenentwicklung wurde ein "®F-FDG-PET / CT genutzt, wie im
Abschnitt 4.6 beschrieben, welches auch regelhaft und zuverlassig in weiteren Mausstudien
angewandt wird [213]. Es gibt jedoch auch andere Ansétze, welche u.a. auf ['®FIFE™SUPPY
als Marker setzen, welcher den Az Adenosin-Rezeptor als Zielstruktur adressiert. Dieser wird
als moglicher Tumormarker diskutiert, da er sehr stark in humanem CRC und in Zelllinien
exprimiert wird [158]. Es zeigten sich jedoch keine Uiberzeugenden Ergebnisse bei Xenograft-
Modellen. Dies wird erklart durch die ungenigende Pharmakokinetik und sinkende Rezepto-
rexpression im Gewebe [158].

Im klinischen Alltag ist das "®F-FDG-PET / CT noch kein Standardverfahren in der Diagnostik
[214], da es u.a. eine niedrige Spezifizitat besitzt. So werden z.B. funf bis acht Prozent der
CRC Patienten falschlicherweise in ein zu hohes Krankheitsstadium eingestuft [215]. Dies
konnte durch ein lokal erhdhtes Entzindungsgeschehen erklarbar sein [216]. Auch gibt es
Ansétze mit [*Cu]Atezolizumab als Marker im Mausmodell, um direkt die PD-L1 Expression
in Tumoren zu detektieren [217]. Dies gelang und kann als mégliche Option gelten. Es wurden
allerdings nur mittelmaRig starke Anreicherungen ex vivo im Darm nachgewiesen bei niedri-
gen Fallzahlen (vier Proben) in der Studie [217].

Auch wurde in Nature 2019 eine Studie publiziert, in welcher ®[Zr]Atezolizumab als Marker
im klinischen Modell bei 22 Patienten mit verschiedenen nicht-CRC-Karzinomen angewandt
wurde [218]. Hier konnten reliable Signale im lymphoiden sowie entziindlichen Gewebe auf-
gezeichnet werden. Die Aufnahme des Tracers im Tumorgewebe war leider heterogen, so
dass eine Eignung zur Bildgebung derzeit fraglich erscheint.

Die TumorgréRenentwicklung zeigt eine zum Teil gro’e Varianz der Werte. Dies betrifft vor
allem die Folgeuntersuchungen am Tag 35 nach Vakzine- und alleiniger anti-PD-L1-Therapie,

was auf mdgliche Therapieversager hindeuten koénnte. Auffallig ist, dass bei den
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Untersuchungen am Tag 35 bei der Kombinationstherapie die SD eine recht kleine Spann-
breite aufwies. Dies kann auf ein konsistentes Ansprechen deuten und unterstreicht die Uber-
legenheit der neuartigen Kombinationstherapie in dieser Studie. Je Gruppe wurden nur zwi-
schen acht bis zehn Tiere eingeschlossen, was eine hohe SD generell wahrscheinlicher
macht. Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine gewisse Konsistenz der Beurteilung angestrebt:
Zum einen wurden standardisierte Befundungsmonitore und Programmeinstellungen genutzt.
Zum anderen wurden die Analysen nur von einem Befunder durchgefiihrt. Bei der Befundung
stellte sich zum Teil das Problem, dass die Milz der Tiere eine starke und grof3flachige Sig-
nalanreicherung aufwies. Diese Signalanreicherung reichte oft bis weit ventrolateral, was der
anatomisch-physiologischen Lage des GIT sehr nahe kam. Das Signal im "®F-FDG-PET / CT
war folglich anatomisch schlecht von GIT-Regionen zu trennen, trotz Evaluation in allen drei
Raumebenen. Es blieb in Einzelfallen die Frage, wie weit die Signalanreicherung der Milz und
dem GIT zuzurechnen ware, was zu grof3eren vermuteten GIT fiihren konnte. Da flr eine
grolde Spreizung nur wenige Fehlmessungen ausreichen und nur wenige Tiere eingeschlos-
sen waren, liel3e sich hieraus die hohe SD erklaren. Grof3e Spreizungen fanden sich in zwei
der drei Fallen bei den Folgeuntersuchungen. Dies liel3e sich dadurch erklaren, dass zu jenem
Zeitpunkt die Tumorgenese so weit fortgeschritten gewesen sein kdnnte, dass die Milz ent-
sprechende Signalanreichungen zeigte. Dies hatte Fehlmessungen zur Folge, wie oben be-
schrieben. Ein generelles Problem bei der Auswertung der '8F-FDG-PET / CT-Daten ist die
Subijektivitat durch den Befunder. Zur Vermeidung dieser Fehler sollte in Folgeuntersuchun-
gen einerseits die Zahl der Versuchstiere erhoht werden. Zum anderen kdnnten drei Befunder
unabhangig voneinander die Messungen und Beurteilungen durchfihren und es kénnte der
Mittelwert davon herangezogen werden. Weiterhin wurde in ersten klinischen Untersuchun-
gen auch die Anwendung einer point spread-genannten Funktion untersucht, welche helfen
kann den Parallax-Effekt auszugleichen [219]. Hierbei konnte eine hdhere Sensitivitat als bei
konventioneller PET / CT Aufnahme nachgewiesen werden [219]. Somit konnte ein besseres
Erkennen von frihen CRC-Stadien und Lymphknotenmetastasen ermdglicht werden. Das
neue Verfahren kann als denkbare Alternative zur angewandten konventionellen Methodik
gelten und die Befundungsqualitat verbessern.

Auch werden Ansatze beschrieben, bei denen Fluoreszenz-markierte AK zur Darstellung von
PD-L1 exprimierenden Tumoren angewandt wurden [220]. Dadurch ware eine kostengunsti-
gere und engmaschigere PD-L1-selektive Therapieiberwachung maoglich. In der Literatur wird
die PD-L1-Expression als ein pradiktiver Marker fur den Therapieerfolg mit anti-PD-L1-AK dis-
kutiert [93,221,222]. Auch kdnnten Therapieversager evaluiert werden, was relevant ist, da
weniger als die Halfte der Patienten auf anti-PD-L1-AK mit einer klinischen Verbesserung re-
agierten [223,224]. Moéglichweise kommt dies durch fehlende PD-L1 Expression auf der Tu-

moroberflache zustande. Weiterhin ist die PD-L1 Expression ein dynamischer Prozess,
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welcher zu unterschiedlichen Effektivitdten und Responsivitaten der Therapie mit individuellen
Variabilitaten fuhrt. Die Evaluation der PD-L1-Expression in vivo kann somit helfen, Patienten

zu identifizieren, welche wiederum von der Therapie profitieren kénnten [222].

6.3 THERAPIEEINFLUSSE AUF IMMUNOLOGISCHER UND MOLEKULARER EBENE

Es wurden in der Arbeit eine Reihe von longitudinalen Untersuchungsmethoden angewandt,
um den Verlauf der Tumorentwicklung und seine Auswirkungen auf das Immunsystem zu un-
tersuchen. Dabei wurden auch immunologische Veranderungen im peripheren Blut und Or-
ganen, sowie das Tumormikromilieu untersucht, wie in Abschnitt 5.4 und 5.5 dargestellt. Das
Tumormikromilieu spielt eine grof3e Rolle bei der Progression des Tumors und ist gleichzeitig
bedeutsam bei deren Bekdmpfung. Hierbei spielen zelluldare Komponenten, Signalmolekile,
Metaboliten, physikalische Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Oxygenierung aber auch
weitere Faktoren wie das Mikrobiom eine grof3e Rolle [225]. Bei der Auswertung der immuno-
logischen Veranderungen gab es eine Reihe von Entwicklungen, welche im Folgenden disku-
tiert werden sollen.

Bei der Transformation von einer normalen Kérperzelle hin zu einer entarteten, streuenden
Zelle spielt das kérpereigene Immunsystem eine herausragende Rolle, um das Tumorwachs-
tum sowie -streuung zu kontrollieren [226,227]. Verschiedene infiltrierende Zelltypen mit ver-
schiedensten Wirkungen auf die Tumorprogression und die klinische Entwicklung wurden be-
schrieben [228]. Es gibt zudem einige Hinweise, dass speziell eine verstarkte Infiltration von
CD8" und CD4" T-Zellen bei den meisten Tumorentitaten mit einer glinstigeren Prognose kor-
reliert [228]. Ausnahme hiervon bildet z.B. das gastrale Karzinom — hier wurde ein inverser
Effekt beobachtet [229]. Beim metastasierten CRC ist eine starke Expression von PD-1 mit
einem schlechteren Outcome assoziiert, wobei eine gewisse Dissoziation der Expression zwi-
schen Metastase und Primarius beschrieben wurde [230]. Beim primaren CRC hingegen sind
PD-(L)1 exprimierende T-Lymphozyten mit einem verlangerten Uberleben assoziiert, was mit
dem intestinalen Mikrobiom und Immunsystem in Zusammenhang gebracht wird [231,232].
PD-1 wird u.a. von aktivierten Lymphozyten exprimiert und kann durch Liganden-Interaktion
die Aktivitat von CTL supprimieren [233,234]. Eine hohe Anzahl an CTL ist bei einer Vielzahl
von Karzinomen, inklusive des CRC, mit einer verbesserten Prognose assoziiert [235].

