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1. EINLEITUNG

1.1. Mismatch-Repair-Defizienz

In einer einzigen menschlichen Zelle entstehen taglich 10.000 bis 1 Mio. DNA-Schiiden Um
den Organismus vor den daraus resultierenden Mutationen und emner méglichen malignen
Entartungen zu schiitzen, verfiigt er iiber emn komplexes DNA-Reparatursystem. Ean wichtiger
Bestandteil dieses Systems sind die Mismatch-Repair (MME)-Proteine. Thre Aufgabe 1st es,
Basenfehlpaarungen, Deletionen und Insertionen. die wihrend der Replikation entstehen, zn
erkemnen und zu kormgieren. Sind diese Proteme in threr Funktion eingeschriinkt, hat dies
fatale Konsequenzen: Replikationsfehler und Mutationen kénnen akkumulieren und
schhieBlich zu emer Tumorgenese fithren. In diesem Fall spricht man auch von einer
defizienten MMR. (dMMR). Die dMMR ist, mut Entititen-spezifischen Privalenzen
urséchlich fiir 16 %o aller soliden Tumore [1-3].

1.1.1. Aticlagie

Das MMR-System kommt ubiquitir in allen Orgamismen vor, sowohl in Pro- als auch i
Eukaryoten [4]. Die Struktur und Funktion der MME m humanen Zellen ist von der des
Baktennums E.coli abgeleitet, da diese Homologien zur eukaryotischen MMR. zeigen. In E.
coli gibt es dre1 Homodimere fiir die Reparatur: MutS, Mutl. und MutH [3]. Im Gegensatz zu
Prokaryoten werden die eukaryotischen Homologe durch Heterodimere gebildet (s
Abbildung 1).

Fiir Mut$S sind beim Menschen fiinf MutS Homologe (MSH) bekannt: MSH?2 und MSHS6, die
den Komplex hMutSa bilden; MSH3, der zusammen mit MSH2 hMutf bildet; sowie MSH4
und MSHS, welche emen Komplex bilden. der an der Meitose, nicht aber an der DNA-
Reparatur beteiligt 1st. HMutSa uvnd hMutSp obliegt gememnsam die  Aufgabe,
Basenfehlpaarungen, Insertionen und Deletionen zu erkennen, an diese zu binden und
daraufhin das Mutl. Homolog zu rekrutieren.

Bisher wurden vier Mutl. Homologe identifiziert: Mutl. Homeolog 1 (MLHI1), MLH3, PMS2
und PMS1, die ebenfalls Heterodimere balden. HMutLp wird von MLH1 und PMS1 gebildet;
hMutLa von MLHI1 und PMS2. HMutLa bildet emnen tetrameren Komplex mut hMutSa oder
hMutSp. Durch das proliferating cell nuclear antigene (PCINA) sowie den Replikationsfaktor
C (RFC) wird die Endonukleaseaktivitit von hMutLa aktiviert, so dass nun ATP-abhéngig die
Inzision i den fehlethaften Tochterstrang erfolgen kann AmnschhieBend folgt die
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Exzision des Segmentes durch die von MSH? oder MLHI aktivierte Exonuklease 1. Dhe
entstandene Exzsionsliicke wird durch die DINA Polymerase 6 resynthetisiert [5—8].

5 3 Erkennung von
1] Basenfehlpaarungen,
" .._,-' 5 Neletinnen und Insertionen
h
MutS Homolog * GIRFEH LS
{hMuts)
- : - Rekrutierung von hiutl,
MSHZ MSHE @
oder 5 I I I I I I I II I I I I Ij Aktivierung der
B ) L . Exonukleaseaktivitdt durch
‘ Mutl Homolog | 5 PCNA und RIC
(hiutL)

N e  TITTT STTTTTTT eision duen

| _ Exonuklease 1

-.:_\::, 7 5
Sk RFC
5 .rl.ﬁ,m e
Exonukleace 1 I | | | I I I " )‘“T Resynthetisierung durch
. | J B Polymerase &
Polymerase & .
L Ligase | ) x -
IIIIIIIIF" TTTTTTTT Verknipfung der
.. Segmente durch Ligase |
¥ =

Abbildung 1 | Struktur und Funktion der MMR-Proteine.

Die MMR-Proteine liegen wv.a. als Heterodimere (hMutS sowie bMuil) wor. Nach Erkennung wvon
Basenfehlpaamungen Insertionen oder Deletionen durch hbMutS wird hMutl reloutiert und es entsteht ein
tetramerer Komplex. Durch PCNA sowie RFC wird die Exomukleaseaktivitit von hMutl aktiviert. Die nach der
Inzision altivierte Exonuklease 1 exzidiert die fehlerhaften Segmente. Die Resynthese der Stringe erfolgt durch
die Polymerase §, gefolgt von der Verkniipfing der nenen Segmente durch die Ligase I

Creelle: erstellt mit Biorender.com, modifiziert nach [7]

MMR: Mismatch-Repair; hMutS: MutS Homolog; hMutL: Muil Homolog; PCNA: proliferating cell nuclear
antigene; RFC: Replikationsfaktor C

Der Funktionsverlust fithrt zur Akkumulation von Mutationen und es resultiert em
ausgeprigter Tumorphinotyp. Zu den hiufigsten, durch emme dMME  bedingten,
Tumorentititen =zdhlen das kolorektale Karzinom (colorectal cancer, CRC). das
Endometrinmkarzinom, das Magenkarzinom sowie das Ovanal- und Urothelkarzinom [1, 9—
11].

DMMR. tnitt sowohl hereditir als auch sporadisch auf. Bei1 der erstgenannten Form lLiegt eine
heterozygote MMEB.-Keimbahnmutation vor. Das mutierte Allel 1st somit in jeder Kérperzelle
vorhanden und kann an folgende Generationen vererbt werden. Das resultierende klimsche
Bild wird auch als Lynch-Syndrom (LS) bezeichnet. Dabei wird ein mutiertes Allel von den

2



1. EINLEITUNG | Mismatch-Repair-Defizienz

Eltern vererbt, wiihrend emn Wildtypallel die Zelle vor dem vollkommenen Funktionsverlust
des kodierten Proteins bewahrt. Nach der Knudson’schen double-hit-Hypothese fiihrt erst der
somatische Verlust des Wildtypallels zum tatsdchlichen Funktionsverlust. Bexr Vorliegen von
zwel mutierten MMRB-Kopien ist das resultierende Protein maktiv und die Wahrschemnhchkent
emer Tumorentstehung steigt enorm. In 80-90 % der Fille sind die Gene MLH] und MSH?2
betroffen, MSHO-Genmutationen umfassen ca. 10 % aller Falle. Neuere Studien weisen
Mutationen 1m PMS2-Gen mit emnem Anteil von mehr als 6 % emne grobere Bedeutung zu als
bisher angenommen [12-15].

Bei emem GroBteill der dMMR-assoziierten Karzinome ist keine Keimbahnmutation
nachweisbar, hier handelt es sich um sporadische Formen Der Funktionsverlust der MME.-
Proteine be1 diesem Kollektiv beruht auf einer epigenetischen Inaktivierung des MLHI-Gens
durch eine Promotorhypermethylierung.

Der verbleibende Anteil an dAMMRE-Tumoren. die weder eine Keimbahnmutation noch emne
MLHI-Promotormethylierung aufweisen, verfiigt iiber biallelische somatische Mutationen,
die hauptsichlich MLHT und MSH? betreffen [15-18].

Emne Defizienz der MMR-Proteine zeigt sich typischerweise in Mikrosatelitten (MS)-
Regionen. MS sind kurze, hochrepetitive DNA-Sequenzen, die sowohl 1n nicht-kodierenden
als auch in kodierenden Regionen des Genoms vorkommen und sich mut emner Linge von 1-6
Basenpaaren ca. 10-60 Mal wiedertholen. Aufprund ihres repetitven Musters sind MS
besonders anfillig fiir Replikationsfehler und daher anfgrund ihrer hohen Mutationsrate auf
DNA-Reparatursysteme angewlesen, wofiir sie hauptsichlich das MMR-System nutzen. Ist
dies aufgrund einer AMME. micht mehr méglich, kommt es zu Leserasterverschiebungen durch
Deletionen oder Insertionen  Dhiese MS-Lingenverinderung wird auch als
Mikrosatelitteninstabilitat (MSI) bezeichnet [19-22].

Trtt exne MSI 1n kodierenden Gensequenzen auf, werden Gene maktiviert oder funktionslose
Proteine translatiert, die an wichtigen zelluliren Prozessen beteiligt sind Hierzu gehiren
Gene der Signaltransduktion (TGFBRII, IGFIIR, PTEN), der Apoptose (BAX, CASPS), der
DNA-Reparatur (MSH3, MSH6, MBD4) oder der Immuniiberwachung (B2M). Das put 90 %
am haufigsten betroffene Gen ist TGFBRII, das fir den Wachstumsfaktor TGF-f, emn
potenter Inhibitor des epithelialen Zellwachstums, kodiert [23-25].
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dMME — ‘ mﬁ?ﬂ mit = -
ﬁ MS| L mehr Neoantigene
" { |
\ %] ok =
/ 2 S immunogener Tumor
Funktionsverlust o
der — A T
MMR-Proteine “ b = o il T
frame-shift-Peptide || -
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Abbildung 2 | Immunogenitit von MSI- vs. MS5-Tumoren.

Durch eine dMME. kommt es zu Leserasterverschiebung in MS-Regionen, resultierend in einer MSL Durch die
Aldmmulation von Mutationen werden vermehrt frame-shift-Peptide translatiert, welche diber MHC-I-Molekiile
dem Immnmsystem prisentiert werden und somit T-Lymphozyten aktivieren. Bei intakter MME werden keine
MSI-spezifischen Necantigene prasentiert. Eine Immumnantwort bleibt sehr wahrschemlich ans.

Cnelle: erstellt mit Biorender.com, modifiziert nach [26]

MST: Mikrosatelitteninstabilitdt/milrosatelliteminstabil;, MSS: Milrosatelittenstabilitat' mikrosatelittenstabil -
MS: Mikrosatelitten; MMR: Mismatch-Repair

Unabhingig von der Genese fithrt eine dMMRE. und die daraus resultierends MSI fast mmmer
zum sogenannten Mutatorphinotyp. Multiple akkumulierte Mutationen fithren wihrend der
Translation zu sogenannten frame-shifi-Peptiden, die an der Oberfliche maligner Zellen als
Neoantigene prisentiert und vom Immunsystem erkannt werden (5. Abbildung 2). Aufgrund
der hohen Abundanz an Neoantigenen und der dadurch resultierenden hohen Immunogenitit
sind dMMR-assoziierte Tumore pridestimert fiir Immuntherapien [27, 28].

1.1.2. Klinisches Bild

Eine epidemiologische Metaanalyse im Jahr 2020 hat die Privalenz einer AMMR und einer
hohen MSI-Rate (MSI-hagh, MSI-H) unter soliden Tumoren untersucht. Es ergab sich, dass
be1 16 % der soliden Tumore emne dMME/MSI-H vorlag. Bei1 emer Pravalenz solider Tumore
von ca. 3 Mio. im Jahr 2019 in Deutschland entspriche dies 480.000 betroffenen Patienten.
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Das Krankheitsbild der Patienten 1st sehr heterogen. Wiihrend bei den sporadischen Formen
eher Frauen iiber 60 Jahre betroffen sind. ist das Patientenkollektiv bei LS-Betroffenen
deutlich junger [1, 29, 30].

1.1.2.1. Das Lynch-Syndrom

Das LS folgt einem autosomal-dominanten Erbgang und betnfft Minner und Frauen
gleichermaBen Dhe Pravalenz in der Allgemeinbevilkerung wird laut Studien auf 1 zu 279
geschitzt und 1st dammt das hiufigste Tumorpridispositionssyndrom. Das kumulative
Lebenszeitnisiko, ein Karzinom zu entwickeln, liegt be1 70-80 %. Der klimische Phéanotyp und
das Lebenszeitnisiko, an emnem Tumor zu erkranken, varieren in Abhingigkert der
betroffenen Gene [31-33]. Die wichtigsten Charakteristika sind in Tabelle 1 dargestellt:

Tabelle 1 |K_Iini5cher Phinotyp des Lynch-Syndroms in Abhingigkeit des betroffenen MMR-Gens
(modifiziert nach [27, 34]).

