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EINLEITUNG

L. Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen der Welt mit 1,9
Millionen Neuerkrankung jahrlich (Stand 2020)'. In Deutschland betragt der Anteil des
kolorektalen Karzinoms an allen Krebsneuerkrankungen bei Frauen 11,5 % und bei Mannern
12,8 % (Stand 2017/2018)%. Das Risiko an einem KRK zu erkranken erhoht sich mit
steigendem Alter. So lag das mittlere Erkrankungsalter 2017/2018 in der weiblichen
Bevolkerung bei 75 und in der mannlichen bei 72 Jahren?. Nur zehn Prozent traten vor dem
55. Lebensjahr auf2.

Ursachlich far das KRK sind meist gutartige Adenome, die aufgrund genetischer
Veranderungen entarten und in ein malignes Wachstum Ubergehen. Dieser als Adenom-
Karzinom-Sequenz bezeichnete Prozess wurde bereits 1990 von Fearson und Vogelstein
beschrieben und mit der Inaktivierung der Gene APC, KRAS, DCC und TP53 assoziiert3. Diese
Geninaktivierung resultierte aus Genmutationen und chromosomaler Instabilitat (CIN), die vom
Verlust ganzer Chromosomen oder Teilen von Chromosomen gepragt ist*. Dadurch kommt es
zu einem Ungleichgewicht der Chromosomenanzahl (Aneuploidie) und haufigem Verlust der
Heterozygotie, wovon vor allem Tumorsuppressorgene betroffen sind®.

Doch die Geninaktivierung kann nicht nur durch Veranderungen in der Basensequenz
hervorgerufen werden, sondern auch durch epigenetische Modifikationen. So hat die
Methylierung der CpG-Inseln im Promotorbereich eines Gens ebenso die Inaktivierung dessen
zur Folge. Demnach werden neben CIN auch CIMP (CpG island methylator phenotype) KRK
unterschieden®.

Die Tumorentstehung kann jedoch auch durch einen Defekt im Mismatch-Reparatursystem
beglnstigt werden. Folge dieses defekten Reparatursystems sind Langenvariationen im
Bereich meist nichtkodierender Genabschnitte, die Mikrosatelliten genannt werden. Diese
bestehen aus repetitiven Sequenzen von ein bis sechs Basenpaaren, die haufig zur
fehlerhaften Transkription durch Polymerasen fihren. Werden diese Basenpaarungsfehler
nicht durch das Mismatch-Reparatursystem korrigiert, liegt eine Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI) vor. Diese wird durch den Funktionsverlust der Gene MLH1, MSH2, MSH6 oder PMS2,
die fir Proteine des Mismatch-Reparatursystems kodieren, verursacht’. Des Weiteren kann
auch eine Mutation im Gen der Polymerase Epsilon (POLE) eine MSI induzieren®.
Keimbahnmutationen (Lynch-Syndrom) sowie sporadisch auftretende Mutationen wahrend
der Tumorigenese sind fur diese Gendefekte verantwortlich. Ebenso kann eine
Hypermethylierung von CpG-Inseln der Mismatch-Reparaturgene zur Inaktivierung fihren.
Durch die fehlende Korrekturfunktion wahrend der Transkription, fihren Defekte im Mismatch-

Reparatursystem zu einer Vielzahl an Mutationen innerhalb des Tumors, die nicht nur auf
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Mikrosatelliten beschrankt sind. Den molekularen Subtyp des MSI KRK weisen circa 15 % der

Tumoren auf®.

1.1.1 Therapie

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von KRK-Patienten betrug 2017/2018 in Deutschland fiir
Frauen und Manner 65 % beziehungsweise 63 %?. Diese ist aber stark abhangig vom Stadium
der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose. Patientinnen und Patienten mit metastasiertem
Karzinom erreichen nur ein 5-Jahres-Uberlebensrate von 14 %, wohingegen lokalbegrenzte
Erkrankungen 90 % erreichen'®.

Die Therapie des KRK ist abhangig vom Allgemeinzustand der Patientinnen und Patienten,
der Lokalisation und Ausdehnung sowie der Biologie des Tumors. Dabei steht zunachst die
endoskopische oder radikalchirurgische Resektion des Tumors im Mittelpunkt, die in frihen
Tumorstadien ohne Infiltration benachbarter Organe kurativ sein kann. Dies betrifft lediglich
ca. 22% der Tumoren?, sodass der GroRteil der KRK-Erkrankten einer adjuvanten
medikamentdésen Therapie bedarf. Das Leitlinienprogramm Onkologie sieht daflir als
Erstlinienchemotherapie Fluoropyrimidin-basierte Kombinationsregime vor, die auf den
Chemotherapeutika 5-Fluoruracil (5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin basieren''. Diese sind
FOLFIRI (Folinsaure + 5-FU + Irinotecan), FOLFOX (Folinsdure + 5-FU + Oxaliplatin) und
FOLFOXIRI (Folinsdure + 5-FU + Oxaliplatin + Irinotecan). Aber auch eine
Kombinationstherapie mit dem Fluoropyrimidin Capecitabin und Oxaliplatin (CAPOX) ist
maoglich''. Zudem kann die Chemotherapie um monoklonale Antikérper erganzt werden. Liegt
keine RAS-Mutation im Tumor vor, kann Cetuximab oder Panitumumab eingesetzt werden'",
um eine Blockade des Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors zu erzielen und damit
das Tumorwachstum zu verlangsamen. Auch der zusatzliche Einsatz von Bevacizumab,
einem neutralisierenden Antikoérper des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors, kann die
Effektivitat eines Chemotherapieprotokolls steigern.

Spatere Therapielinien kdnnen um Trastuzumab und Lapatinib erganzt werden, wenn eine
Amplifikation des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (human epidermal growth
factor receptor 2, HER2/neu) vorliegt.

Trotz dieser vielfaltigen medikamentdsen Behandlungsmethoden profitieren nicht alle
Patientinnen und Patienten, was durch intrinsische oder erworbene Resistenzen begrindet
ist. Besonders dramatisch ist die Situation bei metastasiertem KRK, die zu 90 %
Behandlungsresistenzen aufweisen'?. Diese Zahl beweist, dass neue Mechanismen der
Tumorbehandlung bendétigt werden, die Uber die klassische Chemotherapie hinausgehen. Eine
solche hoffnungsvolle Option ist die Immuntherapie, die die korpereigene Abwehr entarteter

Zellen unterstutzt.
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1.2 Immuniuberwachung und die Umgehung dieser

Das Immunsystem nutzt drei verschiedene Mechanismen, um der Etablierung von Tumoren
vorzubeugen'. Einerseits werden virusinduzierte Tumoren durch die Abwehr viraler
Infektionen abgewendet. Andererseits verhindert die zeitnahe Eliminierung von Pathogenen
und die schnelle Aufhebung der Entziindungsreaktion die Etablierung einer entzindlichen
Umgebung, die foérderlich fur die Tumorigenese ist. Aullerdem kann das Immunsystem
basierend auf der Erkennung von tumorspezifischen Antigenen Tumorzellen identifizieren und
gezielt eliminieren.

Der letztgenannte Prozess wird als Immuniberwachung bezeichnet und gliedert sich in die
drei Phasen der Eliminierungs-, Gleichgewichts- und Entkommensphase™ (Abbildung 1). Die
Eliminierungsphase wird initiiert vom beginnenden Wachstum der Tumorzellen, das eine
Gewebsschadigung der umgebenden gesunden Zellen zur Folge hat. Dadurch werden
inflammatorische Signale freigesetzt, die zum Einwandern von natlrlichen Killerzellen (NK-
Zellen), natlrlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), dendritischen Zellen und Makrophagen
fihren'6, Die Bindung verschiedener tumoraler Liganden an den NKG2D-Rezeptor auf NK-
und NKT-Zellen induziert die Expression und Sekretion von Interferon gamma (IFNy)'"~"°.
Wahrend die IFNy-induzierten antiproliferativen?® und apoptotischen?' Prozesse nur begrenzt
zum Zelltod von Tumorzellen filhren, wird dadurch auch die Produktion der Chemokine
CXCL9, CXCL10 und CXCL11 von Tumorzellen und gesunden Zellen der Tumorumgebung
ausgelost'®. Diese wirken chemotaktisch?? und teilweise auch antiangiogenetisch?*-2%, sodass
der Tumor verstarkt von Immunzellen infiltriert und durch eine verminderte Blutversorgung im
Wachstum gehemmt wird. Dadurch steigt der Anteil apoptotischer Tumorzellen weiter.
Fragmente abgettteter Tumorzellen werden von dendritischen Zellen aufgenommen bevor
diese in die sekundaren lymphatischen Organe einwandern und die Tumorpeptide T-Zellen
prasentieren'. Dabei werden zunachst tumorspezifische CD4* T-Helferzellen aktiviert, die
wiederum die Aktivierung tumorspezifischer CD8* T-Zellen induzieren'®. Diese zytotoxischen
CD8* T-Zellen gelangen anschliefend zum Tumor und eliminieren verbliebene Tumorzellen,
die durch die Prasentation tumorspezifischer Antigene identifiziert werden. Dabei fuhrt das
initial sezernierte IFNy in den Tumorzellen zu einer erhdhten Expression der HLA-Molekile
(human leukocyte antigen), sodass die Antigenprasentation und -erkennung gesteigert wird?.
Die verbliebenen Tumorzellen und die Immunzellen befinden sich nun in der
Gleichgewichtsphase, die von der fortgesetzten Elimination und dem Aufkeimen neuer
Tumorzellvarianten gepragt ist. Der vom Immunsystem ausgeubte Selektionsdruck fuhrt zur
Entstehung genetisch instabiler und schnell mutierender Tumorzellen, deren Immunogenitat
geringer ist als die der initialen Tumorzellen. Dominieren die wenig immunogenen

Tumorzellen, die nicht mehr vom Immunsystem identifiziert und eliminiert werden kdnnen,
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beginnt die Entkommensphase, die durch ungehindertes Wachstum des Tumors und

klinischen Manifestationen gekennzeichnet ist.

A) Eliminierungsphase B) Gleichgewichtsphase C) Entkommensphase
Zytotoxische,, | = y
Aktivitit (€D %2 ;

Nk \w/

/

P Zytokine

SN
Stromazelle Apoptotische  Tumorzell- Entwickelnde Weitkre A
. Tumorzellvariante
Tumorzelle variante Tumorzelle
*  Genetische Instabilitat und Tumorheterogenitét
* Immunselektion )
D) | Hohe Level an: Niedrige Level an:
* HLA |-Expression N * HLA |-Expression
* Antigenprozessierung * Antigenprozessierung
* Tumorzellerkennung * Tumorzellerkennung
Antigenpro-
zessierung y = o a
Tumorspez.
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g W
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Tumorzelle

Abbildung 1: Immuniiberwachung

Der Prozess der Immuniiberwachung beschreibt die Beziehung zwischen Tumor und infiltrierenden Zellen des
Immunsystems. In der ersten Phase (A) kann das Immunsystem das Tumorwachstum kontrollieren und es kommt
zur Eliminierung der Tumorzellen. Wahrend der Gleichgewichtsphase (B) entwickeln sich Tumorzellvarianten mit
der Fahigkeit der Immunuberwachung zu entgehen, die in der Entkommensphase (C) resultiert. Dabei verliert das
Immunsystem die Kontrolle ber den Tumor und es kommt zum ungebremsten Wachstum mit weiteren
Tumorzellvarianten. Dieser Prozess ist gepragt von der Zunahme der genetischen Instabilitdt und Heterogenitat
des Tumors durch die Immunselektion. Wahrend der ersten Phase exprimieren Tumorzellen Ublicherweise hohe
Level an HLA I, die Antigenprozessierung ist intakt und sie kdnnen leicht von CD8* T-Zellen erkannt werden (D).
Die Modifikationen, die Tumorzellen wahrend des Immun-Editing erfahren, fihren in spateren Phasen zur
verminderten Expression von HLA | und defekter Antigenprozessierung, die mit einer reduzierten Erkennung und
Eliminierung durch CD8* T-Zellen einhergehen. Abbildung adaptiert von van der Burg et al.’.

Immun-Editing bezeichnet die Veranderungen, die Tumorzellen an verschiedenen
Mechanismen der Tumorzellerkennung vornehmen, um der Aufmerksamkeit des
Immunsystems zu entgehen (Abbildung 2). Da die Unterscheidung zwischen gesunden und
malignen Zellen fundamental fir die Tumorabwehr ist und diese gepragt ist von der
Prasentation tumorspezifischer Antigene, unterliegt der Tumorantigen-HLA-Komplexe haufig
Modifikationen durch Immun-Editing. Dabei kann die Selektion wahrend der
Gleichgewichtsphase Tumorzellvarianten bevorzugen, die keine tumorspezifischen Antigene
aufweisen oder durch Defekte in der Antigenprasentation nicht prasentieren konnen?®. Dies
kann durch den Verlust der Expression von HLA Klasse | (HLA |) geschehen, die durch
genetische oder auch epigenetische Modifikationen herunterreguliert ist. Zudem kénnen auch

weitere Faktoren der Antigenprozessierung in Tumorzellen verandert sein, sodass kein stabiler
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HLA-Peptid-Komplex an die Zelloberflache gelangt?®3°. Bis zu 80 % der Tumoren
verschiedenster Entitaten exprimieren kein HLA I3'. Das wurde vor allem bei Blasen-, Brust-
und Prostatakarzinomen beobachtet, wohingegen Nierenzellkarzinomzellen am seltensten
ihre HLA I-Expression verlieren®'. Bei Untersuchungen des KRK exprimierten ca. 30 % der
untersuchten Tumoren HLA I*'. Im Gegensatz zum Verlust der Expression klassischer HLA |-
Molekiile (HLA-A, -B, -C), liegt in Tumorzellen haufig ein Uberexpression nichtklassischer HLA
I-Moleklle wie beispielsweise HLA-G vor®2., HLA-G wirkt immunsuppressiv, indem es
zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen in ihrer zytolytischen Funktion inhibiert und Apoptose
induziert®, regulatorische T-Zellen und myeloide Suppressorzellen (myeloid-derived
suppressor cells, MDSC) induziert** und auch die Reifung dendritischer Zellen sowie deren
Antigenprasentation negativ beeinflusst*®%¢. Die Expression von HLA-G konnte in einer
Vielzahl von Tumorentitaten nachgewiesen werden, doch die Frequenz variierte zwischen 10-
90 % der untersuchten Tumoren der jeweiligen Entitat*23¢. Studien, die die HLA-G-Expression
in KRK untersuchten, zeigten, dass ein Grofteil der untersuchten KRK-Proben (55 %%
beziehungsweise 77 %) HLA-G exprimierte.

Wahrend die Expression von HLA | wahrend der Tumorigenese absinkt, steigt bei einigen
Tumorentitaten die Expression von HLA Klasse Il (HLA 11)*”. Dies konnte vor allem bei
Melanomen®, Brust-*°, Ovarial-*° und Prostatakarzinomen*' nachgewiesen werden. Auch im
KRK ist haufig eine HLA II-Expression zu beobachten*?-44,

Prasentieren Tumorzellen keine oder fehlerhafte HLA-Komplexe auf ihrer Oberflache, kénnen
diese nicht mehr durch T-Zellen erkannt werden und entgehen so den Zellen des erworbenen
Immunsystems. Andererseits werden Zellen ohne HLA I-Expression von NK-Zellen als
kérperfremd erkannt. Um dem entgegenzuwirken exprimieren Tumorzellen vermehrt Liganden
des NKG2D-Rezeptors von NK-Zellen. Dies kénnen einerseits inhibierende, andererseits
jedoch auch aktivierende Liganden sein, die durch eine Uberaktivierung der NK-Zellen
letztendlich zu einer verringerten Zytotoxizitat flihren*.

Doch Tumorzellen kédnnen auch mit funktionierender Antigenprasentation unsichtbar fir die
Immunidberwachung werden. Dies kann einerseits durch die Prasentation von Antigenen
geschehen, die nicht ausreichend tumorspezifisch sind, als Selbstantigene erkannt werden
und dadurch immunologische Toleranz erreichen. AuRerdem konnen prasentierte
immunogene Antigene wahrend des selektiven Drucks in der Gleichgewichtsphase
Veranderungen unterliegen, die ihre Immunogenitat herabsetzen.

Ein weiterer Mechanismus der Immunsupression ist die Deaktivierung von tumorspezifischen
T-Zellen. Dafur nutzen Tumorzellen die wirtseigenen Regulationsmechanismen, die einer
UberschieRenden Immunreaktion vorbeugen sollen (1.3). Dies geschieht tGber die Expression

membrangebundener Rezeptorliganden, die bei Bindung an den entsprechenden Rezeptor
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der T-Zelle diese in ihrer Aktivitdt hemmt. Doch auch sezernierte Faktoren wie beispielsweise
transforming growth factor beta (TGFB) konnen die T-Zell-Funktion direkt inhibieren?®.

Tumorzellen wirken auch indirekt immunsuppressiv auf infiltrierende Immunzellen, in dem sie
die extrazellulare Matrix zu ihren Gunsten umformen. Dabei kann die vermehrte Expression
von Kollagen zur Versteifung der Matrix fihren und so einen Kontakt zwischen Immunzellen
und Tumorzellen unterbinden*’. Andererseits beglnstigt die vermehrte Bildung von Kollagen

die Metastasierung*.

Mechanismen, durch die Tumoren der Immunabwehr entgehen

. - Tumor wird wie korper- Veranderung tumorinduzierte tumorinduzierte
geringe Immunitat = 5 : . g .
eigenes Antigen behandelt von Antigenen Immunsuppression privilegierte Region
Tumorantigene, die von APCs T-Zellen kénnen Tumoren von Tumorzellen sezernierte

durch Tumorzellen sezernierte
Faktoren erzeugen eine
physikalische Barriere gegen

kein Peptid:MHC-Ligand
keine Adhasionsmolekiile
keine costimulierenden

aufgenommen und présentiert | eliminieren, die immunogene | Faktoren (z. B. TGF-#, IL-10, IDO)
werden, wenn keine Costimula- | Antigene exprimieren, jedoch hemmen T-Zellen direkt;

. tion erfolgt, werden von keine Tumoren, die diese Anti- Expression von PD-L1 durch
Molekiile 2 : S das Immunsystem
T-Zellen toleriert gene nicht mehr exprimieren Tumoren
T-Zelle T-Zelle T-Zelle
CcDs
Apoptose
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Abbildung 2: Das Umgehen der Inmuniiberwachung

Die Mechanismen, mit denen Tumorzellen der Immuniberwachung entgehen, sind vielféltig. (Erstes Bild)
Tumorzellen kénnen durch den Verlust der HLA-Expression keine Antigene prasentieren oder sind durch fehlende
Kostimulatoren wenig immunogen. (Zweites Bild) Ebenso kdnnen Antigene prasentiert werden, die aufgrund der
Selbsttoleranz nicht zu einer Immunantwort fihren. (Drittes Bild) Im Prozess des Immun-Editing werden
Tumorzellen selektioniert, die durch genetische Instabilitdt die Expression und Prasentation tumorspezifischer
immunogener Antigene verlieren. (Viertes Bild) Die Expression immunsuppressiver Faktoren wie TGF-3, IL-10, IDO
oder PD-L1 fuhrt zur Immunsuppression von T-Zellen und zur Infiltration regulatorischer T-Zellen, die wiederum
weitere immunsuppressive Zytokine freisetzen. (Fiinftes Bild) Eine Umformung der extrazellularen Matrix durch
Tumorzellfaktoren flihrt zur Etablierung einer physikalischen Barriere aus Kollagen, die die Interaktion von Immun-
und Tumorzellen verhindert. Abbildung aus Janeway Immunologie'.

Zudem sind Tumorzellen auch in der Lage Faktoren zu exprimieren, die die Immunzellaktivitat
der Tumorumgebung beeinflussen. Dies sind einerseits sezernierte Faktoren wie Cytokine,
andererseits aber auch membrangebundene Rezeptorliganden und Enzyme. Die Sekretion
des Granulozyten-, Makrophagen- und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktors (G-CSF, M-CSF und GM-CSF) fuhrt zur Infiltration von MDSC in die
Tumorumgebung*®. Diese sind verantwortlich fiir eine erhdhte Produktion an reaktiven
Sauerstoffspezies, die Apoptose in T-Zellen induzieren kdnnen®. Zudem verbrauchen MDSC
vermehrt die Aminosauren Arginin und Tryptophan, die kritisch fiir T-Zell-Funktionen sind®®.
Tryptophan wird auflerdem durch die in Tumorzellen haufig exprimierte Indolamin-2,3-

Dioxygenase (IDO) in immunsuppressives Kynurenin metabolisiert, das ebenso T-Zellen
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hemmt®'. Darliber hinaus wirken MDSC auch immunsuppressiv auf NK-Zellen, Makrophagen
und dendritische Zellen und fiihren zur Expansion regulatorischer T-Zellen*®2, Die
Sezernierung von Interleukin (IL) 10 durch MDSC fuhrt ebenso zur Aktivitdtsminderung in
dendritischen und T-Zellen™.

Die immunsuppressive Tumorumgebung wird neben MDSC auch von tumorassoziierten
Makrophagen (TAM), tumorassoziierten Fibroblasten und regulatorischen T-Zellen gepragt.
Die Funktion der TAM besteht vor allem darin die Tumorumgebung mit wachstumsférdernden
Signalen fur den Tumor (epidermaler Wachstumsfaktor, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF)),
angiogenen Faktoren (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor) und Enzymen fir den
Abbau der extrazellularen Matrix (Matrixmetalloproteinasen) protumorigen zu formen und die
Metastasierung zu foérdern®®. Eine ahnliche Funktion erfiillen auch die tumorassoziierten
Fibroblasten, die durch die Sezernierung von TGFJ, IL-1 und -6 durch Tumorzellen induziert
werden®?,

Regulatorische T-Zellen erflillen ihre immunsuppressive Funktion durch verschiedene
Mechanismen. Der hochaffine IL-2-Rezeptor CD25 flihrt zum verstarkten IL-2-Konsum und
limitiert die Verfluigbarkeit dieses aktivierenden Faktors fiir T-Effektorzellen®. Uber die
Expression von Immuncheckpoints®® und immunsuppressiven Zytokinen wie TGFB und IL-10

inhibieren regulatorische T-Zellen auch direkt T-Effektorzellen”:%8,

1.3 Immuncheckpoints

Far eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung durch Antigenerkennung ist neben der Bindung von T-
Zell-Rezeptor und HLA-Peptid-Komplex auch die Induktion kostimulatorischer Signale von
Bedeutung. Erst die Bindung von CD28 der T-Zelle an CD80/86 der antigenprasentierenden
Zelle fuihrt zu einer starken Aktivierung der T-Zelle™. Neben diesem positiven Checkpoint gibt
es auch negative Kontrollstellen, die von inhibitorischen Rezeptoren gebildet werden
(Abbildung 3). Dazu gehdren das zytotoxische-T-Zellen-assoziierte Protein 4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4; CTLA-4) und das Protein des programmierten Zelltodes
(programmed cell death protein 1; PD-1). Bindet CTLA-4 an CD80/86 fiihrt dies zur Inhibition
von T-Zell-Proliferation, Zellzyklus und IL-2-Produktion®®. Da CTLA-4 zudem eine deutlich
hoéhere Affinitdt zu CD80/86 aufweist als CD28 ist die Expression und Oberflachenbindung
beider Molekule entscheidend fur eine positives Kostimulationssignal. Wahrend CD28
konstitutiv auf 90 % der CD4* und 50 % der CD8* T-Zellen exprimiert wird®, ist CTLA-4 kaum
auf nicht aktivierten T-Zellen nachweisbar®'. Doch die Expression tiberschreitet ungefahr eine
Stunde nach T-Tell-Aktivierung die Nachweisgrenze und erreicht ihren H6hepunkt nach ca.
24-36 h®. Diese Kinetik weist darauf hin, dass die Bindung von CTLA-4 der aktivierten T-Zellen
an CD80/86 der antigenprasentierenden Zellen, eine Abschwachung der T-Zell-Antwort

induziert, um die Immunreaktion zeitlich zu begrenzen.




EINLEITUNG

Auch das Oberflachenprotein PD-1 wird erst durch Antigenstimulation und Zytokineinfluss auf
T-Zellen exprimiert. Die Liganden von PD-1, PD-L1 und PD-L2, werden vor allem auf
Leukozyten aber auch weiteren Zelltypen des angeborenen und erworbenen Immunsystems
exprimiert®?. Die Bindung von PD-1 und seinen Liganden limitiert die T-Zell-Aktivitat durch
verminderte IFNy-Produktion und Proliferation sowie verstarkte Apoptoseinduktion®. Auch
dieser Signalweg verhindert unbegrenzte T-Zell-Antworten und schitzt vor Autoimmunitat.

Da PD-L1 auch vermehrt auf Tumorzellen exprimiert wird und dies durch die IFNy-Sekretion
aktivierter T-Zellen stark induziert wird®, stellt die PD-1 — PD-L1 — Achse ein gutes Ziel fiir

immuntherapeutische Eingriffe dar.

CD80/86

Abbildung 3: Inmuncheckpoints

Tumorzelle und T-Zelle interagieren uber verschiedene Rezeptoren und Liganden, deren Bindung in der T-Zelle
aktivierende (griine Pfeile) oder inhibierende Signalkaskaden (rote Pfeile) auslost. CD: cluster of differentiation;
FGL1: Fibrinogen-like protein 1; LAG-3: lymphocyte activating gene 3; HLA: human leukocyte antigen; PD-1:
programmed cell death 1; PD-L1: PD-1 ligand 1. TZR: T-Zell-Rezeptor. Abbildung erstellt mit Biorender.

Das Protein des Lymphozytenaktivierungsgen 3 (lymphocyte activation gene 3; LAG-3) ist ein
weiterer Immuncheckpoint auf der T-Zell-Oberflache, der ahnlich wie CD4 HLA llI-Komplexe
dendritischer Zellen bindet®>. Da LAG-3 aber eine hohere Affinitat zum Rezeptor ausweist,
verhindert es direkt die aktivierende CD4-HLA II-Bindung®®. LAG-3 ist auf erschopften CD4* T-
Zellen, CD8" T-Zellen nach Antigenaktivierung und haufig auch tumorinfiltrierenden T-Zellen
exprimiert und ist mit einer Aktivitdtsminderung assoziiert®®. Da Tumorzellen haufig HLA |l

Uberexprimieren®’, wirken diese durch die Bindung an LAG-3 immunsuppressiv. Zudem kann
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auch das durch Tumorzellen sezernierte fibrinogenahnliche Protein 1 (fibrinogen-like protein
1, FGL1) an LAG-3 binden und die T-Zell-Funktion herabsetzen®’.

Die Entwicklung immuntherapeutischer Wirkstoffe, die auf die Blockade der
Immuncheckpointinteraktion abzielen, fokussierte sich zunachst auf CTLA-4. Bereits 1996
konnten Leach et al. im Mausmodell die Hypothese beweisen, dass die Gabe blockierende
Antikorper gegen CTLA-4 die antitumorale Immunantwort starkt und das Tumorwachstum
reduziert®®. 2011 wurde Ipilimumab schlieRlich von der amerikanischen und européischen
Zulassungsbehérde (FDA und EMA) zur Behandlung des Melanoms zugelassen. Mit
Pembrolizumab und Nivolumab folgten im Jahr 2014 zwei anti-PD-1-Antikorper, die zunachst
ebenfalls auf die Behandlung des malignen Melanoms beschrankt waren (Tabelle 1). Es
folgten jedoch zeitnah die Zulassungen fir die Behandlung weiterer Tumorentitaten, darunter
Lungen-, Nieren-, Kopf-Hals- und Merkelzellkarzinome sowie das Hodgkin-Lymphom.
Aulerdem zeigte sich in weiteren Studien, dass die Kombination von anti-CTLA-4 und anti-
PD-1-Therapie den Therapierfolg erhéhte, sodass nun vermehrt Ipilimumab zusammen mit
Nivolumab eingesetzt wird. Atezolizumab war der erste Checkpointinhibitor gegen PD-L1, der
2016 von den Zulassungsbehodrden fur die Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
und des Blasenkarzinoms freigegeben wurde.