Wir erwarteten eine erhohte T-Zell-Abundanz im Tumormikromilieu. Es wurde vermutet, dass
die Zahl und Aktivitat der CTL zunimmt, was den Uberlebensvorteil dieser Versuchsgruppen
erklaren kénnte. Es konnte sich tatsachlich unter Kombinationstherapie eine erhéhte Zahl der
CD8* CTL zeigen lassen. Hingegen flihrte die alleinige anti-PD-L1-Gabe zu einer Abnahme
der CD8* CTL. Eventuell stellte die zusatzliche Vakzinierung einen nétigen Stimulus fur CTL

dar [236]. Eine synergistische Komponente beider Therapiekomponenten ware ein denkbarer
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Erklarungsansatz. Bisher wurden kaum Studien zur Kombination aus ICl und Vakzine verof-
fentlicht — es werden aber aktuell viele klinische Studien verfolgt, da es sich um einen neuar-
tigen und vielversprechenden Ansatz handelt [236]. Es zeigten sich verstarkte Zelllyse, Tu-
morsuppression sowie verbessertes Uberleben bei ersten Vakzinierungen im CRC Tiermodell
mit 16slichen PD-1 und Tumorgenen [237].

MSI-H-assoziierte Neoplasien zeichnen sich im Vergleich zu MSS Tumoren u.a. durch eine
hohe Anzahl an Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL) aus
[45]. Speziell beim CRC wurde der Einfluss von CD3* und CD8" TIL intensiv untersucht und
im Rahmen eines Staging-Systems (Immunoscore, wie bereits im Abschnitt 2.6 angespro-
chen) integriert [238].

Eine hohe Expression von PD-L1 im Tumormikromilieu kann im Rahmen eines Immun-es-
cape-Mechanismus zu einer T-Zell-Immunitat und zur Schwachung der Immunabwehr fihren.
Dies ist die Rationale flr den Einsatz des anti-PD-L1-AK zur Re-Sensibilisierung der TIL in
unserem Versuchsansatz. Der prognostische Wert der PD-L1-Expression beim CRC ist aller-
dings unklar und wird aktuell kontrovers diskutiert [224,231,239-241]. Es wurde in einer Stu-
die mit 53 CRC Patienten nachgewiesen, dass eine Vielzahl von CD8*-Zellen mit niedriger
PD-1 Expression sowie mit verlangertem Uberleben korrelierten [230], was in weiteren Stu-
dien noch gegensatzlich diskutiert wird [231,242]. In Vorversuchen zeigte sich, dass die PD-
L1-Expression auf einwandernden Zellen durch die alleinige therapeutische Vakzinierung im
Tumormikromilieu hochreguliert wird [125]. In unserer Untersuchung fand sich eine gleichar-
tige Tendenz bei der alleinigen therapeutischen Vakzinierung. Die Kombinationstherapie hin-
gegen flhrte zu einer signifikanten Reduktion der PD-L1 Expression (Abbildung 23), was sich
konkordant zur durchflusszytometrischen Endpunkt-Messung des GIT darstellt (Abbildung
25). Dies konnte durch eine Minderexpression oder eine Apoptose / Destruktion von PD-L1-
tragenden Zellen erklarbar sein. Diese PD-L1-Herunterregulation kann eine Rationale fir den
Uberlebensvorteil bei der Kombinationstherapie darstellen.

CD11c wird auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und DC expri-
miert [175,243]. In den Therapiegruppen zeigte sich ein steigender Trend, unter Kombinati-
onstherapie ein signifikanter Anstieg von CD11c*-Zellen, welcher die Uberlegenheit der Kom-
binationstherapie erklaren koénnte.

Makrophagen wie auch DC wurden in der Literatur im Zusammenhang mit CRC naher unter-
sucht, speziell die TAM, welche durch Zytokine, Metaboliten und Checkpoint-Molekile die
Immunreaktion beeinflussen und protumoral wirken kdnnen [244].

TAM sind ebenfalls im hochreaktiven Tumormikromilieu nachweisbar. Sie supprimieren die
einwandernden Immunzellen Uber den NF-kB-Signalweg und stellen einen Immun-escape-
Mechanismus dar [245,246]. TAM stellen die Hauptpopulation der dort einwandernden Im-

munzellen [247]. Abhangig der dort prasentierten Stimuli und Signale differenzieren sie sich
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reversibel in den M1 oder M2-Subtyp [248—-251]. Sie kommen aber meist in der M2-Form vor
[252]. In der M2-Form flhren sie u.a. zu einer verstarkten Angiogenese und fordern das Tu-
morwachstum durch Suppression der T-Zell-vermittelten Immunantwort [248,253,254]. An-
dere Studien fanden gegenteilige Effekte im CRC [255,256]. Es wird vermutet, dass die Ef-
fekte abhangig von der Sauerstoffkonzentration im Gewebe sind [257,258]. So zeigen TAM in
wenig hypoxischen Milieu antitumorale Effekte bei niedriger Konzentration Tumor-sezernierter
Zytokine [259]. Im fortgeschrittenen Tumorstadium finden sich allerdings eher TAM des M2-
Typs [260]. Zumindest theoretisch lielten sich Therapien ableiten, bei denen Gber Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptoren der NF-kB-Signalweg gehemmt wird. Folglich wiirde die Dif-
ferenzierung hin zu M2 gemindert, was zur verstarkten Tumorbekdmpfung flihren kénnte
[261]. Ein solch gezielter Eingriff ist aber noch nicht in der Praxis beschrieben worden und
erscheint schwer umsetzbar. F4/80" wird als Marker flir TAM beschrieben [262,263].

Unter der Kombinationstherapie zeigte sich in dieser Arbeit eine signifikante Reduktion der
TAM. Auf der Zelloberflache der TAM werden auch u.a. PD-1 Rezeptoren exprimiert. In Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass die PD-1/PD-L1 Blockade durch anti-PD-L1-AK in vivo zu
einer verstarkten phagozytaren Aktivitat der Makrophagen fuhrte, auch war das Tumorwachs-
tum verlangsamt und es zeigte sich ein verlangertes Uberleben [264]. Diese direkten Effekte
von anti-PD-L1-AK auf TAM kdnnen eine Rationale fiir die signifikante Reduktion der F4/80*
Zellen im Tumormikromilieu darstellen und das verbesserte Uberleben der Tiere — zumindest
partiell — erklaren. Durch die oben genannten moglichen protumoralen Effekte lieRe sich eben-
falls der Uberlebensvorteil bei der Kombinationstherapie erklaren.

Es wird beschrieben, dass fortgeschrittene Karzinome verstarkt MDSC rekrutieren, welche
phanotypisch sehr unterschiedlich aber funktionell ahnlich sind [265,266]. Populationen von
unreifen Gr1* Zellen waren im Mausmodell in der Lage eine CD8" T-Zell-Toleranz auszuldsen,
welche durch Induktion einer Antigen-spezifischen Anergie verursacht wird [267]. In unseren
Versuchsgruppen waren MDSC signifikant herunterreguliert, was ebenfalls zur Verbesserung
der Uberlebenswahrscheinlichkeit gefiihrt haben kénnte. Es gibt Untersuchungen, wonach
Zytokine wie IL10 und IL13 zur Expansion von MDSC fihren [268,269]. Es konnten auch Kor-
relationen zwischen dem Maf3 der F4/80 Expression und hohen MDSC Spiegeln gezeigt wer-
den [270], was sich teilweise auch anhand unserer Daten zeigen lasst. Gerade die Kombina-
tionstherapie scheint hier sehr wirksam zu sein, was deren therapeutische Uberlegenheit zum
Teil erklaren kdnnte.

Infolge der Therapie wurde ein Anstieg der MDSC im peripheren Blut detektiert, welche aber
unter Kombinationstherapie geringer ausfiel. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit PD-L1
und LAG-3 nicht simultan auf dieser Zellpopulation erhoben wurde, kénnen diesbezliglich
keine weiteren Aussagen getroffen werden. Es wird beschrieben, dass PD-L1 hochreguliert
wird und LAG-3 abnimmt [271].
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Im Milzgewebe und dem GIT kam es zu einem signifikanten Abfall der MDSC bei der Kombi-
nationstherapie. Auch in der Fluoreszenzmikroskopie des Tumorgewebes zeigte sich eine
signifikante Reduktion der MDSC, auch hier am starksten bei der Kombinationstherapie. Ver-
mutlich ergab sich dort, durch die vielfaltigen und moglicherweise synergistischen Interaktio-
nen, eine Repression der MDSC.

Die sich vom Knochenmark ableitenden CD11c* DC kénnen gewebsspezifische Antigene auf-
nehmen und naiven CD8* T-Zellen prasentieren [267]. Diese waren im Tumorgewebe am
starksten und signifikant unter Kombinationstherapie erhéht und kénnten zum Therapieeffekt
beigetragen haben.