Mutationshaufigheit
Mutiertes Gen Klinischer Phiinotyp
Lebenszeitrisiko
MLHI Klassisches IS mit Tendenz zunm CRC, extrakolische 15 - 40 %
Manifestationen seltener als bei MSH2-Mutationen
4:27-T4%
0:22_53%
MSH2 Elassisches LS mit Tendenz zomm CRC, hanfiz 20-40%
extrakolische Manifestationen, Muir-Torre-Syndrom 2:27-T4%
0:22_353%
MS5SH6 Endometrimmmicarzinome manchmal MSI-L 12-35%
d+%:10-22%
PMS2 Niedrige Tumorinzidenz,  héheres Alter ber 5-25%

Erstmanifestation, Polypen, Turcot-Syndrom 242-10-22 %

EPCAM Siehe MSH2-Mutation < 10%
Biallelische Mutation Eonstitntionelle dMME. (5. 1.1.2.2.)

(alle MMR-Gene
involviert)

MMR: Mismatch-Repair; LS: Lynch-Syndrem; CRC: Kolorekiales Earzinom; MSI-L: M5Ilow, geringe
Mikresatelitteninstabilitdt

Neben dem Alter bei Erstmamifestation und der héufigeren Lokalisation mm rechten
Hemikolon unterscheiden sich LS-assozuerte Tumore von sporadischen CRCs durch die hohe
Rate an syn- und metachronen Tumoren.
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Pathologisch stellen sich Karzminome und Vorlauferlisionen beim LS, neben der MSI, als
schlechter differenziert dar und weisen vermehrt villése Komponenten auf Ein wetteres
pathologisches Hauptmerkmal sind vermehrte lymphozytire Infiltrationen. bedingt durch die
hohe Immunogenitit.

1.1.2.2. Konstitutionelle Mismatch-Repair-Defizienz

Biallelische MMR-Mutationen fiithren zur konstitutionellen MMR-Defizienz (constitutional
MMR deficiency. CMMR-D). Dieses seltene Tumorpradispositionssyndrom folgt einem
autosomal-rezessiven Erbgang und 1st mit emmer hohen Penetranz sowie emem frithen
Erkrankungsalter (haufig < 2 Jahren) vergesellschaftet [27]. Typisch fiir die CMMR.-D ist das
gehaufte Aufireten von himatologischen Neoplasien sowie Himtumoren LS-typische
Malignitiaten sind ebenfalls beschrieben. Bei fast allen CMMR-D-Fillen treten Merkmale
emer Neurofibromatose Typ 1 auf: zB. multiple Café-au-lait-Flecken, Lisch-Knétchen oder
Neurofibrome.

Die CMME-D tntt vor allem in Familien mit emner gehiuften Privalenz von LS-typischen
Karzmomen sowie im Zusammenhang mmt Konsanguinitit auf.

Aufgrund der Seltenheit des Syndroms sind nur emmge hundert Fille i der Literatur
beschrieben. Dhies liegt allerdings auch daran, dass die CMME-D hiufig iibersehen und
fehldiagnostiziert wird. So lassen Studien aus Jordamien, wo Konsangumitit gehiuft
vorkommmt, vermuten, dass dort jedes zwerte Glioblastoma multiforme auf emne CMMR-D
zuriickzufiihren 1st [35-38].

1.1.3. Diagnostik und Privention

Um Patienten mut Verdacht auf ein LS zu selektieren, wurden die Amsterdam- sowie die
revidierten Bethesda-Krterien entwickelt [3542]. Beir gesunden Anlagetrigem. die alle
Amsterdam-Eniterien erfiillen, kann eine alleimge Keimbahnanalyse zum Nachweis der
spezifischen MMR-Mutation erfolgen.  Selbiges @it fir Angehénge von
Kemmbahnmutationstrigern, welche priaventiv untersucht werden sollen. Bestitigt sich die
Verdachtsdiagnose, werden die Patienten i das Vorsorgeprogramm aufgenommen.

Bei bereits erkrankten Personen umfasst die Diagnostik den mmmunhistochemischen
Nachweis des Ausfalls der MMR.-Proteme (MLHI1. PMS2, MSH2 und MSH6) sowie eine
MSI-Analyse unter Verwendung des Bethesda-Panels [10]: zwer Mononukleotide (BAT-25,
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BAT-26) und drex Dinukleotide (D25123, D55346, D75250) [41]. Wenn mehr als 30 % der
Marker oder = 2 Marker emne Instabilitat aufweisen, wird der Tumor als MSI-H eingestuft.

MMEB-Protein-Immunhistochemie
MLHL, MSH2Z MSHS, PRS2 Ausfall ?

l l

_| Kein Ausfall | Anderes Ausfallsmuster | | MLHL,/PIS2 Austall |
, +
¥ Mutationsanalyse
Mikrosatellitenanakyse . = BRAF Mutztion 7
Hochgrad_lge Verdacht auf |« Mein T
Mikrosatelliten- — ka — Lynch-Syndrom .
instabilitat irm Tumor - Mathyliarungsanalysa
PMigary
- Methylisrung des
MLH1 Promators ?
! [
Mein ' Ia
i x 4
Kein Hinwels auf Lyrnch- Genetische Baratung Kein Hinweis auf Lynch-
Syndram im Tumar Keimbahrtestung Syndrem im Tumar
' 1

| Genetische Baratung/Keimbahntestung zum Ausschiuss eines anderen Tumorsyndroms

Abbildung 3 | Diagnostischer Algorithmus des Lynch-Syndroms.
Quelle: [41]
LS: Lynch-Syndrom

1.1.4. Therapie und Prognose

Die Erstlimentherapien nichtet sich derzeit in der Regel micht nach dem MSI-Status, sondern
nach dem UICC-Stadium der Erkranlung [42]. So wird z B. das CRC 1m Rahmen emes LS
genauso behandelt wie das sporadische CRC. Die einzige kurative MabBnahme st die
chirurgische Resektion, zusétzlich wird ab Stadium IIT immer eine adjuvante Chemotherapie
empfohlen. Studien haben gezeigt, dass CRCs mut einer dMIMB/MSI wemiger gut auf die
Standardchemotherapeutika ansprechen als MSS5-CRCs. so dass in diesen Fillen 1m Stadium
II von einer adjuvanten Chemotherapie abgeraten wird. Als Ursache wird eine Resistenz
gegen die verwendeten Therapeutika 3-Fluoruracil (5-FU) und platinhaltige Zytostatika
vermutet [43—46]. Als weitere Erstlimentherapie fir das metastasierte MSI-CRC sind sent
2020 auch mmmuntherapeutische Behandlungen zugelassen. Aufgrund der bereits erwihnten
hohen Immunogenitit dMMR-assozuerter Tumore sowie der hohen basalen Expression von

7



1. EINLEITUNG | Mismatch-Repair-Defizienz

Immuncheckpoimnt-Molekiilen, werden Immuncheckpomnt-Inhibitoren (ICIs) eingesetzt [47].
Neben dem ICI Pembrolizumab, sind fiir das metastasierte CRC wentere ICIs zugelassen,
allerdings nur in der Zweithmentherapie (s. 1.2.2)).

Insgesamt haben dMMR/MSI-Tumore 1m Vergleich zum MSS-Pendant eine, vermutlich
mmunologisch vermuttelte, giinstigere Prognose [10, 43].

1.1.5. MMR-knockout-Modelle

Zur Durchfiihrung priklimscher Studien zur AMMR wurden verschiedene Mausmodelle
etabliert. Dabei handelt es sich um knockout-Miuse, die hiufig eine homozygote Deletion
emes MMR-Gens tragen.

MIhI” Miuse zeigen, ebenso wie Msh2”™ Miuse, eine deutlich verkiirzte Lebenserwartung
von bis zu 12 Monaten sowie einen ausgeprigten Tumorphinotyp. So entwickeln mindestens
90 % der Tiere sowohl extramntestinale als auch mtestinale Mamifestationen. Die Tiere zeigen
eine hohe Inmdenz von MSI-H-Tumoren des Gastrointestinaltraktes, sowie von T-Zell-
Lymphomen und Hauttumoren Im Gegensatz zur humanen Kanzerogenese sind
gastrointestinale Tumore der Miuse jedoch eher 1m Diinndarm als 1m Kolon lokalisiert [48,
49].

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe an der MIhI”” Mauslinie

Bereits durchgefiihrte Studien konnten zeigen. dass die MIhl™ Tiere zwei Haufigkeitsgipfel
ber der Tumorentstehung aufweisen. welche hiufig nach dem . Entweder-Oder”-Pnnzip
ablaufen [50]. Diese sind charaktensiert durch emne frithe Lymphomagenese oder eine eher
spéitere Entwicklung von intestinalen Tumoren. Weibliche Tiere entwickelten hiufiger T-Zell-
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) 1m Thymus oder der Milz, welche sich durch emn duberst
aggressives Wachstum avnszeichnen Im Gegensatz dazu waren ca. 80 % der Tiere, die einen
gastromntestinalen Tumor entwickelten, ménnhich. Hier war die Tumorgenese neben dem
spéteren Auftreten durch eine hiufige Lokalisation 1m Duodenum charaktenisiert.
Molekularbiologische Untersuchungen konnten =zeigen, dass die Tumore eine hohe
Mutationslast aufwiesen. welche emne weite Spanne von 39-943 Mutationen/Megabase
umfasste. =10 Mutationen/Megabase werden als hypermutiert, =100 Mutationen/Megabase
werden als ultra-hypermutiert bezeichnet.

Das Mihl-knockout-Modell stellt micht nur ein geeignetes Modell fiir das LS sowie dMMR.--
assoziierte, gastromntestinale Tumore dar, sondern weist dariiber hinaus aufgrund der
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biallelischen Mutation, dem Auftreten ultra-hypermutierter Neoplasien sowie der
Lymphomagenese auch Analogien zur CMMR-D auf.
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1.2. Tumorimmunologie

Die Tumonmmunologie hat in den jiingsten Jahrzehnten wesentliche Erkenntnisse erbracht
und damit auch zur Entstehung neuer Therapieoptionen in der Krebsbehandlung beigetragen.
Die Anfinge der Tumonmmunologie lassen sich bereits auf das 19, Jahrhundert
zuriickdatieren. 1891 beobachtete der Arzt Willhiam B. Coley spontane Tumorregressionen bei
Krebspatienten 1m Zusammenhang nut dem Aufireten von Erysipelen. Daraus schlussfolgerte
er, dass die Aktivierung des Immunsystems Einfluss auf das Tumorwachstum hatte und
begann, Sarkompatienten mit mcht-resektablen Tumoren maktivierte Baktenien zu injizieren
(Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens = Coley's Toxin) [51-53]. Obwohl es thm
gelang, emne Tumorregression ber vielen Patienten zu induzieren, wurde seine Methode zur
damaligen Zeit verkannt, da ein tiefergehendes Verstindms der Tumonmmunologie fehlte.
Erst durch die Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte konnte Coleys ursprimngliche Idee emer
immmunvermittelten Krebstherapie wieder aufgegnffen und weiterentwickelt werden. Ab der
zweiten Hilfte des 20. Jahrhunderts wurde immer mehr Wissen rund um das Immunsystem
und dessen Einfluss auf Tumorgenese und -progress akquiniert: so wurde 1967 erstmals die
Existenz und Bedeutung von T-Zellen beschrieben, 1981 wurde die erste Vakzine entwickelt,
welche auf Oberflichenmolekiilen basierte, 1987 wurde das erste Immuncheckpoint-Molekiil
identifiziert [54]. Durch den stetigen Zuwachs an immunologischem Wissen eréffnete sich so
das Feld der zielgerichteten Immuntherapie fiir diverse Entititen

1.2.1. Das Tumormikromilieu und Immunescape-Mechanismen

Forschungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass die Entwicklung und der Verlauf einer
Krebsetkrankung nicht nur von den neoplastischen Zellen selbst, sondern auch von deren
Interaktion mit dem Tumormikromlien (tumor mucroenvironment, TME) abhingt. Dhieses
setzt sich uwa. aus dem umgebenden Stroma, Blutgefiben und infilinerenden Immunzellen
zusammen Letztere umfassen sowohl tumonnfiltnerende Lymphozyten (TILs), darmunter
antitumorale CD4™ T-Helfer-Zellen und CD8” zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T cells.
CTLs). als auch protumorale Makrophagen, regulatonische T-Zellen (Tregs) und myeloide
Suppressorzellen (myeloid-denved suppressor cells, MDSCs) [35, 56].

Tumore haben verschiedene Immunescape-Mechamismen entwickelt wuwm sich der
Uberwachung durch das Imnmunsystem zu entziehen. Zu diesen zihlen u.a. das Tumorstroma,
die Sekretion immunsuppressiver Interleukine wie IL-10 und TGF-B, so wie der Verlust der

10
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MHC-I-Expression von Tumorzellen In emner Studie konnte be1 78 % der CRC-Proben mit
emner dAMMR. ein MHC-I-Verlust nachgewiesen werden [57-59].