Immuncheckpointinhibitoren (ICI) haben in der Behandlung vieler Tumorentitaten Einzug in
Therapieleitlinien erhalten (Tabelle 1) und das Spektrum erweitert sich stets. Doch auch
weitere Immuncheckpoints stehen im Fokus medizinischer Forschung und werden in
klinischen Studien getestet. Derzeit befinden sich eine Vielzahl an Kandidaten fur
immuntherapeutische Ansatze gegen LAG-3 in klinischen Testungen, darunter drei klassische
monoklonale Antikorper®®7’! ein bispezifischer Antikérper gegen PD-1 und LAG-3"2, ein
bispezifischer Antikérper gegen PD-L1 und LAG-3" und eine losliche Form von LAG-3, die
Uber die verstarkte Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen und die Zugabe von anti-
PD-1-Antikorper die Immunantwort verstarkt’*. Weiterhin werden Antikorper getestet, welche
die T-Zell-Rezeptoren TIM-3, TIGIT, NKG2D, VISTA, B7-H3 und A2aR inhibieren und so die
Immunantwort wiederherstellen” 76,

ICI haben auch Einzug in die KRK-Therapie erhalten (Tabelle 1). Doch werden dabei nur KRK
in Betracht gezogen, die einen Defekt im Mismatch-Reparatursystem und/oder MSI und
dadurch eine sehr hohe Mutationslast aufweisen. Denn es wurde bereits gezeigt, dass eine
hohe Mutationslast mit einer Sensitivitat gegentiber ICI assoziiert ist’”’~"°. In klinischen Studien
wurde bestatigt, dass fast 40 % der KRK Patienten mit MSI von einer anti-PD-1-Therapie
profitierten, wohingegen dies bei MSS KRK nur selten eintrat®8'. Weitere Studien konnten
zeigen, dass der MSI-Status haufig mit einer erhdhten Immuninfiltration in der
Tumorumgebung einhergeht, doch diese antitumoralen Immunzellen auch die
Immuncheckpoints PD-1, PD-L1, CTLA-4 und LAG-3 Uberexprimierten®. Deshalb sind MSI
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Tumoren besonders fir eine Immuncheckpointtherapie geeignet, da die vorhandene

geschwachte Immunreaktion gegen die Tumorzellen wieder gestarkt werden kann.

Tabelle 1: Immuncheckpointinhibitoren (Zulassung in der EU)

Immuncheckpoint Wirkstoff Indikationen

CTLA-4 Ipilimumab Melanom

PD-1 Nivolumab Melanom
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Nierenzellkarzinom
Hodgkin-Lymphom
Kopf-Hals-Tumoren
Urothelkarzinom
Pleuramesotheliom
MSI KRK/KRK mit Defekt im Mismatch-
Reparatursystem
Osophaguskarzinom
Magenkarzinom
Melanom
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Hodgkin-Lymphom
Kopf-Hals-Tumoren
Urothelkarzinom
Nierenzellkarzinom
MSI-Karzinome:

o KRK

o Endometriumskarzinom

o Magenkarzinom
Dostarlimab e Endometriumkarzinom mit MSI oder
Defekt im Mismatch-Reparatursystem
Plattenepithelkarzinom der Haut
Urothelkarzinom
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
kleinzelliges Lungenkarzinom
Brustkarzinom (dreifach negativ)
Hepatozellulares Karzinom
Merkelzellkarzinom
Nierenzellkarzinom
Urothellkarzinom
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

Pembrolizumab

Cemiplimab
PD-L1 Atezolizumab

Avelumab

Durvalumab

10
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1.4 Tumorvakzinierung

Eine weitere Form der Immuntherapie ist die Tumorvakzinierung, die durch tumorspezifische
Stimulation des Immunsystems die Etablierung einer antitumoralen Immunantwort induziert,
die allein durch die Therapie mit ICI nicht ausreichend stark vorhanden ware. Dazu werden
Tumorantigene bendtigt, die spezifisch und immunogen sind. Diesen kdénnen direkt als
Peptide, peptidbeladene Viren, peptidbeladene antigenprasentierende Zellen oder
peptidspezifische T-Zellen eingesetzt werden.

Grundsatzlich werden zwei Kategorien an Tumorantigenen unterschieden: tumorassoziierte

und tumorspezifische Antigene.

1.4.1 Tumorassoziierte Antigene

Tumorassoziierte Antigene (TAA) sind Proteine, die in Tumorzellen tberexprimiert und auch
Uber HLA-Komplexe prasentiert werden. Dadurch kbnnen Tumorzellen von gesunden Zellen
unterschieden werden.

Eines der ersten identifizierten TAA ist das karzinoembryonale Antigen (carcinoembryonic
antigen, CEA), das auch in KRK Uberexprimiert ist®3. Initiale in vitro Ergebnisse bestatigten,
dass CEA-beladene dendritische Zellen T-Zellen spezifisch aktivieren kdénnen, doch die
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen war gering®8%. Um die Immunantwort weiter zu verstarken
wurden unter anderem Studien in vitro durchgefihrt, die eine veranderte CEA-Peptidsequenz
aufwiesen und dadurch vermehrt T-Zellen aktivieren konnten®. Auch Versuche mit einer DNA-
Impfung, die sowohl ein CEA-Peptid als auch stimulierende Zytokine, Adjuvantien und T-
Helferzell-Peptide kodierte, konnten einen Anstieg aktivierter zytotoxischer T-Zellen im
Mausmodell induzieren®”:88, Doch klinische Studien mit CEA-Peptiden erzielten in KRK-
Patienten nur geringe Ansprechraten von maximal 17 %82,

Neben CEA ist teilweise auch das melanomassoziierte Antigen (melanoma associated
antigen, MAGE) in KRK-Zellen Uberexprimiert®-5, Klinische Studien konnten auch belegen,
dass Vakzinierungen mit MAGE-Peptiden eine T-Zell-Antwort induzieren kdnnen, doch das
Tumorwachstum wurde nur geringfligig verringert®®’. Weitere TAA wie beispielsweise Mucin-
198100 ynd Survivin'?12 erzielten ebenso positive praklinische Ergebnisse, die aber nicht mit
klinischen Resultaten validiert werden konnten.

Um die Immunantwort, die durch die Vakzinierung mit TAA induziert wurde, zu verstarken,
wurden auch klinische Studien mit Kombinationen von bis zu sieben TAA durchgefuhrt. Dabei
zeigte sich erneut, dass ein Anstieg tumorreaktiver zytotoxischer T-Zellen gemessen werden
konnte und sich die Erkrankung nicht weiter verschlechterte0®'%4 Zudem wurde festgestellt,
dass die KRK-Patienten, die eine Immunantwort gegen alle eingesetzten Peptide etablierten,

eine langere Gesamtiberlebenszeit aufwiesen’®%.  Doch eine Reduktion des
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Tumorvolumens blieb auch bei der Vakzinierung mit mehreren TAA in den meisten Fallen
aus1°3‘1°5.

In spateren klinischer Studien wurden TAA personalisiert angewendet. Dabei wurde das
vorhandene T-Zell-Repertoire der Patienten untersucht und TAA-spezifische T-Zellen
beziehungsweise Antikorper detektiert. Die Vakzinierung erfolgte dann entsprechend der
identifizierten T-Zell-Spezifitat und auch hier zeigte sich ein Anstieg TAA-reaktiver T-Zellen'®.
Doch sogar in der Kombination mit Chemotherapeutika profitierte nur ein geringer Anteil an

Patienten von dieser personalisierten Tumorvakzine'07-108,

1.4.2 Tumorspezifische Antigene

Wie bereits unter 1.1 dargestellt, ist die Tumorigenese des KRK sowie der meisten anderen
Tumorerkrankungen gepragt von der Akkumulation verschiedener Mutationen. Davon sind
nicht nur Onkogene und Tumorsuppressorgene betroffen, die zur Tumorentwicklung
beitragen, sondern jeder Abschnitt des Genoms kann Mutationen aufweisen. Nichtsynonyme
Punktmutationen, Deletionen und Insertionen kdnnen dann zur Translation von Peptiden mit
veranderter Aminosauresequenz fihren, die Neoantigene genannt werden. Demnach steigt
die Wahrscheinlichkeit, dass Tumorzellen Neoantigene aufweisen schlichtweg mit der Anzahl
der Mutationen, die jedoch zwischen den Tumorentitaten stark verschieden ist. So weisen
Melanom, Lungenkarzinom und KRK mit ca. 10 Mutationen pro 1x108 Basenpaaren haufig
veranderte Genomsequenzen auf wahrend es bei Schilddrisenkarzinom und akuter
myeloischer Leukamie nur 0,1-1 Mutationen pro 1x10° Basenpaaren sind'®. Hypermutation,
die durch MSI oder POLE-Mutationen ausgeldst werden, erreichen weitaus hohere
Mutationsraten.

Da Neoantigene ausschliellich von Tumorzellen exprimiert werden, stellen sie ideale
Zielstrukturen fur Tumorvakzinen dar. Aullerdem wurde bereits eine Korrelation zwischen der
Anzahl der Neoantigene und der Gesamtuberlebenszeit von KRK-Patienten
nachgewiesen'%111,

Da KRAS in mehr als 40 % der KRK mutiert vorliegt und haufig auch tber den HLA-Komplex
prasentiert wird, wurden schon frih Vakzinierungsstudien mit KRAS-Peptiden durchgeflhrt.
Bei den Mutationen handelt es sich haufig um Punktmutationen in Codon 12 und 13, die eine
veranderte Aminosauresequenz zur Folge haben (G12D-, G12V und G13D-Mutation)''2113,
Eine in vitro Studie zeigte bereits, dass mutierte KRAS-Peptide zytotoxische T-Zellen
induzieren, die fahig sind Zielzellen, die das mutierte KRAS-Peptid tragen, zu lysieren'. Im
Xenograftmodell wurde zudem nachgewiesen, dass die Vakzinierung mit einem KRAS-
Mutationspeptid das Wachstum des Tumors verlangsamen kann''®. Auch klinische Studien
konnten teilweise einen positiven Effekt der Tumorvakzinierung mit KRAS-Mutationen als

Zielstruktur bestatigen''®'"". In einer Studie, die die Tumorvakzinierung mit der Gabe von IL-2
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und/oder GM-CSF kombinierte, wurde beobachtet, dass KRAS-spezifische aktivierte T-Zellen
zunahmen, doch das klinische Ansprechen ausblieb und das Tumorwachstum fortschritt''®.
Neben Punktmutationen kdnnen im Tumorgenom auch Insertionen und Deletionen vorliegen,
die zum Verschieben des Leserasters und der Entstehung von sogenannten Frameshift-
Peptiden fuhren. Ein Beispiel daflr ist der fransforming growth factor beta receptor 2
(TGFBRII), der durch die Verschiebung des Leserasters zu einem vorzeitigen Stopcodon in
KRK haufig in gekurzter Form vorliegt. /n vitro Versuche mit verschiedenen Peptiden dieses
Neoantigens zeigten auf, dass eine Induktion der CD4*- sowie CD8*-T-Zell-Proliferation
stattfindet und auch neoantigenprasentierende Zielzellen lysiert werden konnten''%'20. Auch
im Mausmodell wurde eine positive Wirkung der TGFBRII-Vakzinierung durch Tumorreduktion
und Uberlebensverldangerung bestatigt'!. Zytotoxische T-Zell-Aktivitdt gegen KRK-Zellen
konnte auch durch die Vakzinierung mit Frameshift-Peptiden von Caspase 5, mut-S-Homolog
3 und O-linked N-Acetylglucosamintransferase erzielt werden'??-'4_ |n einer ersten klinischen
Studie, bei der 22 MSI-KRK-Patienten eine Peptidvakzinierung der Frameshift-Peptide AIM2,
HTO001 und TAF1B erhielten, wurden ebenso positive Effekte beobachtet: Es wurden keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen der Vakzinierung festgestellt und alle Patienten reagierten
mit einer Immunantwort gegen mindestens eines der Frameshift-Peptide'?°.

Doch auch nichtmutierte Antigene eignen sich hervorragend als Zielstrukturen fir
Tumorvakzinierungen. Kryptische Peptide, die einer nichtkanonischen Translation
entstammen, kdnnen ebenso tumorspezifisch sein wie mutierte Neoantigene. Sie werden von
physiologisch nichtkodierender RNA, Introns und Zwischengenbereichen, physiologisch
nichttranslatierten Bereichen (3'- und 5-Ende der RNA) sowie verschobenen Leserastern der
RNA translatiert. Diese abnormalen Translationsprozesse produzieren kurze intrazellulare
Peptide, die fast ausschlieBlich Uber HLA |-Komplexe prasentiert werden'?. Dabei
reprasentieren kryptische Peptide circa 15 % der Tumrzellligandoms'?’-'30_ AuRerdem konnte
bereits nachgewiesen werden, dass tumorspezifische kryptische Peptide T-Zellen aktivieren
und eine IFNy-Sekretion induzieren konnen'%131-133 |m Mausmodell wurde zudem nach der
Vakzinierung mit einem Pool kryptischer Peptiden ein verringertes Tumorwachstum
beobachtet'®.

Insgesamt weisen tumorspezifische Antigene (TSA) mehrere Vorteile gegenuber TAA auf
(Abbildung 4)'4. Da TAA zwar in Tumorzellen Uberexprimiert werden, grundsatzlich aber
korpereigene Proteine darstellen, ist die Aktivierbarkeit der T-Zellen durch die Selbsttoleranz
des Immunsystems limitiert. Wird diese Toleranz aber durch dufere Eingriffe Uberwunden,
kdénnen neben den Tumorzellen auch andere TAA-exprimierende gesunde Korperzellen
geschadigt werden und das Risiko schwerwiegender Nebenwirkungen steigt. Die Expression
und Prasentation von TSA ist hingegen auf Tumorzellen begrenzt, sodass die Gefahr von

Nebenwirkungen deutlich reduziert ist. Zudem ist hier auch die Immunogenitat der Antigene
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hoher, sodass eine vollstandige Aktvierung der T-Zellen mdglich ist. Zwar weisen
neoantigenexprimierende Tumorzellen auch vermehrt immunregulatorische Proteine wie
Immuncheckpoints auf, doch kénnen diese durch die Therapie mit ICI gehemmt werden. Da

TSA jedoch haufig patientenindividuell sind, ist die Therapie mit hdheren Kosten verbunden.

\\ Aviditat

Immunogenitat

Tumorzelle

.
@ TSA-Expression

O

Tumorzelle

@
TAA-Expression

Expression von
Immuncheckpoints

Antigenrekurrenz

m Nebenwirkungsrisiko

/

Kosteneffizienz

Abbildung 4: Die Prasentation tumorassoziierter und tumorspezifischer Antigene

Diese Abbildung stellt die Antigenprasentation von TAA (links) und TSA (rechts) dar. Zunachst wird der kodierende
Bereich (TAA: blaue Helix) bzw. der kodierende Bereich mit Mutationen (TSA: griin und pink) in RNA transkribiert,
translatiert, durch Proteasomen degradiert und wahrend der Antigenprozessierung auf ein HLA I-Molekul geladen.
Dieser HLA |-Peptid-Komplex gelangt zur Zellmembran und kann prasentiert werden. Die Erkennung erfolgt durch
T-Zell-Rezeptoren. Dabei ist die Immunogenitat von TSA hoher als von TAA, was in einer starkeren Aktivierung der
T-Zellen resultiert (rechts: aktivierte T-Zelle). TAA sind im Tumor Uberexprimiert, kdnnen jedoch auch in anderen
Organen des Patienten exprimiert werden (blaugepunkteter Patient). TSA werden ausschlieRlich im Tumor
exprimiert (pinkgepunkteter Tumor). Haufig weisen TSA-exprimierende Tumoren vermehrt immunregulatorische
Proteine wie PD-L1 auf (orangefarbener Ligand). Das mittlere Panel verdeutlicht die Vor- (griin) und Nachteile (rot)
von TAA und TSA  hinsichtlich Aviditat, Immunogenitat, Checkpointexpression, Antigenrekurrenz,
Nebenwirkungsrisiko und Kosteneffizienz. Abbildung adaptiert von Wagner et al'34.
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ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

1. Zielstellung der Arbeit

Das Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Interaktion zwischen T-Zellen und autologen
Tumorzellen detailliert zu analysieren und durch Peptidstimulation eine Steigerung der T-Zell-
Aktivitat und Tumorzellerkennung zu induzieren. Daflr wurden zwei Tumorpatienten aus der
HROC-Kollektion ausgewahlt, die mit einer hohen Mutationslast und der Fahigkeit zur
Antigenprasentation die Kriterien fur eine erfolgversprechende Immuntherapie erfullten.
Zunachst sollte die Expression und Induzierbarkeit der HLA-MolekUlle auf Tumorzelllinien
untersucht werden. AulBerdem sollte eine Charakterisierung hinsichtlich potenziell
immunregulatorischer Molekdle erfolgen.

Die Patienten-T-Zellen aus dem peripheren Blut sowie dem Tumor sollten nach der Isolation
expandiert und naher charakterisiert werden. Dafilr sollte eine Kategorisierung in T-Zell-
Subpopulationen erfolgen und die Expression von Immuncheckpoints gemessen werden.
Aulerdem sollte der Anteil regulatorischer T-Zellen bestimmt werden.

Fir nachfolgende Peptidstimulationen sollten auch B-lymphoide Zelllinien etabliert werden und
die Expression kostimulatorischer Proteine Gberprift werden.

Die Untersuchung der T-Zell — Tumorzell — Interaktion sollte anhand von Kokulturen erfolgen.
Diese sollten aufzeigen, inwieweit die Patienten-T-Zellen autologe Tumorzellen erkennen und
gegebenenfalls abtéten kénnen. Zudem sollte geklart werden, welche sezernierten Faktoren
in dieser Interaktion eine Rolle spielen. Diese Kokulturversuche sollten auch demonstrieren,
welche HLA-Komplexe an einer erfolgreichen Antigenprasentation beteiligt sind und ob der
Einsatz von ICI die Tumorzellerkennung verbessern kann.

Aulerdem sollten mithilfe bioinformatischer Analysen tumorspezifische Peptide identifiziert
werden, die dann flr eine Peptidstimulation verwendet werden sollten. T-Zellen, die mit
immunogenen Peptiden stimuliert wurden, sollten dann erneut auf ihre Fahigkeit zur
Tumorzellerkennung  getestet werden. In  abschlieBenden  Experimenten  zur
Apoptoseinduktion in Tumorzellen sollte gezeigt werden, ob peptidstimulierte T-Zellen

Tumorzellen erfolgreich lysieren kdnnen.
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1l. Material und Methoden
3.1 Material

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung

Deckglaser
Flaschenaufsatzfilter

LS Columns
Membraneinsatz fur 24-well-Zellkulturplatte
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter
Probenrohre 75x12 mm
Reaktionsgefale:

0,5ml

1,5 ml

2ml

Roéhrchen fur Langzeitlagerung CryoPure
Serologische Pipetten
Spritzen, 60 ml
Spritzenvorsatzfilter, 0,2 um
Zellkulturflaschen:

T25

T75

T175

Zellkulturplatten:

6-well

24-well

96-well

Zellsieb, 100 pm
Zentrifugenréhrchen:

15 ml

50 ml

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US
Starlab, Hamburg, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US
Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US
Corning, Corning, NY, US
Sarstedt, Niumbrecht, DE

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

PluriSelect, Leipzig, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE
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Tabelle 3: Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

AB-Serum, human Transfusionsmedizin Universitatsmedizin
Rostock, DE

Amphotericin Dermapharm, Griinwald, DE

Bacillol BODE Chemie, Hamburg, DE

Bovines Serumalbumin Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Brefeldin A MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ,
us

Cyclosporin A (Sandimmun) Novartis, Basel, CH

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt, DE

DMEM/Hams F12 Medium PAN Biotech, Aidenbach, DE

EDTA AppliChem, Darmstadt, DE

Flex-T™ HLA-B*08:01 Monomer UVX Biolegend, San Diego, CA, US

Fetales Kalberserum (FKS) PAN Biotech, Aidenbach, DE

Ficoll PAN Biotech, Aidenbach, DE

Formafix, 4 % Grimm med. Logistik, Torgelow, DE

HEPES PAN Biotech, Aidenbach, DE

Imukin Interferon gamma (IFNy) Bohringer-Ingelheim, Ingelheim am Rhein,
DE

Interleukin-2 (Proleukin) Novartis, Basel, CH

lonomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

L-Glutamin PAN Biotech, Aidenbach, DE

PBS PAN Biotech, Aidenbach, DE

Phorbol-12-myristat-13-acetat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Penicillin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Saponin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Streptomycin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Trypanblau Carl Roth, Karlsruhe, DE

Trypsin/EDTA PAN Biotech, Aidenbach, DE

Tween20 Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Tabelle 4: Zellkulturmedien

Medium
B-Zell-Medium

Einfriermedium

Transformationsmedium

Tumorzellmedium

T-Zell-Expansionsmedium

T-Zell-Medium

Komponenten
DMEM/Hams F12 Medium
10 % FKS

2 mM L-Glutamin

10 IE/ml Penicillin

130 pg/ml Streptomycin

6 pug/ml Amphotericin

FKS

10 % Dimethylsulfoxid

42 % DMEM/Hams F12 Medium
42 % B95/8 Uberstand (steril-filtriert)

16 % FKS

550 nM Cyclosporin A

10 IE/ml Penicillin

130 pg/ml Streptomycin

6 pug/ml Amphotericin
DMEM/Hams F12 Medium
10 % FKS

2 mM L-Glutamin
TexMACS Medium

3 % humanes AB-Serum
3.000 IE/ml IL-2

10 IE/ml Penicillin

130 pg/ml Streptomycin

6 ug/ml Amphotericin
DMEM/Hams F12 Medium
10 % humanes AB-Serum
300 IE/ml IL-2

10 IE/ml Penicillin

130 pg/ml Streptomycin

6 ug/ml Amphotericin
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Tabelle 5: Puffer
Bezeichnung

Farbepuffer

P-Puffer (100x)

Tabelle 6: Kits
Bezeichnung

GranToxiLux
IFNy-ELISpotBASIC

Inside Stain Kit

LEGEND MAX Flex-T
Peptide Exchange ELISA
MACSPIex Cytokine 12 Kit, human

Pan T cell isolation Kit

Human

Class |

REAlease CD4 MicroBead Kit, human

Komponenten

PBS

0,5 % Bovines Serumalbumin
2 mM EDTA

PBS

1 % FKS

0,1 % Saponin

0,01 M HEPES

Hersteller

Oncoimmunin, Gaithersburg, MD, US

Mabtech, Nacka Strand, SE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Biolegend, San Diego, CA, US

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Tabelle 7: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Epitop Klon
CD3 HIT3a
CD4 IT4

CD8 SK1
CD28 CD28.2
CD40 HI40a
CD45RO UCHL1
CD50 MEM-171
CD54 1H4
CD58 MEM-63
CD62L HI62L
CD86 BUG3
CD95 DX2
CD102 CBR-I1C2/2

Fluorophor Hersteller

PerCP-Cy5.5 Biolegend, San Diego, CA, US
APC Immunotools, Friesoythe, DE
APC-Cy7 Biolegend, San Diego, CA, US
- Immunotools, Friesoythe, DE
APC Immunotools, Friesoythe, DE
FITC Immunotools, Friesoythe, DE
FITC Immunotools, Friesoythe, DE
APC Immunotools, Friesoythe, DE
PE Immunotools, Friesoythe, DE
PE Immunotools, Friesoythe, DE
PE-Cy7 Biolegend, San Diego, CA, US
PE-Cy7 Biolegend, San Diego, CA, US
FITC Acris Antibodies, Herford, DE
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CD107a H4A3
CD152 (CTLA-4)  L3D10
CD227 (LAG-3) 7H2C65
CD274 (PD-L1) MIH3
CD279 (PD-1) EH12.2H7
FoxP3 3G3
HLA-A/B/C W6/32
HLA-DR/DP HL-38
IDO 2E2/IDO1
IFNy 4S.B3
Proteinaseinhibitor C-10

9 (PI-9)

Tabelle 8: Antikorper fiir funktionelle Testungen

Name
Anti-HLA-A/-B/-C (W6/32)
Anti-HLA-DR/-DP-DQ (Tu39)

Anti-LAG-3 (17B4)

Durvalumab

Ipilimumab

Pembrolizumab

Tabelle 9: Geréte
Bezeichnung

CO,-Brutschrank Inco
Einfriercontainer CoolCell
FACSCalibur
FACSVerse

Heizplatte Prazitherm

IBL637 Bestrahlungsanlage

FITC
PE

APC
FITC
FITC
PE

APC
FITC

AlexaFluore47

PE
FITC

Zielstruktur

Anti-HLA-A/-B/-C

Anti-HLA-DR/-DP-DQ BD Biosciences,
Lakes, NJ, US
Anti-LAG-3 AdipoGen
San Diego, CA, US
Anti-PD-L1 AstraZeneca,
UK
Anti-CTLA-4 Bristol-Myers Squibb, New
York City, NY, US
Anti-PD-1 Merck, Darmstadt, DE
Hersteller

Biolegend, San Diego, CA, US
Biolegend, San Diego, CA, US
Biolegend, San Diego, CA, US
Biolegend, San Diego, CA, US
Biolegend, San Diego, CA, US
Immunotools, Friesoythe, DE

Immunotools, Friesoythe, DE

Immunotools, Friesoythe, DE

Biolegend, San Diego, CA, US
Biolegend, San Diego, CA, US

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,

us

Hersteller

Hybridomzelllinie verfugbar

Memmert, Schwabach, DE
Corning, Corning, NY, US

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US
Harry Gestigkeit, Disseldorf, DE
CIS Biolnternational, Saclay, FR
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ImmunoSpot Reader S5 UV

Kahlschrank
Mikroplatten-Reader Infinite 200
Mikroskop CKX53

Neubauer Zahlkammer

Pipetten Pipetman

1-10 pl

2-20 pl

20-100 pl

50-200 pl

200-1000 |

Pipettierhilfe Pipetboy acu 2
Schuttler VortexGenie 2
Separator Quadro MACS
Sterilwerkbank Safemate 1.8 Vision
TiefkUhltruhe -30°C
TiefkUhltruhe -80°C
Vakuumpumpe VacuSafe
Wasserbad WB6
Zentrifugen:

Rotina 38

Rotina 420R

Tabelle 10: Software
Bezeichnung

BD CELLQuest

BD FACSuite

Citavi 6

FACSalyzer 0.9.21-alpha
GraphPad Prism 5

Microsoft Office 2016

Cellular Technology Limited, Shaker Heights,
OH, US

Liebherr, Bulle, CH

Tecan, Mannedorf, CH

Olympus, Shinjuku, JP

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda
Kdnigshofen, DE

Gilson, Middleton, WI, US

Integra Biosciences, Biebertal, DE
Scientific Industries, Bohemia, NY, US
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
BioAir, Pero, IT

Kryotec, Hamburg, DE

Kryotec, Hamburg, DE

Integra Biosciences, Biebertal, DE
Witeg Labortechnik, Wertheim, DE

Hettich, Tuttlingen, DE
Hettich, Tuttlingen, DE

Hersteller

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US
Swiss Acadademic Software, Wadenswil, CH
Sven Mostbock, Wien, AT

GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, US

Microsoft Corporation, Redmond, WA, US
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3.2 Methoden

3.2.1 Zelllinienetablierung

Tumorzelllinien der HROC-Kollektion™® wurden aus Resektaten kolorektaler Karzinome
etabliert. Die Gewebsstiicke wurden mithilfe von Skalpellen zerkleinert, in phosphatgepufferter
Saline (phosphate-buffered saline; PBS) aufgenommen und durch ein Zellsieb mit 100 uym
Porengrole filtriert. Nach der Zentrifugation bei 300 g fur 7 min wurden die Zellen in Medium
aufgenommen und in einer kollagenbeschichteten 6-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Die Kultur
erfolgte bei 37°C, 5% CO, und 90 % relativer Luftfeuchte. Wachsende Kulturen wurden
regelmaflig passagiert und kryokonserviert. Dieser Aufarbeitungsprozess wurde bei
Patientenproben sowie bei Proben aus Xenotransplantaten der Maus angewendet. Alle
Patienten erteilten ihre schriftliche Einwilligung zur Verwendung ihres Biomaterials und die
Verarbeitung wurde durch die Ethikkommission der Universitatsmedizin Rostock genehmigt
(Referenznummer Il HV 43/2004 und A 45/2007).