In der Gesamtschau unserer Ergebnisse zeigt sich ein vielfaltiges Bild. Anhand verschiedener
immunologischer Parameter lielen sich denkbare Korrelate und Erklarungsansatze fiur die
besseren klinischen Ergebnisse der Kombinationstherapie aufzeigen. Es stellt sich eine Kom-
bination aus immunsuppressiven und -stimulatorischen Aspekten der Immunantwort dar. Dies
verhalt sich konkordant zu aktuellen Studienergebnissen, wonach es antagonistische Effekte
zu geben scheint [272]. Wir konnten einen Trend zur Zunahme von CD8* Zellen und einen im
Vergleich niedrigeren Anstieg von CD4" Zellen feststellen. Dies steht kontrar zu anderen Stu-
dienergebnisse, bei denen neben CD8" vor allem die CD4"* Zellen starker anstiegen [273,274].
Der vor allem bei der Kombinationstherapie signifikante Anstieg von CD8" Zellen unterstreicht
die Immunogenitat MIh17--assoziierter Tumoren [273]. Ebenfalls scheint die angewandte kom-
binierte Immuntherapie mit den gezeigten molekularen Antworten den hoch-immunologischen
Aspekt des MSI-CRC zu bestatigen. Die kombinierte Immuntherapie erscheint im Lichte der
Ergebnisse als vielversprechender und aktuell intensiv beforschter Ansatz [236,275]. Gerade
die Kombination mit Vakzine erscheint zur Verstarkung der Immunantwort sinnvoll [275]. Auch
konnte gezeigt werden, dass es nicht auf die Quantitat, sondern die Qualitat der Antigene
einer Vakzine ankommt [276]. Ein auch von uns genutztes Tumorlysat aus A7450 Allograft
zeigte dort ein verbessertes Ansprechen sowie Uberlegene klinische Endpunkte im Vergleich
zu einer anderen Zelllinie [276]. Die Fahigkeit zur Induktion einer robusten und anhaltenden
Immunreaktion u.a. mittels Aktivierung einer stabilen T-Zell-Antwort sowie einer Modifikation
des Tumormikromilieus erscheint essentiell. Die Effektivitat der Vakzine liel3e sich mdglicher-
weise weiter verbessern. Zum einen ware eine Kombination mit Adjuvantien denkbar, um eine
verstarkte Immunstimulation zu gewahrleisten. Zum anderen ware eine Kombination verschie-
dener Lysate denkbar. Hierbei kommt es, wie oben ausgeflhrt, nicht unbedingt auf die Menge
an, sondern auf deren Immunogenitat. Ein ideales Tumorantigen ware eines, welches stark
und maoglichst exklusiv im Tumorgewebe mdglichst vieler Organismen exprimiert wird, um die

Toxizitat zu minimieren.
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6.4 EFFEKTE AUF DIE MSI

Eine direkte Konsequenz von MSI ist die Akkumulation von gDNA-Mutationen, welche haufig
Mikrosatelliten betrifft und folglich zu einem MSI Phanotyp fuhrt. Die MSI betrifft Mono- sowie
Dinukleotid-Wiederholungen sowohl in murinen Tumoren wie auch bei Patienten mit Lynch
Syndrom [277]. Es gibt jedoch Anzeichen, dass die Mutationsfrequenz bei Msh2-defizienten
Mausen héher ist, als bei Pms2-defizienten. Dabei zeigten sich zwischen beiden Gruppen
dezente Tendenzen zugunsten zum uberwiegenden Vorkommen von Deletionen oder Inser-
tionen, was zu unterschiedlichen Tumorspektren filhren kann. Diese Mutationsvariationen
koénnten auch Differenzen erklaren, welche bei MSH2 und PMS2-Keimbahnmutationen zu be-
obachten sind [278]. Es gibt Unterschiede im MSI Phanotyp von murinen und humanen Tu-
moren. Zunachst kann dies an der kurzeren Lebenszeit von MMR-D Mausen im Vergleich zu
Patienten und an Umweltfaktoren wie Ernahrung und modifier-Genen liegen. Auch manifes-
tiert sich der GIT an verschiedenen anatomischen Orten: beim Menschen ist oft das Kolon
betroffen, bei murinen GIT der Dinndarm [277]. Es wird vermutet, dass die kodierenden Mo-
nonukleotid-Wiederholungen weniger anfallig sind fir Mutationen [277]. Ebenso wird vermu-
tet, dass bei MMR-knockout Mausen eher eine MSI-L zu beobachten ist, im Vergleich zu
MSI-H beim Menschen. Dies kann eventuell durch weniger sensitive murine Dinukleotid-MSI-
Marker zu erklaren sein, welche haufig eingesetzt werden [277]. Die Nutzung einer Kombina-
tion aus Mono- sowie Dinukleotid-MSI-Marker wird als sensitiver beschrieben [279], da Mo-
nonukleotid-Wiederholungen bei MSI unspezifischer sind [280]. Gerade CA. Primer wie
D1Mit79 zeigten geringere Sensitivitaten [279]. Daher wurde in dieser Arbeit eine Kombination
aus Mono- sowie Dinukleotid-MSI-Marker genutzt.

Wie im Abschnitt 5.3 dargestellt, traten unter den untersuchten kodierenden MSI-Marker vor
allem bei Kcnma1, Ercc5, Rfc3, Akt3, Clock sowie I11f9 haufig Abweichungen vom Wildtyp
auf. Hierbei ist es schwierig zu eruieren, welche der Mutationen zuerst auftraten und ob die
Mutationsreihenfolge bedeutsam als Treiber flr die Tumorgenese ist.

In neueren Ansatzen, bei denen mit next generation DNA sequencing gearbeitet wird, konnte
gezeigt werden, dass dadurch die Sensitivitat bei der Erkennung von MSI weiter steigt [53].
Mutationen in MSI target-Genen wie Spen, welche in Kontrolltumoren haufig auftraten, waren
nach der Therapie nicht mehr nachweisbar. Dies kdénnte darauf hindeuten, dass entspre-
chende Klone durch die Therapie gezielt eliminiert wurden. Dies war haufiger bei der Kombi-
nationstherapie zu beobachten. Bestimmte (aggressive) Sub-Klone kénnten durch die Kom-
binationstherapie eliminiert worden sein und dadurch ebenfalls das bessere Uberleben erkl-

ren.
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6.5 WEITERE MOGLICHE THERAPEUTISCHE ANGRIFFSPUNKTE

In einer bereits 2009 durchgefuhrten systematischen Metaanalyse mit 3.690 eingeschlosse-
nen Patienten wurde geschlussfolgert, dass eine adjuvante Chemotherapie bei MSI-H keine
Uberlebensvorteile bietet und MSI-H folglich ein pradiktiver Marker fiir eine Chemoresistenz
ware [281]. Weiteren klinischen Studien zufolge sprechen MMR-D-assoziierte CRC schlechter
auf eine 5-Fluorouracil (5-FU)-basierte Chemotherapie an als MMR-profiziente Tumoren [17].
Einer der Grinde hierfur kdnnte sein, dass die Tumor-Stammzellen durch Resistenzen oder
molekulare Variationen nicht vollstandig eliminiert werden [282]. Es wird berichtet, dass im
murinen CRC Zellkulturmodell PD-L1 nach 5-FU Therapie hochreguliert wird, was zur Unwirk-
samkeit der andauernden 5-FU Therapie beitragen konnte. Es wird diskutiert, dass eine Blo-
ckade der PD-1/PD-L1 Interaktion diesem Effekt entgegenwirken koénnte [113]. Eine Reihe
von klinischen Studien wurden hierzu kirzlich durchgefiihrt [283-286]. Auch gibt es erste An-
satze zur Gabe von Tumorvakzine, welche gut vertraglich waren und zu einer steigenden
Anzahl an zirkulierenden CTL und erhdhter Lebenserwartung fuhrten [103,173]. Dies er-
scheint schlissig durch die im Abschnitt 6.3 diskutierten Aspekte. Interessanterweise flihrte
eine Phase lll Zulassungsstudie zu Ipilimumab (anti-CTLA-4-AK) mit 676 Patienten zur Er-
kenntnis, dass eine Kombination von Ipilimumab mit einer Glykopeptid-100-Vakzine zu gerin-
gen aber signifikanten unerklarlichen Verschlechterungen der Krankheitskontrolle fihrte [287].
Auch ware eine 5-FU Therapie zusammen mit einem ICI eine denkbare Option.