Wird dieses immunsuppressive Milieu iiber emen lingeren Zeitraum aufrecht erhalten so
kommt es zu emer sogenannten T-Zell-Erschépfung, charaktensiert durch eine Dysfunktion
der T-Lymphozyten sowie einer vermehrten Expression der inlibitonischen
Checkpointmolekiile programmed death 1 (PD-1). cytotoxic T lymphocyte associated protein
4 (CTLA-4) und lymphocyte activation gene 3 (LAG-3). PD-1 kommt auf der Oberflache
aktivierter T- und B-Lymphozyten sowie emiger Tumore vor. Nach Bindung des T-
Zellrtezeptors an MHC-I, kommt es zur Awusschiittung inflammatonischer Zytokine wie
Interferon (IFN)-y. die wiederum die Expression des PD-1-Liganden (PD-L1) auf der
Tumorzelle mduzmeren Durch die Bindung von PD-1 an PD-L1. also emner direkten
Interaktion zwischen Tumorzelle und CTL. wird eine =elgenchtete Immunantwort
unterdriickt [60—65]. Ein weiteres zentrales Checkpointmolekiil 1st CTLA-4, welches sowohl
von aktivierten CD4™ als auch von CD8™ T-Zellen exprinuert wird. Eine permanente CTLA-4-
Expression konnte fiir Tregs mnachgewiesen werden. welche durch Sekretion
immunsuppressiver Zytokine indirekt PD-L1 auf dendntischen Zellen (dendntic cells, DCs)
induzieren. Neben der Imhibition der T-Zellfunktion verhindem Immuncheckpoints die
Bildung von T-Gedichtniszellen, wodurch eine andauemde Tumonmmunitit unterbunden
wird [66—69].

Weitere Immunescape-Mechanismen 1m TME umfassen die Akkumulation und Invasion von
MDSCs. MDSCs bilden eine heterogene Gruppe aus unterschiedlichen unreifen. myeloiden
Vorlauferzellen von DCs, Makrophagen, und Granulozyten. Dariiber linaus wurden kiirzlich
Zusammenhinge zwischen MDSCs und der Expression von Immuncheckpoint-Molekiilen
entdeckt. Demmnach zeigen tumonnfiltrierende MDSCs eine hohe Expression von PD-1, PD-
L1 und CTLA-4. Zusitzlich wird vermutet, dass MDSCs in Tumorzellen PD-L1 induzieren
konnen und somit global immunsupprnimierend wirken [60, 71-73].

1.2.2. Immuncheckpoint-Inhibition

Die Immuntherapie hat sich in den letzten Jahren neben der Chirurgie, Chemotherapie und
Radiatio zunehmend als wierte Siule der Krebstherapie etabliert. Wihrend konventionelle
Therapien primér die Tumorzellen selbst als Zielsttukturen haben, steht ber der
Immuntherapie die Modulation des Immunsystems 1m Vordergrund, um dessen antitumorale
Eigenschaften zu verstirken Ein wesentlicher Bestandteil hierbei ist die Uberwindung der
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beschriebenen  Immunescape-Mechamsmen, was dorch die  Blockade  von
Checkpointmolekiilen mittels ICIs effektiv erreicht werden kann (s. Abbildung 4).

Seit der ersten Zulassung emnes ICIs (CTLA-4-Inhibitor: Ipilimumab, 2011 [54]) durch die
FDA, folgen mmmer mehr Priparate, die zunehmend die modeme Krebstherapie

revolutiomeren.
aktivierte nmunangriff
T-Zelle Tulnur.{elllml
T-felle Tumorzelle
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Abbildung 4 |ﬁl}erwi|1d|1|1g tumoraler Immunescape-Mechanismen mittels Immuncheckpoint-
Inhibition.

Um der Immmniiberwachung zu entgehen, kommt es auf der Tumorzelloberfliche zu einer vermehrten
Expression von Immuncheckpoint-Molekiilen wie PD-L1. Nach Bindung seines Rezeptors PD-1, welcher sich
auf T-Zellen befindet, wird die T-Zelle inaktiviert. Durch eine Therapie mit ICIs wie Atezolizumab wird die
Blockade blockiert, so dass es zu einem Angniff der T-Zellen gegen den Tumor kommen kann

Quelle: erstellt mit Biorender.com, modifiziert nach [74]

ICT: Immuncheckpoint-Inhibitor

Studien haben gezeigt. dass ICIs ber dMMR/MSI-H-Patienten aufgrund der hohen
Tumonmmunogenitit besonders wirksam sind [47, 75-80]. So liegt das Therapieansprechen
bei emer Behandlung mit dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab entititeniibergreifend im Mittel
bei ca. 60 %, wihrend Patienten mit einem MSS-CRC nahezu kein Ansprechen zeigten [81].
Basierend auf diesen und zahlreichen weiteren Studien, erfolgten in den letzten Jahren seitens
der FDA Zulassungen von ICIs fiir dMMR/MSI-assozuerte Tumore: Nivolumab (PD-1-
Inhibitor) als Monotherapie fiir das metastasierte dMMR/MSI-CRC als Zweitlimentherapie
(2017). Ipilimumab (CTLA-4-Inhibitor) 1n Kombination mit Nivolumab fiir das metastasierte
dMMR/MSI-CRC als Zweitlimentherapie (2018), Dostarlimab fir dAMMR.-assozierte solide
Tumore als Zwertlimentherapie (2021) sowie Pembrolizumab als Monotherapie fiir das
metastasierte MSI-CRC als Erstlimentherapie (2020) [28]. PD-L1-Inhibitoren sind bislang fiir
dieses Patientenkollektiv noch nicht zugelassen.
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1.2.3. Zellzyklusinhibition

Ein wichtiges Merkmal maligner Zellen ist die Dysregulation des Zellzyklus, die zu einer
anhaltenden und unkontrollierten Proliferation fithrt. Essentielle Regulatoren des Zellzyklus
sind Cychn-abhiingige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs), die mit threm jeweiligen
Cyclin einen Komplex bilden Sie kontrollieren den Ubergang einer Zellzyklusphase in die
nichste (Gl-, S (DNA-Synthese)-, G2- und M (Mitose)-Phase), wober fiir jede Phase
spezifische CDKs verantwortlich sind. Eine Ubersicht ist in Abbildung 5 dargestellt. Der
molekulare Vorgang wird hier kurz anhand der G1-Phase umrissen [82]: Der Ubergang der
Gl- m die S-Phase wird durch CDK4, CDKG6 und CDK? reguliert. Nachdem diese durch
extrazellulire Signale aktiviert wurden, phosphorylieren sie ithr zentrales Substrat, das
Retinoblastom (RB)-Protemn. Das BEB-Protein ist ein wachstumshemmender Tumorsuppressor
und blockiert den Transknptionsfaktor E2F. Die Phosphorylierung des RB-Proteins
erméglicht dessen Dissoziation von E2F und dammt die Transknption von Genen, die fiir den
Ubergang in die S-Phase und die DNA-Synthese benétigt werden. Die Inhibition der CDKs
durch Zellzyklusinhibitoren (cyclin-dependent kainase mhibitors, CDKIs) fithrt zu einem
Zellzyklusarrest, der in der Krebstherapie genutzt werden kann

6 +— < E2F -« — Rb E2F

Cyclin [
CDKANG

@@)’ CDK4/6-Inhibitoren

(Abemaciclib, Palbociclib)

Abbildung 5 | Funktion und Blockade zellzyklusregulierender CDKs.

CDKs regulieren den Ubergang einer Zellzyklusphase in die nichste. CDE4/6 regulieren den Ubergang von der
Gl- in die S5-Phase, indem sie das Retinoblastom (RB)}Protein phoyphorylieren, welches nun vom
Transkriptionsfaktor E2F dissoziieren kann Duwrch E2F kommt es zur Transkviption von Genen, welche
essentiell fiir den Phaseniibergang sind. Durch eine Inhibition von CDE4/6 durch Abemaciclib oder Palbociclib
wird ein Zellzyklnsarrest in der G1-Phase inifiiert.

Quelle: erstellt mit Biorender.com, modifiziert nach [83]

CDEK: cyclin dependent kinase
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Dhe erste Zulassung fiir einen CDKI seitens der FDA erfolgte 2015 fiir den CDEK4/6-Inhibitor
Palbociclib. Darauf folgten Zulassungen fiir Ribociclib und Abemaciclib, die ebenfalls zur
Gruppe der CDK4/6-Inhibitoren ziihlen. Alle drei Medikamente sind bisher ausschlieBlich zur
Behandlung des Hormonrezeptor-positiven/HER2-negativen Mammakarzinoms indizert.
Eine grofie Vielzahl weiterer CDKIs befindet sich in klinischen und praklimschen Studien
dazu gehiren beispielsweise der CDK 12/1/2/5/9-Inhibitor Dmaciclib und der kovalente CDK
7/12/13-Inhibitor THZ1 [83-86].

1.2.3.1. Immunstimulation durch Zellzyklusinhibition

Der Wirtkmechamsmus der CDEIs geht iiber den Zellzyklusarmrest hinaus und umfasst
verschiedene mmmunstimulatorische Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass CDKIs in
vive zu erhéhten Typ-III-IFN-Smegeln, zur ethéhten MHC-I-Expression sowie gleichzeitig zu
emer vernngerten Infiltraton durch Tregs fithren CDEIs sind somit i der Lage, ein
proinflammatorisches TME zu fordem und damit die Immunogenitéit von Tumoren sowie die
T-Zellinvasion zu steigern. Des Weiteren bewirken sie eme Translokation von Calreticulin
(CalR) an die Zelloberfliche und induzieren emnen immunogenen Zelltod (immunogenic cell
death, ICD) [87-91].

Immunmodulation

-,; ; ﬁ durch Abemaciclib:

:'*.'“-' * | { MHC-I-Expression

t T-Zellinfiltration A Na—. effektve

| Invasion durch Tregs Emptanglichkeit fiir antitumorale
eine Checkpointblockade Immunantwort

1 IFMN-Spiegel

t Calreticulintranslokation

Abbildung 6 | Immunmodulatorische Eigenschaften von Abemaciclib.

Durch eine Abemaciclib-vermittelte Modulation des Immunsystems wird das TME verdndert und die
Empfindlichkeit des Tomors fiir eine ICI-basierte Therapie gesteigert.
Quelle: erstellt mit Biorender com

Tregs: regulatorische T-Zellen; IFN: Interferon; CalR: Calreticulin;, TME: tumeor microenvironment, ICT:
Immuncheckpoini-Inhibitor
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Unter Zusammenschan dieser Aspekte ergibt sich die Rationale einer Kombination von CDKI
und ICI (s. Abbildung 6). Eine Kombination beider Substanzklassen wurde bereits in vitro
und in vive miut vielversprechenden Ergebmisse untersucht [90]. Es konnte gezeigt werden,
dass CDEKs auf molekularer Ebene 1n die Expression von Checkpomntmolekiilen invobnert
sind. Folglich kann die Expression durch eine Inhibition der CDKs gesteigert werden
Dadurch werden Tumore zuginglicher fiir eine Immuntherapie und es kann eventuellen
Resistenzmechamsmen einer [CI-Therapie entgegengewirkt werden. Es konnte gezeigt
werden, dass CDKIs die allgemeine T-Zellfunktion iiber eine Modulation des TME steigem,
sowie eimn immmmologisches Gedichtms iiber die Induktion von T-Gedichtmiszellen
genenieren, welches méglicherweise vor einem Tumorrezidiv schiitzt [88, 91-93].

Studien untersuchten bereits Kombinationstherapien mit Abemaciclib und emem PD-L1-
Inihbitor an Mausmodellen und koonten sowohl emmen Tumorregress als auch emn deuthch
verlingertes Uberleben nachweisen [92]. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden
Dissertation das Potential einer CDEI-basierten Kombinationstherapie enuert.
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2. ZIELSTELLUNGEN

In der vorliegenden Arbeit sollte die Effektivitit emer alletmgen Zellzyklusblockade sowie
emer Kombination aus Zellzyklus- und Immuncheckpoint-Inhibition ber dMMR/MSI-
assoziierten Tumoren untersucht werden.

Grundlage hierfiir waren vorangegangene Studien. m denen die Wiksamkeit einer
Immuncheckpoint-Inhibition 1m priaklinischen murinen MIh]-knockout-Modell nachgewiesen
werden konnte. Das Modell basiert auf emer Keimbahnmutation der MMR-Proteine und
reprisentatiert somut diverse Tumorentititen, die ot emmer MSI vergesellschaftet sind -
insbesondere das CRC.

Zur Emuerung der gewihlten immmunologischen Therapieansédtze sollten zundchst
unterschiedliche Zellzyklusinhibtoren in vitro getestet werden. Ziel war es, neben der
Untersuchung der Zytotoxizitit, erstmalig auch die Induktion immunmodulatonischer Effekte
be1 MSI-Tumorzellen nachzuweisen.