3.2.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank mit
laminarem Luftstrom durchgefihrt. Verwendet wurden ausschlieBlich steril gelieferte oder
durch Autoklavieren sterilisierte Materialien. Die Zellkultur erfolgte bei 37°C, 5 % CO, und
90 % relativer Luftfeuchte.

Die Tumorzelllinien wurden entsprechend ihrer Konfluenz ein- bis zweimal wdchentlich
passagiert. Adharente Zellen wurden durch eine 5-10-mindtige Inkubation mit Trypsin/EDTA
bei 37°C vom Boden der Zellkulturflasche geldst und anschlieliend gezahlt. Suspensionszellen
wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren durchmischt bevor die Zellzahl bestimmt
wurde. Die Zahlung erfolgte mithilfe einer Lebend-Tot-Farbung der Zellsuspension mit
Trypanblau und unter Zuhilfenahme einer Neubauerzdhlkammer. Die bendtigte Anzahl an
Zellen wurde bei 300 g fiir 7 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Zellen wurden in
frischem Medium aufgenommen. Die Aussaat der Zellen erfolgte in entsprechenden
Zellkulturgefalien.

Fir die Kryokonservierung wurden 3x10° Tumorzellen, 5x10° Zellen B-lymphoider Zelllinien
(b-lymphoid cell lines; B-LCL) oder 15x10° T-Zellen in je 1,5 ml Einfriermedium aufgenommen,
in beschriftete Rohrchen fur die Langzeitlagerung Uberfuhrt und mithilfe eines
Einfriercontainers auf -80°C heruntergekihlt. Die Langzeitlagerung erfolgte in der Gasphase
flissigen Stickstoffs (-150°C).
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3.2.3 Isolation von peripheren Blutlymphozyten

Die Isolation von peripheren Blutlymphozyten (PBL) erfolgte durch eine
Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficollldsung'®. Daflir wurden 20 ml heparinisiertes Blut
von gesunden Spendern oder Tumorpatienten mit 15 ml PBS verdinnt bevor 15 ml
Ficollldsung unterschichtet wurden. Nach der Zentrifugation bei 1400 g fur 15 min ohne
Bremse konnte die zwischen Ficolllosung und Plasma befindliche weilliche
Lymphozytenschicht entnommen werden. Die Zellen wurden nach Zugabe von 15 ml PBS bei
700 g fur 15 min zentrifugiert und abschlieBend in frischem Medium aufgenommen. Die
isolierten Lymphozyten wurden kryokonserviert (3.2.2) oder sofort fur weitere Versuche
eingesetzt (3.2.4; 3.2.5).

3.2.4 Etablierung von B-lymphoiden Zelllinien

Fir die Etablierung von immortalisierten B-LCL ist die Herstellung von Transformations-
medium notig'®” (Tabelle 4). Dieses enthalt Epstein-Barr-Virus-haltigen Zellkulturiiberstand,
der aus der Kultur von B95/8-Zellen gewonnen wird. Zweimal im Abstand weniger Tage wird
der Uberstand proliferierender B95/8-Zellen entnommen, steril filtriert und zunéchst bei 4°C
gelagert.

Die Epstein-Barr-Virus-induzierte Transformation der B-Zellen erfolgte durch die Kultivierung
von 5-10x10°% PBL mit 5 ml Transformationsmedium. Nach vier bis sechs Wochen wurden
sphérische Zellansammlungen sichtbar und die B-LCL wurden weiter passagiert oder

kryokonserviert (3.2.2).

3.2.5 Expansion von T-Zellen

T-Zellen wurden mithilfe des ,Pan T cell isolation Kit“ aus PBL (3.2.3) isoliert und anschlief3end
mittels eines adaptierten Schnellexpansionsprotokolls (rapid expansion protocol)'3®
expandiert. Dafiir wurden 1x10° T-Zellen mit bestrahlten (40 Gy) PBL gesunder Spender im
Verhaltnis 1:200 in T-Zell-Expansionsmedium (Tabelle 4) mit 0,1 % OKT3-Zellkulturiiberstand
in einer stehenden T75-Zellkulturflasche kultiviert. Nach flinf Tagen wurden % des Mediums
mit frischem T-Zell-Expansionsmedium ersetzt. Beginnend mit Tag sieben wurden die Zellen
taglich gezahlt und auf eine Konzentration von 0,8-1,0x10° Zellen/ml eingestellt. Der

kumulative Wachstumsfaktor wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl(Tag X+1) * Zellzahl(Tag X)
Zellzahl(Tag X)  Zellzahl(Tag X-1)'

Die Expansion wurde an Tag 14 beendet und die T-Zellen wurden kryokonserviert (3.2.2) oder
sofort fir weitere Versuche eingesetzt (3.2.9; 3.2.11; 3.2.12; 3.2.10). Die Expansion
tumorinfiltrierender T-Zellen erfolgte aus vital kryokonservierten Tumorgewebsstlicken. Fur

jeden Patienten wurden vier dieser Stlcke von je 3x3x3 mm GrofRe mit gekreuzten Skalpellen
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zerkleinert und fir die Expansion verwendet. Diese folgte einem ahnlichen Protokoll wie die
Expansion peripherer T-Zellen, gliederte sich jedoch in zwei Phasen. Zunachst wurde die
Zellsuspension in T-Zell-Expansionsmedium aufgenommen, das jedoch 6000 IE/ml IL-2 und
OKT3-Zellkulturiiberstand enthielt. Zudem wurden die tumorinfiltrierenden T-Zellen mit
bestrahlten (40 Gy) PBL gesunder Spender im Verhaltnis 1:200 versetzt, wobei eine
Konzentration von 2-4x10° T-Zellen pro cm® Gewebe angenommen wurde, und sieben Tage
kultiviert. Im Anschluss folgte die zweite Expansionsphase, die mithilfe des

Expansionsprotokolls periphere T-Zellen durchgefiihrt wurde.

3.2.6 Probenvorbereitung fiir die Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen wurden fir adharente Tumorzellen sowie Lymphozyten
in Suspensionskultur durchgefiihrt. Die Ernte und Zahlung der Zellen folgte dabei dem unter
3.2.2 geschilderten Ablauf. Zur Entfernung des Mediums wurden die Zellen zentrifugiert und
der Uberstand dekantiert. Alle Zentrifugationsschritte der Probenvorbereitung fiir die
Durchflusszytometrie wurden bei 400 g fiir 5 min durchgefiihrt. Pro Farbung wurden 5x10°

Zellen eingesetzt.

3.2.6.1 Extrazellulare Farbung

Zunachst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Fur die Farbung extrazellularer
Oberflachenproteine mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern wurden die Zellen in einem
Gesamtvolumen von 100 ul aufgenommen, bestehend aus Farbepuffer (Tabelle 5) und der
entsprechenden Menge Antikérper. AnschlieRend wurden die Zellen lichtgeschitzt fir 20-
30 min bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 200 ul Farbepuffer

aufgenommen.

3.2.6.2Intrazelluldre Farbung

Fir die Farbung intrazellularer Proteine wurde das ,InsideStain Kit* nach Herstellerangaben
oder das folgende Protokoll verwendet. Die geernteten Zellen wurden zunachst mit P-Puffer
(Tabelle 5) gewaschen und anschliefend mit 2 % Formafix fir 15 min bei Raumtemperatur
fixiert. Die Entfernung der Fixierldsung erfolgte nach einer Zentrifugation. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen fir 10 min mit P-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss an eine Zentrifugation zur Entfernung des P-Puffers wurden die Zellen in 100 pl
P-Puffer inklusive der entsprechenden Menge Antikérper aufgenommen und lichtgeschitzt
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen erneut zentrifugiert und

in 200 pl 2 % Formafix aufgenommen.
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3.2.6.3 Tetramer-Farbung

Zum Nachweis und der Quantifizierung von neoantigenspezifischen T-Zellen wurde eine
Tetramer-Farbung durchgefuhrt. Das PE-IQGAP1neo-Tetramer wurde von Miltenyi Biotec zur
Verfugung gestellt; die Tetramere PE-TRIT1neo und APC-TRIT1neo wurden mithilfe des
LFlex-T™ HLA-B*08:01 Monomer UVX* nach Herstellerangaben angefertigt. Dabei wurde
durch die Bestrahlung mit UV-Licht (366 nm Wellenlange) ein stabilisierendes Monomer aus
dem Monomer-HLA |-Komplex geldst, sodass im Nachgang das TRIT1-Peptid gebunden
werden konnte. Mithilfe des ,LEGEND MAX™ Flex-T™ Human Class | Peptide Exchange
ELISA" wurde im Anschluss die Bindung der Neoantigen-Monomere an die HLA |-Molekule
Uberprift. Monomerbeladene Proteinkomplexe werden durch die spezifische Bindung der a-
Kette und des B2-Mikroglobulins des HLA |-Komplexes detektiert.

T-Zellen wurden zunachst mit Farbepuffer (Tabelle 5) gewaschen und anschliel3end fir 30 min
mit dem entsprechenden Tetramer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem

Waschen mit Farbepuffer wurden die T-Zellen in 200 ul Farbepuffer aufgenommen.

3.2.7 Messung am Durchflusszytometer

Die Messung der Zellen, die mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern oder Tetrameren
gefarbt wurden, erfolgte zeitnah nach der Farbung am FACSCalibur oder FACSVerse. Die
Zellpopulation wurde durch Ausschluss von Zelldebris im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht
definiert. Es wurden stets ungefarbte Zellen der zu untersuchenden Zellpopulationen zur
deutlichen Abgrenzung und ldentifizierung der antikbrpermarkierten Zellen mitgefuhrt. Bei
Farbungen mit mehreren Antikorpern mit unterschiedlichen Fluorophoren wurden zunachst
Vorversuche durchgefuhrt, um durch Kompensationseinstellungen eine Fehldetektion durch
Uberlagerte Fluoreszenzsignale zu vermeiden. Die Auswertung der durchflusszytometrischen

Messungen erfolgte mit FCSalyzer 0.9.21-alpha.

3.2.8 Identifizierung von T-Zell-Subpopulationen

Die unterschiedlichen Subpopulationen innerhalb der T-Zellen wurden durch eine
durchflusszytometrische Messung identifiziert. Daflr wurde eine extrazellulare Farbung
(3.2.6.1) der Oberflachenproteine CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD62L und CD95 durchgeflhrt.
Die Subpopulationen innerhalb der CD3*/CD4*- beziehungsweise CD3*/CD8*-T-Zellen
wurden anhand der Prasenz von CD62L, CD45R0O und CD95 unterschieden (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Definition der T-Zell-Subpopulationen

Oberflachenproteine T-Zell-Subpopulation
CD3*/CD62L*/CD45R0O/CD95 naive T-Zellen
CD3*/CD62L*/CD45R0O/CD95* Stammzellahnliche T-Gedachtniszellen
CD3*/CD62L*/CD45R0O*/CD95* Zentrale T-Gedachtniszellen
CD3*/CD62L/CD45R0O*/CD95* T-Effektorgedachtniszellen
CD3*/CD62L/CD45R0O/CD95* T-Effektorzellen

3.2.9 Stimulation von T-Zellen

Far die Stimulation von T-Zellen wurden autologe B-LCL als antigen-prasentierende Zellen
verwendet. Die Beladung von 3x108 B-LCL mit 10 pg Peptid erfolgte in 1 ml serumfreiem
Medium bei 37°C. Im Anschluss wurden die peptidbeladenen B-LCL mit 30 Gy bestrahlt. B-
LCL und expandierte T-Zellen wurden im Verhaltnis 1:4 in T-Zell-Stimulationsmedium (Tabelle
4) gemischt und je 1x10° T-Zellen pro Well einer 24-Well-Platte ausgesat. Die T-Zellen wurden

nach sieben Tagen gezahlt und mit neuen peptidbeladenen B-LCLs im Verhaltnis 1:4 kultiviert.

3.2.10 IFNy-ELISpot

Die Detektion der IFNy-Sezernierung von aktivierten T-Zellen erfolgte mithilfe des humanen
JIFNyY-ELISpot®AS'c“ " Dafiir wurden 20.000 T-Zellen mit 10.000 B-Zellen in 200 pl/Well T-
Zellmedium (Tabelle 4) in eine anti-IFNy-beschichtete 96-well Platte gesat. Zudem wurde den
Proben 4 ug Peptid zugesetzt, wohingegen T-Zellen, die mit B-Zellen aber ohne Peptid
inkubierten, als Negativkontrolle dienten. Die Positivkontrollen wurden mit 50 ng/ml Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) und 1 pg/ml lonomycin versetzt. Nach 16-20 h Inkubationszeit bei
37°C und 5 % CO, wurde das Medium entfernt und die Detektion der IFNy-Spots erfolgte nach
Herstellerangaben. Die abschlieRende Zahlung der Spots wurde mithilfe eines ELISpot-

Lesegerates durchgefihrt.

3.2.11 Kokultur

Die Stimulation von T-Zellen mit autologen Tumorzellen erfolgte durch eine Kokultur beider
Zelltypen™?®. Zunachst wurden Tumorzellen fir 48 h mit 200 IE/ml IFNy stimuliert, um eine
gesteigerte HLA-Expression zu induzieren. Die Kokultur erfolgte in einer 24-Well-Platte, die
mit humanem anti-CD28-Antikérper beschichtet wurde. Pro Well wurden 200.000 T-Zellen und
20.000 autologe IFNy-stimulierte Tumorzellen in 1 ml T-Zell-Medium (Tabelle 4) ausgesat. Ein
Austausch von 50 % des Mediums wurde nach je zwei bis drei Tagen durchgefuhrt. Nach
sieben Tagen wurden die Zellen geerntet und ihrer Zellzahl entsprechend mit neuen IFNy-
stimulierten Tumorzellen im Verhaltnis 10:1 ausgesat. Die Kokultur wurde an Tag 14 beendet

und die Zellen wurden analysiert (3.2.6; 3.2.12). Teilweise wurden Kokulturen mit weiteren
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Zusatzen angesetzt: 20 ug/ml Pembrolizumab, 10 ug/ml Ipilimumab, 20 pg/ml Durvalumab,
1 ug/ml anti-LAG3, 10 pg/ml anti-HLA- DR, DP, DQ, 10 % W6/32-Zellkulturiiberstand.

Des Weiteren wurden auch Kokulturversuche mit Membraneinsatzen durchgefihrt, um eine
raumliche Trennung von Tumorzellen und T-Zellen zu ermdglichen. Dabei wurden die T-Zellen
auf den Boden der anti-CD28-Antikorper beschichteten 24-Well-Platte gegeben, wahrend die
Tumorzellen in den Membraneinsatz gesat wurden. Da diese Versuche nur fir die Gewinnung

von Zellkulturiberstand durchgefuhrt wurden, erfolgte kein Mediumwechsel.

3.2.12 Degranulierungstest

Der Degranulierungstest'® wurde durchgefiihrt, um die Freisetzung zytotoxischer Granula aus
CD8" T-Zellen zu messen. Dabei steht die Detektion von CD107a im Fokus, das auch
lysosomassoziiertes Glykomembranprotein genannt wird. Dieses Protein ist Teil der
Lysosomenmembran, die bei der zytotoxischen T-Zell-Antwort mit der Zellmembran fusioniert,
um die enthaltenen Granzyme und das porenbildende Perforin freizusetzen. Nach der Fusion
der Membranen kann CD107a durch eine extrazellulare Antikorperfarbung angefarbt werden.
Ebenso wichtig ist jedoch auch der Nachweis von IFNy, das nur von aktivierten T-Zellen
exprimiert wird.

In Vorbereitung des Degranulierungstests wurden die Tumorzellen fir 48 h mit 200 IE/ml IFNy
behandelt. Fir die Inkubation wurden 200.000 T-Zellen und 100.000 autologe Tumorzellen in
100 pl T-Zellmedium (Tabelle 4) in einer 96-well-Platte ausgesat, die zuvor mit humanem anti-
CD28-Antikorper beschichtet wurde. Dem Medium wurde zudem der humane anti-CD107a-
Antikdrper zugesetzt. Nach einer einstindigen Inkubation wurde jedes Well mit 1 ug/mli
Brefeldin A versetzt und nach weiteren vier Stunden wurden die Zellen geerntet. Die Farbung
fur die durchflusszytometrische Messung erfolgte mithilfe des ,Inside Stain Kit“ sowie
humanem anti-CD8-APC-Antikérper und humanem anti-IFNy-PE-Antikdrper. Die Messung
von CD8/CD107a/lFNy dreifach positiven Zellen erfolgte am BD FACSCalibur™. Zur
Berechnung der relativen Degranulierung wurde der Anteil an dreifach-positiven T-Zellen der
Proben in Relation gesetzt zu dreifach-positiven T-Zellen, die wahrend des

Degranulierungstests nicht mit Tumorzellen inkubiert wurden.

3.2.13 Zytokinbestimmung

Fir die Detektion von Zytokinen, die wahrend der Kokultur von Tumorzellen und T-Zellen
sezerniert werden, wurden Zellkulturiberstdnde gesammelt und mit dem ,MACSPlex Cytokine
12 Kit* analysiert. Dabei kann die Konzentration der Zytokine GM-CSF, IFNa, IFNy, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17A, und TNFa bestimmt werden. Die Zytokinbestimmung

wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt und am FACSVerse gemessen.
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3.2.14 GranToxiLux Farbung

Die GranToxiLux Farbung zur Bestimmung der Granzym B-Freisetzung durch zytotoxische T-
Zellen wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Daflir wurden Tumorzellen fir 15 min mit
dem Fluorophor TFL4 bei 37°C inkubiert, gewaschen, mit Granzym B-Substrat versetzt und
im Verhaltnis 1:5 mit T-Zellen fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Detektion von Zellen, die positiv
fur TFL4 und das Granzym B-Substrat waren, erfolgte am FACSCalibur.

Diese Farbung wurde auch in reduzierter Form durchgefuhrt. Dabei wurde lediglich das

Granzym B-Substrat zur Detektion von tumoreigenem Granzym B genutzt.

3.2.15 Statistik

Die Bestimmung der statistischen Kenngrof3en Mittelwert, Median, Standardabweichung vom
Mittelwert sowie p-Wert im t-Test erfolgte mithilfe von GraphPad Prism 5. Dabei wurden im t-
Test stets Proben und Kontrollen eingeschlossen, die in den einzelnen Experimenten naher

definiert sind.
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IV. Ergebnisse

41 Fallauswahl

Fur die Analyse der Interaktion von Tumorzellen und T-Zellen wurden die beiden KRK-
Patientinnen HROC113 und HROC285 ausgewahlt. HROC113 identifiziert einen Kolontumor
einer Patientin (41 Jahre), die zum Zeitpunkt der Operation zwei Tumoren aufwies, die alle
Schichten des Darmepithels durchdrangen und ebenso invasiv in das angrenzende
Fettgewebe eingewachsen waren (T4b N2 MO0). Immuninfiltrate konnten in der
immunhistochemischen Farbung bestatigt werden. Bei HROC285 (weiblich, 30 Jahre) wurde
ebenso ein invasiv wachsender Tumor (T4b N2 M1) mit maBRiger Immuninfiltration
diagnostiziert, der auRerdem auch Lebermetasten gebildet hatte. Beide Patientinnen erhielten
erst nach der Operation medikamentdse Therapien, sodass die Tumoren als unbehandelt
angesehen werden kénnen.

Da beide Patientinnen ein Lynch-Syndrom aufwiesen, das durch eine Mutation der Mismatch-
Reparaturgene MLH1 (HROC113) und MSH2 (HROC285) bedingt ist, sind beide Tumoren von
MSI und hoher Mutationslast gekennzeichnet. In HROC113 wurden 5.288 und in HROC285
6.373 nichtsynonyme Mutationen detektiert. Ausgehend von diesen beiden Tumoren konnten
die Tumorzelllinien HROC113 und HROC285 TO M2 etablierten werden. Zudem waren PBL
kryokonserviert und standen fur die T-Zell-Isolation zur Verfluigung. Die Vielzahl an Mutationen
sowie die konstitutive Expression von HLA | auf den Tumorzelllinien waren entscheidende

Charakteristika zur Auswahl dieser Falle fur die Zielsetzung dieser Arbeit.

4.2 Charakterisierung der Tumorzellen

4.2.1 IFNy-Stimulation

Die Tumorzellen wurden mit IFNy behandelt, um eine verstarkte HLA-Expression zu
induzieren. Dazu wurden Vorversuche durchgefihrt, um die optimale Konzentration und
Behandlungsdauer zu ermitteln. Dabei zeigte sich, dass langere Inkubationszeiten zwar
einerseits eine starkere Expression von HLA [I-Molektlen induzierten, andererseits aber die
Vitalitdt der Zellen beeintrachtigten (Abbildung 5A und B). Dieser Effekt war besonders
deutlich bei HROC113 zu beobachten, deren Anteil lebender Zellen nach 72 h IFNy-
Behandlung auf bis zu 41 % absank. Der Anteil toter Zellen stieg bei den HROC285 T0 M2 auf
maximal 33 %. Auch der Einsatz unterschiedlich hoher IFNy-Konzentrationen wurde zuvor fiir
48 h getestet. Hierbei wurde beobachtet, dass eine erhdhte IFNy-Konzentration keinen
weiteren Vorteil hinsichtlich der HLA Il-Expression erbrachte (Abbildung 5C und D). Zudem
ging die Konzentrationserhdhung bei HROC113 erneut mit dem Absinken der Vitalitat einher,
wohingegen die Konzentrationsanderung bei HROC285 T0O M2 keine Veranderung der Anteile

lebender und toter Tumorzellen induzierte.
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Dementsprechend wurde die IFNy-Behandlung in allen nachfolgenden Experimenten flir 48 h
mit 200 IE/ml IFNy durchgeflhrt.
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Abbildung 5: Vorversuche zur HLA-Detektion

Die Detektion der HLA I- und HLA lI-Expression erfolgte durch durchflusszytometrische Messungen. (A und B) Die
IFNy-Behandlung erfolgte mit 200 IE/ml fiir 24, 48 oder 72 h. (C und D) Tumorzellen wurden fiir 48 h mit 200, 500
oder 1000 IE/ml IFNy stimuliert. Unbehandelte Tumorzellen dienten in beiden Versuchsansatzen als Kontrolle.

Die 48-stiindige IFNy-Behandlung flhrte in HROC113 zu einer deutlichen Induktion von HLA Il
(Abbildung 6A). Unbehandelte HROC113 wiesen auf mehr als 97 % der Zellen ausschliel3lich
HLA | auf, wohingegen dieser Anteil in IFNy-stimulieten HROC113 zugunsten der
HLA I/HLA Il doppelt positiven Zellen auf 55 % sank (p<0,001). HLA I'/HLA II* Zellen
erreichten durch die 48-stindige IFNy-Behandlung einen Anteil von 45 % (p<0,001). Zudem
fuhrte die Stimulation mit IFNy zu einer Erhéhung des Medians der Fluoreszenzintensitat
(MFI). HLA 1l wurde in IFNy-behandelten HROC113 mit einem dreifach héheren MFI detektiert
als in den unbehandelten Tumorzellen. Dieser Effekt war in den HROC285 TO M2 noch
deutlicher zu beobachten. Hier induzierte die Interferonbehandlung eine mehr als 21-fache
Steigerung des MFI von HLA 1l (p=0,002). Auch der Anteil an HLA I/HLA Il doppelt positiven
HROC285 T0O M2 stieg von 2 % auf 72 % (p<0,001).

30



ERGEBNISSE

A
1501
3 HLAI
. HLA
] — —  E HA I
|5
: T
& 50-
e
0 L] L] L] L] T
- 48hIFNy - 48hIFNy
HROC113 HROC285 T0 M2
B
401
3 HROC113
B8 HROC285 TO M2
o 304
[=
2
S
S 204
g
m
= 104
ol = === 1,
HLA | HLA I

Abbildung 6: HLA-Expression auf Tumorzellen.

Die Tumorzellen wurden unbehandelt oder nach 48-stiindiger Stimulation mit 200 U/ml IFNy am
Durchflusszytometer analysiert. Der Anteil HLA |- und HLA ll-exprimierender Zellen wurde bestimmt (A). Der
Median der Fluoreszenzintensitat (MFI) der IFNy-behandelten Zellen wurde in Relation gesetzt zum MFI
unbehandelter Tumorzellen (B). N=3

4.2.2 Expression potenziell immunregulatorischer Proteine durch Tumorzellen

Zur naheren Charakterisierung der Tumorzellen hinsichtlich ihres Potenzials zur
Immunregulation wurden verschiedene Liganden von Immuncheckpoints analysiert. Die
durchflusszytometrische Analyse der Tumorzelllinien ergab, dass die Mehrheit der HROC113
und HROC285 TO M2 PD-L1 exprimiert (Abbildung 7A). Die IFNy-Behandlung der Zellen
induzierte zudem eine vierfache Verstarkung der Expression, was durch die erhéhte
Fluoreszenzintensitat nachgewiesen wurde (Abbildung 7B).

Die Detektion der Oberflachenmolekile CD80/86 ergab, dass mehr als 30 % der HROC113
den CTLA-4-Liganden prasentierten (Abbildung 7C). Die IFNy-Behandlung fihrte zu einem
leichten Anstieg der CD80/86-Expression (42 %). Dieses Protein konnte auch in HROC285 TO
M2 nachgewiesen werden, auch wenn der Anteil der CD80/86-exprimierenden Zellen hier
deutlich geringer war. Im Mittel konnte das Protein auf 17 % der Tumorzellen detektiert

werden. Zudem fuhrte die IFNy-Behandlung zu einer leichten Abnahme der Expression (13 %).