Es wurde in dieser Arbeit eine Gesamttumor-Vakzine eines MIh17-A7450 Allografts verwandt,
was im Abschnitt 4.1.2 naher erlautert wurde. In einer parallelen Studie wurden zwei unter-
schiedliche Vakzine aus MIh17-abgeleiteten Zelllinien eingesetzt und deren therapeutisches
Potential in vivo eruiert. Die Zelllinie 328 wurde aus einem ultra-hypermutierten GIT mit ag-
ressiver Wachstumscharakteristik etabliert. Die Zelllinie A7450 T1 M1 hingegen wurde nach
Allografting des dazu gehoérigen Primarius 7450 ex vivo etabliert. Im Rahmen dieser verglei-
chenden Analyse zeigte sich, dass Tumoren, die das 328 Vakzin enthielten, schneller progre-
dient waren, als Tumoren, die mit dem A7450 T1 M1 Lysat vakziniert wurden. Ersteres flihrte
Uberdies zu einem signifikant verminderten medianen Uberleben [176,276]. Parallel dazu
wurde auch eine, dem hier verwendeten Allograft A7450 abgeleitete Zelllinie als Vakzin in vivo
eingesetzt. Diese Zellllinie entstand aus einem hypermutierten GIT, mit jedoch deutlich gerin-
gerer Mutationslast (A7450: 39 Mutationen/Mb vs. 328: 943 Mutationen/Mb) [125]. Dies un-
terstreicht die Relevanz der Tumorantigenqualitat gegenuber der reinen Quantitat.

Die Nutzung von Zelllinien gegenuber Allografts zur Vakzine-Herstellung bietet verschiedene
Vorteile: Zum einen dienen sie als unlimitierte Quelle fir Neoantigene. Zum anderen ist eine
standardisierte Herstellung der Vakzine im gro3en Mal3stab gewahrleistet und kostenglinstig
umsetzbar [276,288].
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Es konnte gezeigt werden, dass nicht die Menge an Antigenen, sondern deren Immunogenitat
fur die Immunreaktion von grof3er Bedeutung ist — wie bereits erwahnt [276]. Auch konnte
gezeigt werden, dass die Kombination aus ICI und low-dose Chemotherapie einen Uberle-
bensvorteil brachte. Mdglicherweise kdnnte eine low-dose Chemotherapie die Reaktivierung
des Immunsystems gegen den MIh17 Tumor unterstiitzen.

Neben der in unserer Arbeit genutzten Gesamttumor-Vakzine, ware eine Kombination oder
ein Wechsel auf eine Peptid-basierte Vakzine denkbar. Ziel jeder Tumor-Vakzine ist u.a. die
Proliferation und Aktivierung von T-Zellen, vor allem von CTL, welche die Tumorzellen spezi-
fisch erkennen und eliminieren kdnnen. Peptid-basierte-DC-Vakzine sind bereits seit Gber 15
Jahren in der (pra)klinischen Forschung [289,290]. lhnen wird eine wichtige Rolle in der Im-
muntherapie zugeschrieben. DC sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen und besit-
zen folglich die Fahigkeit, Peptide wie Tumor-spezifische Antigene effizient dem Immunsys-
tem zu prasentieren. Sie bieten die Mdglichkeit Tumor-spezifische T-Zell-Immunantworten
auszuldsen. Dies geschieht Uber die Erkennung und Elimination von Peptid-basierten Anti-
genfragmenten in Tumorzellen [291]. Sie stellen ein breites Spektrum an (potentiell) immuno-
logisch relevanten MHC-Klasse l/ll-restringierten Antigenen zur Verfligung. Somit kdnnen so-
wohl CD4*, als auch CD8*-vermittelte T-Zellantworten initiiert bzw. praformiert werden. Supp-
rimierte Immunantworten kénnten verstarkt werden [292—-297].

In bisherigen Studien wurde haufig das karzinoembryonale Antigen genutzt, um tumorassozi-
ierte Antigen-spezifische CTL zu induzieren [298]. Leider ergaben sich - trotz vielversprechen-
der Effekte im Tiermodell [299] - nur in einem kleinen Teil der behandelten Patienten klinische
Verbesserungen [289,290]. Dies kdnnte eventuell auch an fehlenden oder nicht ausreichen-
den Adjuvanzien liegen [300]. Neuere Ansatze mit personalisierten Peptiden sind erfolgver-
sprechend [301,302]. In unserer Arbeitsgruppe wird auch erwogen, auf eine Peptid-basierte
Vakzine umzusteigen. Ein Grund hierfur liegt in der Tatsache, dass der flr unser angewandtes
Gesamttumorlysat benétigte 7450-Klon endlich ist.

Es gibt auch praventive Ansatze von DC Vakzine beim murinen pankreatisch-duktalen Adeno-
karzinom. Hierbei wurden ex vivo allogene DC-Vorlauferzellen mit Tumorantigenen beladen.
Dabei ergab sich klinisch ein verlangertes Uberleben, geringeres Tumorvolumen, vermehrte
Tumorzell-Apoptose und es waren vermehrt CD8"* T-Zellen nachweisbar [303]. Neu an diesem
Ansatz war die intraperitoneale (i.p.) Applikation in héherer Dosierung mit praventiven Effek-
ten, so dass eine adjuvante Therapie denkbar ware. Leider gab es in der Studie keine Zytokin-
Evaluation, auch fehlte ein direkter Vergleich der i.p. Applikation mit anderen Applikationsfor-
men [303]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass DC-Vakzine auf diesem Weg
die abdominellen Lymphknoten besser erreichten und dadurch die Absorption der DC gestei-
gert werden konnte. Dies erscheint insbesondere bei groRen Mengen an zu applizierenden

DC vorteilhaft [304]. Folglich kdnnte in zukiinftigen Versuchsansatzen eine Anderung bei der
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Applikationsform mdglicherweise zu verbesserten Ergebnissen flihren. Einerseits kdnnte die
s.c. Injektion durch eine i.p. Injektion ersetzt werden. Andererseits ware auch eine intratumo-
rale (i.t.) Applikation denkbar [305-309]. Diese stellt jedoch aufgrund der anatomischen Lage
des Darms eine besondere Herausforderung dar und ist daher eher bei oberflachlich lokali-
sierten Tumoren, wie dem malignen Melanom vorstellbar. In den bislang durchgefiihrten Stu-
dien konnte die Sicherheit und Wirksamkeit durch Steigerung von spezifischen Zytokinen und
T-Zellen, sowie eine Uberlebenssteigerung infolge i.t. Injektion gezeigt werden [306,309].
Mittlerweile befinden sich ICl im Zentrum der Forschung, eine Kombination aus beiden Ansat-
zen erscheint sinnvoll [310]. In einer 2019 in Oncoimmunology [311] verdffentlichten Studie
wurde eine Dreifachtherapie von anti-PD-L1, anti-OX40 (CD134) AK [312] und GVAX™ im
murinen Glioblastommodell untersucht. Fur eine bessere Standardisierung der Vakzine und
um Schwierigkeiten bei der Etablierung einer Primarkultur autologer Tumorzellen fir die
Transduktion zu umgehen, wurden autologe Tumorzellen durch allogene Karzinomzellen ei-
ner Zelllinie genutzt. GVAX™ ist ein Vertreter dieses Ansatzes, es besteht aus Gesamttumor-
lysat. Hierbei werden bestrahlte allogene Tumorzelllinien durch eine virale Transfektion gene-
tisch so modifiziert, dass sie Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktoren sezer-
nieren. Durch eine folgende Radiatio wird eine unkontrollierte Zellteilung unterbunden. Dieser
Ansatz fiuhrte zu signifikanten Therapieerfolgen mit Langzeitheilung aller Versuchstiere der
Therapiegruppe [311]. Glioblastome unterscheiden sich in vielen Punkten vom CRC, u.a. in
einer niedrigen TMB und Immunogenitat. Benefizielle Effekte einer Kombinationstherapie sind
allerdings bei der Behandlung eines CRC vorstellbar, wie im Abschnitt 6.3 diskutiert.

Eine Kombinationstherapie von monoklonalen anti-CTLA-4-AK mit anti-PD-1-AK bei humanen
Melanomen flhrte zu signifikanten klinischen Verbesserungen [313]. Es wird angenommen,
dass gleichartig auf die T-Zell-Aktivierung wirkende Agenzien synergistisch wirksam sein kdn-
nen [311]. Ebenso fihrte die Kombinationstherapie von anti-CTLA-4-AK mit anti-PD-1-AK
beim epithelialen Ovarialkarzinom zu einer verbesserten Ansprechrate. Die progressionsfreie
Uberlebenszeit konnte ebenfalls verlangert werden [314]. In weiteren klinischen Studien
zeigte sich ein gutes Ansprechen einer Kombinationstherapie [313,315,316]. Weiterhin gibt
es Uberlegungen, inwieweit eine Kombinationstherapie als Induktionstherapie stattfinden
kénnte und dann mit einer besser vertraglichen Monotherapie mit anti-PD-1-AK fortgefuhrt
wird [314]. Leider wurden bei Kombinationstherapien vermehrt schwere Nebenwirkungen fest-
gestellt, insbesondere Erhohung von Pankreasenzymen. Dies zeigte sich auch in einer klini-
schen Studie mit 119 Fallen von MSI-H CRC, hier traten bei 32 % der Patienten schwere
Nebenwirkungen auf [317]. Zugleich war der Effekt nicht langanhaltend.