Nach Auswahl eines adiaquaten Inhibitors erfolgte die in vive Testung 1m Mausmodell
Vordergrindig sollten die Auswirkungen der Mono- und Kombinationstherapie auf das
Gesamtiiberleben sowie das Tumorwachstum ermittelt werden. Dariiber linaus wurde gepriift,
inwiefern die applizierten Substanzen Einfluss auf das Immunsystem nehmen.

Schlussendlich wurde nach Zusammenschau aller Ergebmisse geprift, mwiefern
Zellzyklusinhibitoren — ob als Kombinationspartner oder als Monotherapeutikum - emne
Relevanz fiir die Behandlung von MSI-Tumorentititen haben und welche klimsche Rolle sie
in Zukunft spielen kénnten.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Matenal

3.1.1. Laborgeriite

Laborgeriite Hersteller Haupisitz
ARBI Prism 7500 Gene Analyzer Thermo Fisher Scientific GmbH =~ Waltham USA
BD FACSVerse™ BD Biosciences™ Heidelberg, Deutschland
Brutschrank Heraeus intruments Hanan, Deutschland
Bmutschrank Binder Tuttlingen, Deuntschland
Captair *chem (Abzug) Erlab simpler safer Val de Renil Cedex, Frankveich
Cytek™ Aurora Cytek Biosciences Fremont, USA
Digital Dry Bath Bio-Rad Hercules, USA
Eismaschine AF 80 Scotsman Mailand, Italien
Feuchte Kammer UME. Eigenban Rostock, Dentschland
Freezing Container, Nalgene® Mr. Thermo Fisher Scientific Waltham USA
Frosty
Gamma-Bestrahlungsanlage Gammabestrahlungsanlage IB. ~ Hamburg, Dentschland
673
Gefrierschrank -80 °C Liebherr Deutschland GmbH Bulle, Schweiz
Bieberach:
Eryotec-Kryosafe GmbH Hamburg, Deutschland
Isoflurananlage (PET/CT) Groppler Deggendorf, Deutschland
Kiihlschrank 4 *C / Gefrierschrank -  Eleldrolux Stockholm Schweden
20=C
mini-Wippschiittler WT 16 Biometra GmbH Gattingen, Deutschland
Kryostat CM1850 8 Leica Wetzlar, Deutschland
Laser-Scanning Mikvoskop LSM 780  Carl Zeiss Microscopy GmbH Jena, Deutschland
Lichtmikroskop Nikon Eclipse Nikon Tolio, Japan
TE200
Mikroskop Evos X1 Core Thermo Fisher Scientific GmbH =~ Waltham USA
Multipette TH M4 Eppendorf Hamburg, Deutschland
NanoDrop™ 1000 Thermo Fisher Scientific GmbH =~ Waltham USA
Spektrophotometer
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3. MATERTAL UND METHODEN

Maternial

Narkozeindultionskammer Patterson Scientific Wankesha, USA

Neubauer Zahlkammer Marienfeld Lauda Kénigshofen Deutschland

PET/CT Siemens Miinchen Deutschland

Pannoramic Desk IT DW Slide 3D Histech Budapest, Ungamn

Scanner

Pipetboy (Accu-Jet'™ pro) Brand Wertheim Deutschland

Pipetten (2.5 pl. 10 pl, 100 pl 200 Eppendorf Hamburg, Deutschland

pl. 1000 ul)

Sprout™ mini-Zentrifuge Biczym Scientific GmbH Vernon Hills, USA

Sterile Werkbank Herasafe'™ Thermo Fisher Scientific Waltham TSA

Stickstofftank Apolle™ EGW Isotherm Karlsmhe Deutschland

Dewar-Transportgefal EGW Isotherm Karlsmhe Deutschland

GloMax"- Multi Detection System Promega Madison, USA

Thermal Cycler C1000™* Bio-Rad Hercules, USA

Thermomixer comfort™ Eppendorf Hamburg, Deutschland

REAY top™™ Vortexgerat Heidolph Schwabach, Deuntschland

Waage MP-300 Eem Reinach, Schweiz

Wasserbad GFL Lauda-Kénigshofen Dentschland

Zentrifuge 5418 Eppendorf Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Rotina 35K Hettich Tuttlingen Dentschland

Zentrifuge Rotina 38R Hettich Tuttlingen, Deuntschland

Zentrifuge Rotina 420 Hettich Tuttlingen Dentschland
3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller Haupisitz

6 well Zellkmlturplatte Cell- Greiner bio-One Eremsmiinster, Osterreich

5

24 well Zellknlturplatte Cellstar™ Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich

96-Well 340pl Storage Platte mit V- Corning New York USA

bottom

96-Well PCR-Platte (Halbrand)

96-Well Platte Cellstar™ mit F-

Sarstedt Ag & Co

Greiner bio-One

Niimbrecht, Deutschland

Kremsmiinster, Osterreich
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3. MATERIAL UND METHODEN | Material

06-Well Platte Cellstar™ mit T- Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich
bottom, steril

Cell Strainer EASY strainer TM 100  Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich
pm Poren-grafe (steril)

Dako Pen Dako Glostrop, Danemark

Deckglaser (24 x 32 mm) Thermo Fisher Scientific Waltham TTSA

FalconTM Tube (15 ml, 50 mi) Thermo Fisher Scientific GmbH =~ Waltham TUSA

NuncTM KryoTubeTM Vials Thermo Fisher Scientific Waltham TTSA

Objelttriger Tharmac Wiesbaden, Deutschland

Pastenr Pipetten (150 mm}) Thermo Fisher Scientific GmbH =~ Waltham TUSA

PCR-Reaktionsgefall (low Tube) Bio-Fad Laboratories GmbH Hercules, USA

Peha-soft nitrile fino puderfrei Ein- Paul Hartmann AG Heidenheim Deuntschland
mal-Handschuh unsteril

Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg, Deutschland

Probengefali 1.3 ml K3E Sarstedt AG & Co Nimbrecht, Deutschland
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3. MATERTAL UND METHODEN | Material

Reaktionsgefill. braun (1.5 ml) Sarstedt Ag & Co Niimbrecht, Dentschland

Reaktionsgefifie, safe-lock tubes (1,5 Eppendorf Hamburg, Deutschland

ml)

Rihrchen 5 ml (FACS tubes) Sarstedt Ag & Co Niimbrecht, Dentschland

Serologische Pipette, steril (5 ml,  Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich

10 ml 25 ml, 50 ml)

Skalpell prizisa plus, steril Dahlhansen Eoln, Deutschland

Skalpellldingen, steril Braun Tuttlingen, Deuntschland

Spritzen, steril Braun Melsungen, Dentschland

Tissue-Tek Cry o Sakura Finetek Europe B.V. Alphen aan den Rijn Nie-
derlande

U-100 Insunlin-Spritzen Becton Dickinson GmbH Heidelberg, Dentschland

Zellknlturflaschen Cellstar™ 250 ml,  Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich

75 em’

Zellknlturflaschen Cellstar™ 550 ml,  Greiner bio-One Kremsmiinster, Osterreich

175 em’

3.1.3. Chemikalien

Chemikalien Hersteller Haupisitz

96 % Ethanol Walter CMP Kiel Deutschland

Aceton JTBaker Waltham TJSA

Ammoniumchlorid Merck EGA Darmstadt, Deutschland

Aqua dest. SGWater-Anlage Barsbiittel, Deutschland

Bacillol AF Hartmann Heidenheim Dentschland

Beads (fluorescent microsphere beads  Polysciences Warnngton, USA

(1.4 x 10° beads/m1. GroBe: 10 pm)

CDEI:s (Zellzyklusinhibitoren: Abe-  Selleckchem Houston, USA

THZ1)

CMFDA (5(6)-CFDA, SE (5-(and-6- Biotmm Fremont, USA

)-Carboxyfloorescein diacetate, suc-

cimimidyl ester)

DF5-Tag DNA Polymerase Bioron Riémerberg, Dentschland
Deutschland

DMEMHam’s F12 (1:1) PAA Pasching, Osterreich

DMSO (dimethyl sulfoxide) AppliChem Darmstadt, Dentschland
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3. MATERIAL UND METHODEN | Matenial
dNTP 10 mM Bioron Romerberg, Dentschland
FACSClean Sclution (Reinigungs- ED Biosciences™ Heidelberg, Dentschland
iissigkeif)
FACSFlow™ (Tragerfliissigleif) BD Biosciences™ Heidelberg, Deuntschland
FACSuite™ CS&T Research Beads ~ BD Biosciences™ Heidelberg, Dentschland
Fetales Kilberserum (FES) Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland
GeneScan™ 500 LIZT™ Appliedbiosystems byThermo Wartham USA
HiDi"™ Formamide ThermoFisher Scientific Waltham TTSA

GmbH

Intracellular StrainingPerm Biolegend SanDiego. USA
WashBuffer
Isofluran Forene® AbbVie GmbH & Co. KG Wiesbaden Dentschland
Isopropanol Walter CMP Kiel Deutschland
EKetamin 10 % Bela-pharm GmbH & Co KG Vechta, Dentschland
L-Glutamin Pan-Biotech Asdenbach Deutschland
Methanol IT Baker Deventer, Niederlande
Natrimmhydroxid (NaOH) Roth GmbH Karlsmhe Deutschland
PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Tanflirchen, Dentschland
Phosphat buffered saline (pH 7.4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Tanflirchen Dentschland
Propidinmiodid (1 mg/ml in Was- Sigma-Aldrich Chemie GmbH Tanflirchen, Dentschland
ser)
Reaction Buffer for DFS-Taqg, High ~ Bioron Romerberg, Dentschland
Tag
ENAse A Sigma-Aldrich Chemie GmbH Tanflirchen, Dentschland
Roti-Mount FluorCareDAPT 15 ml Carl Roth GmbH Karlsmhe Deutschland
Tissue Tek O.C.T. Compound Con- Sakura Finetek Europe AT Alphen aanden Rijn, Niederlan-
taining de
TritonX-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Tanflirchen Dentschland
Trypan blau (0.02 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Tanflirchen, Dentschland
Trypsin/EDTA (025 %/0.02 %0) Biochrom GmbH Berlin, Deuntschland
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3. MATERIAL UND METHODEN | Matenial

3.1.4. Medien, Puffer, Lisungen

:
:
|
;

1% SDS 1g SDS (Sodiumdodecylsulfat)
100 ml Aqua dest.

4 mM Calcein AM 1 mg Calcein
250 p DMSO

70 % Ethanol 36 ml 96 % Ethanol
15 ml Aqua dest.

Erythrozyten-Lyse-Puffer 0,16 M Ammenmmchlorid + 0,17 M TRIS
Verhaltms 1:10

10x Intracellular Staining Perm 5 ml Buffer
Wash Buffer 45 ml A. dest

1= FBS 80,00 g Natriumchlorid
2,00 g Kalinmehlorid
18,05 g Dinatrinmhydrogenphosphat
2xH20
2,00 g Kalimmhydrgenphosphat ad 1000 ml Aqua dest.

True Nuclear'™ Perm Buffer 1 ml 10x True Nuclear'™ Perm Buffer (BioLegend)
Oml A dest.

Vollmedinm 500 ml DMEM/Ham’s F12 (1:1)
50 ml FKS (final: 10 %)
6-8 ml L-Ghutamin (final: 20 mM)
Penicillin/Streptomycin (final: 1 %)




3. MATERIAL UND METHODEN | Matenial

3.1.5. Amtikirper

Eine Ubersicht aller verwendeten Antikorper findet sich im Anhang (s. 8.3.).

3.1.6. Kits
Kit Bestandteile Hersteller Haupisitz
Wizard®Genomic Nuclei Lysis Solution Promega Woods, USA
DMNA Purification Kit EMNase Sclution
Precipitation Solution
DNA Rehydration Solution
3.1.7. Primer

Eine Ubersicht aller verwendeten Primer findet sich im Anhang (s. 8.4.).