31



ERGEBNISSE

Die Bestimmung des FGL1 in Zellkulturiberstanden mithilfe eines ELISA bewies, dass weder
HROC113 noch HROC285 TO M2 FGL1 sezernierten (Abbildung 7D). Dies war zudem

unabhangig von der Stimulation mit IFNy.
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Abbildung 7: Expression immunregulatorischer Proteine

Die Tumorzellen wurden unbehandelt oder nach 48-stiindiger Stimulation mit 200 U/ml IFNy am
Durchflusszytometer analysiert. Der Anteil PD-L1-exprimierender Zellen wurde bestimmt (A). Der Median der
Fluoreszenzintensitat (MFI) der IFNy-behandelten Zellen wurde in Relation gesetzt zum MFI unbehandelter
Tumorzellen (B). AuRerdem wurde der Anteil an CD80/86-exprimierenden Zellen bestimmt (C) und die
Konzentration an FGL1 im Zellkulturiiberstand mithilfe eines ELISA gemessen. (A-C) N=3; (D) N=1.
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4.3  Charakterisierung der T-Zellen

4.3.1 Expansionsergebnis

Nach der Isolation von T-Zellen aus kryokonservierten PBL wurden diese mit dem ,rapid
expansion protocol* expandiert (3.2.4). Dabei konnten aus den PBL des Patienten HROC113
5,0x10° T-Zellen isoliert werden; bei HROC285 waren es 3,3x10° T-Zellen. Nach zweiwdchiger
Expansion erreichten Tc HROC113 und Tc HROC285 kumulative Wachstumsfaktoren von 104
beziehungsweise 158 (Abbildung 8A).

Ausgehend von der angenommenen T-Zell-Konzentration von 2-4x10%/cm® Tumorgewebe
wurden fur die TiTc HROC113 und TiTc HROC285 kumulative Wachstumsfaktoren von 210
und 496 erzielt (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Wachstumsverhalten von T-Zellen wahrend der Expansion.
Die Zahlung der T-Zellen des peripheren Blutes (A) und tumorinfiltrierenden T-Zellen (B) erfolgte dem Protokoll
entsprechend ab Tag 7 und es folgte die Berechnung des kumulativen Wachstumsfaktors (3.2.5).
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4.3.2 Subpopulationen

Im Anschluss an die Expansion wurden die T-Zellen hinsichtlich ihrer Subpopulationen
analysiert. Die durchflusszytometrische Analyse (Abbildung A 1) zeigte auf, dass sich die
Verteilung der T-Zellen in den CD4* und CD8* Kompartimenten wahrend der Expansion
zugunsten der CD8* T-Zellen verschob.

Zu Beginn der Expansion herrschten bei den Tc HROC113 CD4/CD8 doppelt positive T-Zellen
(49,4 %) und CD4* vor, die in naive T-Zellen (20,0 %) und stammzellahnliche T-
Gedachtniszellen (28,5 %) unterschieden werden konnten (Abbildung 9A). Nach der 14-
tagigen Expansion wurde der grofite Teil der Tc HROC113 als CD8* T-Gedachtniszellen
identifiziert, die sich wiederrum in zentrale CD8* T-Gedachtniszellen (49,6 %) und
stammzellahnliche CD8" T-Gedachtniszellen (25,8 %) gliederten. Des Weiteren wurden auch
CD4" T-Gedachtniszellen detektiert, welche ebenso den zentralen CD4* T-Gedachtniszellen
(13,5 %) und den stammzellahnliche CD4" T-Gedachtniszellen (4,5 %) zugeordnet werden
konnten. Lediglich eine Minderheit der Tc HROC113 konnte als T-Effektorgedachtniszelle
(CD8": 2,5%; CD4*: 1,9%) oder T-Effektorzelle (CD8": 0,5%; CD4": 0,1%) identifiziert werden.
Der Anteil an CD4/CD8 doppelt positiven T-Zellen sank auf 1,5 % und naive T-Zellen konnten
am Ende der Expansion nicht mehr detektiert werden.
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Abbildung 9: T-Zellsupopulationen.

Die T-Zellen wurden anhand der Detektion der Oberflachenproteine CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD62L und CD95
in der Durchflusszytometrie kategorisiert: TCM: zentrale T-Gedachtniszellen (central memory T cells); TEFF: T-
Effektorzellen; TEM: T-Effektorgedachtniszellen (effector memory T cells), TN: Naive T-Zellen, TSCM:
stammzelldhnliche T-Gedachtniszellen (stem cell-ike memory T cells). Die durchflussytometrische messung
erfolgte an Expansionstag 0 und 14 bei den peripheren T-Zellen (A) und an Tag 14 bei den tumor-infiltrierenden T-
Zellen (B).
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Die aus PBL isolierten Tc HROC285 setzten sich vor der Expansion vor allem aus
stammzelldhnlichen CD4* (45,0 %) und CD8* (37,7 %) T-Gedachtniszellen zusammen
(Abbildung 9A). Hier betrug der Anteil an CD4/CD8 doppelt positiven T-Zellen lediglich 2,1 %.
Die Populationen an zentralen T-Gedachtniszellen (2,1 %), Effektorgedachtniszellen (0,3 %)
und Effektorzellen (3,4 %) der CD4* T-Zellen war gering. Eine ahnlich Verteilung wurde auch
bei den CD8" Tc HROC285 beobachtet. Die Populationen an zentralen T-Gedachtniszellen
(1,5 %), Effektorgedachtniszellen (0,1 %) und Effektorzellen (2,4 %) waren nur gering
ausgepragt. Naive CD8* T-Zellen wurden im Gegensatz zu den CD4* naiven T-Zellen (5,4 %)
nicht identifiziert.

Am Ende der Expansionsdauer zeigte die durchflusszytometrische Analyse, dass sich der
Anteil an CD8" stammzellahnlichen T-Gedachtniszellen beinahe verdoppelt hatte (68,4 %). Ein
ebenso starker Anstieg wurde bei den CD8* zentralen T-Gedachtniszellen (4,1 %) beobachtet,
wohingegen die Anteile an CD8* Effektorgedachtniszellen (0,1 %) und Effektorzellen (0,5 %)
sanken. Unter den CD4* T-Zellen war auch nach der Expansion die Subpopulation der
stammzellahnlichen T-Gedachtniszellen (24,7 %) am grofiten. Die Anteile an zentralen T-
Gedachtniszellen (1,6 %), Effektorgedachtniszellen (0,1 %) und Effektorzellen (0,1 %) sanken
deutlich ab. Ahnlich wie bei den Tc HROC113 verringerte sich am Ende der Expansion der
Anteil CD4/CD8 doppelt positiver T-Zellen (0,5 %) und es wurden ebenfalls keine naiven T-
Zellen detektiert.

Die durchflusszytometrische Analyse der Subpopulationen erfolgte bei den TiTc HROC113
und TiTc HROC285 nur an Tag 14, da die Menge an T-Zellen zu Beginn der Expansion
deutlich limitiert war. Im Gegensatz zu den peripheren T-Zellen zeigte sich hier bei beiden
Proben eine Mehrheit von CD4* T-Zellen unter denen T-Effektor- und T-
Effektorgedachtniszellen dominierten (Abbildung 9B). Zudem wiesen die tumorinfiltrierenden
T-Zellen beider Patientinnen verglichen mit den T-Zellen des peripheren Blutes auch nach der
Expansion einen erhéhten Anteil an CD4/CD8 doppelt positiven T-Zellen (TiTc HROC113:
10,2 %; TiTc HROC285: 7,2 %) auf.

Die TiTc HROC113 wurden mehrheitlich als CD4* (50,9 %) und CD8* T-Effektorzellen
(30,8 %) identifiziert. Die Populationen an naiven T-Zellen (CD4*: 0,7 %; CD8*: 0,4 %),
stammzellahnlichen T-Gedachtnis- (CD4*: 3,7 %; CD8": 0,8 %), zentralen T-Gedachtnis-
(CD4": 0,5 %; CD8": 0,1 %) sowie T-Effektorgedachtniszellen (CD4*: 1,2 %; CD8": 0,5 %)
waren nur gering ausgepragt.

Die TiTc HROC285 waren mehrheitich CD4*. Hier herrschten gleichermalen
stammzellahnliche (27,4 %) und zentrale T-Gedachtniszellen (29,0 %) vor. Doch auch die
Subpopulationen an T-Effektorzellen (13,2 %) und T-Effektorgedachtniszellen (16,3 %) waren
deutlich ausgepragt. Der insgesamt geringe Anteil an CD8" T-Zellen gliederte sich in zentrale
(6,0 %) und stammzelldhnliche T-Gedachtniszellen (0,9 %).
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4.3.3 Immuncheckpoints

Nach der Expansion wurden die T-Zellen hinsichtlich der Expression verschiedener
Oberflachenproteine untersucht. Diese waren PD-1, CTLA-4 und LAG-3, die auf aktivierten
und auch erschopften T-Zellen exprimiert werden. PD-1/CTLA-4/LAG-3 dreifach positive T-
Zellen wurden als T-Zellen mit Erschépfungsmerkmalen klassifiziert.

Die T-Zellen des peripheren Blutes von HROC113 und HROC285 wiesen mit 9,9 % und 9,0 %
geringe Anteile an PD-1/CTLA-4/LAG-3 dreifach positiven T-Zellen auf (Abbildung 10A und
B). Jedoch zeigten die Mehrheit beider T-Zell-Populationen eine Expression an LAG-3
(Tc HROC113: 81,6 %; Tc HROC285: 67,0%) und CTLA-4 (Tc HROC113: 68 %;

Tc HROC285: 50,9 %), wohingegen PD-1 auf unter 20 % der Zellen nachgewiesen werden
konnte.

A B
Tc HROC113 Tc HROC285
100+ 100+
804 804
S 604 S 601
N N
o o
& 404 & 404
20+ 20+
0- 0-
PD-1 CTLA-4 LAG-3 PD-1/ PD-1 CTLA-4 LAG-3 PD-1/
CTLA-4/ CTLA-4/
LAG-3 LAG-3
C D
TiTc HROC113 TiTc HROC285
100+ 100+
804
5 o 5
N N
o o
@ 401 O
20+
0-
PD-1 CTLA-4 LAG-3 PD-1/ PD-1 CTLA-4 LAG-3 PD-1/
CTLA-4/ CTLA-4/
LAG-3 LAG-3

Abbildung 10: Expression von Immuncheckpoints.

Durchflusszytometrische Messungen von expandierten peripheren (A und B) und tumorinfiltrierenden T-Zellen (C

und D) detektierten die Expression der Imnmuncheckpoints PD-1, CTLA-4 und LAG-3. (A) und (B): N=3; (C) und (D):
N=2.
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Auffallend ist bei der Analyse der tumorinfiltrierenden T-Zellen beider Patientinnen der deutlich
erhohte Anteil PD-1* T-Zellen. So waren im Mittel 59,8 % der TiTc HROC113 und 59,5 % der
TiTc HROC285 PD-1*. Der Anteil an CTLA-4" und LAG-3* war mit 38,1 % und 51,6 % bei den
TiTc HROC113 geringer als in den entsprechenden expandierten peripheren T-Zellen
(Abbildung 10A und C). Jedoch fiihrte der hohe Anteil PD-1-exprimierender T-Zellen zu
einem hoheren Anteil an PD-1/CTLA-4/LAG-3 dreifach positiven T-Zellen unter den
TiTc HROC113. Zwischen Tc und TiTc HROC285 zeigten sich mehr Ahnlichkeiten, doch
ebenso resultierte der grofRere Anteil PD-1" Zellen in einer erhdhten Anzahl erschopfter T-
Zellen (Abbildung 10D).

4.3.4 Regulatorische T-Zellen

Zur naheren Charakterisierung der T-Zell-Populationen wurde die Population an
regulatorischen T-Zellen bestimmt. Dazu wurde eine durchflusszytometrische Messung
durchgefiihrt, bei der die CD4*/CD25*/FoxP3* Fraktion der T-Zellen identifiziert wurde. Dabei
zeigte sich, dass der Anteil an regulatorischen T-Zellen innerhalb der Tc HROC113 mit 5,2 %
gering war. In den Tc HROC285, die insgesamt eine groliere CD4*-Population aufwiesen,
wurden nur 3,2 % der Zellen als regulatorische T-Zellen identifiziert.

Die Bestimmung der regulatorischen T-Zellen erfolgte auch in den tumorinfiltrierenden T-
Zellen und es zeigten sich gegensatzliche Ergebnisse. Wahrend der Anteil regulatorischer T-
Zellen in den TiTc HROC113 verglichen mit den peripheren T-Zellen stark absank, wurden bei
den Tc und TiTc HROC285 der gegenteilige Effekt beobachtet.

A B
81 101
6- &
h e
g 3 °
g4 S
o a 41
24 2.
Tc HROC113 Tc HROC285 TiTc HROC113 TiTc HROC285

Abbildung 11: Regulatorische T-Zellen innerhalb der T-Zellpopulationen.

Durchflusszytometrische Messung des Anteils an regulatorischen T-Zellen in peripheren (A) und
tumorinfiltrierenden (B) T-Zellen, die als CD4*/CD25*/FoxP3* definiert wurden. (A) N=3; (B) N=1-2.
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44 Kokultur von T-Zellen mit autologen Tumorzellen

Um zu testen, inwieweit T-Zellen durch autologe Tumorzellen aktiviert werden, wurden beide
Zellpopulationen fur zwei Wochen kokultiviert und anschlieBend ein Degranulierungstest
durchgefuhrt. Dieser beziffert den Anteil an T-Zellen, die nach erfolgreicher Antigenerkennung
die Freisetzung ihrer zytotoxischen Granula initiiert haben. Verglichen wurden dabei
expandierte T-Zellen, T-Zellen, die zwei Wochen mit Tumorzellen kokultiviert wurden und T-
Zellen, die unter denselben Bedingungen (Temperatur, Medium, Mediumwechsel etc.) aber
ohne Kontakt zu Tumorzellen kultiviert wurden (,Kontrollkultur®). Ein reprasentative
Auswertung des Degranulierungstests ist in Abbildung A 2 dargestellt.

Bei den peripheren und auch tumorinfiltrierenden T-Zellen von HROC113 zeigte sich ein
Anstieg der Degranulierung durch die Kokultur verglichen mit expandierten T-Zellen
(Abbildung 12A und B). Dabei war bei Tc HROC113 eine sehr grole Varianz zu verzeichnen,
wahrend die verbesserte Tumorzellerkennung bei TiTc HROC113 deutlicher zu beobachten
war. Jedoch war ein deutlicher Aktivitatsanstieg ebenso bei den Tc und TiTc HROC113 zu
beobachten, die ohne Tumorzellen kultiviert wurden.

Die Kokultur von Tc HROC285 mit autologen Tumorzellen HROC285 T0O M2 flhrte hingegen
zu einem gegensatzlichen Ergebnis (Abbildung 12C). Nach der Kokultur sowie der
Kontrollkultur war die Tumorzellerkennung und Aktivitat der T-Zellen vermindert. Dieser
Versuch wurde ebenfalls mit den tumorinfiltrierenden T-Zellen dieser Patientin durchgefuhrt,
doch der ohnehin sehr geringe Anteil an CD8"* Zellen sank im Verlauf der Kokultur weiter ab,
sodass nach zwei Wochen fast keine zytotoxischen T-Zellen mehr nachgewiesen werden
konnten. Durch diese dul3erst geringe Anzahl an messbaren Events im Durchflusszytometer,
konnte der Anteil der CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen nicht verlasslich bestimmt werden.
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Abbildung 12: Erkennung von Tumorzellen nach der Kokultur.

Nach 14-tagiger Kokultur von T-Zellen mit autologen Tumorzellen wurde ein Degranulierungstest zur Bestimmung
der Tumorzellerkennung gemessen an CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen durchgefihrt. Tc HROC113 (A), TiTc
HROC113 (B) und Tc HROC285 (C) wurden dafiir 5 h mit den entsprechenden autologen IFNy-behandelten
Tumorzelllinien inkubiert und anschlieRend am Durchflusszytometer analysiert. Die statistische Auswertung beruht
auf dem t-Test: p<0,05 (*) und p<0,01 (**). N=2-6.

39



ERGEBNISSE

441 Kokultur von T-Zellen mit autologen Tumorzellen und Immuncheckpoint-
inhibitoren

Um eine starkere Aktivitdt der T-Zellen zu induzieren, wurden Kokulturversuche mit
verschiedenen ICI durchgeflihrt. Durch die hohe Expression von PD-L1 auf den untersuchten
Tumorzellen wurden die klinischen ICl Pembrolizumab (anti-PD-1; 20 ug/ml) und Durvalumab
(anti-PD-L1; 10 pg/ml) eingesetzt. Da die Expression von CTLA-4 und LAG-3 in mindestens
50 % der Tc HROC113 sowie der Tc HROC285 nachgewiesen wurde, wurden ebenso
Kokulturversuche mit Ipilimumab (anti-CTLA-4; 10 pg/ml) und einem experimentellen
blockierenden Antikorper gegen LAG-3 (1 pg/ml) durchgefihrt. Im Anschluss wurden &hnlich
wie unter 4.4 Degranulierungsversuche durchgeflhrt.

Dabei war zu beobachten, dass Tc HROC113, die zuvor nicht kokultiviert wurden, den
hdchsten Anteil aktivierter zytotoxischer T-Zellen aufwiesen (Abbildung 13A). Tc HROC113
aus der Kokultur waren demnach in ihrer Aktivitat gegeniber den Tumorzellen gehemmt. Auch
der Einsatz der verschiedenen Immuncheckpointinhibitoren — einzeln oder in Kombination —
fuhrte nicht zu einer deutlichen Verbesserung der Tumorzellerkennung. Es konnte sogar eine
signifikante Verminderung der Degranulierung detektiert werden, wenn die T-Zellen und
Tumorzellen zusammen mit anti-PD-1 (p=0,048) oder anti-CTLA-4 (p=0,041) kultiviert wurden.
Aulerdem zeigte ein weiterer t-Test, dass die Kokultur bei HROC113 unabhangig von
zugesetzten ICI zu einer verschlechterten Tumorzellerkennung fihrt (p(Kontrolle vs.
Kokultur+ICl)=0,003).

Dieser Versuch wurde ebenso mit TiTc HROC113 durchgefiihrt. Aufgrund der limitierten
Zellzahl der tumorinfiltrierenden T-Zellen wurde hierbei nur die Kombination der ICI getestet,
da diese in den peripheren T-Zellen von HROC113 die hochste Aktivitat induzieren konnte.
Insgesamt war die Aktivitdt der TiTc HROC113 hinsichtlich ihrer Degranulierung nur
geringfugig verschieden zwischen kokultivierten Zellen und Kontrollen (Abbildung 13B).
Zudem flhrte die Zugabe der ICI nicht zu einer verstarkten Tumorzellerkennung.

Auch der Degranulierungstest der kokultivierten Tc HROC285 zeigte auf, dass die T-Zellen
der Kontrollkultur aktiviert wurden (Abbildung 13C). Jedoch wurde hier beobachtet, dass die
Zugabe von Durvalumab, einem anti-PD-L1-Antikorper, den Anteil aktivierter zytotoxischer T-
Zellen erhohen konnte. Dabei wurde das Niveau der T-Zellen erreicht, die nicht kokultiviert
wurden. Jedoch erzielte die Behandlung der Zellen mit der Kombination der ICI nicht diesen
starken Effekt.

Die Versuche mit dem anti-LAG-3-Antikdrper wurden aufgrund der limitierten Antikbrpermenge

nur einmalig durchgefuhrt.
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Abbildung 13: Erkennung von Tumorzellen nach der Kokultur mit Immuncheckpointinhibitoren.

Tc HROC113 (A), TiTc HROC113 (B) und Tc HROC285 (C) wurden 14 Tage mit Medium (Kontrolle), mit autologen
Tumorzellen oder mit autologen Tumorzellen und den Immuncheckpointinhibitoren (ICI) anti-PD1 (20 pg/ml), anti-
PD-L1 (10 yg/ml), anti-CTLA4 (10 yg/ml) oder anti-LAG3 (1 yg/ml) kultiviert. Der anschliefende
Degranulierungstest identifizierte CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen. Die relative Degranulierung wurde durch die
Normalisierung der degranulierenden T-Zellen zum Anteil CD8*/CD107a*/IFNy* in T-Zellen ohne Kontakt zu
Tumorzellen bestimmt. N=1-6.
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44.2 Zytokinbestimmung

Neben der Analyse von Proteinen, die eine Immunregulation Uber die Bindung an
Immuncheckpoints der T-Zellen induzieren, wurden auch Zytokine aus der Tumorzell — T-Zell
— Interaktion untersucht. Dafiir wurden Tumorzelllinien und T-Zellen allein sowie in Kokultur
fur sieben Tage inkubiert und der Zellkulturiberstand wurde flr die Analyse der sezernierten
Zytokine verwendet. Der Kokultur wurden zudem teilweise die ICl Pembrolizumab (20 pg/ml),
Ipilimumab (10 pg/ml) und Durvalumab (10 pg/ml) zugesetzt. T-Zellen wurden als
Gesamtpopulation eingesetzt oder als CD4*- beziehungsweise CD8*-Teilpopulation, um
subpopulationsspezifische Reaktionen identifizieren zu kdénnen. Die Kokultur erfolgte mit
direktem Zellkontakt der verschiedenen Zelltypen oder in raumlicher Trennung durch einen
Zellkulturmembraneinsatz (3.2.11). Mithilfe des MACSPlex Cytokine 12 Kit konnte die
Konzentration der folgenden Zytokine bestimmt werden: GM-CSF, IFNa, IFNy, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17A, und TNFa (Abbildung A 3).

In den untersuchten Proben wurden sechs der zwolf Zytokine nachgewiesen. Diese waren
GM-CSF, IL-5, IL-6, IL-17a sowie IL-2 und IFNy. Da die beiden letztgenannten fir die
Stimulation der Zellen eingesetzt wurden, erfolgte ein Ausschluss dieser aus der
nachfolgenden Analyse. Die Messwerte der Ubrigen Zytokine lagen unterhalb des
Detektionslimits.

Die hdchste Zytokinkonzentration wurde bei IL-5 gemessen. Hier wurden bis zu 5 ng/ml bei
HROC113 und 0,9 ng/ml bei HROC285 detektiert (Abbildung 14 und Abbildung 15). Dabei
zeigte sich bei den Ansatzen beider Patientinnen eine ahnliche Verteilung. Die IL-5-
Konzentration war jeweils am hochsten, wenn der Zellkulturiiberstand von T-Zellen ohne
Tumorzellen gemessen wurde. Hier war zu beobachten, dass die IL-5-Sekretion verstarkt bei
CD8" (HROC113: 4200 pg/ml; HROC285: 900 pg/ml) verglichen mit CD4* T-Zellen
(HROC113: 3200 pg/ml; HROC285: 300 pg/ml) detektiert wurde. Der Unterschied zwischen
kokultivierten Zellen mit und ohne ICI war nur gering. Au3erdem konnte auch in den
Uberstanden der Kokultur mit Membraneinsatzen eine IL-5-Konzentration von 2000 pg/ml bei
HROC113 sowie 500-600 pg/ml bei HROC285 gemessen werden.

Die Messungen von IL-6 und IL-17a wiesen innerhalb der Ansatze von HROC113 ein
ahnliches Muster auf. Die héchste Konzentration (IL-6: 48 pg/ml; IL-17a: 29 pg/ml) wurde
jeweils im Zellkulturiberstand der CD4* T-Zellen gemessen. Wurden die CD4* T-Zellen mit
autologen Tumorzellen kokultiviert, sanken die IL-6- (Kokultur: 18 pg/ml; Kokultur mit Einsatz:
21 pg/ml) und IL-17a-Konzentrationen ab (Kokultur: 18 pg/ml; Kokultur mit Einsatz: 26 pg/ml).
Innerhalb der Gesamtpopulation sowie der isolierten CD8* T-Zellen lagen die gemessenen IL-
6- und IL-17a-Konzentrationen insgesamt deutlich niedriger.

Die verstarkte Sekretion von IL-6 durch CD4* T-Zellen wurde auch bei HROC285 beobachtet

(Abbildung 15). Jedoch waren hier die Unterschiede weniger stark ausgepragt.
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Abbildung 14: Zytokinsezernierung aus Kokulturen von HROC113 und Tc HROC113.

HROC113 und Tc HROC113 wurden allein oder in Kokultur fiir sieben Tage inkubiert und der Zellkulturiiberstand
wurde fir die Analyse der sezernierten Zytokine verwendet. Dies geschah mithilfe von Membraneinsatzen fir die
Zellkultur oder in direktem Kontakt im Well und teilweise unter Zugabe von Immuncheckpointinhibitoren (ICI). Die
Zytokindetektion erfolgte mit dem MACSPIlex Cytokine 12 Kit am FACSVerse und die Berechnung der
Zytokinkonzentration erfolgte anhand der Kalibrierung mit Herstellerstandards.
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Abbildung 15: Zytokinsezernierung aus Kokulturen von HROC285 T0 M2 und Tc HROC285

HROC285 TO M2 und Tc HROC285 wurden allein oder in Kokultur fir sieben Tage inkubiert und der
Zellkulturiiberstand wurde fir die Analyse der sezernierten Zytokine verwendet. Dies geschah mithilfe von
Membraneinsatzen fiur die Zellkultur oder in direkiem Kontakt im Well und teilweise unter Zugabe von
Immuncheckpointinhibitoren (ICl). Die Zytokindetektion erfolgte mit dem MACSPIlex Cytokine 12 Kit am FACSVerse
und die Berechnung der Zytokinkonzentration erfolgte anhand der Kalibrierung mit Herstellerstandards.
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Bei IL-17a waren die gemessenen Zytokinkonzentrationen zwischen den Uberstéanden der
verschiedenen T-Zell-Populationen noch geringer (3-16 pg/ml). Jedoch konnten in den
Uberstanden der Kokultur mit Membraneinsétzen deutlich héhere Konzentrationen der beiden
Interleukine gemessen werden. Zudem zeigten sich hier deutliche Unterschiede durch die
Zugabe der ICI. So konnte eine IL-6-Konzentration von 49 pg/ml detektiert werden wahrend
diese in der Kokultur mit ICI nur 32 pg/ml betrug. Die Sezernierung von IL-17a unterschied
sich noch deutlicher. Hier wurden 101 pg/ml in der Kokultur mit Membraneinsatz gemessen,
wohingegen nur 40 pg/ml nach der Zugabe von ICI nachgewiesen werden konnten.

Die gemessenen Konzentrationen an GM-CSF wiesen innerhalb der Ansatze der
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen oder der Gesamtpopulation nur geringe Unterschiede
auf. In den Ansatzen von HROC285 war jedoch die GM-CSF-Konzentration in den
Kokulturiberstanden haufig geringfigig héher als im Uberstand der T-Zell-Populationen.
AuRerdem unterschieden sich beide Patientenansatze im Verhaltnis der GM-CSF-
Konzentration der CD4* T-Zellen im Vergleich zu den anderen T-Zell-Populationen. Wahrend
die CD4* Tc HROC285 ahnlich viel GM-CSF wie die Gesamtpopulation an T-Zellen oder die
CD8* T-Zellen sezernierten, konnte in den Uberstinden von CD4* Tc HROC113 deutlich
weniger GM-CSF nachgewiesen werden als in den anderen Zellkulturiberstanden dieses
Patienten.

Zusammenfassend konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass die Tumorzellen in
Abwesenheit der T-Zellen kaum zur Zytokinsezernierung beitragen. Andererseits flhrt die
Kokultur von T-Zellen mit autologen Tumorzellen haufig zu einer Abnahme der
Zytokinkonzentration verglichen mit der T-Zell-Kultur. Vor allem in den Kokulturversuchen mit
Membraneinsatzen von HROC285 zeigte sich, dass auch ohne direkten Kontakt zwischen
Tumorzellen und T-Zellen die Zytokinsekretion stark verandert werden kann. Die Zugabe von
IClI zur Kokultur veranderte die Zytokinzusammensetzung des Zellkulturiiberstands nicht
merklich.