Bei unserem Ansatz der Kombination mit der Vakzine haben wir teilweise ein Langzeitiberle-

ben erzielt, toxische Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.
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Daruber hinaus gibt es Ansatze, DC mit Tumorzell-assoziierten Antigenen zu beladen und
somit gleichzeitig mittels einer Vielzahl an tumorassoziierten Antigenen CD4" und CD8" T-
Zellantworten zu initiieren [318]. Dies ware zumindest theoretisch effektiver als eine Peptid-
basierte-DC-Vakzine. Die Vakzinierung mit vollstandigen attenuierten Tumorzellen hat den
Vorteil, dass nicht Einzelantigene, sondern das gesamte antigene Repertoire einer Zelle als
Immunstimulanz eingesetzt wird.

Neuere Forschungen zu DNA-Vakzine bei CRC in Phase | Studien zeigten nur wenige Ne-
benwirkungen [319]. Bei einer DNA-Vakzine wird ein Plasmid mit einem modifizierten karzi-
noembryonalen Gen eingebracht. Dies zeigt eine starke immunstimulierende Wirkung. Vor
allem CTL werden dabei starker stimuliert als durch Vakzine aus Gesamttumorlysat oder Pep-
tiden [320,321].

Bei der von uns genutzten Kombinationstherapie zeigte sich eine mogliche immunstimulie-
rende Wirkung, u.a. durch verstarkte Tumorinfiltration von CTL im Vergleich zur reinen anti-
PD-L1-Therapie. Vor diesem Hintergrund werden zunehmend Kombinationsstrategien (pra-
)klinisch evaluiert. Ein wesentlicher Vorteil dieser Form der Immuntherapie ist deren sichere
und vergleichsweise nebenwirkungsarme Anwendbarkeit. Daraus ergeben sich verschiedene
Méglichkeiten fur den Einsatz multimodaler Therapiekonzepte, wie z.B. die Kombination mit
niedrig-dosierter Chemotherapie. Die Rationale hierfur basiert auf der Beobachtung, dass be-
stimmte zytostatisch wirkende Substanzen, wie z.B. das Nukleosidanalogon Gemcitabin po-
sitive Effekte haben. Durch Induktion von immunogenem Zelltod kann sowohl eine Th1-Pola-
risation unterstitzt werden, als auch direkt die Immunogenitat von Tumorzellen durch ver-
starkte Antigenprasentation und Interaktion mit PD1/PD-L1 erhéht werden [103-105,322].
Daruber hinaus gibt es Hinweise auf einen dhnlichen Wirkmechanismus bei dem Einsatz so-
genannter Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitoren (Cyclin-dependent Kinase inhibitor; CDKIi).
Diese wurden urspringlich als antineoplastisch wirkende Zellzyklusregulatoren entwickelt
[322-324]. So konnte kurzlich gezeigt werden, dass der selektive CDKi 4/6 Abemaciclib, so-
wie der Pan-CDKi Dinaciclib das Tumormikromilieu durch gezielte T-Zellaktivierung moduliert.
Diese Effekte wurden durch die Kombination mit einem anti-PD-L1-AK verstarkt [322,325].
Diese Beobachtung erdffnet einen ganz neuen Ansatz in der Immuntherapie — insbesondere
fur Tumoren, welche nur bedingt auf eine alleinige ICl ansprechen.

Nach neueren Studien gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass Abemaciclib eine verstarkte T-Zell
Aktivierung und verstarkte Antigenprasentation von Tumorzellen bewirkt [105,326]. Dieser An-
satz der Kombination mit CDKi kénnte in folgenden Untersuchungen in Erwagung gezogen
werden.

Weiterhin gibt es Zytokin-basierte Therapieansatze, welche auf die Steigerung der Proliferati-
onsrate sowie der Uberlebenszeit von Effektor-T-Zellen zielen. Erste Ansatze umfassten
Hochdosis-IL2 Gaben mit etwa 15 — 20 % Ansprechrate [327,328]. Diese Ansatze wurden
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weiter verbessert durch eine Kombinationstherapie mit Peptid-basierter Vakzine [329,330].
Dabei limitierten allerdings die Nebenwirkungen wie vaskulare Leakage oder Hypotension die
Therapie. Durch die Hochdosis-IL2 Therapie waren auch potentiell suppressiv-wirkende
CD4*CD25" Foxp3* Treg im Tumor vermehrt, was die limitierte Wirkung der Therapie erklaren
konnte [331,332]. Es konnte in weiteren Studien mit murinen Kombinationstherapien gezeigt
werden, dass eine Kombination aus Zytokin-basierten Therapieansatzen mit Vakzine und anti-
PD-L1 Gabe im CRC-Tumormodell synergistisch wirken. Dabei konnte keine dosisabhangige
Toxizitat nachgewiesen werden [332], was im folgenden Abschnitt 6.6 weiter diskutiert wird.
Die vielfaltigen im Abschnitt 6.3 diskutierten Aspekte und Effekte infolge der von uns durch-
geflihrten Kombinationstherapie fiigen sich konkordant zu diesen positiven Studienergebnis-
sen.

In einer kurzlich publizierten Arbeit wurde gezeigt, dass nur rund zehn Prozent der Tumor-
infiltrierenden CD8* CTL in humanen Tumoren (u.a. mit MSS CRC) tatsachlich tumorreaktiv
sind [333]. Bei zwei von vier Patienten konnten trotz T-Zell-Infiltration keine Reaktivitaten
nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht, dass die intrinsische T-Zell-Antwort sehr variabel
sein kann und abhangig vom T-Zell-Rezeptor-Repertoire ist [333]. Mdglicherweise fehlte die
T-Zell-Antwort, da sich das Antigen veranderte oder ein MHC-Allel fehlte, was bei drei von vier
Tumoren nachweisbar war. Dies kdnnte kausal fur das Therapieversagen einer anti-PD-L1
Therapie sein, daher ware eine Wiederholung solcher Studien mit grof3eren Kohorten win-
schenswert. Es kénnte von entscheidender Bedeutung sein, die Variabilitat der T-Zell-Rezep-
toren zu steigern, um das klinische Ergebnis einer entsprechenden Therapie zu verbessern.
In unserer Studie waren CD8* CTL vor allem bei alleiniger Vakzine-Gabe und unter Kombina-
tionstherapie erhéht. In unserer Untersuchung wurde nicht explizit die Reaktivitat der T-Zellen
untersucht. Eine Inklusion dieses Aspektes ist fur folgende Studien ebenfalls winschenswert.
Die ICI Therapie besitzt, wie im folgenden Abschnitt naher erlautert, ein hohes Nebenwir-
kungspotential, demgegenuber wird nicht bei allen Patienten ein Behandlungsvorteil erzielt
[212] und es werden hohe Kosten verursacht. Weiterhin gibt es Ansatze einer Kombinations-
Vakzine, welche sowohl eine PD-L1-Doméane als auch nitrierte T-Zell-Epitope tragt [334].
Diese Studie stellte dabei auch antitumorale Effekte fest [334]. Weiterhin gab es eine ver-
starkte Lymphozyteninfiltration und eine verminderte Anzahl an Trg im Tumor, auch war eine
Hochregulation von PD-L1 im Tumorgewebe feststellbar [334]. Dies kdnnte eine weitere Be-
handlungsoption fur Patienten darstellen, bei welchen eine ICI Therapie nicht wirksam ist.
Hypomethylierende Agenzien kamen bisher experimentell bei der Behandlung von myeloiden
Tumorentitaten und in ersten Ansatzen auch bei der Behandlung von soliden Tumoren zum
Einsatz [335]. Dabei konnte das MLH1 Silencing aufgehoben und Tumor-supprimierende
Gene reaktiviert werden [336—339]. Es wird angenommen, dass neben der DNA Hypomethy-

lierung auch die Hypomethylierung von repressiven Histonen in den Promotor-Bereichen bei
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der Immuncheckpoint-Expression bedeutsam sein kdnnen. Folglich waren sie als diagnosti-
scher Biomarker fur CRC denkbar [340,341]. Hypomethylierende Agenzien sind Cytidin-Ana-
loga, welche die Funktion der DNA-Methyltransferase | einschranken. Dies fuhrt zur passiven
Demethylierung bei sich teilenden Zellen und zur Re-Expression von bedeutsamen Genen
[342]. Eine Niedrigdosis-Therapie kann nachhaltige Veradnderungen der Genexpression be-
wirken. Sie ist vergesellschaftet mit einer verringerten Tumorigenitat und dauerhaften Verrin-
gerung von genomweiten Promotor-DNA-Methylierungen bei Mausen. Eine breite therapeuti-
sche Anwendung lasst sich somit erahnen [336,343]. Diese Therapie scheint auch Tumorzell-
Subpopulationen als Ziel zu adressieren, welche durch herkémmliche Therapieansatze oft
schwer zu therapieren sind. Jene Tumorzell-Subpopulationen, sogenannte Tumor-initiierende
Zellen, stehen im Verdacht, fir eine anhaltende Tumorerneuerung verantwortlich zu sein
[344-347]. Demgegentber treten bei hoheren Dosen ziigig DNA-Schaden, toxische Effekte
und Zellzyklus-Arreste auf [343]. Dies ware ein weiterer denkbarer Behandlungsansatz. Aller-
dings gibt es auch Berichte Uber Resistenzentwicklungen gegenuber hypomethylierender
Agenzien, was mit einer rapiden klinischen Verschlechterung vergesellschaftet ist [348,349].
Als Grund hierfur kdme eine insuffiziente Medikamentenaufnahme durch veranderten Memb-
rantransport, Enzymstérungen durch fehlende Kinasen oder ein verstarkter Abbau durch
Desaminasen in Betracht. Diese Mechanismen kdnnten das Therapieversagen in vitro erkla-
ren [350], als Erklarung in vivo konnten sie noch nicht validiert werden [351]. Erste Studien
belegen, dass auch Vincristin, welches als Chemotherapeutikum bereits bei der Behandlung

des CRC genutzt wird, ahnliche demethylierende Wirkungen aufweist [352].