3.1.8. Software

Programm Verwendung

ED FACSuiteTM Analyse der BD FACSVerse-Daten
Flow]o Analyse der Cytek Anrora-Daten, Zellzykinsanalyse
GeneMapper v4.1 Fragmentanalyse

GraphPad Prism8 Grafiken Statistik

BioRender Ilustrationen

Zotero Literatorverzeichnis

NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific Messung von gDNA

Invecn Research Workplace 4.2 Software PET/CT-Auswertung

Microsoft Office 2007 (Word, Excel, PowerPoint) EDV-Programme

Case Viewer Digitalisierung der Leberpriparate
3.1.9. Statistik

Dhe statistischen Analysen der Datensitze erfolgten muttels GraphPad Pnism8. Zunichst
wurde eimn Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt, um zu testen, ob emne Nommalverteilung vorlag.
War eme Stichprobe normalverteilt, wurde entweder ein One- oder em Two-way-ANOVA
(Tukey) durchgefithrt. Fir mcht-normalverteilte Daten wurde em Kmskal-Wallis-Test

23



3. MATERTAL UND METHODEN | Material

angewandt. Es wurde em Sigmifikanzmveau p < 0,05 als statistisch sigmifikant festgelegt.
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven wurden mittels des log rank (Mantel Cox)-Tests analysiert.
In den angefertigten Diagrammen sind jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichungen
dargestellt.
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3. MATERIAL UND METHODEN | Methoden — in vive

3.2. Methoden — in viveo

3.2.1. Tierzucht und -haltung

Fiir alle Tierversuche wurden homozygote MIh]”~ Miuse verwendet, welche aus der Paarung
heterozygoter MIhl™~ Miuse stammen Die Embryonen. aus denen die Zucht am Standort
Rostock anfgebaut wurde, stammen aus dem NCI Mouse Repository in Fredenck, USA
(genetischer Hintergrundstamm: B6.129-MIh/™"*/NCI; Stammnr : 01XA2). Die Zucht und
Kreuzung aller MIh]™~ Miuse erfolgte in der Zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fiir
Expenmentelle Chirurgie (Direktorin: Univ.-Prof. B. Vollmar) m Rostock unter
pathogenfreien Bedingungen Alle tierexpenmentellen Versuche wurden vorab durch das
Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommerm (AZ: 7221.3-2-3-053/12 und -026/17) genehmmgt.

3-4 Wochen alte Nachkommen wurden muttels emer Schwanzbiopsie bzw. Ohrlochstanze
genotypisiert [94]. 25 % der Nachkommen waren heterozygot (MIhl™") und wurden fiir die
weitere Ziichtung benétigt. wihrend 50 % einen Wildtyp aufwiesen (MThI™). Die restlichen
25 % der Nachkommen waren homozygote, infertile MIh]™ Miuse und wurden in den
Versuch eingeschlossen. Zur Entgegenwirkung eines genetischen Dmnfts erfolgte ab
Generation F10 emne Riickkreuzung mit dem C57BL-Wildtyp.

Die Haltung der Tiere erfolgte mn der SPF-nahen Haltung in speziellen Filterkiifigen: in den
Riaumen der zentralen Versuchstierhaltung in IVC-Kifigen. Beide Raumlichkeiten unterlagen
emem 12-stindigen Tag-/Nachtrhythmus. Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Wasser
und Standardfutter, welches tiglich eingeweicht wurde. AuBerdem waren die Kifige
ausgestattet it Mausiglus, Papierrollen sowie Nestbaumaterialien Die Anzahl war auf
maximal vier Mause pro Kifig beschrinkt.

Zucht und Haltung der Tiere erfolgte geméib des deutschen Tierschutzgesetzes sowie der EU
Rachtlinien 2010/63/EU.

3.2.2. Behandlungsprotokoll

Die Jungtiere wurden engmaschig visttiert, um eine Tumorgenese rechtzeitig zu erkennen und
diagnostische Schritte einzuleiten. Hierzu wurde vor allem auf den allgemeinen Habitus sowie
den Gewichtsverlauf geachtet, wobe1 ein Gewichtsverlust von 15 % des Ausgangsgewichtes
als kritisch eingestuft wurde. Gleichzeitig wurde das Alter und das Geschlecht beriicksichtigt.
Beobachtungen aus vorhenigen Arbeiten zeigten. dass Weibchen eher zur Entwicklung von
Lymphomen, Mannchen eher zur Entwicklung von gastrointestinalen Tumoren neigten [50].
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3. MATERTAL UND METHODEN | Methoden — in vive

Die Lymphomagenese begann durchschmttlich 1m Alter von vier Monaten, die Tumorgenese
im Darm mut acht Monaten [95]. Unter Beriicksichtigung des Allgemeinzustandes, des Alters
und des Geschlechtes wurden die Versuchstiere der Tumordiagnostik unterzogen. Diese
umfasste die 1m Folgenden beschniebenen Verfahren der Bildgebung sowie der Untersuchung
penipherer Blutproben (s. 3.2.3.). Nach Bestitigung der Verdachtsdiagnose wurden die Tiere
den in Tabelle 2 dargestellten Versuchsgruppen zugeordnet. Eine schematische Darstellung
des Behandlungsprotokolls zeigt Abbildung 7.

Tabelle 2 | Versuchsgmppen

Tiere mit gastrointestinalem Tumor (n = 6-7 Miuse/Gruppe)

Gruppe 1 Eontrolle, keine Intervention

Gruppe 2 Isotypkontrollantikérper (anti-IgGl bzw. anti-IgG2b 2.5 mg/kg KG. i.p.) + Adjuvanz
Gruppe 3 anti-PD-L1 (2.5 mg/ke KG. ip) + Adjuvanz

Gruppe 4 Abemaciclib (75 mglkg EG, p.o.)

Gruppe 5 Kombinationstherapie: anti-FD-L1 (2.5 mg'kg KG. i.p.) + Abemaciclib (75 mg'kg KG, p.o.)
Tiere mit Lvmphomen (n = 2-6 Miuse/Gruppe)

Gruppe 6 Eontrolle, keine Intervention

Gruppe 7 Isotypkontrollantikérper (anti-IgGl bzw. anti-IgG2b 2.5 mg'keg KG, 1p.) + Adjuvanz
Gruppe 8 anti-PD-L1 (2.5 mg'kg KG. ip) + Adjuvanz

Gruppe 9 Abemaciclib (75 mgkg EG, p.o.)

Gruppe 10 Eombinationstherapie: anti-PD-L1 (2,5 mgkg KG. 1 p.) + Abemaciclib (75 mg'kg KG, p.o.)

Adjuvanz: Imiguimod (1 mg'kg KG); Lp.; intraperitoneal; p.o.: peroral

Im Falle emner Monotherapie mmt dem ICI anti-PD-L1 (murmer Klon: E611 [96]) sowie dem
Isotypkontrollantikérper erfolgte die Applikation sequentiell insgesamt dreimal 1m Abstand
von 14 Tagen (q2W=x3). Die Therapeutika wurden, m einer Dosierung von 2.5 mgkg KG, in
100 pl 1x Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gelost und
intraperitoneal mjiziert. Dies erfolgte 1m Nackengnff ohne Narkose. Als Adjuvanz wurde
Imiqumod (1 mgkg KG) verwendet. Abemacichib wurde emnmal wiochenthch peroral
apphziert. Insgesamt erhielten die Tiere acht Applikationen in einer Dosis von 75 mg'kg KG
(g1 Wx8, gelost in 100 pl 1x PBS). Die perorale Damreichung erfolgte mittels Schlundsonde,
welche m den Magen vorgeschoben wurde (im Nackengnff, ohne Nartkose). Ber der
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3. MATERIAL UND METHODEN | Methoden — in vive

Kombinationstherapie wurden die jeweiligen Medikamente i der oben dargestellten Form
apphziert, wodurch es teilweise zu einer simultanen Gabe kam (s. Abbildung 7).

Nach Abschluss der Therapie folgte ein Nachbeobachtungszeitraum von maximal sechs
Monaten

PET/CT

L
Immunmonitoring (Blutentnahmen)

Verlaufskontrolle § r kbbb 3
i i
Therapiet
o || | / S
N l l l l J—" o l J} 1 ! ........... l
Woche [} 1 2 3 A 5 & 7 g follow-up
! Abermnacicl I 1 ‘,::hmf;};){' Bll.ll:—l.mvl:i
N C ] 11§ 3 ! . 1L £
Therapie Organentnahme
- x 4 l
anti-PT-Lif Isntyphkomtrollantikfirper 2,5 maikg BG, ip
[T3 Applikationen]
ex vive Analysen

Abbildung 7 | Behandlungsprotokoll und Verlaufskontrollen.

Nach der Diagnose eines Tomors mittels PET/CT und Immunnphinotypisierung peripherer Blutentnahmen
wurden die Tiere in Versnchsgruppen eingeschlossen Abemaciclib wurde dabei in einer Dosierung von 73
mg/kg KG peroral verbreicht (gl Wx8). Anti-PD-L1- sowie Isotypkontrollantikdrper wurden in einer Dosierung
von 2.5 mglkeg EG verabreicht (q2Wx3). Im Rahmen der Verlanfskontrolle wurde den Miausen alle sechs

Wochen Blut fir eine Immmunphinotypisierung abgenommen. Ca. 30 Tage nach Einschiuss in die Therapie
wurde ein emneutes PET/CT durchgefilhrt. Die Behandlungsdaner betrug somit maximal acht Wochen, woran

sich ein Becbachtungszeitraum wvon maximal sechs Monaten anschloss, in dem ggf. weitere PET/CTs sowie
Blutentnahmen erfolgten. Bei Erreichen der hmmanen Endpunkte wurden eine finale Blutentnahme und eine

Organentnahme vorgenommen

3.2.3. Monitoring
3.2.3.1. Bildgebung mittels PET/CT

Die Diagnostik sowie die Verlaufskontrolle der Tumorentwicklung erfolgten unter anderem
mittels '*F-Fluordesoxyglukose (FDG)-Positronenemissionstomografie/Computertomografie
(PET/CT). Bei diesem Untersuchungsverfahren wird der erhohte Glukosestoffwechsel
maligner Zellen genutzt, indem Glukose als metabolisch aktive Substanz an emn radioaktives
Isotop (**F-Fluor) gekoppelt und die Anreicherung dieses Tracers dargestellt wird. Bei dieser
multimodalen Bildgebung wird das nuklearmedizinische Verfahren der PET mit dem
rontgenologischen Schnittbildverfahren der CT kombiniert. Durch diese Integration wird die
topografische Auflésung erhéht und Ungenamigkeiten bei der Lokalisation von Tumoren

werden vemngert.
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Im Vorfeld wurden die Tiere muttels Isofluran (1.5 - 2.5 %ig) inhalativ narkotisiert und
erhielten iiber emen Mikrokatheter i der Schwanzvene eine Applikation von ca. 16 MBq des
Radiopharmakons. Dhe Untersuchung selbst dauerte ungefihr 15 mun. Die Durchfithrung des
beschrieben Untersuchungsablaufes erfolgte durch die Mitarbeiter der Core Facility
-Multimodale Klemtierbildgebung™ des Rudolf-Zenker-Instituts fiir Experimentelle Chirurgie.
Die Auswertung der angefertigten Aufnahmen erfolgte muttels der Inveon™ Research
Workplace™ Software. Hierbe1 wurde der Tumor graphisch markiert, was eine Berechnung
des Volumens in mm® sowie der standardized uptake value (SUV) erméglichte. Der SUV ist
em radiologischer Vergleichsparameter und beschreibt das Verhdltms zwischen der
Radionuklidaktrvitit in der untersuchten Region . region of mnterest”™ (ROI) und der
Radionuklidaktrvitit 1m gesamten Kormper. Bei emner homogenen Verteilung st der SUV
gleich 1. Em humaner SUV wvon 25 und grober wird im Allgememen als
maligmtitsverdichtig eingestuft [97].

Im Rahmen dieses Projektes wurde die Dhagnose gestellt, sobald die Versuchstiere, zusitzlich
zu allgemeinen Parametern wie Habitus und Gewichtsverlust (s. 3.2.2), mm PET/CT

mindestens einen Tumor = 30 mm’

aufwiesen. Nach Diagnosestellung erfolgte der
Einschluss in die Versuchsgruppen.
Im Laufe der Therapie wurde ca. vier Wochen nach Therapiebeginn ein weiteres PET/CT zur

Beurteilung der Tumorentwicklung durchgefiihrt.

3.2.3.2. Immunphdnotypisierung des peripheren Blutes

Den Tieren wurde regelmibig Blut zur Phinotypisierung abgenommen Dhes geschah alle
sechs Wochen, sobald eine Diagnose gestellt wurde bzw. nach Einschluss in eine der
Therapiegruppen. Das Blut wurde unter Inhalationsnarkose mut Isofluran (1.5 - 2.5%1g) nat
Hilfe emer Glaskapillare aus dem retrobulbiren Venenplexus gewonnen Zu Beginn des
Projektes erfolgten die durchflusszytometrischen Analysen am BD FACSuite™. Im spiteren
Verlauf wurden die Proben am Cytek® Aurora gemessen Die jewetligen Farbeprotokolle
werden in Abschmitt 3.2.5. dargestellt.