Alle identifizierten Zytokine gehoéren zur Klasse der proinflammatorischen Zytokine und eine
Sekretion antiinflammatorischer Zytokine durch die Tumorzellen konnte nicht nachgewiesen

werden.
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4.4.3 Kokultur von T-Zellen mit autologen Tumorzellen und HLA-Inhibitoren

Um die Aktivierung der T-Zellen durch eine HLA-gebundene Antigenprasentation der
Tumorzellen zu untersuchen, wurden Kokulturversuche mit Inhibitoren von HLA Klasse | und
II durchgefuhrt. Die Inhibitoren verblieben die gesamte Dauer der Kultur im Medium und
wurden auch dem abschlieRenden Degranulierungstest zugesetzt.

Die Messung der CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen ergab, dass die Tumorzellerkennung durch
autologe T-Zellen unter dem Einsatz von HLA-Inhibitoren veradndert wurde. Der Anteil
degranulierender Tc HROC113 stieg durch Blockade der HLA-Rezeptoren an (Abbildung 16).
Die starkste T-Zell-Aktivierung wurde hier beobachtet, wenn eine Inhibition des HLA I-
Rezeptors vorlag, doch insgesamt wiesen die Ergebnisse eine grof’e Varianz auf. Bei
Tc HROC285 kam es durch die Zugabe von anti-HLA | oder anti-HLA Il zu einer Steigerung
der Tumorzellerkennung, wohingegen die Kokultur mit beiden Inhibitoren den Anteil der
CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen senkte.
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Abbildung 16: Erkennung von Tumorzellen nach der Kokultur mit HLA-Inhibitoren.

T-Zellen wurden 14 Tage mit autologen Tumorzellen und monoklonalen Antikérpern zur HLA-Blockade kultiviert.
Der anschlieRende Degranulierungstest identifizierte CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen. Die relative Degranulierung
wurde durch Normierung CD8*/CD107a*/IFNy* der HLA-Inhibitionsversuche zu kokultivierten T-Zellen ohne
blockierende Antikérper ermittelt. N=1-4.
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4.5 Charakterisierung der B-LCL

Fur die nachfolgende Peptidstimulation wurden B-LCL als antigenprasentierende Zellen
bendtigt. Nach mehrmaligem Passagieren der transformierten B-LCL wurden diese mithilfe
einer Antikorperfarbung und der nachfolgenden Messung am Durchflusszytometer hinsichtlich
ihrer Rezeptoren und Oberflachenproteine untersucht. Dabei wurden nicht wie bei den T-
Zellen subpopulationsspezifische Marker betrachtet, da deren Expression durch den Einfluss
des Epstein-Barr-Virus verandert werden kann. Zudem sollten die B-LCL als
antigenprasentierende Zellen fur die nachfolgenden Experimente eingesetzt werden, sodass
die Funktionalitat im Mittelpunkt stand. Deshalb wurde am Durchflusszytometer die Expression
des antigenprasentierenden Proteinkomplexes HLA Il sowie der Kkostimulatorischen
Oberflachenproteine CD40, CD50, CD54, CD58, CD86 und CD102 detektiert, die fir eine
erfolgreiche Antigenstimulation benétigt werden.

Neben HLA Il wurden auch alle untersuchten kostimulatorischen Oberflachenproteine auf
>95 % der B-LCL der Patienten HROC113 und HROC285 detektiert (Abbildung 17A und B).
Demnach waren die etablierten B-LCL hervorragend fur die in vitro Prasentation von Antigenen

geeignet und wurden fir die folgenden Versuche verwendet.

A B
Bc HROC113 Bc HROC285

1004 1004

50 50+

Prozent
Prozent

0
HLA IICD40 CD50 CD54 CD58 CD86CD102 HLA 1ICD40 CD50 CD54 CD58 CD86CD102

Abbildung 17: Charakterisierung der B-LCL.

Durchflusszytometrische Messung von HLA |l sowie den kostimulatorischen Proteinen CD40, CD50, CD54, CD58,
CD86 und CD102 auf Bc HROC113 (A) und Bc HROC285 (B). N=3-4.
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4.6 Peptidstimulation der T-Zellen

4.6.1 Identifizierung von tumorspezifischen Antigenen

Um eine starkere Aktivierung der T-Zellen zu erzielen, sollten diese mit tumorspezifischen
Antigenen stimuliert werden. Basierend auf whole exome sequencing Daten und
Ligandomanalysen wurde eine Vielzahl an Peptidkandidaten identifiziert. Diese Analysen
wurden von Kooperationspartnern der Universitaten Tabingen (Dr. Markus Léffler, Dr. Michael
Ghosh und Prof. Dr. Hans-Georg Rammensee) und Wdiarzburg (Dr. Andreas Schlosser)
durchgefihrt.

Die Sequenzierung detektierte in HROC113 5.288 Mutationen, in HROC285 sogar 6.373,
wovon jeweils mehr als 1.400 durch Insertionen oder Deletionen verursacht wurden. Es konnte
jedoch keins dieser Frameshift-Peptide im Ligandom nachgewiesen werden. Insgesamt
wurden im Ligandom nur drei Neoantigene identifiziert, die das Resultat von Punktmutationen
waren. Diese Neoantigene wurden sowohl in IFNy-behandelten als auch in unbehandelten
Zellen identifiziert.

Die p.Arg321Trp Mutation des IQGAP1 Gens in HROC113 resultierte im Neoantigen
KMWEEVITL (Wildtyp KMREEVITL). Die p.Thr41Ala-Mutation in CTNNB1 flihrte zur
Translation eines zweiten Neoantigens dieser Zelllinie. Dieses wies die Aminosauresequenz
YLDSGIHSGATA (Wildtyp YLDSGIHSGATT) auf. In HROC285 TO M2 wurde nur ein
Neoantigen identifiziert, das durch eine Mutation im TRIT7-Gen (p.Lys66Thr) verursacht und
in TVIDRKVEL (Wildtyp KVIDRKVEL) translatiert wurde. Dieses Neoantigen wurde
zusammen mit dem Wildtyp im Ligandom von HROC285 TO M2 detektiert, wohingegen in
HROC113 nur die Neoantigene und keines der Wildtyppeptide vorgefunden wurde.

Neben mutierten Neoantigenen wurden auch kryptische Peptide identifiziert. Mithilfe der
Software Peptide-PRISM wurden 8.564 konventionelle sowie 98 kryptische Peptide in
HROC113 identifiziert. In HROC285 TO M2 wurden mit 2.374 konventionellen und 31
kryptischen deutlich weniger Peptide detektiert.

HROC113 zeigte eine typische Verteilung der Peptide Uber die verschiedenen HLA-Molekule
hinweg. Die meisten konventionellen und auch kryptischen Peptide wiesen eine
Bindungsaffinitat zu HLA-A und HLA-B auf, wohingegen nur ein kleiner Teil HLA-C préferierte.
Der Algorithmus NetMHCpan klassifizierte 9 % der Peptide als Nichtbinder. Ein vollkommen
anderes Bild zeigte sich bei HROC285 TO M2. Hier wurde ein GroRteil (55 %) der Peptide als
HLA-C-Binder identifiziert und auch der Anteil an Nichtbindern war mit 28 % deutlich erhoht.
Obwohl beide Zelllinien in drei HLA-Allelen Gbereinstimmen, wurde lediglich ein Peptid (Nr. 28;
Tabelle A 1) in beiden Proben gefunden.

Die Behandlung mit IFNy fihrte in den HROC113 zu einem starken Anstieg der HLA-B-
gebundenen Peptide. Dieser Effekt war bei HROC285 TO M2 nicht zu beobachten.

48



ERGEBNISSE

Die identifizierten Peptide entstammten hauptsachlich der Translation nicht-kodierender RNA,
nicht-kanonischer Leseraster und physiologisch nicht-translatierter 5‘-Bereiche der RNA.
Insgesamt war jedoch der Anteil kryptischer Peptide in beiden Tumorzelllinien mit 1 % gering.
Wahrend mutierte Neoantigene per se tumorspezifisch sind, kommen kryptische Peptide
ebenso in gesundem Gewebe vor. Deshalb erfolgte ein Abgleich der identifizierten kryptischen
Peptide mit dem HLA Liganden Atlas, der eine Datenbank benigner kryptischer Peptide
darstellt'*'. Dabei wurden 54 der urspriinglich 128 kryptischen Peptide als benigne klassifiziert
und deshalb aus den Untersuchungen ausgeschlossen. Es konnten jedoch weitere 23 Peptide
in die nachfolgenden funktionellen Tests inkludiert werden, obwohl diese in der Analyse von
HROC113 und HROC285 die Qualitdtsparameter nicht erfllliten. Aber diese Peptide konnten
sicher in anderen Ligandomdatensatzen identifiziert werden, wurden nicht als benigne
klassifiziert und verfugten Uber Bindungspradiktionen entsprechend der HLA-Allele der
Patienten.

Somit konnten final 97 kryptische Peptide und 3 Neoantigene in die funktionellen Analysen
eingeschlossen werden (Tabelle A 1). Fir HROC113 wurden 70 tumorspezifische kryptische
Peptide identifiziert, wovon 54 eine starke und 16 eine schwache Bindungspradiktion
aufwiesen. Die 28 in HROC285 identifizierten kryptischen Peptide unterteilten sich in 15 mit
starker und 13 mit schwacher Bindungspradiktion. Die kryptischen Peptide wurden
entsprechend der Zelllinie und ihrer Bindungspradiktion in Pools gemischt und fur die
Stimulation verwendet. Die grol’e Anzahl an Peptiden mit starker Bindungspradiktion in

HROC113 fuhrte zur Aufteilung dieser in zwei Pools.

4.6.2 IFNy-Sekretion nach Peptidstimulation

Periphere und tumorinfiltrierende T-Zellen wurden mit den unter 4.6.1 beschriebenen
Peptidpools  fir 14-28 Tage stimuliert. Dabei dienten autologe B-LCL als
antigenprasentierende Zellen. Am Ende der Stimulationsdauer erfolgte ein ELISpot zum
Nachweis der IFNy-Sekretion aktivierter T-Zellen. Dabei wurde nun die Reaktivitat der T-Zellen
gegen einzelne Peptide der zuvor verwendeten Pools getestet. T-Zellen, die nur mit B-LCL
nicht jedoch mit Peptid inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Die Anzahl der Spots der
Proben wurde gegen die Spotanzahl dieser Kontrolle normiert, sodass die Reaktivitat der T-
Zellen in einer relativen Darstellung erfolgen konnte (reprasentative Ergebnisse in Abbildung
A 4). Ein t-Test identifizierte anschlieffend signifikant erhdhte Reaktivitat (p<0.05) zwischen
Proben und Kontrolle. Insgesamt war die Reaktivitat der tumorinfiltrierenden T-Zellen starker
(Mittelwert: 26 Spots/Well) als die der peripheren T-Zellen (Mittelwert: 9 Spots/Well) doch war
dies auch in den Kontrollen zu beobachten, sodass die relative Reaktivitat in beiden T-Zell-

Populationen ahnlich war.
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Auch wenn der Pool an kryptischen Peptiden mit schwacher Bindungsvorhersage insgesamt
die schwachsten T-Zell-Antworten induzierte, konnten in den TiTc HROC113 drei Peptide
identifiziert werden, die eine signifikante IFNy-Sekretion hervorriefen (Abbildung 18A-B).
Stimulationen mit den Peptidpools der Kategorie ,starke Bindungsvorhersage® fliihrten ebenso
zu deutlichen T-Zell-Antworten, die in den TiTc HROC113 auf 12 der 56 und in Tc HROC113
auf 1 der 56 kryptischen Peptide zurtickgeflihrt werden konnten. Die beiden identifizierten
Neoantigene induzierten ebenso eine signifikante Anzahl reaktiver peripherer T-Zellen
(PiacAP1neo=0,04; pctnnBineo=0,02) sowie tumorinfiltrierender T-Zellen (piacarine=0,01;
PcTNNB1neo=0,04).

In den T-Zellen des Patienten HROC285 |6sten insgesamt weniger Peptide eine spezifische
T-Zell-Antwort aus. Keines der Peptide aus dem Pool der kryptischen Peptide mit schwacher
Bindungsvorhersage induzierte eine signifikante IFNy-Sekretion (Abbildung 19A-B). Jedoch
konnten zwei der 15 Peptide aus dem Pool der stark bindenden Peptide eine deutlich erhdhte
T-Zell-Reaktivitat induzieren. Eines dieser beiden Peptide flihrte sowohl in den Tc als auch in
den TiTc HROC285 zu einer starken IFNy-Freisetzung. Die Reaktivitdt gegen das mutierte
Neoantigen war in den peripheren T-Zellen von HROC285 hdher als in den TiTc HROC285
erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau.

Zusammenfassend war zu beobachten, dass die Stimulation mit Peptiden mit einer starken
Bindungsvorhersage vermehrt zur Aktivierung von T-Zellen fuhrten (21 %). Der Anteil an
Peptiden mit schwacher Bindungspradiktion, die eine signifikante T-Zell-Antwort auslésen
konnten war dagegen kleiner (14 %). Eine Korrelation zwischen der Art des kryptischen
Peptids (nicht-kodierende RNA, 5-UTR, ...) und dem Erfolg der T-Zell-Stimulation war nicht
zu erkennen.

Alle kryptischen Peptide, die zu einer signifikanten T-Zell-Antwort flhrten sind in Tabelle 12
aufgefuihrt. Sie wurden fir jede Tumorzelllinie in einem Pool (,immunogene Peptide®)

zusammengefihrt und in den nachfolgenden Versuchen eingesetzt.
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Abbildung 18: Untersuchung der IFNy-Sekretion durch HROC113 T-Zellen nach der Stimulation mit
tumorspezifischen kryptischen Peptiden und Neoantigenen.

Tc HROC113 (A) und TiTc HROC113 (B) wurden 28 beziehungsweise 14 Tage mit den entsprechenden
Peptidpools stimuliert. Die Anzahl der IFNy-Spots in den Proben wurde zur Anzahl der IFNy-Spots der
unstimulierten Kontrolle normiert. N=2-3. Die Signifikanztestung wurde mit einem T-Test durchgefuhrt (p<0,05).
WeilRe Saule: Kontrolle; farbgefiillte Saulen: Peptide mit starker Bindungsvorhersage; gestreifte Saulen: Peptide
mit schwacher Bindungsvorhersage; orangefarbene Saulen: signifikant erhdhte IFNy-Sekretion.
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Abbildung 19: Untersuchung der IFNy-Sekretion durch HROC285 T-Zellen nach der Stimulation mit
tumorspezifischen kryptischen Peptiden und Neoantigenen.

Tc HROC285 (A) und TiTc HROC285 (B) wurden 28 beziehungsweise 14 Tage mit den entsprechenden
Peptidpools stimuliert. Die Anzahl der IFNy-Spots in den Proben wurde zur Anzahl der IFNy-Spots der
unstimulierten Kontrolle normiert. N=2-3. Die Signifikanztestung wurde mit einem T-Test durchgefuhrt (p<0,05).
WeilRe Saule: Kontrolle; farbgefillte Saulen: Peptide mit starker Bindungsvorhersage; gestreifte Saulen: Peptide
mit schwacher Bindungsvorhersage; orangefarbene Saulen: signifikant erhdhte IFNy-Sekretion.
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Tabelle 12: Immunogene kryptische Peptide

Peptid

10

13

16

17

18

24

26

32

37

57

62

66

69

79

85

Zelllinie

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

TO M2

HROC285
TO M2

Peptidsequenz

ALPEVQKQV
MAALRALL
QTELSQLLK
TLKDRNFQI
ETDIEMETRY
NSKKRLNTL
YSSEIWDLY
NMKQRTERL
WAAPFPKLL
YHSSTDSLI
MARARAVAA
VPLTRILTL

HHSDWGNIM

HHSDWGNIMW

RLATLKSTV

LLDIDLDKY

SLNIRTPIL

LFDYEVRL

Gensymbol

ATRAID
ZFYVE26
BTF3
CTNND1
GS1-25119.4
SET
ARHGAPS
ARHGAP12
PRDM4
CTNNB1
METTL9
WARS
TRIM31
TRIM31
PLS1

RP11-
624L4.1

ZNF146

UHRF1

Ursprung Bindungs-

UTRS

UTRS

UTR3

UTRS

ncRNA

OffFrame

UTRS5

OffFrame

UTRS

UTRS

UTRS

OffFrame

OffFrame

OffFrame

UTR5

ncRNA

OffFrame

ncRNA

pradiktion

stark
stark

schwach
stark
stark
stark
stark
stark
stark
stark
stark
stark
stark
stark

schwach

stark

stark

stark

HLA-Allel

HLA-A*02:01

HLA-B*08:01

HLA-A*01:01

HLA-B*08:01

HLA-A*01:01

HLA-B*08:01

HLA-A*01:01

HLA-B*08:01

HLA-C*12:03

HLA-B*38:01

HLA-B*08:01

HLA-B*08:01

HLA-B*38:01

HLA-B*38:01

HLA-A*02:01

HLA-A*01:01

HLA-B*08:01

HLA-C*04:01

OffFrame: Frameshift-Peptid resultierend aus verschobenem Leseraster wahrend der Translation; ncRNA:
nichtkodierende RNA; UTR5: nicht-translatierter Bereich am 5-Ende der RNA;

4.6.3 Tetramerfarbung

4.6.3.1 Herstellung und Validierung des Tetramers

Die Tetramere fur das TRIT1-Neoantigen wurden mit dem ,Flex-T™ HLA-B*08:01 Monomer
UVX* hergestellt und im Anschluss mit dem ,LEGEND MAX™ Flex-T™ Human Class | Peptide
Exchange ELISA® Gberprift. In diesem Sandwich-ELISA binden Antikérper an die a-Kette und

das B2-Mikroglobulins des HLA I-Komplexes, sodass nur stabile Proteinkomplexe mit

gebundenem Monomer detektiert werden. Die erfolgreiche Antikérperbindung wurde durch

einen Farbumschlag messbar.
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Die Validierung der Monomerbindung an das HLA I-Molekil mit dem ,LEGEND MAX™ Flex-
T™ Human Class | Peptide Exchange ELISA® zeigte auf, dass eine erfolgreiche Bindung des
TRIT1-Neoantigens an das HLA-B.08.01-Molekil stattgefunden hat (Abbildung 20). Der
Mittelwert der optischen Dichte lag zwischen dem des mittleren und hohen Standard des Kits,
wodurch eine mittlere Bindungsaffinitat des Neoantigens an das entsprechende HLA I-Molekul
nachgewiesen wurde.

Aus den validierten Monomeren wurden anschliel3end Tetramere generiert und diese mit den

Fluorophoren PE oder APC fur die nachfolgende durchflusszytometrische Messung gekoppelt.
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Abbildung 20: Validierung der Tetramerherstellung.

Zur Uberpriifung der Bindung des Neoantigens an das HLA-B.08.01 zur Herstellung des Tetramers wurde der
LEGEND MAX™ Flex-T™ Human Class | Peptide Exchange ELISA durchgefiihrt. Die mitgefiihrten Standards
Hoch, Medium und Niedrig geben Aufschluss iber die Bindungsaffinitdt des Monomers. N=2-3.

4.6.3.2 Bestimmung der neoantigenspezifischen T-Zellen

Um zu bestdtigen, dass durch die Inkubation mit neoantigenbeladenen B-LCL
neoantigenspezifische T-Zellen proliferierten, wurde eine Tetramerfarbung durchgefuhrt.
Dabei wurden Tetramere eingesetzt, die die Neoantigene mit starker Bindungspradiktion
IQGAP1neo und TRIT1neo beinhalteten. Der Anteil an tetramergefarbten Zellen wurde vor
und nach der zweiwdchigen Stimulation mit den Neoantigenen am Durchflusszytometer
bestimmt (Abbildung A 5).

Ein deutlicher Anstieg an IQGAP1neo-bindenden T-Zellen wurde innerhalb der Tc und
TiTc HROC113 nach der Stimulation beobachtet (Abbildung 21A-B). Der gemittelte Anteil
neoantigenspezifischer T-Zellen stieg in den Tc HROC113 von 0,23 % auf 0,83% und
innerhalb der TiTc HROC113 von 0,06 % auf 0,42 %.
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Deutlich geringer war die Proliferation der TRIT 1-spezifischen Tc HROC285 (Abbildung 21C).
Hier stieg der Anteil an Tc HROC285 mit dem Rezeptor fir TRIT1neo nur von 0,55 % auf
0,7 %.

Dabei ist insgesamt zu erkennen, dass die T-Zellen der Replikate unterschiedlich gut auf die
Neoantigenstimulation ansprechen. Besonders deutlich zeigte sich dies bei der Bestimmung
der neoantigenspezifischen TiTc HROC285 (Abbildung 21D). In einem Versuchsansatz
wurden mehr als 5 % der T-Zellen als TRIT 1-spezifisch identifiziert, wahrend in einem weiteren

Replikat keine neoantigenspezifische Proliferation induziert werden konnte.
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Abbildung 21: Tetramerfarbung.

Die Tc und TiTc HROC113 (A-B) sowie die Tc und TiTc HROC285 (C-D) wurden vor und nach der 14-tagigen
Neoantigenstimulation anhand einer Tetramerfarbung auf ihre Neoantigen-Rezeptorspezifitat gepruft. N=1-4.
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4.6.4 Tumorerkennung nach Peptidstimulation

Nach 14-tagiger Stimulation der peripheren und tumorinfiltrierenden T-Zellen mit den
immunogenen kryptischen Peptiden sowie den Neoantigenen wurde ein Degranulierungstest
zum Nachweis des Erkennens autologer Tumorzellen durchgeflhrt. Dabei zeigten die
peptidstimulierten Tc HROC113 im Vergleich zu nicht-stimulierten T-Zellen eine verstarkte
Degranulierung, die durch einen signifikant erhdohten (p=0,0008) Anteil an
CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen bestimmt wurde (Abbildung 22A). Ein im Mittel ebenso starker
Effekt war auch nach der Stimulation mit den Neoantigenen zu beobachten, doch flhrte eine
grol’e Streuung dazu, dass das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Deutlichere Effekte
konnten aber im Degranulierungstest der stimulierten TiTc HROC113 und der entsprechenden
Tumorzelllinie beobachtet werden (Abbildung 22B). Hier verdoppelte sich der Anteil der
CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen nach der Stimulation mit den immunogenen kryptischen
Peptiden (p=0,0025). Nach zweiwochiger Stimulation mit den zwei Neoantigenen zeigte der
Degranulierungstest der TiTc HROC113 sogar einen noch héheren Anteil an degranulierenden
zytotoxischen T-Zellen (p=0.0051).

Die Stimulation mit immunogenen kryptischen Peptiden flhrte auch bei Tc HROC285 zu einer
verstarkten Tumorzellerkennung (Abbildung 22C). Dabei zeigten peptidstimulierte
Tc HROC285 einen flinffach héheren Anteil an CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen im Vergleich zu
unstimulierten Tc HROC285 (p=0.0226). Im Gegensatz dazu flhrte die Stimulation mit dem
Neoantigen dieses Tumors nicht zu einer verbesserten T-Zell-Antwort. Der ohnehin geringe
Anteil an CD8" T-Zellen innerhalb der TiTc HROC285 reduzierte sich wahrend der Stimulation
noch weiter, sodass im Degranulierungstest keine verlassliche Aussage Uber
CD8*/CD107a*/IFNy* T-Zellen getroffen werden konnte. Hier wurde die Analyse auch auf CD8"
T-Zellen ausgedehnt, doch auch in dieser Population wurden keine degranulierenden T-Zellen
identifiziert.

Der Degranulierungstest wurde auch unter Einsatz von ICl durchgefuhrt. Dazu wurden die
peptidstimulierten T-Zellen fir den Degranulierungstest zusammen mit Pembrolizumab (anti-
PD1; 20 pg/ml) und Ipilimumab (anti-CTLA4; 10 yg/ml) ausgesat und 5 h inkubiert. Es wurde
jedoch keine weitere Steigerung der T-Zell-Aktivitat im Vergleich zu den Proben ohne ICI
gemessen.

Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass die Stimulation von T-Zellen mit
tumorspezifischen Peptiden zu einer deutlich gesteigerten Erkennung der autologen
Tumorzellen fuhrt. Dabei konnten sowohl kryptische Peptide als auch mutierte Neoantigene
eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung induzieren. Doch der Anteil tumorreaktiver T-Zellen lag im
Mittel bei lediglich 2 %.

56



ERGEBNISSE

A B
Tc HROC113 TiTc HROC113

154 4-
o o **
5 5 o -
% 10_ L % 3- * % *k* % | ]
s s £ v
? *k*k g 2- b
a *hk u (=]
2 5 - 2 -
;: r 3 = &N
: : |

O'ﬁ. T T T T .I. ! 0 T T T T T T T

unstimulierte -IClI +ICI -IClI +ICI unstimulierte -IClI +ICI -IClI +ICI
T-Zellen _— _— T-Zellen —_— _—
immunogene Neoantigene immunogene Neoantigene
kryptische kryptische
Peptide Peptide
Peptidstimulation (14d) Peptidstimulation (14d)
C

Tc HROC285

8-

*%*
*
A

Relative Degranulierung
'
L

2-% —:'_.L—i—

0 T T T T
unstimulierte  -IClI +ICI -ICl +ICI
T-Zellen E— E—
immunogene Neoantigene
kryptische
Peptide

Peptidstimulation (14d)

Abbildung 22: Degranulierungstest nach Stimulation mit ausgewahlten Peptiden.

Die Tc HROC113 (A), TiTc HROC113 (B) und Tc HROC285 (C) wurden zwei Wochen entweder mit einem Pool
immunogener kryptischer Peptide oder ihren entsprechenden Neoantigenen stimuliert. Im Anschluss erfolgte der
Degranulierungstest mit IFNy-behandelten autologen Tumorzellen teilweise unter Zugabe von
Immuncheckpointinhibitoren (ICI) und der Anteil an CD8+/CD107a+/IFNy+ T-Zellen wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Die relative Degranulierung ergab sich aus der Normierung des Anteils an dreifach-positiven T-Zellen
der Proben zum Anteil dreifach-positiver T-Zellen, die nicht mit Tumorzellen inkubiert wurden. Die statistische
Auswertung beruht auf dem t-Test: p<0,05 (*); p<0,01 (**) und p<0,001 (***). N=3-6.
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4.7  Zytotoxizitat peptidstimulierter T-Zellen

Da in vorausgegangenen Zytotoxizitatstests, die auf der Farbung von Tumorzellen mit
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) und Propidiumiodid oder der Messung der
transepithelialen elektrischen Impedanz beruhten, kein Effekt der T-Zellen auf die Tumorzellen
beobachtet wurde, wurde der GranToxiLux-Test durchgefihrt. Dieser dient der Uberpriifung
der Granzym-B-abhangigen Zytotoxizitat stimulierter T-Zellen. Mithilfe eines Granzym-B-
spezifischen Substrats kann die intrazellulare Aktivitat des Enzyms bestimmt werden, welches
durch die Freisetzung zytotoxischer Granula aus aktivierten T-Zellen in die Zielzellen gelangte.
Die Inkubation von stimulierten T-Zellen mit autologen Tumorzellen unter Zugabe des
Granzym-B-spezifischen Substrats resultierte in einer sehr hohen Granzym-B-Aktivitat in den
Tumorzellen. Dabei gab es nur sehr geringe Unterschiede zwischen Tumorzellen, die mit
unstimulierten T-Zellen, und denen, die mit peptidstimulierten T-Zellen inkubiert wurden
(Abbildung A 6).