6.6 MOGLICHE TOXIZITAT BEI DER KOMBINATIONSTHERAPIE

Durch die vergleichsweise niedrige Dosis und geringe Anzahl der Applikationen erwarteten
und sahen wir ein geringes Nebenwirkungsprofil unserer ICI Therapie. Es ist bekannt, dass
Leberveranderungen und -funktionsstérungen eine haufige Nebenwirkung bei der Therapie
von ICl sind [353]. Auch ist belegt, dass die Zahl der CD8" Zellen positiv mit Schaden am
Leberparenchym korreliert [353]. Unter unserer Therapie war die Anzahl an CD8" Zellen im
GIT signifikant erhdht, was einen additiven Effekt bei der Leberschadigung darstellen kdnnte.
Es wird derzeit vermutet, dass diese durch die Immunreaktion-vermittelte Leberschadigung
von den bereits bekannten Medikamenten-induzierten Leberschadigungen zu unterscheiden
ist. In der murinen Leber tragen Hepatozyten, hepatische Adipozyten, sinusoidale Epithelzel-
len sowie Kupffer-Zellen PD-L1-Rezeptoren und waren somit die adressierten Ziele [353]. Die
Kombination von verschiedenen ICI verstarkte in mehreren Studien diese Effekte, deren Ur-
sache aktuell unbekannt ist, eine Potenzierung der einzelnen Effekte wird aber vermutet [353].

Weitere Studien zeigten eine hepatische Komplikationsrate im Bereich zwischen drei und
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acht Prozent bei Gabe von ICI [354,355]. Beispielhaft fihrte die Kombination von Ipilimumab,
einem CTLA-4 Inhibitor, mit dem Indolamin-2,3-Dioxygenase 1-Inhibitor Epacadostat zur sig-
nifikanten Zunahme der Leberschadigung [353]. Ahnliches wurde in klinischen Studien be-
richtet, als CTLA-4 Inhibitoren zusammen mit PD-1 Inhibitoren gegeben wurden [313]. In einer
Ubersichtsarbeit kam es in fiinf Prozent der Falle bei anti-PD-L1 Monotherapie und in 18 %
bei anti-PD-L1/CTLA-4 Kombinationstherapie zu schweren Nebenwirkungen wie abnormen
Enzymwerten [356].

Ein therapeutisches drug management kénnte ber mogliche toxische Medikamentenkon-
zentrationen Aussagen geben. Ein solches wurde in unserem Therapieansatz nicht imple-
mentiert, ware aber eine Option. Auch Leberfunktions- und Enzymkontrollen kénnen ange-
zeigt sein, da Uber Erhéhungen verschiedener Enzyme wie der Aspartat-Aminotransferase /
Alanin-Aminotransferase sowie Blutwerte wie Bilirubin berichtet wird [353]. Zudem wurde be-
schrieben, dass durch ICI Therapie Gene verstarkt exprimiert werden, welche mit einer He-
patozyten-Apoptose assoziiert sind [353]. Eine dahingehende spezielle Analyse kdnnte auch
hieriiber Anhaltspunkte liefern. In einer folgenden Studie ware es denkbar, die ICl und Vakzine
in verschiedenen Dosen zu geben und dabei die Plasmaspiegel der Arzneistoffe und Lebe-
renzyme zu tberwachen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten klinisch keine eindeutigen toxischen Effekte be-
obachtet werden. Allenfalls wurde an einzelnen Tieren beobachtet, dass sich die Nieren in
normaler GroRRe aber in braunlich-schwarzlichen Verfarbungen prasentierten. Eine histologi-
sche Untersuchung der Nieren bzw. Leber der Tiere ware ebenso wie die o0.g. Blutuntersu-
chungen auf Leber-, Nieren- sowie Entziindungsparameter desiderabel. Es liegt eine groRan-
gelegte big-data Analyse von 3.290 zugelassenen Medikamenten und Formulierungen mit
Uber einer Million gemeldeten schweren Komplikationen in den letzten 70 Jahren vor. Dort
wurde im automatisierten Vergleich zwischen Menschen und u.a. Mausen ein generelles
Ubereinstimmen der Vorhersagen hinsichtlich der Toxizitat bestatigt [357]. In einer weiteren
Studie mit geringerem Datenumfang konnte die Konkordanz der Toxizitat zwischen Nagetie-
ren und Menschen lediglich mit 43 % quantifiziert werden [358]. Méglicherweise beruht dies
auf physiologischen sowie biochemischen Unterschieden zwischen den Spezies. Insbeson-
dere Unterschiede bei Liberation, Absorption, Distribution, Metabolismus und Exkretion kdn-
nen hierflr verantwortlich sein [358,359].

In einer Metaanalyse, welche 21 klinische Studien umfasste, konnte festgestellt werden, dass
ICI unabhangig vom Probandenalter gut vertraglich waren. Es konnten aber Unterschiede in
deren Wirksamkeit im Sinne von (Non)Respondern gezeigt werden [360]. Demnach waren
rund 25 % der Probanden bei klinischen Krebs-assoziierten Studien altere Menschen Uber 65
Jahren [361]. 61 % der neuauftretenden Krebsfallen betrafen aber die Uber 65-Jahrigen [361].

Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme wie Organfunktionsstérungen sind maogliche
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Ursachen [358,359,362]. Dieser Aspekt betrifft unsere Arbeit insofern, als dass unsere Mause
bei Tumorgenese mit etwa neun Lebensmonaten schon alter waren. Dabei ist bekannt, dass
mit steigendem Alter die Immunantwort, welche durch die Gabe von ICI induziert wird, abge-
schwacht ist [360].

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Dissertationsschrift die grundsatzliche Wirk-
samkeit der Vakzine-Monotherapie bestatigt und deren bessere Wirksamkeit in Kombination
mit dem anti-PD-L1-AK bei guter Vertraglichkeit aufgezeigt werden. Die Beobachtung, dass
bei 30 % der Tiere, welche die Kombinationstherapie erhielten, eine komplette Remission er-
zielt wurde, ist vielversprechend. Dies ist eine solide Basis flr weiterfihrende Untersuchun-

gen, um den kombinierten Ansatz weiter zu verbessern.
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Das kolorektale Karzinom ist in vielen Landern die zweit- oder dritthaufigste Tumorentitat mit
Uber einer Million Patienten weltweit. Es hat sich gezeigt, dass etwa 15 — 20 % der early-onset
Falle aufgrund von Mismatch-Reparatur Defizienz (MMR-D) entstehen, womit auch das auto-
somal dominant vererbte Lynch Syndrom assoziiert ist. Kausal-molekular fir die Entstehung
Lynch-assoziierter Tumoren sind Keimbahnmutationen in DNA-Mismatch-Reparaturgenen
wie z.B. MutL homolog 1 (MLH1), welche zu einer Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI) fihren. Vor
diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit ein etabliertes murines praklinisches
Modell der spontanen MMR-D-assoziierten Tumorgenese (MIh17- gene knockout Mause) ein-
gesetzt und daran die Wirksamkeit einer kombinierten Immuncheckpoint-Vakzine-Therapie
eruiert. Dieser Ansatz basiert auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, in denen bereits gezeigt wer-
den konnte, dass die alleinige, repetitive Gabe einer Tumorvakzine (aus Lysat eines MIh1”-
gastrointestinalen Tumors) das Gesamtlberleben von MIh1"- Mausen signifikant gegentiber
Kontrolltieren verlangert. Ausgehend von diesen Befunden wurde der Vakzine-basierte thera-
peutische Ansatz um die Gabe des Immuncheckpoint-Inhibitors Atezolizumab (anti-PD-L1 An-
tikérper, dreimalige i.v. Gabe im Abstand von zwei Wochen) erweitert.

Die Mause wurden nach Bestatigung einer Tumorgenese durch eine '®F-FDG-PET / CT Un-
tersuchung randomisiert und entsprechend therapiert. Eine engmaschige Verlaufskontrolle
der Tiere wurde mittels Durchflusszytometrie aus peripherem Blut zur Bestimmung des Im-
munstatus und mittels "®F-FDG-PET / CT zur approximativen Bestimmung der TumorgréRen-
entwicklung durchgefuhrt. Am Versuchsende wurde den Tieren die Milz, der gastrointestinale
Tumor sowie auffallige Lymphknoten entnommen. Aus dem Tumorgewebe wurde einerseits
die gDNA isoliert und daraus mittels Fragmentlangenanalyse von Genen, welche anhand von
Vorversuchen als vielversprechende Marker identifiziert wurden, die MSI bestimmt. Anderer-
seits wurden die Gewebezellen zur Endpunktbestimmung einer durchflusszytometrischen
Analyse unterworfen. Zudem wurde das Tumorgewebe kryokonserviert, um das Tumormikro-
milieu zu erfassen.