3.2.4. Organaufbereitung

Nach Erreichen der humanen Endpunkte erfolgte die Organentnahme i Allgemeinaniisthesie
(Ketamin/Xylazin, 90/6 mgkg KG. 1p). Die humanen Endpunkte sind als konkrete
Abbruchkriterien unter Anwendung eines Score Sheets defimert (s. 8.2.; Abbildung 31). Dhie
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relevantesten Parameter umfassen: Anzeichen fiir Schmerz (gekriimmte Haltung, verdindertes
Sozialverhalten, Apathie), Gewichtsreduktion = 15 %._ Tumorgrofe = 400 mm’ (im Vergleich
zum vorhengen PET/CT) sowie weitere klimische Auffilligkeiten wie rektale Blutungen,
progredienter Analprolaps oder pathologische Atemmuster (bet Thymomen). Nach Erreichen
emer ausreichend tiefen Narkose wurde das Tier durch Entbluten getétet. Der retrobulbére
Venenplexus wurde mit eimner Kapillare angestochen, so dass gleichzeitig eme finale
Blutprobe gewonnen wurde. AnschlieBend wurde eine Laparotomie vorgemommen Nach
Eroffnung des Situs wurde eme Inspektion des gesamten Gastrointestinaltraktes
vorgenommen und die Tumore, wenn vorhanden reseziert. Daritber hinaus erfolgte die
Entmahme der Milz, Leber sowie suspekter mesentenialer oder paraaortaler Lymphknoten. Bis
zur weiteren Aufarbeitung wurde das Gewebe mm 1x PBS auf Eis gelagert. Ziel der
Aunfarberttung war es, Zellsuspensionen von Tumor, Milz und Blutbestandteilen anzufertigen,
welche durchflusszytometrisch analysiert wurden. Dariiber hinaus wurde das Gewebe fiir
weittere Untersuchungen entsprechend asserviert.

Darmtumore wurden mat Hilfe emnes Skalpells in zwei Teile geschnitten Eine Hilfte wurde
fiir die Anfertigung von Kryostatschnitten in Tissue Tek kryokonserviert und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Dhe weitere Lagerung erfolgte be1 -80 °C. Von der anderen Hilfte
wurde unter Verwendung eines Zellsiebes (100 pm) eine Einzelzellsuspension hergestellt.
Diese wurde bei 300 g fiir 8 mun pelletiert, 1 2 ml 1x PBS resuspendiert und auf zwei
Eppendorf-Gefibe aufgeteilt fiir: (I) Durchflusszytometnie und (II) gDNA-Isolation. Bei
letztgenanntem wurde die Zellsuspension pelletiert. der Uberstand abgenommen und das
trockene Zellpellet be1 -20 °C asserviert.

Die Leber wurde, auf gleiche Weise wie der Tumor, kryokonserviert.

Die Milz wurde analog zum Tumor durch ein Zellsieb (100 pm) gesiebt. 1 ml der Suspension
wurde fiir die durchflusszytometrische Messung abgenommen, der Rest wurde ber 300 g fiir 8
min pelletiert und anschlieBend 1 4-6 ml Erylyse fiir 5 mun mkubiert. Nach einer erneuten
Zentnfugation wurden die Zellen in 20 ml resuspendiert und die Gesamtzellzahl bestimmit.
Die Milzzellen wurden in einem Gefrierbehilter (Nalgene ™ Mr. Frosty™) bei -80 °C vital in
Freemng Medium (fetales Kalberserum (FKS) mut 10 % Dimethylsulfoxnd (DMSO))
asserviert. Dhe dauerhafie Aufbewahrung der Zellen erfolgte in der Gasphase 1n flissigem
Stickstoff be1 -190 °C.

Lyvmphknoten wurden ebenfalls mattels Zellsieb homogenisiert, ausgezihlt und i Freezing
Medmum asserviert.

Das Blut wurde analog zum 1n Punkt 3.2.5 2. beschriebenen Verfahren aufbereitet.
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Nach Herstellung einer Einzelzellsuspension wurde aus Tumor, Milz und Blutproben die
Farbung fir die durchflusszytometrische Phinotypisierung durchgefithrt, welche 1m
Folgenden beschrieben ward.

3.2.5. Analysen mittels Durchflusszytometrie

3.2.5.1. Allgemeines Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse unterschiedlichster Zelleigenschaften. Durch
den FEmnsatz wvon Fluorophor-gekoppelten Antikérpern 1st es méoghch, sowohl
Oberflichenantigene als auch intrazellulire Molekiile darzustellen und hinsichtlich ihrer
Quantitit und Qualtit auszuwerten. Ein Durchflusszytometer bildet eine Einheit aus
unterschiedlichen Systemen, welche Hand 1n Hand arbeiten. Zu diesen gehéren die Messzelle,
em optisches Lasersystem sowie die Elektromk Durch die Messzelle fliebt die zn
untersuchende Zellsuspension und wird hier in einen diinnen Strahl geleitet, so dass die Zellen
emnzeln den Laser des optischen Systems passieren und somit jede Zelle emzeln detektiert
werden kann. Die Zellen erzengen dabei Streulicht, welches von Detektoren registriert wird
und mittels der Elektromk in emn digitales Signal umgewandelt werden kann Je nach
Ausnichtung der Laserstrahlen unterscheidet man zwischen dem Forward Angle Scatter, der
die ZellgroBe abbildet, und dem Side Angle Scatter, welcher die Granulantit emner Zelle
reprisentiert, was eine Unterscheidung der Subtypen zulisst [98] Zeitgleich werden durch
den Laser Fluorophore angeregt. Diese sind gekoppelt an Antikérper, welche wiedermum an
Oberflichen- oder mntrazellulire Antigene der Zellen binden Dhe Menge des emmttierten
Lichtes 1st dabei proportional zur Antigenmenge der Zelle [99].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in vitro Analysen am BD FACSVerse™ und die
Auswertung mit der BD FACSuite™ durchgefithrt. Im Live Gate wurden hierzu jeweils
10.000 Events gemessen.

Fiir die Analysen der in vive Versuche wurde zusétzlich anch das Cytek® Aurora emgesetzt,
die Auswertung erfolgte mat der SpectroFlo® Software und FlowJo.

3.2.5.2. Immumphéinotypisierung mittels Durchflusszytometrie

BD FACSuite™

Das Vollblut wurde bei 8.000 g fiir 8 mun zentrifugiert. so dass sich deutlich zwe1 Phasen aus
Blutplasma sowie den korpuskuliren Blutbestandteilen bildeten Der Plasmaiiberstand wurde
vorsichtig abgenommen und auf zwe1 Eppendorfgefibe aufgeteilt, welche be1 -80 °C gelagert
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wurden Die festen Blutbestandteile wurden m 650 pl 1x PBS gelést und i Kawititen emer
06-Wellplatte, 1n die Antikérpergemische vorgelegt waren, iiberfiihrt (s. Tabelle 3). Ebenso
wurden ungefirbte Kontrollen matgefiihrt.

Tabelle 3 | Verwendete Antikorper fiir die in vivo Phanotypisierung (BD FACSuite™)

Extrazellulire Farbeansitze (Labeling)

Probe 1  Ungefarbte Kontrolle
Probe2  Mix4: g/d TCR (FITC), NK1.1 (PE)
Probe3  Mix5: CD11b (FITC), Gr.1 (PE)

Probe4  Mix6: CD69 (FITC). CD266 (PE). CD19 (APC), CD83 (PE-CyT)

Intrazellulire Firbeansitze (Labeling)

Probe 5  Mix7: CD3 (FITC), PD-L1/CD274 (PE), PD-1 (APC), CTLA-4 (PE-Cy7)

Probe 6  Mix9: CD25 (FITC), CD4 (PE), Foxp3 (APC)

Dhe Platte inkubierte fiir 30 min be1 4 °C im Dunkeln Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
den Wells der Proben 1-4 je 200 pl Erylyse hinrugefiigt und firr 15 min 1m Dunkeln be:
Raumtemperatur (RT) mkubiert. Nachdem die Platte zentrifugiert (500 g, 5 nmun) und der
Uberstand dekantiert wurde, wurden die Zellpellets der Tumor- und Milzproben final in 150
ul 1x PBS resuspendiert. Die Blutproben wurden fiir 10 min einer emeuten Erylyse
unterzogen, bevor sie nochmals zentrifugiert und ebenfalls i 1x PBS resuspendiert wurden
Bei den Proben 5 und 6 wurde nach emnem anderen Protokoll vorgegangen, entsprechend
wurden die Proben zunéchst in FACS-Réhrchen gefirbt Hierbei wurde den Réhrchen 200 ul
FluoroFix™ Buffer hinzugefiigt und die Proben fiir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zentnfugiert (500 g, 5 min), in 200 pl/Probe Intracellular
Staiming Perm Wash Buffer resuspendiert. gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt.
Dieser Schntt wurde zweimal wiederholt. Nun wurden zum Pellet jewetls 100 pl Intracellular
Staiming Perm Wash mut weiteren Antikérpern gegeben (Probe 5: CTLA-4; Probe 6: Foxp3),
und die Proben fiir 20 mun 1m Dunkeln be1 RT mkubiert. Es folgte ein emneuter Waschschritt
mit Intracellular Stamming Perm Wash sowie Zentnfugation Dheser Schrtt wurde emmal
wiederholt, bevor die Proben final m 150 pl 1x PBS resuspendiert und in die 96-Well-Platte
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C Aurora

Auch nach diesem Protokoll wurde das Blut, wie zuvor, zentnfugiert und das Plasma
weggefroren. Nach Resuspension m 650 pl 1x PBS und Uberfithrung in FACS-Réhrchen,
wurden die Proben zusammen mit anderen Proben (ggf. Tumor- und Milzzellsuspensionen)
be1 500 g fiir 5 nun zentnifugiert und anschhiefend mut 100 pl Zombie NIR 1:5000 in 1x PBS
fiir 30 mun 1m Dunkeln bei RT mnkubiert. Danach wurden die Zellen zentrifugiert, muat je 200
pl 2 % bovinem Serumalbumin (BSA) gewaschen und mut 100 pl FC-Blocker-Gemusch (90
pl 1x PBS, 10 pl FKS, 2 pl FC-Blocker) fiir 10 min mkubiert. Nun folgte die Zugabe von BD
Honizont Brilliant Stain Buffer (50 pl/Réhrchen) sowie der Antikdrper der extrazelluldren
Farbung, welche i Tabelle 4 aufgelistet sind. Nach der 30-muniitigen Inkubation (bei1 RT 1m
Dunkeln) folgte eine 15-muniitige Erylyse (1 ml/Réhrchen). AnschlieBend wurden die Zellen
pelletiert, miut je 200 pl Waschpuffer (40 % BSA 5 %, 40 % 5 mM
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA), 20 % 1x PBS) gewaschen und emeut zentnfugiert. An
dieser Stelle folgte der Fixierschnitt. Hierzu wurden zum Zellpellet jeweils 200 pl True-
Nuclear™ Fix Concentrate (75 % Fix Diluent, 25 % Fix Concentrate) hinzugegeben und fiir
45 min inkubiert.

Tabelle 4 | Verwendete Antikdrper fiir die in vivo Phinotypisierung (Cytek® Aurora)

Extrazellulirer Farbeansatz Intrazellulirer Firbeansatz

Antikirper (Labeling) Volumen' Probe Antikirper (Labeling) Volumen' Probe
Gr.1 (AF700) 025 pul CTLA-4 (PE/CyT) 2l

CD4 (APC Fire) 0.5 ul CD3 (PerCF) 2l

CD11b (BV570) 0.5 ul Foxp3 (AF 647) 05

NK1.1 (BV603) 1.5ul

CD25 (PerCP-eFluor710) 1.5l
PD-1 (BV650) 2ul

CD19 (Spark Blue) 3l

Je 200 pl True-Nuclear™ Perm Buffer (90 % Wasser, 10 % Perm Buffer) wurde zu den
Pellets hinzugegeben, bevor die Proben zentnfugiert wurden Dieser Waschschntt wurde
zweimal wiederholt. so dass die Proben insgesamt dreimal mit dem True-Nuclear' ™ Perm
Buffer gewaschen wurden. Es folgte emeut eme 10-nmumiitige Inkubation mmt dem FC-
Blocker-Gemusch (s. oben), bevor die Antikbrper der imntrazelluliren Farbung in die
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Zellsuspensionen pipettiert wurden. Nach Ablauf einer 30-miniitigen Inkubationszeit wurden
die Proben wieder dreimal mit dem True-Nuclear ™ Perm Buffer gewaschen und final in 200
ul 1x PBS resuspendiert.

3.2.6. Herstellung von Gefrierschnitten

Gefrierschmitte wurden sowohl von Tumoren als auch von Lebern angefertigt. Das Gewebe
wurde direkt nach der Entnahme in Tissue Tek emngebettet und be1 -80 °C gelagert (s. 3.2.4.).
Die jeweilige Probe wurde nun aufgeblockt. so dass mit Hilfe des Kryostaten (Leica™
CM18505) 5 pm dicke Schmitte hergestellt werden konnten. Dhie Kryostatschnitte wurden auf
emen Objekitriger iiberfithrt, fiir ca. 30 mun an der Luft getrocknet und 1n Methanol fiir 8 nmun
fixiert. Nach emer kurzen Lufttrocknung konnten die Objektiréger ber -20 °C bis zur weiteren
Verarbettung gelagert werden Die Leberschmitte wurden mm Institut fiisr Pathologie der
Umiversitiit Rostock einer Himatoxylin-Eosin (HE)-Farbung unterzogen und
hichtmkroskopisch untersucht. Dhe Tumorschmitte wurden fiir eine Immunfluoreszenziirtbung
genutzt, welche 1im néichsten Abschmtt beschrieben wird.