Eine anschlielende Analyse der Tumorzellen offenbarte, dass diese eine ebenso hohe
Granzym-B-Aktivitat aufwiesen, auch wenn sie keinen Kontakt zu T-Zellen hatten. Dabei zeigte
sich, dass die Mehrheit der Tumorzellen (>90 %) auch unabhangig von einer IFNy-Stimulation,
das Granzym-B-spezifische Substrat spalten konnten (Abbildung 23). T-Zellen, die als
Positivkontrollen mitgefihrt wurden, wiesen geringfigig niedrigere Werte auf. Ein Vergleich
des MFI ergab, dass IFNy-stimulierte sowie auch unbehandelte HROC113 und HROC285 T0O

M2 mindestens den MFI der Positivkontrollen erreichten, diesen meist sogar deutlich

uberschritten.
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Abbildung 23: Bestimmung der Granzym-B-Aktivitdt in T-Zellen und Tumorzellen.

Mithilfe des Granzym-B-spezifischen Substrats des GranToxiLux-Tests wurde die Granzym-B-Aktivitat in T-Zellen
und Tumorzellen nachgewiesen. Die Tumorzellen wurden dazu teilweise 48 h mit 200 IE/ml IL-2 behandelt. Die
Aktivitdt wurde einerseits als Anteil positiver Zellen (A) sowie mittels des MFI (B) dargestellt. N=1-3.
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4.8 Immunevasion durch PI-9-Expression

Um die Ergebnisse des GranToxiLux-Tests der Tumorzelllinien zu validieren, wurde eine
durchflusszytometrische Messung des Proteinaseinhibitors-9 (PI-9) durchgefihrt. PI-9 liegt
physiologisch in Granzym-B-exprimierenden Zellen vor, zum Beispiel T-Zellen, um eine
intrazellulare Enzymaktivitat von Granzym B zu inhibieren. Deshalb wurden die Tc HROC113
und Tc HROC285 als Positivkontrollen mitgefuhrt.

Die Messung zeigte eine deutliche Expression von PI-9 in den Tumorzelllinien. In mindestens
40 % der Zellen konnte PI-9 gemessen werden (Abbildung 24). HROC113 und
HROC285 TO M2 wiesen eine ahnlich groRe Population auf, in denen PI-9 nachgewiesen
werden konnte. Auch eine deutliche Steigerung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu
ungefarbten Zellen konnte gemessen werden. Die IFNy-Behandlung hatte keinen Einfluss auf
die PI-9-Detektion.
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Abbildung 24: Bestimmung der PI-9-Expression in T-Zellen und Tumorzellen.

Der Nachweis von PI-9 erfolgte durch eine durchflusszytometrische Messung. Die Tumorzellen wurden dazu
teilweise 48 h mit 200 IE/ml IL-2 behandelt. Die Aktivitat wurde einerseits als Anteil positiver Zellen (A) sowie mittels
des MFI (B) dargestellt. N=3.

4.9 Bestimmung der PI-9-Expression in weiteren Zelllinien

Um zu Uberprufen, ob diese unerwartet starke PI-9-Expression auf die beiden untersuchten
Tumorzelllinien beschrankt ist, folgte eine Untersuchung von weiteren KRK-Zelllinien. Diese
wurden entsprechend ihres Mikrosatellitenstatus ausgewahlt, sodass MSI Zelllinien und
Zelllinien mit stabilen Mikrosatelliten (MSS) gegenlbergestellt werden konnten. Die
Tumorzelllinien HROC87 T0O M2, HROC131 TO M3 und HROC159 T2 M4 wurden ebenso wie
HROC113 und HROC285 TO M2 aus KRK mit MSI etabliert. Als MSS-Zelllinien wurden
HROC60, HROC183, HROC239 TO M1 und HROC447 hinsichtlich ihrer PIl-9-Expression

untersucht.
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Dabei zeigte der Vergleich aller MSI- und MSS-Zelllinien auf, dass der Anteil an Tumorzellen
mit PIl-9-Expression in den MSI-Zelllinien signifikant (p=0,028) héher war als in den MSS-
Zelllinien (Abbildung 25A-C). Dies war ebenso in den IFNy-behandelten Tumorzellen zu
beobachten (p=0,015). Die 48-stiindige Inkubation mit IFNy beeinflusste den Anteil PI-9-

positiver Zellen nur in vereinzelten Zelllinien.
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Abbildung 25: PI-9-Expression in MSI- und MSS-Zelllinien

Der Nachweis von PI-9 erfolgte durch eine durchflusszytometrische Messung. Die Tumorzellen wurden dazu
teilweise 48 h mit 200 IE/ml IL-2 behandelt. Die Tumorzellen wurden entsprechend ihres Mikrosatellitenstatus

ausgewahlt (A: MSI-Zelllinien; B; MSS-Zelllinien). In (C) sind die Ergebnisse aus (A) und (B) zusammengefasst.
Die statistische Auswertung beruht auf dem t-Test: p<0,05 (*).
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V. Diskussion

Bereits 1909 postulierte Paul Ehrlich, dass der Organismus mit Schutzvorrichtungen
ausgestattet sein muss, die das Wachstum entarteter Zellen (,aberrierender Keime®)
eindammen, die im Verlauf der komplexen fetalen und postfetalen Entwicklung vielfach
entstehen'#2, Stlinden diese dem Organismus nicht zur Verfligung, wiirden Karzinome in einer
,geradezu ungeheuerlichen Frequenz* auftreten'?. Dariiber hinaus begriindete Paul Ehrlich
die Vision der ,Zauberkugel®, einem Medikament, dass gezielt Krankheitserreger oder
erkrankte Zellen beseitigt, ohne gesundes Gewebe zu schadigen. Doch noch heute werden in
der Erstlinientherapie neoplastischer Erkrankungen zumeist Chemotherapeutika angewendet,
die ein immenses Nebenwirkungsprofil aufweisen und damit ganz und gar nicht dem Ideal der
,Zauberkugel“ entsprechen. Eine Starkung der korpereigenen Immuniberwachung hingegen,
mit optimaler Unterscheidung zwischen Tumorzellen und gesunden Korperzellen, kdnnte
diese Vision erfillen. Das Konzept der Immuntherapie und besonders der Tumorvakzinierung
fokussiert genau diesen Anspruch und ist einer der Hoffnungstrager in aktuellen
Tumortherapieentwicklungen.

In diesem hochaktuellen und herausfordernden Themengebiet ist auch die vorgelegte Arbeit
angesiedelt. Ziel dieser war es, die Interaktion von T-Zellen und autologen Tumorzellen naher

zu charakterisieren und diese antitumoral zu modifizieren.

51 Charakterisierung der Tumorzellen

Die Basis dieser Arbeit bildeten die ausgewahlten Tumorzelllinien, die aus Tumorproben der
KRK-Patientinnen HROC113 und HROC285 etabliert wurden. Mit einer Vielzahl an Mutationen
aufgrund der MSI und der konstitutiven Expression von HLA | verfugten sie Uber ideale
Voraussetzungen einer erfolgreichen Immuntherapie. Obwohl bereits eine Korrelation
zwischen MSI und HLA lI-Expression nachgewiesen werden konnte™® wiesen die
ausgewahlten Tumorzelllinien diese erst nach IFNy-Behandlung auf. IFNy fihrt durch die
Rezeptorbindung zur Aktivierung der Januskinase 1 und 2 und diese zur Phosphorylierung
von STAT1, das dann in den Nukleus gelangt und an Promotorbereiche IFNy-responsiver
Gene bindet®. Darunter ist auch CIITA, das mithilfe des HLA Il regulatorischen Faktors (RFX1)
die Expression von HLA Il reguliert®”. MSI KRK, in denen die HLA II-Expression nicht durch
IFNy induziert werden kann, weisen zumeist Inaktivierungen in CIITA oder RFX1 auf?'4, Die
Expression von HLA Il wurde bereits mit einer verbesserten Prognose und gutem Ansprechen
auf ICI korreliert™*='#7 und Mutationen in den Januskinasen wurden mit einer primaren
Resistenz gegen anti-PD-1 assoziiert'®. Demnach wurde die IFNy-Behandlung in den
experimentellen Ansatzen dieser Arbeit einerseits dazu genutzt, um die Immunantwort der
autologen T-Zellen zu verbessern. Andererseits wurde dadurch auch die Tumorumgebung

wahrend der Eliminierungsphase nachgebildet, die von sezerniertem IFNy gepragt ist (1.2).
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Da bereits eine Korrelation zwischen MSI und PD-L1-Expression nachgewiesen wurde'4%1%0,
erfolgte eine durchflusszytometrische PD-L1-Detektion auf den ausgewahlten Tumorzelllinien.
Dabei zeigte sich, dass der Immuncheckpointligand auf allen untersuchten Tumorzellen
gemessen werden konnte. AuRerdem induzierte die 48-stuindige Behandlung mit IFNy eine
weitere Expressionssteigerung, die durch die Erhdhung des MFI belegt wurde. Dieser Effekt
der IFNy-abhangigen PD-L1-Expression wurde bereits in verschiedenen soliden Tumoren
nachgewiesen'’®'%2, Dies verschlechtert zwar einerseits die antitumorale Immunantwort durch
die Aktivitatshemmung zytotoxischer T-Zellen, bietet andererseits jedoch die Chance zur
Intervention mit anti-PD-1/anti-PD-L1 ICI.

Die Expression von CD80/86 kann in pro- und auch antitumorigenen Effekten resultieren. Die
Bindung des Komplexes an CD28 wirkt als kostimulatorisches Signal in T-Zellen, wahrend die
Bindung an CTLA-4 die Aktivierung von T-Zellen hemmt®. Dabei scheint das Expressionslevel
entscheidend fir die Induktion dieser Effekte zu sein. Wahrend eine Uberexpression von CD80
mit einer verbesserten Immunantwort und verstarkten Tumoreliminierung einhergeht'®3, wurde
eine geringe Expression als protumorigener Faktor identifiziert'®*1%5. In einer weiteren Studie
konnte zudem belegt werden, dass eine niedrigere CD80-Expression im Tumorgewebe von
Magenkarzinomen verglichen mit der des Normalgewebes, mit einer verschlechterten
Prognose assoziiert ist'®. Interessanterweise fiihrt jedoch der Verlust der CD80-Expression
zu einem verringerten Tumorwachstum und einer Abwehr des Kolontumors in
immunkompetenten Mausen'°. Die Analyse der Zelllinien HROC113 und HROC285 T0 M2
ergab, dass eine Minderheit der Tumorzellen CD80/86 exprimiert. Dabei war der Anteil der
positiv-detektierten Zellen bei HROC285 TO M2 deutlich geringer als in HROC113. Eine
Induktion der Expression durch IFNy wie sie bereits beschrieben wurde'’, konnte nicht
festgestellt werden.

Als weiterer potenziell immunregulatorischer Faktor wurde FGL1 untersucht. Dieses
sezernierte Protein kann an LAG-3 auf T-Zellen binden und diese in ihrer Aktivitat hemmen®’.
Eine Untersuchung der FGL1-mRNA ergab, dass diese teilweise auch in KRK verglichen mit
dem Normalgewebe erhoht ist. Daher wurden auch die ausgewahlten Tumorzelllinien auf eine
FGL1-Sekretion gepruft. Mithilfe eines FGL1-ELISA wurde jedoch festgestellt, dass die
Zellkulturiberstande frei von FGL1 waren.

Insgesamt boten die KRK-Zelllinien HROC113 und HROC285 TO M2 also mit der starken
HLA-Expression hervorragende Voraussetzungen fur die Induktion einer Immunantwort. Da
auch immunsuppressive Molekile nachgewiesen wurden, sollten ICI in spateren Versuchen

eingesetzt werden und zur Starkung der Immunantwort fuhren.
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5.2  Charakterisierung der T-Zellen

Um eine ausreichende Anzahl an Patienten-T-Zellen in Versuchen einsetzen zu konnen,
wurden die peripheren und tumorinfiltrierenden T-Zellen mit einem Expansionsprotokoll
expandiert. Dafur wurden verschiedene Protokolle getestet: T Cell TransAct, T Cell
Activation/Expansion Kit und das ,rapid expansion protocol”. Allen drei Protokollen ist die
Nutzung von IL-2 und anti-CD3-Antikdrpern gemein, die im T Cell TransAct um anti-CD28-
Antikérper erganzt werden und im T Cell Activation/Expansion Kit um anti-CD2- und anti-
CD28-Antikorper. Das ,rapid expansion protocol hingegen nutzt neben den aktivierenden
Antikdrpern bestrahlte PBL gesunder Spender. Dieses Protokoll hat sich in Vorversuchen
durch die héchsten Expansionsergebnisse ausgezeichnet und wurde daher fur die T-Zell-
Expansionen dieser Arbeit verwendet. So konnten mehrere hundert Millionen T-Zellen
generiert werden, sodass diese einer Expansion entstammenden T-Zellen fiir alle Experimente
eingesetzt werden konnten. Damit wurden eventuell auftretende Unterschiede verschiedener
Expansionen eliminiert.

Da die Zahlung der T-Zellen manuell erfolgte, kbnnen besonders in den ersten Tagen der
Zahlungen Unsicherheiten aufgrund der PBL aufgetreten sein. Diese bestrahlten Zellen
proliferieren zwar wahrend der Expansionsdauer aufgrund ihrer geschadigten DNA nicht, sind
in ihrer Form aber kaum von den expandierenden T-Zellen zu unterscheiden. Im weiteren
Verlauf jedoch verkleinert sich die Zellgro3e der PBL und sie sterben ab. Zudem sind aktivierte
T-Zellen durch ihre zunehmende GrofRe besser zu identifizieren, sodass die Ergebnisse der
Zahlung mit zunehmender Expansionsdauer spezifischer werden. Demnach deuten die
abfallenden Wachstumskurven der tumorinfiltrierenden T-Zellen wahrscheinlich eher auf
fehlerhafte Zahlungen hin als auf absterbende T-Zellen, da hier durch das zweiphasige
Expansionsprotokoll besonders viele bestrahlte PBL eingesetzt wurden.

Eine Subpopulationsanalyse vor und nach der Expansion wies auf, wie sich die
Zusammensetzung der T-Zellen veranderte. Dabei zeigte sich, dass sich das Verhaltnis der
CD4" und CD8" zugunsten der CD8" T-Zellen verschob. Dieser Effekt kann auf das ,rapid
expansion protocol” zurtickgeflihrt werden, da dies auch bei zwanzig weiteren Patienten mit
KRK oder Pankreaskarzinom und daruber hinaus auch bei gesunden Spendern beobachtet
wurde (Daten der Arbeitsgruppe). In diesen Proben wurden zudem ahnlich wie in Tc HROC113
direkt nach der lIsolation aus PBL bis zu 50 % der Zellen als CD4/CD8 doppelt positiv
detektiert. Dieser Anteil reduzierte sich jedoch im Verlauf der Expansion massiv und wurde am
Expansionsende nicht mehr nachgewiesen. Die Rolle von reifen CD4/CD8 doppelt positiven
T-Zellen ist noch nicht vollends geklart und es konnten bisher sowohl zytotoxische als auch
immunsuppressive Eigenschaften dieser Zellpopulation nachgewiesen werden'®. Dabei
wurden sie jedoch Dbereits hauptsachlich in  tumorinfiltrierenden Lymphozyten

nachgewiesen'®1%° Zudem wurde im KRK ein Zusammenhang zwischen CD4/CD8 doppelt
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positiven T-Zellen im Lymphozyteninfiltrat und dem Metastasierungsgrad festgestellt'®®. Doch
auch im peripheren Blut von Tumorpatienten wurden CD4/CD8 doppelt positive T-Zellen
detektiert und wiesen teilweise sogar Neoantigenspezifitat auf'®’.

Der hohe Anteil an CD4/CD8 doppelt positiven T-Zellen in Tc HROC113, der zu Beginn der
Expansion detektiert wurde, ist am Ende der Expansion nicht mehr messbar. Dafiir zeigte sich
aber eine groflte Mehrheit der Tc HROC113 CD8". Da reife CD4/CD8 doppelt positive T-Zellen
vor allem aus einfach positiven Zellen entstehen, ist anzunehmen, dass das verwendete
Expansionsprotokoll die Regulation der Expression zugunsten einfachpositiver Zellen
verandert hat. Ebenso kdénnte die Praparation der Zellen (T-Zell-Isolation und
Antikorperfarbung) zu Expressionsanderung hinsichtlich CD4 und CD8 gefuhrt haben.

Im Expansionsverlauf der peripheren T-Zellen zeigte sich, dass T-Gedachtniszellen
dominierten. Ein grofier Anteil stammzellahnlicher, zentraler und T-Effektorgedachtniszellen
ist Voraussetzung fur einen erfolgreichen immuntherapeutischen Einsatz'®?. Besonders die
stammzellahnlichen T-Gedachtniszellen zeichnen sich durch ein hohes Proliferationspotenzial
aus und induzierten eine verstarkte antitumorale Antwort im Mausmodell verglichen mit
zentralen und T-Effektorgedachtniszellen'®. Auch der Vergleich von zentralen T-
Gedachtniszellen und T-Effektorzellen zeigte auf, dass erstere starker zytotoxisch aktiv waren
und etablierte Tumoren im Mausmodell besser eliminieren konnten'®1%5, Die verbesserte
antitumorale Wirkung von T-Gedéachtniszellen wird durch mehrere Faktoren verursacht'®?.
Erstens ist die Aktivierungsschwelle von T-Gedachtniszellen sehr gering und niedrigste Dosen
eines Antigens kdénnen mit ausreichender Kostimulation sehr schnell eine effiziente
Immunantwort auslésen. Zweitens fihrt die Expression von CCR7 zur verstarkten Migration
zum Lymphknoten, wo sie in Kontakt mit antigenprasentierenden dendritischen Zellen
kommen kdénnen. Drittens ist die Lebensdauer von T-Gedachtniszellen sehr hoch und kann
mehrere Jahre erreichen. Auflerdem wurde beobachtet, dass T-Gedachtniszellen von
regulatorischen T-Zellen der Tumorumgebung nur wenig in ihrer Aktivitadt gehemmt werden'6¢.
Die Expansion der tumorinfiltrierenden T-Zellen resultierte in einer Mehrheit von CD4* T-Zellen
und auch der Anteil an Effektorzellen war hier deutlich hdher als in den peripheren T-Zellen.
Dies war besonders bei TiTc HROC113 zu beobachten; hier wurden ca. 90 % der expandierten
T-Zellen als Effektorzellen identifiziert. Dieser Uberaus hohe Anteil an Effektorzellen weist
deutlich darauf hin, dass bereits eine antitumorale Immunantwort in der Tumorumgebung des
Patienten stattgefunden hat. Der hohe Anteil an CD4* T-Zellen innerhalb des Tumors
unterstreicht die Bedeutung von T-Helferzellen fur die Induktion einer erfolgreichen
Immunantwort und starkt zugleich die Moglichkeit, dass auch zytotoxische CD4*
tumorinfiltrierende T-Zellen vorhanden sein kénnen'’. Ein Vergleich mit T-Zellen vor der
Expansion konnte bei den tumorinfiltrierenden T-Zellen aufgrund der limitierten Zellzahl nicht

erfolgen.

64



DISKUSSION

Um die expandierten peripheren T-Zellen noch naher zu charakterisieren, erfolgte eine
Messung der regulatorischen T-Zellen. Die als CD4*/CD25*/FoxP3* definierten
regulatorischen T-Zellen Uberstiegen weder in HROC113 noch in HROC285 einen Anteil von
10 %. Damit entsprachen sie Werten gesunder Probanden, in denen ebenso maximal 10 %
regulatorische T-Zellen identifiziert wurden'®. Studienergebnisse, die mehr regulatorische T-
Zellen im peripheren Blut von Tumorpatienten als in gesunden Probanden nachwiesen'®%-171,
konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Da regulatorische T-Zellen eine wichtige Rolle in der Tumorumgebung einnehmen und zu
einem immunsuppressiven Klima beitragen, wurde auch der Anteil an regulatorischen
tumorinfiltrierenden T-Zellen bestimmt. In den tumorinfiltrierenden T-Zellen beider
Patientinnen wurden jedoch ebenso weniger als 10 % als regulatorische T-Zellen identifiziert.
Dabei wurde in TiTc HROC113 ein besonders niedriger Anteil an regulatorischen T-Zellen
gemessen, der jedoch auch in wiederholten Messungen bestatigt wurde. Saito et al. wiesen
hingegen in einer Studie mit KRK-Patienten nach, dass der Anteil regulatorischer T-Zellen im
Tumor im Vergleich zu dem im peripheren Blut und dem Normalgewebe deutlich erhoht ist'”2.
Dabei wurde aullerdem gezeigt, dass die Intensitat der FoxP3-Expression entscheidend fir
die Prognose des Patienten war. Uberwog der Anteil an FoxP3"e¢ regulatorischen T-Zellen
war dies mit einer besseren Prognose assoziiert als bei FoxP3"°" KRK. Diese Beobachtungen
konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Weiterhin wurden die expandierten T-Zellen hinsichtlich ihrer Immuncheckpoints untersucht.
Dafur erfolgte eine durchflusszytometrische Messung von PD-1, CTLA-4 und LAG-3. CTLA-4
und LAG-3 wurde mehrheitlich von Tc HROC113 und Tc HROC285 exprimiert. Hingegen
erreichte die PD-1 Expression maximal 20 %. Insgesamt ergab sich auch bei den
tumorinfiltrierenden T-Zellen ein ahnliches Muster, nur war hier der Anteil PD-1* Zellen
mindestens dreimal so hoch. Die starke Expression dieser Aktivierungsmarker wurde
wahrscheinlich durch die unspezifische Expansion mit anti-CD3-Antikérpern und IL-2
verursacht. Da die Expression der Immuncheckpointproteine einer Dynamik unterliegt, die von
der Anwesenheit des Antigens bestimmt wird, tritt diese zumeist nur transient nach dem
Antigenkontakt auf'’®. Die Aktivierung erfolgte wahrend der Expansion durch eine
unspezifische Stimulation GUber den T-Zell-Rezeptor, und daher kdnnte sich diese starke PD-
1, CTLA-4 und LAG-3-Expression nach dem Ende der Expansion abschwachen.

Auflerdem wurde die Messung fur die Bestimmung von erschépften T-Zellen genutzt, die als
PD-1*/CTLA-4*/LAG-3* definiert wurden. Der insgesamt niedrige Anteil an PD-1* Zellen war
verantwortlich fur einen Anteil erschépfter Zellen von unter zehn Prozent in den expandierten
T-Zellen des peripheren Blutes. In den tumorinfiltrierenden T-Zellen lag der Anteil jedoch

deutlich hoher.
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Die Expression von PD-1 auf tumorinfiltrierenden T-Zellen wurde bereits mit einer
tumorantigenspezifischen Immunreaktion assoziiert'®'4, sodass diese Ergebnisse zur
Annahme fuhrten, dass auch in den Tumoren HROC113 und HROC285 bereits eine
antitumorale Immunantwort vorlag. Aullerdem sollte der Einsatz von ICl die gehemmte

Immunantwort wiederherstellen.

5.3 Die Interaktion von T-Zellen und Tumorzellen

Um die Interaktion zwischen T-Zellen und Tumorzellen ndher zu untersuchen wurden
Kokulturversuche durchgefihrt. Aulerdem sollte geklart werden, ob T-Zellen durch autologe
Tumorzellen aktiviert werden konnen. Die Kokultur der beiden Zellpopulationen endete nach
14 Tagen und ein Degranulierungstest bestimmte den Anteil an T-Zellen, die ihre
zytotoxischen Granula sezerniert hatten.

Dabei war bei der Kokultur der Tc HROC113 und HROC113 zu beobachten, dass die
Tumorzellerkennung nach der Kokultur besser war als nach der unspezifischen Expansion.
Uberraschenderweise war ein ahnlich hoher Anstieg jedoch auch in der Kontroligruppe zu
beobachten. Durch die Stimulation mit anti-CD28-Antikérpern und IL-2 entsprechen die
Kulturbedingungen der Kontrollen einer weiteren Expansion, die offenbar zu einer
verbesserten Tumorerkennung flhrt. Zwar war der Anteil an degranulierenden T-Zellen in den
kokultivierten Tc HROC113 im Mittel nicht signifikant héher als in der Kontrollgruppe, doch es
gab durchaus Versuchsansatze, in denen eine deutliche Stimulation durch die Kokultur
induziert werden konnte.

Ein insgesamt ahnliches Resultat zeigte die Kokultur von TiTc HROC113 und HROC113. Auch
hier wurde eine deutliche Steigerung der Tumorzellerkennung nach der zweiwdchigen Kultur
detektiert, die jedoch in der Kokultur ebenso wie in der Kontrollkultur zu sehen war. Doch hier
war keine so grof3e Varianz wie bei den Tc HROC113 und keine Aktivierung durch die
autologen Tumorzellen zu verzeichnen. Dies kénnte auf den grélieren Anteil erschopfter T-
Zellen innerhalb der TiTc HROC113 zurtickzufiihren sein.

Die Ergebnisse der Tc HROC285 wiesen gar keine Verbesserung der Tumorzellerkennung
durch die Kokultur auf.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieser Kokulturversuche, dass die eingesetzten
peripheren oder tumorinfiltrierenden T-Zellen nicht ausreichend stark durch die autologen
Tumorzellen aktiviert wurden. Dies konnte durch die fehlende Prasentation tumorspezifischer
Antigene oder die Expression immunsuppressiver Liganden durch die Tumorzellen zu erklaren
sein. Da die Tumorzelllinien aus hochgradig malignen Tumoren etabliert wurden, sind diese
immunsuppressiven Eigenschaften, die fur das ungehinderte Tumorwachstum nétig sind,
wenig Uberraschend. Zudem kann auch eine geringe Aktivierbarkeit der expandierten T-Zellen

Ursache der gehemmten Stimulation durch Tumorzellen sein.
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Um die Interaktion von Immuncheckpointmolekilen und ihren Liganden zu unterbinden,
wurden nachfolgend Kokulturversuche mit ICl durchgeflhrt.

Diese zeigten auf, dass die Kokultur trotz ICI nicht zu einer verstarkten Tumorzellerkennung
fuhrte. Wieder waren die T-Zellen am aktivsten, die zuvor keinen Kontakt zu autologen
Tumorzellen hatten und nur in der Kontrollkultur inkubiert wurden. Die Zugabe der einzelnen
ICl anti-PD-1, anti-CTLA-4, anti-PD-L1 sowie anti-LAG-3 zur Kokultur von HROC113 und
Tc HROC113 fuhrte nicht zur erhofften Starkung der Tumorzellerkennung. Ein Vergleich mit
der Kokultur ohne ICI wies sogar einen weiteren Ruckgang der T-Zell-Aktivitat auf. Allein der
kombinierte Einsatz von anti-PD-1, anti-CTLA-4 und anti-PD-L1 erzielte die hdchste
Degranulierung, die aber noch immer deutlich unter der T-Zell-Aktivitat nicht kokultivierter T-
Zellen lag. TiTc HROC113 wiesen Degranulierungsergebnisse auf, die sich unabhangig von
Kokultur und ICI nur wenig unterschieden. Jedoch resultierte der Degranulierungstest von
kokultiverten Tc HROC285, denen anti-PD-L1 zugesetzt wurde, in einem Anstieg
degranulierender T-Zellen. Demnach spielte PD-L1 eine bedeutende Rolle in der
Immunsuppression von T-Zellen durch die HROC285 TO M2. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Blockade der untersuchten Immuncheckpoints meist nicht ausreichte, um eine
tumorspezifische Immunantwort zu induzieren. Aulierdem weisen sie darauf hin, dass dem
Tumor neben der Expression der analysierten Immuncheckpointliganden weitere Faktoren zur
Hemmung der T-Zell-Aktivitat zur Verfligung standen.