Sowohl die Monotherapie mit dem anti-PD-L1-AK und der Vakzine, als auch die Kombinati-
onstherapie fuhrten zur signifikanten Reduktion der Tumorgréf3e und damit einhergehend sig-
nifikanten Uberlebenszeitverlangerung. Das mediane Gesamtiberleben konnte von vier Wo-
chen bei der Kontrollgruppe auf neun bzw. elf Wochen durch die Monotherapie mit dem anti-
PD-L1 Antikérper bzw. der Vakzine gesteigert werden. Bei der kombinierten Vakzine-Immun-
checkpoint-Therapie, betrug das Gesamtiberleben im Median 19 Wochen. Bei 30 % der Tiere
kam es zur kompletten Tumorremission und damit auch zum Langzeitiberleben (>25 Wo-
chen). Die therapeutischen Effekte waren auch auf immunologischer Ebene nachweisbar. Ins-

besondere nach der Kombinationstherapie wurden in der Milz weniger myeloide
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Suppressorzellen, aber auch signifikante Reduktionen der LAG-3" sowie CTLA-4* Zellen er-
fasst. Im Tumorgewebe liel sich ein signifikanter Anstieg der CTL sowie CTLA-4* Zellen fest-
stellen. Die TIM-3* Zellen, sowie myeloide Suppressorzellen, tumorassoziierte Makrophagen
und PD-L1* Zellen waren deutlich reduziert. Dies lasst auf eine erfolgreiche Induktion adapti-
ver immunologische Prozesse schlie3en.

Im Rahmen der weiterflihrenden Untersuchungen wurden relevante kodierende MSI-Marker
identifiziert, welche zur Analyse der MSI herangezogen werden. Als haufig mutierte Zielgene
mit Relevanz fir die Onkogenese muriner Mlh1-assoziierter Tumoren konnten Kcnmaf,
Erccb, Rfc3 sowie Akt3 identifiziert werden. Darlber hinaus wurden signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Therapieschemata festgestellt. Auch waren einige Mutationen im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach Therapie nicht mehr detektierbar, was auf eine erfolgreiche
Elimination jener mutierter Tumorzellklone hindeutet.

Bei einzelnen Tieren im Versuch kam es zu makroskopisch-anatomischen Veranderungen
des Leber- und Nierenparenchyms, welche auch in der Literatur beschrieben worden sind
bzw. aktuell beforscht werden und als Nebenwirkungen gewertet werden kdnnen. Die weitere
Untersuchung dieses Aspektes, die Verwendung von weiteren Vakzine sowie die Kombination
mit weiteren Therapeutika wie z.B. einer niedrigdosierten Chemotherapie kann als Ansatz fir
eine weitergehende Forschung gesehen werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Kombinationstherapie,
bestehend aus repetitiver Vakzine-Gabe und dreimaliger Gabe von anti-PD-L1-Antikorper, zu
einer signifikanten Reduktion der TumorgréRRe, zu einer signifikanten Lebensverlangerung so-

wie zu immunologischen Veranderungen des Tumormikromilieus fuhrt.
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12.2 ABKURZUNGEN

5-FU
8F-FDG
AK
CDKi
CRC
CTL
CTLA-4
DC
DAPI
DNA
gDNA
FACS™
FDC
FDG
ggf.
GIT

KG

ICI

ip.

it

iv.

IL

KG
MDSC
MHC
MLH
MMR
MMR-D
MSI
MSI-H
MSI-L
MSS
NF-kB
NK-Zelle
MLH

5-Fluorouracil
'8F-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose
Antikérper

Cyclin-dependent Kinase inhibitor
colorectal cancer

cytotoxic T-Lymphocyte

cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
denditic cell

4' 6-Diamidin-2-phenylindol
deoxyribonucleic acid

genomic deoxyribonucleic acid
fluorescence activated cell sorting
follicular dendritic cells
2-Fluor-2-desoxy-D-glucose
gegebenenfalls

gastrointestinaler Tumor
Korpergewicht
Immuncheckpointinhibitoren
intraperitoneal

intratumoral

intravends

Interleukin

Kdrpergewicht

myeloid-derived suppressor cell
major histocompatibility complex
MutL homolog
DNA-Mismatch-Reparatur
DNA-Mismatch-Reparatur-Defizienz
Mikrosatelliten-instabil
Mikrosatelliten-instabil high-frequency
Mikrosatelliten-instabil low-frequency
Mikrosatelliten-stabil

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
natdrliche Killerzelle

MutL homolog
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MSH
PBS
PCR
PD-1
PD-L1
PET/CT
RCF
RFU
RT
S.C.
SD
Suv
TAM
T™MB
TIL

wt

MutS homolog

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
programmed cell death 1
programmed cell death-ligand 1
Positronen-Emissions-Tomographie / Computertomographie
Relative Zentifugalbeschleunigung
relative fluorescence unit
Raumtemperatur

subkutan

standard deviation

standardized uptake value
tumorassoziierte Makrophagen
tumor mutational burden
tumor-infiltrating lymphocytes
Wildtyp

12.3 ANTIKORPER

Antikorper Konjugat Spezifitat Klon Hersteller
CD11b FITC Maus M1/70.15.11.5 Immuno Tools
CD11c PE Maus N418 BioLegend
CD152 PE Maus UC10-4B9 BioLegend
CD19 APC Maus LT19 ImmunoTools
CD200R FITC Maus OX-110 BioLegend
CD279 (PD-1) FITC Maus 4F12 Biolegend
CD3 FITC Maus MEM-57 Immuno Tools
CD4 PE Maus GK1.5 Immuno Tools
CDs8 PE Maus LT8 Immuno Tools
CD83 PE/Cy7 Maus Michel-19 BioLegend
Gr-1 PE Maus RB6-8C5 ImmunoTools
IDO-1 APC Maus 2E2/IDO1 BioLegend
LAG 3 PE Maus CoB7W BioLegend
NK 1.1 PE Maus PK136 BioScience
PD-L1 (CD274) PE Maus 10F.9G2 BioLegend
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12.4 PRIMER
Gen Repeat Primer-Sequenz [5’>3’] ProduktgroRe
[BP]
AA003063 Aoj F: 6-FAM-ACGTCAAAAATCAATGTTAGG 87
R: CAGCAAGGGTCCCTGTCTTA
AC096777 To7 F: 6-Fam-TACAGAGGATTGTCCTCTTGGAG 138
R: GCTGCTTCACTTGGACATTGGCT
Bat24 Aoy F: 6-Fam-CATAGACCCAGTGCTCATCTTCGT 98
R: CATTCGGTGGAAAGCTCTGA
Bat26 Aogg F: 6-Fam-TCACCATCCATTGCACAGTT 134
R: CTGCGAGAAGGTACTCACCC
Bat30 A3p F: Hex-ATTTGGCTTTCAAGCATCCATA 82
R: GGGAAGACTGCTTAGGGAAGA
Bat59 Asg F: Hex-GTAATCCCTTTATTCCATTTAGCA 189
R: GGCTCACAACCATCCGTAACAAGA
D1Mit79 CA31 F: TAMRA-GACCTGGAAGTTGGAAACCA 150
R: TGATCCAGAACCTCTGCCTT
D15Mit93  CA32 F: TAMRA-AAGAATTGGGGTGGGTAAGG 144
R: CATGTGCAGAATACTTACACATATGC
L24372 Aoz F: TAMRA-GGGAAGACTGCTTAGGGAAGA 90
R: ATTTGGCTTTCAAGCATCCATA
U12235 Aoy F: Hex-GCTCATCTTCGTTCCCTGTC 86
R: CATTCGGTGGAAAGCTCTGA
Gen Repeat Primer-Sequenz [5°>3’] ProduktgroRe
[BP]
Apc Ag F: FAM-ATTTCTCTGGATCGCCTTT 189
R: GCGAATCTTTCCCGTAATCA
Tmem60 Ag F: FAM-CTTTGACCCTCGACATGGAT 164
R: CAGCCAGTAAGGCCCATAAA
Senp6 Aq1 F: HEX-GCTGTGACTGATTCGAGTGC 177
R: GCCATTCTCACTTTGGGTTC
Phactr4 A10 F: TAMRA-ATCTTCAAGCCGTGGAAATG 185

R: TTTAATGCAGCAGGCTCAG
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Aste1

Mdm2

Fasl

Kit

Rasal2

Tcf712

Bend5

Asnsd1

Nktr1

Acvr2a

1118

Supt16

C8a

Grb14

Kcnma1

Ptpn21

Rfc3

Sdccag1

A10

A10

A10

A11

F:
- AGGCTGGCAACCTTTTTCTT

- TAMRA-CGCAGGACAAAGACGAGAGT
cTCATTTGGATTGGCTGTCTG

" TCACCAACCAAAGCCTTAAAGT

- TCCCTGTTAAATGGGCCACA

' TCAGCCTGACGTGCATTGAT

- AGAACTCGTGAGGCCATTGC

P u B 1 B« A+ N> I o v« A N o A o N> w I > v N =« o > v A o = w N > « A > N o O« A > w I 1 "« A 3 B B 3 B> v