3.2.7. Immunfluoreszenzfirbung der Tumorschnitte

Zusitzlich zur Phinotypisierung wurden die Tumore auch hinsichtlich ihres Mikromilieus
mikroskopisch untersucht. Hierzu wurde das Tumorgewebe mit Antikérpern gefirbt und das
Fluoreszenzsignal, nach Bindung an die Antigene, mittels eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops detektiert. Zundichst wurden die Objekttriiger gewaschen und mmt dem Dakopen
em Fettrand um das Gewebe gezogen Daranf folgte die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 2 % BSA fiir eine Stunde in einer dunklen Feuchtkammer AnschlieBend
wurden die pnméren Antikérper hinzugegeben (s. Tabelle 3) und fiir vier Stunden bzw. iiber
Nacht in der dunklen Feuchtkammer bei RT inkubiert.

Tabelle 5 | Verwendete primare Antikrper fiir die Immunfluoreszenzfirbung

Antikérpermix Primiire Antikirper (Labeling) Verdiinnung
Mix 1 CD3 (AF488), CD4 (AF 594), CD8 (AF 647) 1:20
Mix 2 CD206 (AF488), F4/80 (AF594) 1:50
Mix 3 CD11b (AF488), Gr.1 (AF594), FD-L1 (APC) 1:20
Mix 4 FD1 (FITC) 1:20
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AnschlieBend wurden die Objekttriger nmt den Mixen 1-3 dreimal m 0.2 % 1x PBS
gewaschen Dhese Schmitte wurden dann direkt emngedeckt Als Eindeckmedium wurde
Rott™-Mount FluorCare™ DAPI verwendet, womit auch zeitgleich eme Gegenfirbung der
Zellkerne erfolgte. Auf das Medmm wurde ein Deckglidschen gegeben und die Schnitte bei 4
°C bis zur Mikroskopie gelagert.

Proben, die mit Mix 4 gefiirbt wurden, wurden nach der Inkubation der primiren Antikérper
iiber Nacht und den darauffolgenden Waschschnitten einer mtrazelluliren Farbung
unterzogen. Dafiir wurden die Objekttriger fiir 30 mun it 4 % Paraformaldehyd (PFA) bei
RT in der dunklen Feuchtkammer fixiert. Die Schnitte wurden emeut zweimal gewaschen
bevor sie mit 0.5 % Tnton X-100 permeabilisiert wurden (Inkubationszeit: 15 min) Es
folgten emeut zwei Waschschntte. Als nichstes wurde der primire Antikérper anti-IRFS (5
pg/ml) auf das Gewebe gegeben. Anschliebend wurden die Objekttriiger gewaschen und der
sekundare Antikérper (Donkey anti-Rabbit IgG AF647) fiir eine Stunde 1m Dunkeln bei RT
hinzugegeben Nach einer letzten dremmahigen Waschung mat 0.2 % BSA in 1x PBS. wurden
die Schnitte ebenfalls wie oben beschrieben mit Roti™-Mount FluorCare™ DAPI-Medium
emgedeckt. Dhe mukroskopische Begutachtung der gefiirtbten Tumorschmitte erfolgte am
konfokalen Laser-Scanming-Mikroskop (Zeiss LSM 780).

3.2.8. Fragmentlingenanalyse

3.2.8.1. gDNA-Isolation aus Tumorzellproben

Von jedem Tumor wurde nach der Entnahme ein trockenes Zellpellet bei -20 °C weggefroren
(s. 3.2.4). Die Zellen sowie deren Kernmembranen wurden mm ersten Schntt, durch Zugabe
von 600 pul Nucler Lysis Solution unter gutem Mischen, lysiert. Zu den lysierten Zellen
wurden 3 pl RNase Solution hmmzugefiigt und emmige Male geschwenkt, um eventuell
enthaltene RNA zu entfernen Die Proben wurden fiir 30 min mm Heizblock (37 °C, 300 rpm)
inkubiert und anschlieBend fiir 5 mun auf RT runtergekiihlt. Die Proben wurden mit jeweils
200 pl Precipitation Solution versetzt, um etwaige Protemnkomponenten zu entfernen, und fiir
20 sek auf hoher Stufe gevortext. Es folgte eine Inkubation auf Eis fiir 5 mun und eine
Zentrifugation fiir 4 min bei 10.000 g Der DNA-enthaltene Uberstand wurde abgenommen
und in emn Eppendorfgefil iberfithrt, in dem bereits 600 ul Isopropanol vorgelegt waren. Das
Gemisch wurde vorsichtig geschwenkt und somut emne Fillung der DNA durch Isopropanol
induziert, wodurch die DNA als weiBer Strang sichtbar wurde. Diese wurden ber 10.000 g fiir
1 min pelletiert und der Uberstand dekantiert Die DNA wurde durch Zugabe von je 600 pl
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70 % Ethanol unter vorsichtigem Schwenken gewaschen. Nach emer weiteren Zentnfugation
wurde das Ethanol abgenommen und das Pellet fiir 15 mun an der Luft getrocknet. Zur DNA
wurden 30 pl DNA Rehydration Solution gegeben und diese anschhieBend ber 65 °C im
Heizblock (300 rpm) fiir emne Stunde rehydriert. Final erfolgte die photometrische Messung
der gDNA-Konzentration am NanoDrop™ bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm_ Die
Proben wurden emheitlich auf eine Konzentration von 25 ng/pl verdiinnt, wofiir geremmgtes,
nukleasefreies Aqua dest. genutzt wurde.

3.2.8.2. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) emméglicht die
Vervielfiltigung kleinster DNA-Mengen Ein PCR-Zyklus besteht aus emner imtialen
Denatunierung (= Einzelstringe), emer Pnmeranlagenung, sowie der Strangsynthese. Mit Hilfe
der ausgewihlten, farbmarkierten Primer (5. 8.4.) kénnen die zu untersuchenden, spezifischen
Sequenzen amplifiziert werden, wobe1 das Zielfragment jeweils durch einen forward und
emen reverse Primer eingegrenzt wird. Auf die Pnmeranlagerung folgte die Strangsynthese
der gewihlten Ziclfragmente mittels der taq-Polymerase. Als Bausteine der neuen Stringe
nutzt die tag-Polymerase Nukleotide (desoxyMNukleotidtnphosphate (dNTPs)). Zur
Amplifikation der zuvor isolierten Tumorzell- DNA wurden die Ansitze, deren Komponenten
in Tabelle 6 aufgelistet sind, mn die PCR-Reaktionsgefife der PCR-Streifen pipettiert. Als
Kontrolle wurde die DNA emner Wildtyp-MIh/-Maus verwendet. Die Proben wurden
anschliefend 1m Themmocycler positiomert und durchliefen dort die in Tabelle 7 dargestellten
35 Zyklen

Tabelle 6 | PCR-Ansatz

Reagenz Volumen
DNA (25 ag/ul) 1ul

10x PCR-Puffer inkl MgCl, (final: 2,5 nM) 125
Forward Primer 025 pul
Reverse Primer 0,25 pul
Tag-Polymerase 0,1l
dNTPs 0,25 pul
Ad Aqua dest. 125 pl

dANTPF: desoxyNukleofidiriphosphat
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Tabelle 7 I Zeitlicher Ablauf der PCR

Temperatur Reaktion Zeit [min]

04 °C Initiale Denaturierung 4:00

04 °C Denaturierung 0:30

58°C Primeranlagerung 0:45 35 Zyklen
T2°C Strangsynthese 0:30

T2°C Syntheseabschinss 6:00

4=C Lagerung nnendlich

3.2.8.3. Aufarbeitung der PCR-Produkte fiir Fragmentldingenanalysen

Nach der oben dargestellten Gewinnung der PCR-Produkte folgte die Aufarbeitung fiir die
Fragmentlingenanalyse. Hierzu wurden je 1 pl der PCR-Produkte, nach emer 1:10
Verdiinnung, in eme 96-Well-PCR-Platte gegeben, in der je 24.3 pl Hilh-LIZ-Mix (24 pl
HiDi® + 0.3 pl GeneScan™ 500 LIZ™) vorgelegt waren. Das GeneScan™ 500 LIZ™ dient
hierber als farbmarkierter GroBenstandard, durch den die Langenbestimmung der
amplifizierten DNA-Fragmente erméglicht wird. Der HiD1-LIZ-Mix wurde nun mit je 1.3 pl
PCR-Produkt versetzt. Die PCR-Platte wurde mit Optical-Clear Klebefolie verschlossen und
kurz anzentrifugiert. Bis zur Messung wurde die Platte bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Dhe
Fragmentlingenanalyse erfolgte am ABI Pnsm 75300 Gene Analyzer durch das
molekularpathologische Labor des Institutes fiir Pathologie der Unmiversitit Rostock. Nach der
Analyse wurden die Daten mittels der GeneMapper v4.1 Software ausgewertet.
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3.3. Methoden — in vitro

3.3.1. Zellbiologische Methoden

Die  Kultivierung der verwendeten Zellhmen erfolgte 1m  Brutschrank 1n
wasserdampfgesattigter Atmosphére ber 37 °C sowie 3 % CO,. Als Zellkultur (ZK)-Medium
wurde DMEM/Ham's F12 unter Zusatz von 10 % FKS (hitzemaktiviert), 1 %
Penicillin/Streptomycin und 6 mM Glutamin verwendet. Adhérente Zellen wurden in ZK-
Flaschen mit 175 cm® Wachstumsflache kultiviert. Suspensionszellen in Flaschen mit 75 cm’
Wachstumsfliche. In Abhingigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen, welche
lichtmikroskopisch beurteilt wurde, wurden die Zellen emn- bis dreimal wochentlich gesplittet
oder einem ZK-Mediumwechsel unterzogen. Die Arbeit mit den Zellkulturen erfolgte unter
sterilen Bedingungen an einer Sterilbank mit lammarem Luftstrom.

3.3.1.1. Verwendete Zelllinien

Fiir die in vitre Analysen wurden dre1 Zelllimen verwendet, darunter zwe1 Tumorzelllimen
epithelialen Ursprunges (MIhI™ A7450 T1 M1 und M7hI™ 328) und eine Lymphomzelllinie
(MIhI™ 1351), welche in Suspension kultiviert wurde. Zur Etablierung der epithelialen
Zelllinien wurden Zellen aus gastrointestinalen Tumoren von MTh]™ Miusen verwendet,
wobei der Tumor der Linie MIh1™ A7450 T1 M1 einem Allograft entstammt (Nomenklatur
T1 M1 = Transfer 1, Maus 1). Bei den Zellen der Linie M7hI™ 1351 handelt es sich um T-
Zell-NHL-Zellen aus der Milz einer MTh]™" Maus [95].

3.3.1.2. Auftawen und Kryokonservierung von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurde das ZK-Medium abgesaugt. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 1x PBS gewaschen, trypsiniert, in 10 ml ZK-Medmm iiberfithrt und fiir 8 min be1
200 g sedimentiert. Das Zellpellet wurde in Freezing Medium resuspendiert (ca. 4-5 Mio
Zellen/ml). in Kryogefille iiberfilhrt und zunéchst bei -80 °C gelagert. Die endgiiltige
Lagerung erfolgte in der Gasphase in flilssigem Stickstoff.

Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte méglichst schnell. Die Zelllosung wurde
i 10 ml warmes ZK-Medmum iiberfiihrt, zentnifugiert. das Pellet in 20 ml ZK-Medium
resuspendiert und in emne Zellkulturflasche gegeben
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3.3.1.3. ZK-Mediumwechsel, Zellzahlbestimmmmg und Aussden von Zellen

Ein ZK-Medinmwechsel erfolgte in Abhingigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit und
dem Anfall saurer Stoffwechselprodukte. Dieser zeigte sich durch emen Farbumschlag des
ZE-Medimms von rot nach gelb, ausgeldst durch das dem ZE-Medium beigefiigten Phenolrot.
Das ZK-Medium wurde abgesaugt, die Zellkulturflasche mut 1x PBS gespiilt, um tote Zellen
sowie Zelldetritus zu entfernen AnschlieBend wurden den Flaschen 20 ml frisches ZK-
Medium zugesetzt. Sobald die Zellen lichtmikroskopisch emne Konfluenz von ca. 80-95 %
aufwiesen, wurden diese unter Zugabe von 2-3 ml Trypsin'EDTA zu den adhirenten
Zelllmien gesplittet. Ein Teil der abgelosten Zellen wurde zur wenteren Kulttvierung zuriick in
die ZK-Flaschen iiberfithrt, die restlichen Zellen wurden ausgezihlt und fiir die geplanten
Expenmente verwendet. Zur Besttmmung der Zellzahl wurden die Zellen 1:1 mt Trypanblau
versetzt, wodurch eme Unterscheidung zwischen toten Zellen, die sich aufgrund ihrer
Permeabilitit blau farbten, und vitalen, hell erscheinenden Zellen, méglich war. AnschlieBend
wurde die Neubauer Zihlkammer mat 10 pl der Losung befiillt, wo die lebenden Zellen aus
vier GroBquadraten ausgezihlt und die Zellzahl'ml ermttelt wurde. Je mnach
durchzufiihrendem Versuchsansatz wurde die gewiinschte Menge an Zellen m die bendtigten
Well-Platten pipettiert und fiir 24 h zum Adhineren 1m Brutschrank inkubiert, bevor weitere
Schntte erfolgten.