Die Effektivitdt von ICI zur Therapie des MSI KRK wurde bereits in mehreren klinischen
Studien getestet. Dabei zeigte sich, dass die Ansprechrate von Pembrolizumab bei 40 %8 und
von Nivolumab bei 31 %'" lag, sodass die Zulassung zur Behandlung des MSI KRK erteilt
wurde. Dieser Erfolg konnte durch die Kombination von Nivolumab mit Ipilimumab gesteigert
werden, sodass in einer weiteren Studie 55 % der Patienten von der Immuntherapie
profitierten'’®. Praklinische und klinische Studien zur Effektivitat der anti-LAG-3-Therapie
zeigten bereits, dass eine Kombinationstherapie mit anti-PD-1 vorteilhaft ist'’”178, Daten zur
Wirkung von anti-LAG-3-Antikdrpern in KRK-Patienten werden in klinischen Studien zurzeit
erhoben (NCT05064059, NCT04895722, NCT05328908, NCT03642067) stehen aber noch
nicht zur Verfigung.

Da das Vorliegen einer MSI nicht ausreichend pradiktiv fur das Ansprechen auf eine ICI-
Therapie zu sein scheint, wurden Biomarker gesucht, um eine Vorhersage zum Therapierfolg
treffen zu kdnnen. Da eine Korrelation von PD-L1-Expression und dem Ansprechen auf ICI-
Therapie bereits fiir verschiedene Tumorentititen nachgewiesen wurde'”®, darunter
nichtkleinzelliges Lungenkarzinom, Magen- und Blasenkarzinom, analysierten Le et al. diesen
Zusammenhang auch im KRK. Es wurde jedoch keine Korrelation zwischen PD-L1-Expression
und dem Gesamtiiberleben der Patienten festgestellt®®. Weiterhin wurde der Vorhersagewert

von BRAF- und KRAS-Mutationen sowie das Vorliegen eines Lynchsyndroms untersucht'”>.
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Doch auch diese Faktoren konnten nicht als Biomarker fir eine erfolgreiche Immuntherapie
eingesetzt werden'”. Jedoch wurde der bekannte Zusammenhang zwischen Mutationslast
und Gesamtiberlebenszeit''®'" auch beziiglich der ICI-Therapie bestatigt: KRK-Patienten,
die auf eine ICI-Therapie ansprachen, wiesen MSI-Tumoren mit einer signifikant erhdhten
Anzahl an Mutationen auf (MSI-H), wohingegen weniger mutierte MSI-Tumoren (MSI-L)
resistent gegen die Therapie waren'®18'_ Es konnte jedoch auch das Lymphozyteninfiltrat als
Biomarker fir die ICI-Therapie genutzt werden, wobei die Zusammensetzung eine
entscheidende Rolle spielte. In MSI-H-Tumoren wurde eine groere Population an
immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen und MDSC identifiziert als in MSI-L-
Tumoren'®18  Jedoch wurde in anderen Tumorentitaten bereits nachgewiesen, dass eine
anti-PD-1-Therapie durch eine Reduktion regulatorischer T-Zellen in der Tumorumgebung
erfolgreich sein kann'®18, Regulatorische T-Zellen standen auch in Studien im Mittelpunkt,
die sich mit der Korrelation von Alter und ICI-Therapiepradiktion auseinandersetzten. Dabei
wurde festgestellt, dass sich ein hohes Alter (60+) von Melanompatienten durch eine
verringerte Aktivitdt regulatorischer T-Zellen positiv auf das Ansprechen auf anti-PD-1-
Antikorper auswirkte 86187,

Neben immunsuppressiven Zellen ist auch der Anteil tumorreaktiver zytotoxischer T-Zellen
von Bedeutung, um eine Aussage Uber die Wirkung von ICI treffen zu kénnen. Dabei konnte
in MSI-KRK ein Trend zwischen der Intensitat des CD8* Lymphozyteninfiltrats und dem ICI-
Therapieansprechen detektiert werden®. Weiterhin wurde jedoch festgestellt, dass der
Zustand der zytotoxischen T-Zellen ausschlaggebend ist und MSI KRK mit erschépften CD8*
T-Zellen nicht von der ICI-Therapie profitieren'®.

Neben diesen Faktoren, die Tumorzellen oder infiltrierende Lymphozyten charakterisieren,
werden zudem sezernierte Faktoren diskutiert, darunter auch Zytokine, die den Erfolg einer
ICI-Therapie bestimmen. Deshalb wurde auch in dieser Arbeit der Zytokingehalt im
Zellkulturiberstand von T-Zellen, Tumorzellen und Kokulturen bestimmt. Dazu wurden die
expandierten T-Zellen als Gesamtpopulation oder als CD4* oder CD8*-Teilpopulation
eingesetzt, die aus der Aufreinigung mit dem REAlease CD4 MicroBead Kit resultierten. Dabei
wurden CD4* T-Zellen reversibel markiert und die unmarkierte Fraktion als CD8" definiert.
Durchflusszytometrische Analysen zeigten auf, dass die CD4" nur zu einem sehr geringen Teil
mit CD4/CD8 doppeltpositiven oder CD8" T-Zellen durchmischt war, wohingegen dieser Anteil
in der CD8*-Fraktion bis zu 10 % erreichte.

Von den zwolf Zytokinen konnten in den untersuchten Zellkulturiberstanden lediglich vier
sicher nachgewiesen werden: GM-CSF, IL-5, IL-6 und IL-17a. Dabei war auffallig, dass diese
nur in sehr geringen Konzentrationen in den Uberstanden der reinen Tumorzellkultur detektiert
wurden. IL-2 und IFNy dberschritten ebenfalls die Nachweisgrenze, aber da diese dem

Medium vor oder wahrend der Kultur zugesetzt wurden, erfolgte der Ausschluss.
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GM-CSF wird nicht von ruhenden, daflir jedoch von aktivierten T-Zellen sezerniert, um die
Reifung von Monozyten und Granulozyten im Knochenmark anzuregen®™. Demnach war der
Grofteil der T-Zellen in diesen Versuchen aktiviert, was jedoch auch auf die
Expansionsbedingungen zuruckgeflhrt werden kann, da auch eine Stimulation mit anti-CD3
zu einer Expression von GM-CSF in T-Zellen fihrt'®®. Wahrend die Konzentration an GM-CSF
in den Tumorzellen gering war, konnte bereits belegt werden, dass inflammatorische Zytokine
wie beispielsweise IL-1, IL-6 und TNFa eine erhdhte GM-CSF-Expression induzieren
konnen'. Demnach konnte auch die Interaktion der Tumorzellen mit den T-Zellen der
Kokultur zur erhéhten GM-CSF-Konzentration beigetragen haben.

Die Detektion von IL-5 folgte in den Ansatzen beider Tumorzelllinien demselben Muster: Keine
Detektion in Tumorzellkulturen, eine hohe Konzentration in T-Zell-Kulturen, sowie eine
niedrigere Konzentration in Uberstdnden der Kokultur. Demnach fihrte die Kokultur zu einer
gehemmten IL-5-Sekretion aus expandierten und damit aktivierten T-Zellen. IL-5 kann von
CD4* und CD8* T-Zellen sezerniert werden', ist jedoch eher mit Typ 2 T-Helferzellen und
Mastzellen assoziiert'®'. Zwar konnte in Brustkarzinomen bereits eine Korrelation zwischen
hohen IL-5 Leveln und der Prognose der Patientinnen festgestellt werden'92'% doch gibt es
insgesamt gegensatzliche Literatur zur pro- oder antitumorigenen Rolle von IL-5 in
Tumoren'®,

IL-6 hingegen konnten bereits protumorigene Funktionen nachgewiesen werden. Es gelangt
durch autokrine und parakrine Sekretion durch Stromazellen in die Tumorumgebung und
fordert Uberleben und Progression des Tumors'®. Eine erhdhte IL-6-Konzentration wurde
auch in KRK-Gewebe sowie dem Serum der Patienten nachgewiesen'®. Zudem konnte eine
erhdhte Serumkonzentration an IL-6 mit einer verringerten Uberlebenszeit der Patienten
assoziiert werden'. In der Analyse der Zytokinsekretion dieser Arbeit wurde auch IL-6
detektiert. Dabei wurde jedoch in den Tumorzellen HROC113 keine und in HROC285 T0O M2
nur eine sehr geringe IL-6-Sekretion gemessen. Im Uberstand der CD4* Tc HROC113-
Kulturen hingegen wurde IL-6 sicher nachgewiesen. Dabei war die Konzentration in der T-Zell-
Kultur deutlich héher als in den Kokulturen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei CD4*
Tc HROC285 beobachtet. Physiologisch wird IL-6 von Makrophagen und Monozyten wahrend
der EntzUndungsreaktion produziert, daruber hinaus jedoch auch von T-Zellen wahrend
chronischer Entziindungen'®. Demnach ist es mdglich, dass das in den Uberstanden
detektierte IL-6 aktiven T-Zellen entstammt, die durch die Kokultur mit Tumorzellen in ihrer
Aktivitdt und damit IL-6-Sekretion gehemmt werden. Auffallig ist weiterhin, dass die Kokultur
von HROC285 T0O M2 und Tc HROC285 mit den Zellkulturmembraneinsatzen zu einer hdheren
IL-6-Konzentration im Uberstand der Kultur filhrte als direkte Kokultur. Dies weist darauf hin,

dass weitere sezernierte Faktoren an der Immunregulation beteiligt sind.
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Das vierte Zytokin, das sicher in den Uberstanden gemessen werden konnte, war IL-17a.
Dieses war besonders hoch in Kulturen von CD4" Tc HROC113 sowie der Kokultur von
HROC285 mit Membraneinsatz. lI-17a wurde auch zuerst in einer Subpopulation der CD4* T-
Zellen, den Ty17-Zellen, nachgewiesen, kann aber auch von CD8* zytotoxischen T-Zellen und
weiteren Immunzellen sezerniert werden'®. Nichtsdestoweniger, ist dies ein starker Hinweis
auf vorhandene Tu17-Zellen in Tc HROC113 und Tc HROC285, die jedoch im KRK mit
Immunsuppression und Tumorprogression assoziiert sind2°0201,

Um zu untersuchen, welche Klasse an HLA-Komplexen an der Interaktion zwischen
Tumorzellen und T-Zellen beteiligt ist, wurden Kokulturversuche mit blockierenden Antikorpern
fur HLA | und HLA Il durchgefihrt. Da die Bindung von T-Zell-Rezeptor und HLA-Komplex
fundamental fir eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung ist, wurde ein Absinken der T-Zell-
Degranulierung nach Inkubation mit anti-HLA-Antikdrpern erwartet. Jedoch wiesen vor allem
die Tc HROC113 einen Anstieg ihrer Aktivitat nach dieser Kultur auf. Auch wenn der Anteil
regulatorischer T-Zellen innerhalb der Tc HROC113 eher gering war, konnte diese verbesserte
Tumorzellerkennung durch fehlende Interaktion von regulatorischen und zytotoxischen T-
Zellen zurtickgefuhrt werden. Die Blockade von HLA |l wiirde eine Aktivierung regulatorischer
T-Zellen unterbinden, sodass diese wiederum nicht immunsuppressiv auf zytotoxische T-
Zellen wirken konnen. Zudem weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die
Antigenprasentation der untersuchten Tumorzelllinien nicht auf HLA | und HLA |l beschrankt
ist, sondern ebenso nicht-klassische HLA-Komplexe — HLA-E, HLA-F, HLA-G — eine wichtige
Rolle in der Aktivierung antitumoraler T-Zellen spielen. Auerdem wurde in einer klinischen
Studie nachgewiesen, dass MSI-KRK-Patienten mit fehlerhaftem HLA |, das durch Mutationen
in B-2-Mikroglobulin verursacht wurde, von einer ICI-Therapie profitieren kdnnen, obwohl die
Antigenprasentation Gber HLA | eingeschrankt war?2, Demnach Ubernahmen auch hier
andere Molekile die Antigenprasentation

Die Untersuchungen zur Interaktion von T-Zellen und autologen Tumorzellen zeigten auf, dass
durch Kokultur beider Populationen lediglich eine geringe Aktivitat der T-Zellen induziert
werden kann, die auf eine immunsuppressive Wirkung der Tumorzellen hinweist. Diese Effekte
konnten nicht auf immunsuppressive Zytokine wie beispielsweise IL-10 zurlckgefuhrt und
auch nicht durch den Einsatz von ICI udberwunden werden. Deshalb folgte nun die
Identifizierung tumorspezifischer Antigene, die in einer T-Zell-Stimulation eingesetzt werden

sollten, um tumorspezifische T-Zell-Reaktionen zu induzieren.
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54 Peptididentifizierung und —stimulierung

Die Identifizierung tumorspezifischer Antigene erfolgte auf Grundlage von Sequenzierungs-
und Ligandomdaten. Auch wenn beide Tumorzelllinien mehrere tausend Mutationen
aufwiesen und auch im Ligandom 8.000 (HROC113) beziehungsweise 2.000 (HROC285 TO
M2) HLA-I-bindende Peptide identifiziert wurden, konnten nur drei mutierte Neoantigene
detektiert werden. Ahnliche Studien konnten jedoch ebenso mit aktueller Methodik nur ca. ein
bis drei Neoantigene pro Tumorpatient identifizieren03-205,

Alle drei Neoantigene entstammten Punktmutationen, die in einer veranderten
Aminosauresequenz resultierten. IQGAP1 ist ein zytoplasmatisches Protein, das im Umbau
des Zytoskeletts sowie in verschiedenen Signalkaskaden involviert ist?®. Obwohl bereits eine
Korrelation zwischen der Uberexpression von IQGAP1 und einer geringeren
Gesamtuberlebenszeit von KRK-Patienten nachgewiesen wurde, sind /IQGAP71-Mutationen
eher selten®®’. Dem zweiten Neoantigen von HROC113 liegt eine Mutation des CTNNB7-Gens
zugrunde, das fur B-Catenin kodiert. Dieses Protein ist Teil des Wnt-Signalwegs, der haufig in
KRK mutiert ist. Zudem wurde beobachtet, dass CTNNB7-Mutationen haufiger in MSI KRK
vorkommen als in MSS KRK2%2% Das Neoantigen, das in HROC285 TO M2 identifiziert
wurde, ist auf eine Mutation in TRIT1 zurlckzufihren. TRIT1 ist beteiligt an der Modifikation
von tRNA und Mutationen liegen nur selten vor. Ein Zusammenhang von TRIT1 und der
Tumorigenese konnte aber in Brust- und Lungenkarzinom gezeigt werden?'02",

Doch neben klassischen mutierten Neoantigenen wurden auch kryptische Peptide in den
Tumorzelllinien identifiziert. Durch einen Abgleich mit kryptischen Peptiden aus gesunden
Geweben konnte ein Grofdteil als tumorspezifisch bestimmt werden. Kryptische Peptide
konnten bereits in anderen Tumorentitdten nachgewiesen werden, darunter Melanom™",
Glioblastom'?®, Lungenkarzinom?'?, atypischer teratoider/rhabdoider Tumor'?® und KRK?'3,
Doch die technischen Voraussetzungen zur Identifizierung tumorspezifischer kryptischer
Peptide bestehen erst seit kurzem, sodass hier noch zahlreiche Studien folgen werden.

Die Analyse der Ligandomdaten von HROC285 TO M2 offenbarte aul’erdem, dass die
Peptidprasentation hauptsachlich ber HLA-C erfolgte und nicht wie haufig beobachtet Gber
HLA-A und HLA-B. Diese ungewohnliche Verteilung kdnnte auf eine Form der Immunevasion
hindeuten, die nicht die Expression des gesamten HLA-Repertoirs betrifft, sondern lediglich
einzelne HLA.Subtypen betrifft, die eventuell zuvor immunogene Tumorantigene
prasentierten.

Fir die Peptidstimulationen wurden B-LCL aus Patienten-PBL etabliert, da diese hervorragend
fur die Peptidprasentation gegeniiber T-Zellen geeignet sind?'-2'6, Zudem ergab die
durchflusszytometrische Analyse, dass der Uberwiegende Teil (>95 %) HLA Il sowie die
Kostimulatoren CD40, CD50, CD54, CD58, CD86 und CD102 auf ihrer Oberflache
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prasentierten. Demnach sollten sie ideal fur die Prasentation der identifizierten Peptide
geeignet sein und T-Zellen aktivieren kénnen.

Die Testung der 100 Peptide identifizierte 16 von 70 (23 %) kryptischen Peptiden von
HROC113 als immunogen sowie 2 von 28 (7 %) von HROC285 T0O M2. Dabei uberwogen die
kryptischen Peptide mit starker Bindungspradiktion, doch eine Korrelation zwischen
Immunogenitat und bestimmten HLA-Allelen konnte nicht nachgewiesen werden. Auch der
Ursprung der kryptischen Peptide wurde nicht mit der Immunogenitat assoziiert. Ein Vergleich
der identifizierten 97 kryptischen Peptide dieser Arbeit mit tumorspezifischen kryptischen
Peptiden aus anderen Datensatzen ergab, dass 49 in mehreren Tumoren detektiert wurden,
teilweise sogar in verschiedenen Tumorentitaten (Daten Andreas Schlosser). Unter den 18
immunogenen kryptischen Peptiden wurden zudem sieben identifiziert, die auch in anderen
KRK- sowie Melanomproben detektiert wurden. Dies unterstreicht die Bedeutung, die
kryptischen Peptiden in der zuklnftigen Bestimmung tumorspezifischer Peptide zukommen
sollte. Wahrend Neoantigene zumeist patientenindividuell sind, kdnnten kryptische Peptide in
einer grolleren Anzahl Patienten prasent sein, sodass sie auch die Entwicklung von
Tumorvakzinen vereinfachen wurden.

Auf die Bestimmung der IFNy-Sekretion folgte die funktionelle Testung der
Tumorzellerkennung mithilfe eines Degranulierungstests. Dabei zeigte sich bei Tc und TiTc
HROC113, dass die Stimulation sowohl mit kryptischen Peptiden als auch mutierten
Neoantigenen in einer erhdhten Degranulierung resultierte. Demnach fuhrte die zweiwdchige
Stimulation mit den tumorspezifischen Peptiden zur Aktivierung und auch Proliferation
tumorreaktiver T-Zellen. Zudem bestatigte sich in der Tetramerfarbung, dass sich der Anteil
an IQGAP1-spezifischen Tc und TiTc HROC113 erhdéhte. Wahrend die
Subpopulationsanalyse in Tc HROC113 den Groliteil der Zellen als CD8*-T-Gedachtniszellen
identifizierte, dominierten in TiTc HROC113 T-Effektorzellen, darunter sowohl CD4* als auch
CD8* T-Zellen. Dies bedeutet, dass die Neoantigenstimulation wahrscheinlich zur Proliferation
neoantigenspezifischer T-Effektorzellen geflihrt hat, die bereits im Tumorinfiltrat vorlagen.
Aulerdem wies der Degranulierungstest nach, dass die Tumorzellen sowohl kryptische
Peptide als auch mutierte Neoantigene prasentierten.

Die Tc und TiTc HROC285 reagierten weniger stark auf die Stimulation mit den Neoantigenen
und auch die Tumorzellerkennung wurde insgesamt nicht wesentlich durch die
Neoantigenstimulation verbessert. Jedoch zeigten auch hier einzelne Stimulationen sehr gute
Ergebnisse. Insgesamt war besonders in den Tetramerfarbungen zu beobachten, dass das
Ansprechen der peripheren und tumorinfiltrierenden T-Zellen innerhalb der Replikate teilweise
sehr stark variierte. Diese heterogene Reaktivitat kann durch die Diskrepanz zwischen T-Zell-
Rezeptor-Repertoire und der eingesetzten Anzahl an T-Zellen bedingt sein. Das humane T-

Zell-Rezeptor-Repertoire besteht aus ungefahr 1x108 verschiedenen T-Zell-Klonen?'’, doch
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die Experimente dieser Arbeit wurden mit maximal 1x107 T-Zellen durchgefiihrt. Demnach
besteht die Mdglichkeit, dass in einigen Stimulationen antigenspezifische T-Zellen schlichtweg
nicht enthalten waren, sodass auch keine Proliferation stattfinden konnte.

Die Zugabe von ICI fihrte in keinem der Degranulierungstests zu einer Verbesserung der
Tumorzellerkennung. Dies deutet erneut auf weitere immunregulatorische Faktoren in der
Tumorzell-T-Zell-Interaktion hin.

Die Funktionalitat von tumorspezifischen kryptischen Peptiden zur Induktion zytotoxischer T-
Zell-Antworten wurde bisher nur unzureichend untersucht. Haufig wurde nachgewiesen, dass
T-Zellen durch die identifizierten kryptischen Peptide aktiviert werden kénnen'?2'3 doch der
Beweis, dass stimulierte T-Zellen Tumorzellen erkennen und eliminieren kénnen blieb aus.
Eine in vivo Studie konnte zumindest indirekt die Wirkung einer Vakzinierung mit kryptischen
Peptiden aufzeigen: Mause, die einen Cocktail aus drei kryptischen Peptiden und Adjuvantien
enthielten, wiesen ein signifikant verringertes Wachstum der injizierten KRK-Zellen auf'. Eine
Einzeltestung der Peptide flihrte jedoch nicht zur Verlangsamung des Tumorwachstums,
sodass ein synergistischer Effekt angenommen wurde.

Die Effektivitat von immuntherapeutischen Ansatzen basierend auf Neoantigenen wurden
vielfach in vitro und in vivo bewiesen?'®-226, Doch auch erste klinische Studien mit
neoantigenfokussierten  Vakzinen zeigten in  Melanom?722  Lungenkarzinom??°,
Pankreaskarzinom?®, hepatozellularem Karzinom?3' und Glioblastom?®? positive Effekte. Auch
die Vakzinierung von MSI-KRK-Patienten mit drei Frameshift-Peptiden flihrte zur Induktion von
T-Zell-Antworten in allen Patienten?®. Weitere klinische Studien zur Testung von
Tumorvakzinierungen sind noch aktiv (NCT05141721, NCT05243862, NCT05078866,
NCT01885702, NCT04117087 und NCT04799431). Um das Ansprechen der Tumoren weiter
zu steigern wurden ebenso Vakzinierungsstudien in Kombination mit |CI-Therapie

durchgefihrt, die synergistische Effekte bestatigten?28234.235,

5.5 Immunevasion durch PI-9

Um die peptidstimulierten T-Zellen abschlieRend hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt gegeniber
autologen Tumorzellen zu testen, wurde der GranToxiLux-Test durchgefuhrt. Dieser sollte
validieren, ob die sezernierten Granzym-B-enthaltenden Granula ihre Wirkung in den
Tumorzellen erzielten. Dabei wurde Uberraschenderweise beobachtet, dass die Tumorzellen
selbst Granzym B aufwiesen und so kein Effekt durch tumorreaktive T-Zellen messbar war.
Die Expression von Granzym B konnte jedoch auch schon in Brust-?3¢237 Lungen-?*¢ und
Urothelkarzinomen?® detektiert werden.

Eine Detektion von PI-9, dem spezifischen Inhibitor von Granzym B, zeigte zudem auf, dass
die untersuchten Tumorzelllinien diesen exprimierten. Die Expression von PI-9 stellt einen

weiteren Mechanismus zur Umgehung der Immuniberwachung dar, da so der zytotoxische
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Effekt tumorreaktiver T-Zellen inhibiert wird®°. Die Expression von PI-9 wurde bereits in
verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen?4%-243, Dabei konnte in Rektumkarzinomen die
P1-9-Expression mit einem verringerten Ansprechen auf neoadjuvante Chemoradiotherapie
assoziiert werden?*3,

Eine Korrelation zwischen Mikrosatellitenstatus und PI-9-Expression ist bisher noch nicht
bekannt, doch die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin. Da MSI-Tumoren mehr Mutationen
aufweisen, von starkeren Immuninfiltraten gekennzeichnet sind und eine bessere Prognose
hinsichtlich immuntherapeutischer Mallnahmen haben, kénnte der antitumorale Druck des
Immunsystems in den Tumorzellen neben der verstarkten Expression von PD-L1 auch die PI-
9-Expression vermehrt induzieren. Doch ahnlich zur Blockade von anti-PD-L1, kann auch
dieser Schutzmechanismus der Tumorzellen durchbrochen werden. Eine praklinische Studie
wies bereits nach, dass der Einsatz eines PI-9-Inhibitors im Mausmodell zum verzdgerten

Tumorwachstum und zur Verlangerung der Lebenszeit beitrug?.

5.6 Fazit

Die vorgelegte Arbeit ist die erste detaillierte Beschreibung der Interaktion zwischen T-Zellen
und autologen MSI-KRK-Zellen in vitro. Darin wurde gezeigt, dass die Tumorzellen
immunsuppressiv. wirken und die Aktivierung der T-Zellen hemmen. Diese
immunregulatorischen Effekte wurden zudem nicht allein Uber die Expression von
Immuncheckpointliganden oder die Sezernierung der untersuchten Zytokine erzielt. Ebenso
ergab die Analyse blockierenden Antikérpern fur HLA | und HLA Il, dass die Tumorzellen
weitere nicht-klassische HLA-Molekile fir die Antigenprasentation und Immunmodulation
nutzten.

Weiterhin bewiesen die funktionellen Analysen dieser Arbeit, dass T-Zellen durch
tumorspezifische Antigene — mutierte Neoantigene und kryptische Peptide — stimuliert und
diese auch von Tumorzellen prasentiert werden. So konnte durch die Peptidstimulation eine
gesteigerte Erkennung der autologen Tumorzellen durch die T-Zellen induziert werden.

Die deutlich grélere Anzahl an identifizierten kryptischen Peptiden und die Tatsache, dass
diese zudem auch in verschiedenen Tumoren nachgewiesen wurden, unterstreicht die
Bedeutung von kryptischen Peptiden in der zukinftigen Entwicklung von Tumorvakzinen.
Obwohl die Expression und Prasentation von tumorspezifischen kryptischen Peptiden auf
Tumoren eher gering zu sein scheint'?’, wirkt sich dies jedoch vorteilhaft auf eine potentielle
ex vivo Stimulation von T-Zellen aus. Denn dadurch ist eine vollstandige Aktivierung von T-
Zellen moglich, ohne dass ein Teil der T-Zellen bereits Anzeichen der Erschépfung aufweist.
Aullerdem unterlag die Prasentation kryptischer Peptide seitens des Tumors noch nicht dem

Immun-Editing, sodass beispielsweise ein adoptiver Zelltransfer ex vivo aktivierter
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peptidspezifischer T-Zellen zur Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen im Patienten
fuhren kénnte.

Fur die Stimulation wurden neben tumorinfiltrierenden auch periphere T-Zellen der
Patientinnen eingesetzt. Die gesteigerte Sezernierung von IFNy und erhéhte Aktivitat im
Degranulierungstest bewiesen, dass auch T-Zellen des peripheren Blutes zur
peptidspezifischen Stimulation geeignet waren. Demnach kénnten auch periphere T-Zellen fur
ex vivo Stimulationen und adoptiven T-Zell-Transfer eingesetzt werden, was eine deutliche
Vereinfachung gegenlber tumorinfiltrierenden T-Zellen bedeutet. Zudem ist die Anzahl
tumorinfiltrierender T-Zellen und deren Aktivierbarkeit haufig stark limitiert, sodass periphere
T-Zellen eine ausgezeichnete Alternative darstellen.