GAAGCCTGGTCCACAGACTC

FAM-CAAACTGGCGACCAGTCACAC

- TAGCCTTCCACCTCTTCATAGCA

" HEX-CACCTTGTATGTAGCGAACGCA
- TCAACTTGCCGTGAGCATTAGA

' FAM-CTGGGGAACAGATGTTCTGA

: CTCTGACGATGCTGAGCTTG

AGTGAAGCAAGGTTGTTGGC

: GCCCTCACAGCAACAAAAGT

" HEX-GCGAGACACTCTGATGGTCA
:TGTCTTCTGCAATGTTTCTGC

- Tamra-GTTGCCATTTGAGGAGGAAA
: CAGCATGTTTCTGCCAATAATC

' GGACACTTTCTTGCTTGCCA

: TCCCCACCTAACTTTGATGTAAG

" FAM-TGAGAAAGTTCGGCATAGCA

- AGAAGGATCTGCCCCAGCTA

" TAMRA-CCTGGCGGATACTTCAATCT
: ACACCAGCTGAGTGGGACTT

" GCATTTGCAGCTTTTCAGTG
:CGTCCTGCTCTGCTCTTCTT

" TGACGTCACAGATCCCAAAA

" TAACAAGGGGTCATGCCTCA

' FAM-TTTGAAAGGTGTCTGGGTACG
- CGCTCTGGTGGACACTTCTT

" HEX-TTGGCAGTAGTGATTTGGTGA
- AGGAGCAGTTTACCTGGGATT

- FAM-GCATAGGCTGACAGGCTGAGAT
: TGCCAGCATTGAGAACAGTGAT

199

198

59

108

119

113

83

95

109

124

85

100

147

157

176

165

132
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Casc3

Mdc1

Akt3

Spen

1119

Clock

Dnajc2

Tgfbr2*

Mih1

Maus

Ag

A4GAy

F: TAMRA-TGTCACACTTCCATAGAAACACACC

R: GAGGACTCCCCAGCCGGT

F: HEX-GAAAGGCTGGTTGCTTCTTG
R: ACTGATGATCTCGCCCATCT

F: GGGCCAGATGATGCAAAAGA

R: ACATCTTGCCAGTTTACTCCAG

F: GGTGTTTTGCTGAGGGAAGG

R: AGGATCCTGGCAGTCTTTGG

F: GCACCAGAACAAGATCACGA

R: CCAGCTCTCTCGTGTTCCAT

F: TGTTAGAGGCTCTTGATGGTTT

R: ACTTCCATCTGTCATGATCGC

F: CAAGTGTTTTCTCCAGTGTTTGA
R: CGAGGAGTTCATATCACCAAGC
F: CATTACTCTGGAGACGGTTTGC

R: TCGTTGCACTCTTCCATGTTAC

F: TGT CAA TAG GCT GCC CTA GG
R1: TGG AAG GAT TGG AGC TAC GG
R2: TTT TCA GTG CAG CCT ATG CTC

140

188

65

129

87

50

84

153

500 knockout

350 wt

350 + 500

heterozygot

*(189); # Originalprimer aus PCR Protokoll NCI mouse repository (strain number. 01XA2)
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12.5 THESEN

1.

10.

11.

12.

13.
14.

Die Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms (CRC) verlauft langsam und stufenweise,
mit fortschreitender Akkumulation (epi)genetischer Veranderungen.

Bei funf bis zehn Prozent aller CRC-Patienten liegt eine hereditare Ursache der Erkrankung
zugrunde. Das Lynch Syndrom ist dabei das haufigste Tumorpradispositionssyndrom (ca.
zwei bis drei Prozent aller CRC-Falle).

Monoallelische Keimbahnmutationen in einem der DNA Mismatch Reparatur (MMR)-Gene
(v.a. MLH1 und MSH2) sind oft Ursache des Lynch Syndroms.

Biallelische Keimbahnmutationen in einem der MMR-Gene bedingen die seltene konstitu-
tionelle MMR-Defizienz (MMR-D).

Ein diagnostischer Marker fur MMR-D-assoziierte Tumoren ist die Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI).

Charakteristisch fir MMR-D-assoziierte Tumoren ist eine hohe Abundanz an Immuncheck-
pointmolekilen wie PD-1 und PD-L1.

MMR-D-assoziierte Tumoren sind aufgrund der hohen Immunogenitat und histologischen
Besonderheiten besonders geeignet fir eine Immuntherapie mit monoklonalen Antikérpern
wie z.B. Atezolizumab.

MIh17- M3use zeigen einen starken Tumorphanotyp und sind geeignete praklinische Tu-
mormodelle fur die Erforschung der MMR-D.

Eine kombinierte Immuntherapie mit Atezolizumab sowie Tumorlysat steigert die Uberle-
benswahrscheinlichkeit und verandert das Tumormikromilieu auf immunologischer Ebene
u.a. durch Stimmulation und Modulation von Immunantworten.

Die kombinierte Immuntherapie mit Atezolizumab sowie Tumorlysat ist der Monotherapie
therapeutisch hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit Uberlegen.

Die Erforschung der spezifischen immunologischen Mechanismen im Tumormikromilieu ist
essenziell, um weitere moégliche Angriffspunkte flr eine Immuntherapie zu identifizieren
und deren Effektivitat zu steigern.

Die vergleichsweise niedrige Dosis und geringe Anzahl der Medikamenten-Applikationen
minimieren die Nebenwirkungen der Therapie.

Ein Monitoring mittels '"®F-FDG-PET / CT objektiviert den Therapieerfolg makroskopisch.
Die Identifikation MSI-spezifischer Zielgene der murinen MIh1-Tumorgenese hilft, die Me-
chanismen der Tumorgenese besser zu verstehen und schafft die Grundlage fur prospek-

tive Peptid-basierte therapeutische Ansatze.
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12.6 LEBENSLAUF

Personliche Daten
Name:

Kontakt:

Geburtsdatum und -ort;

Familienstand:

Schulische Ausbildung

1992-1998
1998-2002
2002-2005

Grundwehrdienst
08/2005 - 10/2005
10/2005 - 02/2006

Studium
10/2006 - 03/2011
ab 10/2016

Weiterbildung
04/2010 - 10/2010

07/2010

09/2011 - 09/2013
10/2016 - 11/2016
09/2017

03/2018
01/2019
08/2019
12/2020

Steffen Hahn, geb. Kuntoff
Ldneburger Stralle 13
18057 Rostock, Deutschland
(0049) 171 / 3875523
steffenkuntoff@gmx.de
12.05.1986, Spremberg

verheiratet

Grete-Walter-Grundschule Sellessen
Gymnasium Welzow

Gymnasium Spremberg, Abschluss: Abitur (1,9)

Grundwehrdienst in Storkow, Feldjager
Wehrpflichtiger, Tatigkeit als Fernmelder im Postamt des

EinsatzfUuhrungskommandos der Bundeswehr in Potsdam

Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald, Zahnmedizin

Universitat Rostock, Humanmedizin, Semestersprecher

Teilnahme am Curriculum ,zahnarztliche Hypnose® der deut-
schen Gesellschaft fur zahnarztliche Hypnose e.V.
Teilnahme an Seminaren in Timmendorfer Strand u.a.
.Korpersprache — im Umgang mit Patienten und Mitarbeitern®
Ausbildung zum Rettungsassistenten

Seminar ,Konfliktmanagement® (Prof. Dittmer)

Teilnahme am 17. Rostocker Praparierkurs zu Lid-Tranen-
wegs- sowie Orbitalchirurgie (Prof. Wree et Linemann)
Seminar ,Erfolgreich mit Persdnlichkeit® in Erfurt

Seminar ,schneller lesen” in Hannover

Seminar ,Prasentieren — Uberzeugen — Begeistern® in Berlin
Teilnahme am WONCA / DEGAM Jahreskongress
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03/2021

Berufliche Laufbahn

11/2013 - 08/2016

Stipendien
10/2016 - heute
03/2020 — heute

Engagement
04/2011 - heute
10/2014 - heute

Sprachkenntnisse
Deutsch

Englisch

Latein

Russisch

Spanisch

Chinesisch

Teilnahme am arriba Symposium ,personalisierte Medizin*

Anstellung als Rettungsassistent beim DRK Rostock

Stipendium der Stiftung Begabtenférderung berufliche Bildung
Stipendium der deutschen Stiftung fir Allgemeinmedizin und

Familienmedizin (Nachwuchsakademie der DESAM)

Mitglied bei ,Astronomischer Verein Rostock e.V."

Mitglied im Verein ,Junge Opernfreunde Hamburg e.V.“

Muttersprache

FlieRend (Unicert Il Zertifikat 2011)
Latinum

Grundkenntnisse

Grundkenntnisse

Grundkenntnisse (gesprochene Sprache)
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