Aulerdem zeigten die Ergebnisse der stimulierten TiTc HROC113, in denen Effektorzellen
dominierten, dass bereits eine peptidspezifische Antwort im Tumor vorlag. Demnach flihrte
eine weitere Stimulation der T-Zellen lediglich zu einer Verstarkung vorhandener
Immunantworten gegeniber mutierten Neoantigenen und tumorspezifischen kryptischen
Peptiden.

Die hohe Aktivitat der stimulierten T-Zellen spiegelte sich leider jedoch nicht in einer
gesteigerten Tumoreliminierung wieder, die auch nicht durch den Einsatz von anti-PD-1-, anti-
PD-L1- und anti-CTLA-4-Antikorpern verbessert werden konnte. Dies kann teilweise auf die
Expression von PI-9 in den Tumorzellen zurickgefihrt werden, doch fuhrte der
immunologische Selektionsdruck in der Tumorentwicklung wahrscheinlich auch zur
Auspragung weiterer Mechanismen um die Immunantwort abzuwehren. Durch die konstitutive
Expression von HLA | auf den Tumoren HROC113 und HROC285, die eigentlich mit einer
vermehrten Detektion durch das Immunsystem einhergeht, ist anzunehmen, dass beide
Tumoren durch weitere  membrangebundene und sezernierte Faktoren der
Immuniberwachung entgehen konnten.

In dieser Arbeit wurden MSI-KRK-Modelle verwendet, doch auch bei MSS KRK ist die
Prasentation von kryptischen Peptiden und mutierten Neoantigenen moglich, auch wenn deren
Anzahl geringer ist. Zwar wurde bisher haufig die Anzahl der Neoantigene mit einer
verbesserten Immunantwort und Prognose assoziiert, doch ist auch die Qualitat der
Neoantigene entscheidend. So konnte Balachandran et al. im Pankreaskarzinom zeigen, dass
die Qualitdt der Neoantigene, unter anderem definiert durch die Immunogenitat, einen
starkeren Einfluss auf das Gesamtiiberleben hat als die Quantitat?*>. Des Weiteren kann die
Immunogenitat sowie die Expression von Neoantigenen von MSS-Tumoren auch positiv
beeinflusst werden. So wurde anhand von Sarkomzelllinien gezeigt, dass eine Bestrahlung
der Zellen Neoantigene induzierte, die dann zytotoxische T-Zell-Antworten auslésten®#. Auch
in MSS-KRK fluhrte eine Radiotherapie in Verbindung mit Oxaliplatin zu einem veranderten

RNA-Editing, das in einem Neoantigen resultierte?*’. Oxaliplatin zahlt auch zu den
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Chemotheraputika, die zur Induktion des immunogenen Zelltodes beitragen. Dieser ist
charakterisiert von der Prasentation sogenannter damage-associated molecular patterns
(Calreticulin und Hitzeschockproteine), die als ,lss mich“Signal fur Immunzellen und als
Kostimulatoren ~ wirken?*®,  Dadurch ~ konnen  Anthrazykline, = DNA-alkylierende
Zyklophosphamide und Platinderivate wie Oxaliplatin die antitumorale Antwort des
Immunsystems starken+8,

Diese synergistischen Effekte verschiedener Therapieformen zeigen, dass die Kombination
unterschiedlicher Wirkmechanismen den grotmoglichen Nutzen im Patienten erzielen warde.
So werden T-Zellen zwar haufig durch tumorspezifische Peptide aktiviert, doch ist die
Tumorerkennung und —eliminierung haufig durch immunsuppressive Mechanismen seitens
der Tumorzellen gehemmt. Aullerdem zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Tumorzellen
nicht nur einen alleinigen Mechanismus zur Abwehr der Immunantwort, wie beispielsweise die
Expression von Immuncheckpointliganden oder die verminderte Expression von HLA-
Molekulen, nutzen. Wahrscheinlicher ist eine Kombination verschiedener Stellschrauben, um
die T-Zell — Tumorzell — Interaktion protumorigen zu modulieren. Demnach sollte eine
zuklnftige Tumorvakzinierung mit weiteren Therapieformen erganzt werden, um die

dynamische Adaption von Tumorzellen an die Immuntberwachung zu durchbrechen.
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VI. Zusammenfassung

Die Behandlung von Krebserkrankungen, darunter auch das kolorektale Karzinom (KRK), stellt
noch immer eine grofle Herausforderung dar und nicht alle Patientinnen und Patienten
profitieren von den bisher zugelassenen Therapieoptionen. Doch die Immuntherapie ist ein
vielversprechender Ansatz, um durch die Starkung der kdrpereigenen Tumorabwehr zur
Eliminierung des Tumors zu fuhren.

Ziel der vorgelegten Arbeit war es die Interaktion von Tumorzellen und autologen T-Zellen zu
analysieren. Die verwendeten KRK-Zelllinien HROC113 und HROC285 TO M2 wurden
aufgrund ihrer hohen Mutationslast sowie der konstitutiven und induzierbaren Expression von
HLA | und HLA Il ausgewahlt. Eine Untersuchung der PD-L1-Expression ergab, dass dieser
Immuncheckpointligand auf mindestens 80 % der Zellen beider Tumorzelllinien exprimiert
wurde. Auch der CTLA-4-Ligand CD80/86 wurde auf bis zu 40 % der HROC113 und ca. 15 %
der HROC285 TO M2 nachgewiesen. Der immunregulatorische Faktor FGL1 wurde jedoch
nicht im Uberstand der analysierten Zelllinien detektiert.

Die peripheren und tumorinfiltrierenden T-Zellen der Patientinnen (Tc und TiTc) wurden
zunachst in vitro expandiert und anschlieend hinsichtlich ihrer Subpopulationszugehoérigkeit
charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass die peripheren T-Zellen von CD8* T-Gedachtniszellen
gepragt waren, die tumorinfiltrierenden T-Zellen jedoch eine vollkommen andere
Zusammensetzung der Subpopulationen aufwiesen. Innerhalb der TiTc HROC113
dominierten CD4* und CD8* T-Effektorzellen, wohingegen in den TiTc HROC285 CD4" T-
Gedachtniszellen vorherrschten. Der Anteil regulatorischer (CD4*/CD25*/FoxP3*) und
erschopfter T-Zellen (PD-1*/CTLA-4*/LAG-3") war in beiden Populationen eher gering. Doch
der Groliteil der analysierten Zellen zeigte eine Expression von CTLA-4 und LAG-3.

Die Kokulturversuche von T-Zellen und autologen Tumorzellen zeigten auf, dass keine
Aktivierung der T-Zellen durch die Tumorzellen stattfand. Auch die Zugabe der
Immuncheckpointinhibitoren (ICI) anti-PD-1, anti-CTLA-4, anti-PD-L1 sowie anti-LAG-3 flhrte
weder einzeln noch in Kombination zu einer signifikant verbesserten Tumorzellerkennung. Die
nahere Untersuchung der Interaktion von T-Zellen und autologen Tumorzellen bestatigte, dass
auch sezernierte Faktoren eine Rolle spielten. Im Kulturiberstand wurden die Zytokine GM-
CSF, IL-5, IL-6 und IL-17a detektiert, denen teilweise bereits protumorigene Eigenschaften
nachgewiesen wurden. Versuche mit blockierenden Antikérpern der Komplexe HLA | und
HLA 1l bewiesen, dass auch weitere nicht-klassische HLA-Komplexe in die Prasentation von
Tumorantigenen involviert waren.

Das komplexe Konstrukt immunregulatorischer Mechanismen, das den Tumor vor
antitumoralen Immunantworten schitzte, sollte durch die spezifische Stimulation von
patienteneigenen T-Zellen durchbrochen werden. Dazu wurden insgesamt 100

tumorspezifische Peptide aus Ligandomdaten identifiziert, die sich aus 97 kryptischen
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Peptiden und drei mutierten Neoantigenen zusammensetzten. Dabei entfielen 70 kryptische
Peptide und zwei Neoantigene auf HROC113 und 28 kryptische und ein mutiertes Neoantigen
auf HROC285 TO M2. Die expandierten peripheren und tumorinfiltrierenden T-Zellen wurden
mithilfe von peptidbeladenen B-LCL der Patientinnen fur 14-28 Tage stimuliert. Dabei wurden
Peptidpools eingesetzt, die sich entsprechend der Bindungspradiktion der kryptischen Peptide
zusammensetzten. Die Stimulationen mit den Neoantigenen erfolgte separat. Im Anschluss
wurde ein IFNy-ELISpot durchgeflhrt, um die Immunogenitat der Peptide zu testen. Dabei
fuhrten insgesamt 18 der tumorspezifischen kryptischen Peptide (HROC113: 16; HROC285:
2) zu einer IFNy-Sekretion. Auch die Stimulation mit den mutierten Neoantigenen induzierte
eine  T-Zell-Aktivierung. Eine Tetramerfarbung zeigte auf, dass der Anteil
neoantigenspezifischer T-Zellen wahrend der Peptidstimulation teilweise deutlich zunahm.
Die anschlieRende funktionelle Testung erfolgte anhand eines Degranulierungstests. Dieser
bewies, dass die Stimulation der T-Zellen sowohl mit immunogenen kryptischen Peptiden als
auch mutierten Neoantigenen in einer erhdhten Tumorzellerkennung resultierte. Dies zeigte
sich besonders deutlich bei TiTc HROC113, wohingegen in den Tc HROC113 und
Tc HROC285 nur die Stimulation mit immunogenen kryptischen Peptiden zu einer erhéhten
Degranulierung fuhrte. Der Einsatz von ICI beeinflusste diese Effekte nicht signifikant.
AbschlieRende Analysen offenbarten, dass beide Tumorzelllinien eine deutliche Expression
von PI-9 aufwiesen. Dieser Granzym-B-Inhibitor kénnte daflir verantwortlich sein, dass die
Tumorlyse in Zytotoxizitatstests ausblieb, auch wenn aktivierte T-Zellen mit zytotoxischen
Granula auf die autologen Tumorzellen geantwortet hatten. Zudem zeigte sich, dass PI-9
starker in MSI-KRK-Zelllinien als in MSS-KRK-Zelllinien exprimiert wurde. Demnach tragt PI-
9 dazu bei, dass MSI-Tumoren, obwohl sie verglichen mit MSS-Tumoren eine starkere
antitumorale Immunantwort auslésen, der Eliminierung durch aktivierte Immunzellen entgehen
kénnen.

Insgesamt wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Tumorzellen verschiedenste Mechanismen
gleichzeitig nutzen, um der Immuntberwachung zu entgehen. Jedoch konnte auch gezeigt
werden, dass Tumorzellen spezifische Peptide prasentierten, die in einer Stimulation
peptidspezifische T-Zell-Antworten ausldsten. Diese aktivierten T-Zellen waren anschlief3end
fur eine signifikant verbesserte Tumorzellerkennung verantwortlich. Dabei wurde gezeigt, dass
neben den tumorinfiltrierende auch die peripheren T-Zellen der Patientinnen erfolgreich
stimuliert wurden und so eine antitumorale Antwort induziert werden konnte. AuRerdem flihrten
sowohl klassische mutierte Neoantigene als auch nichtmutierte kryptische Peptide zu
antitumoralen Antworten. Demnach eignen sich beide Formen der tumorspezifischen Peptide
fur die Entwicklung zukunftiger Tumorvakzinierungen, die mit weiteren Immunmodulatoren
erganzt werden sollten, um die immunregulatorischen Mechanismen der Tumorzellen

auszuschalten.
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VIIl. Anhang
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Abbildung A 1: Beispielhafte Auswertung der Subpopulationsanaylse expandierter T-Zellen

Die T-Zellen wurden anhand der Detektion der Oberflachenproteine CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD62L und CD95
in der Durchflusszytometrie in folgende Subpopulationen kategorisiert: TCM: zentrale T-Gedachtniszellen (central
memory T cells); TEFF: T-Effektorzellen ; TEM: T-Effektorgedachtniszellen (effector memory T cells), TN: Naive T-
Zellen, TSCM: stammzelldhnliche T-Gedachtniszellen (stem cell-like memory T cells).
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Abbildung A 2: Degranulierungstest
Die durchflusszytometrische Bestimmung degranulierender T-Zellen erfolgte durch die Bestimmung von CDS,
CD107a und IFNy. Der Anteil CD8+ Zellen wurde hinsichtlich der Detektion von CD107a und IFNy analysiert.
CD8/CD107a/ IFNy dreifach positive Zellen wurden als degranulierend klassifiziert. Ungefarbte Kontrollen dienten
der Ausrichtung der Gates und Quadranten (A). T-Zellen, die keinen Kontakt zu Tumorzellen hatten, wurden flr die
Bestimmung der Hintergrundaktivitat der T-Zellen genutzt (B). Das Degranulierungsverhalten der T-Zellen der
Kontrollkultur (C) und Kokultur (D) wurde in Relation gesetzt zu, Anteil degranulierender Zellen aus (B).
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Abbildung A 3: Zytokinbestimmung in Zellkulturiiberstianden

Dargestellt ist ein Beispiel der Bestimmung der Zytokinkonzentration in Uberstanden von Tumorzellen, T-Zellen
und Kokulturen, die mithilfe des MACSPIlex Cytokine 12 Kit (Miltenyi Biotec) durchgefihrt wurde. Mittels
spezifischer PE- und FITC-Fluoreszenzintensitat erfolgte die Zuordnung der verschiedenen Zytokine (A). Anhand
des Medians der APC-Fluoreszenzintensitadt und definierter Standardkonzentrationen wurde dann die

Zytokinkonzentration bestimmt (B: schwarz: ungefarbte Kontrolle;

rot: Probe).
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Abbildung A 4: Reprasentative ELISpot-Ergebnisse

Dargestellt sind reprasentative Wells der ELISpot-Analysen. Dabei wurden T-Zellen, die mit B-LCL inkubiert wurden
als Negativkontrollen genutzt. In Tc oder TiTc HROC113 (A) stehen Pep 34 und Pep 59 stellvertretend fiir Peptide,
die keine deutliche T-Zell-Reaktion induzierten, wohingegen die Stimulation mit Pep 9 und Pep 18 in einer
signifikant erh6hte Anzahl IFNy-sezernierender Zellen resultierte. In Tc oder TiTc HROC285 (B) stehen Pep 91 und
Pep 95 stellvertretend fiir Peptide, die keine deutliche T-Zell-Reaktion induzierten, wohingegen die Stimulation mit
Pep 79 und Pep 85 in einer signifikant erhdhte Anzahl IFNy-sezernierender Zellen resultierte. Zudem sind
reprasentative Ergebnisse der Neoantigenstimulation dargestellt.
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Abbildung A 5: Tetramerfarbung

Die Bestimmung der neoantigenspezifischen T-Zellen erfolgte nach 30-minitiger Inkubation mit dem Tetramer.
Ungefarbte Kontrollen (A) dienten der Ausrichtung der Gates fiir gefarbte T-Zell-Proben (B).
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Abbildung A 6: GranToxiLux-Test neoantigenstimulierter T-Zellen

Die T-Zellen wurden entweder fir 14 d mit neoantigenbeladenen B-LCL kultiviert oder B-LCL ohne Peptid als
Kontrollstimulation. Im Anschluss erfolgte der GranToxiLux-Test, in dem die Granzym B-Aktivitat in gefarbten
Zielzellen (autologen Tumorzellen) bestimmt wird (A). Dargestellt sind Tc und TiTc HROC113 (B) und Tc und TiTc
HROC285 (C).
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Tabelle A 1: Tumorspezifische kryptische Peptide und Neoantigene

Peptid

10

1

12

Zelllinie

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

Behandlung

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg

unbehandelt

Peptidsequenz

detektiert

ALPEVQKQV

YLGDSHVLL

SLYDVPVGA

VSDGVLKEV

LQREKTESL

NLKRKGNSL

LTDTPKATSY

MAALRALL

QTELSQLLK

TLKDRNFQL

AGKMKLSL

LWEEKPVCL

Peptidsequenz

synthetisiert

ALPEVQKQV

YLGDSHVLL

SLYDVPVGA

VSDGVLKEV

IQREKTESL

NLKRKGNSL

LTDTPKATSY

MAALRALL

QTELSQLLK

TLKDRNFQI

AGKMKLSL

LWEEKPVCL

Kategorie

UTR5

UTR5

UTR5

ncRNA

OffFrame

OffFrame

ncRNA

UTR5

UTR3

UTR5

UTR5

UTR5

Gensymbol

ATRAID

ICK

FAMG5A

KLHL17

RNF216

SCP2

CCDC58

ZFYVE26

BTF3

CTNND1

HSPA5

NET1

netMHC %

rank

0,28

0,02

0,01

1,4

0,05

0,01

0,19

1,22

0,01

0,07

0,08

Bindungs-

pradiktion

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

HLA-Allel

HLA-

A*02:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

Peptid-pool

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
weak

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
weak

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC285
strong

Immuno-
genitat

+
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

IFNg

ETDLEMETRY

QAKEKYHF

LLDLPGGKY

NSKKRLNTL

YSSELWDLY

NMKQRTERL

RYTSQFLRL

STLPTVTKV

TVLSLLHSV

HHDAQGCTF

AHAPPEQHL

WAAPFPKLL

HHGPAEGLL

YHSSTDSLL

ETDIEMETRY

QAKEKYHF

LLDLPGGKY

NSKKRLNTL

YSSEIWDLY

NMKQRTERL

RYTSQFIRL

STLPTVTKV

TVLSLLHSV

HHDAQGCTF

AHAPPEQHL

WAAPFPKLL

HHGPAEGLL

YHSSTDSLI

ncRNA

UTR5

OffFrame

OffFrame

UTR5

OffFrame

OffFrame

OffFrame

OffFrame

UTR5

OffFrame

UTR5

OffFrame

UTR5

GS1-

25119.4

B4GALT4

NEDD1

SET

ARHGAP5

ARHGAP12

DCAF17

CTD-

2545G14.7

ARID2

ADNP

SLC19A1

PRDM4

CHMP1A

CTNNB1

0,02

0,2

0,03

0,02

0,01

0,37

0,27

0,33

0,02

0,05

0,07

0,08

0,01

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

HLA-
C*12:03

HLA-
A*02:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
C*12:03

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC285
strong

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
weak

HROC113
strong |

HROC113
strong |
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

HROC113

HROC285

HROC285

HROC285

HROC285

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

unbehandelt

unbehandelt

unbehandelt
unbehandelt
IFNg &
unbehandelt
IFNg
IFNg &
unbehandelt
IFNg
IFNg &
unbehandelt

unbehandelt

unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

LLLGTTHQL

FHDPLTLKF

LHDQEDSARFF

SLQPKLPLL

VSVPFPVTH

MARARAVAA

DLHMRLYTM

MPKKSRLSF

KM(+15.99)EPVLPLL

LSDVLVKQY

VPLTRLLTL

LFFGKVFLV

LEYQRKETL

ILLGTTHQL

FHDPLTLKF

IHDQEDSARFF

SLQPKLPIL

VSVPFPVTH

MARARAVAA

DIHMRIYTM

MPKKSRISF

KMEPVLPIL

LSDVLVKQY

VPLTRILTL

IFFGKVFLV

LEYQRKETL

UTR5

UTR5

UTR5

OffFrame

UTR3

UTR5

OffFrame

OffFrame

OffFrame

UTR5

OffFrame

OffFrame

Intronic

PCGF5

ZC3H11A

TOR1AIP2

TTN

TMEM261

METTLO

SLC39A7

FDPS

NR113

NET1

WARS

POMP

NRXN3

0,06

1,53

0,15

1,68

0,12

0,02

0,06

0,17

0,02

0,02

0,35

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

HLA-
A*02:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*12:03

HLA-
B*08:01

HLA-
B*08:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*07:01

HLA-
B*08:01

HROC113
strong |

HROC113
strong [;
HROC285
strong

HROC113
weak

HROC285
weak

HROC113
weak

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
weak

HROC285
strong

HROC113
strong |

HROC113
strong |

HROC113
weak

HROC113
strong |
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40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

IFNg

IFNg

IFNg

unbehandelt

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

IFNg &

unbehandelt

unbehandelt

IFNg &

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg

ALVVEVAEA

SLLQSLVPA

LKKEKKERL

STEVAGTGHY

DHVSVGSGL

MHAETAFESL

LMDPSSQSLY

FLLSHVPSV

DLDYMGNLKY

TQDDTGFYTL

MHFLENLSL

HHAGETTGRHL

EHSADAHQL

MHHDHETQL

AIVVEVAEA

SILQSLVPA

LKKEKKERL

STEVAGTGHY

DHVSVGSGL

MHAETAFESL

LMDPSSQSLY

FLLSHVPSV

DLDYMGNLKY

TQDDTGFYTL

MHFLENISL

HHAGETTGRHL

EHSADAHQL

MHHDHETQL

OffFrame

UTR5

UTR3

ncRNA

UTR5

OffFrame

ncRNA

UTR5

ncRNA

ncRNA

OffFrame

OffFrame

OffFrame

UTR5

FNDC3B

ATF5

FBXO9

SLC20A2

STAT6

PREPL

MYO15B

CALB1

WARS

CEACAMP4

RAC1

DESI1

ADORA2B

IL18BP

0,39

0,32

0,57

0,04

0,06

0,08

0,02

0,05

0,11

0,01

0,87

0,03

0,02

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

HLA-
A*02:01

HLA-
A*02:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
A*01:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*01:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il
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54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

HROC113

HROC285

HROC113

HROC285

HROC113

HROC285

HROC285

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

IFNg
IFNg &
unbehandelt

IFNg

IFNg

IFNg

IFNg &

unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

QSDGQSGGKSLY

MLKTSAAAA

FHSDHVSSL

HHSDWGNLM(+15.99)

MLYFKKERL

HHFLAPSTF

GHSFPDPGL

MHLFQSERW

HHSDWGNLM(+15.99)

W

LLTVESAVFL

MQLWGDFAL

NTDRPGGYSY

RLATLKSTV

ASDPSSSSGRY

QSDGQSGGKSI

Y

MLKTSAAAA

FHSDHVSSI

HHSDWGNIM

MLYFKKERL

HHFLAPSTF

GHSFPDPGL

MHLFQSERW

HHSDWGNIMW

LLTVESAVFL

MQIWGDFAI

NTDRPGGYSY

RLATLKSTV

ASDPSSSSGRY

OffFrame

UTR5

OffFrame

OffFrame

UTR5

OffFrame

OffFrame

OffFrame

OffFrame

ncRNA

UTR5

ncRNA

UTR5

Intronic

EVI5

SCAF4

MTPAP

TRIM31

ITGB6

TICAM1

TMEM248

FAM84A

TRIM31

CEP250

MTFR1

MPHOSPH

9

PLS1

SMOC2

0,03

1,5

0,01

0,01

0,06

0,2

0,2

0,05

1,43

0,04

0,01

0,85

0,03

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

HLA-
A*01:01

HLA-
B*08:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*08:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
B*38:01

HLA-
A*02:01

HLA-
B*38:01

HLA-
A*01:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*01:01

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

114



ANHANG

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

HROC113

IFNg &
unbehandelt

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

IFNg &

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

unbehandelt

unbehandelt

IFNg &

unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

IFNg

IFNg

TSDRLFLGY

LLDLDLDKY

FLLEDPANQF

HTDRSEARTGLY

FLPDHWAVL

VLLGGHGSSL

LLEDNLLTL

RVPKGDVSL

RRPAAALDL

LFDTSVNSA

VYDEQKLVF

SLNLRTPLL

KLAKAGLKL

RLVKPLSL

TSDRLFLGY

LLDIDLDKY

FLLEDPANQF

HTDRSEARTGLY

FLPDHWAVL

VLLGGHGSSL

ILEDNLLTL

RVPKGDVSL

RRPAAALDL

IFDTSVNSA

VYDEQKLVF

SLNIRTPIL

KLAKAGLKL

RIVKPLSL

UTR5

ncRNA

ncRNA

UTR3

OffFrame

ncRNA

OffFrame

UTR5

UTR5

UTR5

Intronic

OffFrame

UTR5

UTR5

TMEM139

RP11-

624141

RP11-

59E19.1

FAMB84A

TMEM45B

RP11-

1094H24.4

ANXA7

TPST2

PRR15

QSERT1

PPP6R3

ZNF146

DHRS11

DNMBP

0,01

0,05

0,78

0,02

0,09

1,53

0,12

1,35

0,23

0,39

0,07

1,07

0,33

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

strong binder

HLA-
A*01:01

HLA-
A*01:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*01:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*02:01

HLA-
A*02:01

HLA-
C*07:01

HLA-
C*07:01

HLA-
C*04:01

HLA-
C*04:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

HLA-
B*08:01

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC113
strong Il

HROC113
weak

HROC113
strong Il

HROC285
weak

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
weak

HROC285
strong
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82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC285

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC113

HROC285

HROC113

IFNg &

unbehandelt

IFNg

IFNg &

unbehandelt

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

unbehandelt

IFNg

unbehandelt

unbehandelt

IFNg

IFNg

unbehandelt

IFNg

KQPWASLLL

LRVDGKASL

SGPDKFVEL

LFDYEVRL

VFDAQEWPL

KLLQNGVEL

KLALQLKTL

RVASAGLLL

FFDLTLKQV

HGPEGRVVL

RSPTQYWRL

RSLPSAVVL

RAPQWYLHL

LTLGESLLR

KQPWASILL

IRVNGKASL

SGPDKFVEL

LFDYEVRL

VFDAQEWPL

KILQNGVEL

KLALQIKTL

RVASAGLLL

FFDLTLKQV

HGPEGRVVL

RSPTQYWRL

RSLPSAVVL

RAPQWYLHL

ITLGESILR

UTR5

Intronic

Intronic

ncRNA

UTR5

OffFrame

Intronic

UTR5

Intergenic

UTR5

OffFrame

UTR5

OffFrame

Intronic

MRPL55

GLI2

POLA2

UHRF1

TRIM2

CTDSPL2

RP11-

18707.3

MAP2K6

null

RPL32

FBX042

CHCHD10

WDR43

CEP57L1

1,18

0,04

0,34

0,1

0,05

0,95

0,99

0,56

0,02

1,04

1,96

0,92

0,8

0,5

weak binder

strong binder

strong binder

strong binder

strong binder

weak binder

weak binder

weak binder

strong binder

weak binder

weak binder

weak binder

weak binder

weak binder

HLA-
C*04:01

HLA-
C*07:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

HLA-
C*04:01

HLA-
C*04:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*07:01

HLA-
C*04:01

HLA-
B*08:01

HLA-
C*04:01

HLA-
C*07:01

HLA-
C*04:01

HLA-
A*11:01

HROC285
weak

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
strong

HROC285
weak

HROC285
weak

HROC285
weak

HROC285
strong

HROC285
weak

HROC285
weak

HROC285
weak

HROC285
weak

HROC285
weak
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96

97

98

99

100

HROC113

HROC285

HROC113

HROC285

HROC113

IFNg

unbehandelt

IFNg

unbehandelt

IFNg &
unbehandelt

VFDSQTVEL

RLLSFPLVL

KM(+15.99)WEEVLTL

TVLDRKVEL

YLDSGLHSGATA

VFDSQTVEL

RILSFPLVL

KMWEEVITL

TVIDRKVEL

YLDSGIHSGATA

UTR5

UTR5

CDS -
neoantige
n

CDS -
neoantige
n

CDS -
neoantige
n

INSIG2

ZDHHC5

IQGAP1

TRIT1

CTNNB1

0

0,57

0,01

0,07

0,62

strong binder

weak binder

strong binder

strong binder

weak binder

HLA-
C*04:01

HLA-
C*04:01

HLA-
A*02:01

HLA-
B*08:01

HLA-
A*02:01

HROC285
strong

HROC285
weak

HROC113
neo

HROC285
neo

HROC113
neo
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