3.3.2. Kiristallviolett- und Calcein-AM-Firbung zur ICs¢ Bestimmung

Die Zellen wurden mit den CDKIs Abemaciclib, Palbociclib und Dinaciclib (Dosis: IC;0. 1n
Vonmtersuchungen bestimmt) behandelt. Als wetterer CDKI wurde THZ1 emmgesetzt. Hierbei
erfolgte zundchst eine Dosisbesttmmung (ICsg) anhand von Verdiinnungsreihen (1 oM bis 1
pM). 10.000 Zellen/'Well wurden in 96-Well-Platten ausgesat und fir 24 h inkubiert.
Anschliefend wurde THZ]1 m aofsteigender Konzentration hinzugegeben und fisr 72 h 1m
Brutschrank inkubiert. Es folgte ein zweiter Behandlungszyklus fir weitere 72 b Die
Quantifizierung der Viabilitit der adhérenten Zelllinien MIh1™ A7450 T1 M1 und MIhI™" 328
erfolgte mittels emer Enistallviolett (KV)-Fiarbung. Hierzu wurde das ZK-Medium verworfen,
die Platte mmut 1x PBS gespiilt, 50 pl/'Well emer 0.2 % KV-Losung hinzugegeben und die
Platte auf dem Schiittler fiir 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurde das KV verworfen,
die Platte zweimal nut 1x PBS gewaschen und iiber Nacht getrocknet. Die Quantifizierung

erfolgte, nach Zugabe von 100 pul 1% Natriumdodecylphosphat (sodinm dodecyl phosphate,
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SDS)Well und 10 mun Inkubation bei RT, am Glomax bei einer Absorption von 570 nm
(Referenz 620 nm).

Bei der Suspensionszelllinie MIhI™ 1351 wurde die Viabilitit mit Hilfe eines Calcein-AM-
Assays bestimmt. Hierzu wurde das Calcein-AM (Stock: 4 mM) 1:1000 mut 1x PBS verdiinnt
und je 50 pl/Well pipettiert. Die Platte wurde fiir 20 mun 1m Dunkeln im Brutschrank
inkubiert und anschliefend am Glomax gemessen (Anregung: 485nm; Emmssion: 535 nm).
Anhand der gewonnen Daten konnte fiir jede Zellhme die ICsq fitrr das Medikament THZ1
berechnet werden. welche dann als Konzentration fir die darauffolgenden Versuche
verwendet wurde (s. Tabelle 8). Fiir die Zelllinie MIh]™" 328 gelang keine adiquate Titrierung

einer Dosis.

3.3.3. Behandlung mit Zellzyklusinhibitoren

Zunichst wurden die Zellen in 24-Well-Platten ausgesit (100.000 Zellen/'Well). Als Kontrolle
wurde ZK-Medium sowohl ohne als auch mut DMSO verwendet Bei letztgenanntem
entsprach die Dosis der hichsten CDEKI-Konzentration, um potentielle Artefakte durch das
DMSO auszuschlieBen. Je nach Versuch erfolgte die Behandlung fisr 48 h, 72 h oder 2x72 Lo
Eine Ubersicht der verwendeten Konzentration liefert Tabelle 8. Nach Ablauf der jeweiligen
Inkubationszeit wurden die Zellen fiir weitere Analysen geerntet. Hierzu wurde der Uberstand
tiberfithrt, die Wells mat 200 pl 1x PBS gespiilt und die residuellen Zellen nach Trypsimerung
geemtet. Die Zellen wurden fiir 8 min bei 300 g pelletiert und der Uberstand dekantiert.

3.3.2. Analysen mittels Durchflusszytometrie
3.3.2.1. Immunogener Zelltod

Die Induzierbarkeit von immunogenem Zelltod wurde anhand der CalR-Translokation nach
48-stiindiger Behandlung erfasst Im Amnschluss wurden die Zellen geemntet und die
Tumorzellsuspensionen jeweils auf zwer Réhrchen aufgeteilt. In die Rohrchen der zweiten
Probe wurden zuvor 2 pl anti-CalR-Antikérper vorgelegt. Die Proben wurden fiir 30 nun bet
4 °C inkubiert, zentrifugiert (300 g, 8 min) und der Uberstand dekantiert. Zu beiden Proben
wurde der sekundire Antikérper (Donkey anti rabbit FITC, final 1:50. Stock: 0.5 mg/ml)
gegeben und erneut fitr 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nut 200 pl 1x PBS
abgestoppt und die Proben zentnfugiert. Fiir die durchflusszytometrische Messung wurde das
Zellpellet m 200 pl 1x PBS resuspendiert.
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Tabelle 8 | Verwendete CDKIs mit Konzentrationsangaben

Zelllinie Behandlung Konzentration
Palbociclib 5 uM
Abemaciclib 5 uM
MIhI** A7450 T1 M1
Dinaciclib 0.1 pM
THZ1 0,83 uM
Palbociclib 5 uM
MIhI* 328 Abemaciclib 5 uM
Dinaciclib 0.1 uM
Palbociclib 5 uM
Abemaciclib 5 uM
MIhI* 1351
Dinaciclib 0.1 pM
THZ1 025 uM

3.3.4.2. Immumphéinotypisierung

Zelloberflaichenmarker wurden nach der Zellemte und Farbung mit jeweils 2 pl Antikérper
(30 min, 4 °C) durchflusszytometrisch bestimmt. Die verwendeten Antikdrper umfassen: anti-
MHC-I (PE). anti-PD-1 (APC), anti-PD-L1 (PE), anti-CTLA-4 (PE-Cy7). Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Proben zentrifugiert und i 150 ul 1x PBS resuspendiert.

3.3.4.3. ZellzyKlusanalyse

Bei der DNA-Farbung nach Nicoleth werden Zellen samt Zellkeme durch emne hypotone
Losung lysiert und die DNA durch Propadiumiodid (PI) angefiirbt. Der Gehalt an angefiirbter
Zellkern-DNA kann daraufhin am Durchflusszytometer gemessen werden. Die fiir 48 h
behandelten Zellen wurden mn FACS-Rohrchen iiberfiihrt, pelletiert und 1 1 ml eiskaltem 70
% Ethanol resuspendiert. Dhe Proben wurden bei -20 °C fir 1-7 Tage mkubiert und
anschliefiend fiir 5 min be1 1000 g zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde mn 0.5 ml 1x
PBS mit 0.25 % TrtonX-100 resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert Nach einem
emeuten Zentnifugationsschnitt wurde das Pellet 1n 0.5 ml 1x PBS nut 10 pg/ml RNAse A und
20 pg/ml PI resuspendiert und dann 30 min 1m Dunkeln mnkubiert, bevor die Analyse am
Durchflusszytometer erfolgte.
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3.3.4.4. Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen

Die Zellen wurden geemtet, in FACS-Réhrchen iiberfithrt und pelletiert (300 g. 8 nun) Es
wurde emne Farbelosung (Yo-Prol-Stammldsung 1:5000 1n 1x PBS) angesetzt, je 200 pl zum
Pellet gegeben und fiir 20 mun bei RT mkubiert. Die Zellen wurden mut 1x PBS gewaschen,
zentrifugiert und final m 200 pl 1x PBS resuspendiert. Vor der durchflusszytometrnischen
Messung wurde jedem Ansatz 5 pl 7-Ammnoactinomycin D beigegeben.

3.3.4.5. Ko-Kultwrversuch

In diesem Versuchskonzept wurde durch Zugabe von pan-Leukozyten aus murinen
Blutproben zu den Tumorzellkulturen emn Ko-Kulturansatz durchgefiithit. Das
Behandlungsschema der Zellen wurde in Anlehnung an den in vive Versuch (5. 3.2.) gewdhlt.
Die Zellen wurden mit einer Abemaciclibmonotherapie (5 pM). mit emner anti-PD-L1 (muorin:
Klon: 6E11 [96])-Monotherapie (10pg/ml) sowie mit einer Kombinationstherapie behandelt.
Die Zelllinien MIhI™ A7450 T1 M1 und MIhI” 328 wurden unter Zugabe von
Tryps/EDTA geemtet, gesiebt, zentnfugiert und mit 1x PBS gewaschen. Die Zellsuspension
wurde gezdhlt, so dass 5 Mio. Zellen pelletiert werden komnten Diese wurden m 1 ml
Chloromethylfluorescemn-diacetate-Farbstofflosung (final 1:2000 mn 1x PBS, Stock: 10 mM),
aufgenommen und firr 15 mun 1m Brutschrank inkubiert. Hiemach wurden die Zellen emeut
mit 1x PBS gewaschen, pelletiert und in ZK-Medium aufgenommen. Das Volumen wurde so
gewihlt, dass 20.000 Zellen/'Well in eme 24 Well-Platte ausgesit werden konnten. Nach 24 h
Stunden wurde das ZK-Medinm abgesaugt und Abemaciclib zu den jeweiligen Wells
hinzugegeben Auberdem erfolgte am ersten Behandlungstag die Zugabe der pan-Leukozyten.
Hierzu wurde penipheres Blut muttels retrobulbirer Blutentnahme unter Isoflurannarkose
entnommen und mut 15 ml Erylysepuffer fiir 15 mun inkubiert. Die Reaktion wurde mit 15 ml
1x PBS abgestoppt, die Zellen pelletiert und in ZK-Medmum aufgenommen. Anschliebend
wurden die Leukozyten mn emem Verhiltms von 10:1 zu den Tumorzellen gegeben. Als
Kontrolle dienten Tumorzellen ohne Leukozyten, sowie emn Ko-Kulturansatz ohne
Therapeutika. Die Platte wurde fir 24 h mm DBrutschrank inkubiert Am zweiten
Behandlungstag wurde der anti-PD-L1-Antikérper hinzugegeben und der Ansatz fiir weitere
48 h im Brutschrank inkubiertt Nach Ablauf der Inkubationszeit, also am fiinften
Behandlungstag, erfolgten die Zellemnte sowie die Quantifizierung residualer Tumorzellen
Der Leukozyten-enthaltene Uberstand wurde vorsichtig aus den Wells abgenommen und in
FACS-Rihrchen iiberfithrt. Dhese wurden ber 500 g fiir 10 min zentnfugiert, n 1x PBS
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resuspendiert und die Leukozytensuspension auf drei Réhrchen a 200 pl aufgeteilt Eines
dieser Réhrchen diente als Kontrolle, zu den anderen beiden Rohrchen wurden entweder ein
LAG-3- oder ein CTLA-4-Antikérper (PE), je 2 pl, hinzugegeben (Inkubation: 30 nun bei 4
°C). Die Messung erfolgte schlieBlich am Durchflusszytometer. Zeitgleich wurden die
verbliebenen adhirenten Tumorzellen durch Zugabe von Trypsind EDTA geemtet, mat 1x PBS
gewaschen und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde, nachdem es in 1x PBS aufgenommen
wurde. mit je 50 ul Beads (fluorescent microsphere beads ((1.4 x 10° beads/ml, GréBe: 10
pm), 1:35 i 1x PBS verdiinnt) versetzt. Direkt vor der durchflusszytometrischen Analyse
wurden jeder Probe 50 pl PI (0,01 mg/ml) beigefiigt.
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4. ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zunichst das therapeutische Potential verschiedener
selektiver und globaler CDKIs in vitre enuert. Erginzend dazu erfolgten in vitre und in vive
Analysen zur Wirksamkeit einer Abemaciclibmono- sowie Kombinationstherapie mit einem
anti-PD-L1-Antikérper. Die in wive Amnalysen wurden im priklimschen MIhI"™ Modell
durchgefiihrt.

4.1. In vitro Analysen

4.1.1. Immunogener Zelltod

Der Anteil an translomertem CalR. wurde nach 48 und nach 72 Stunden erfasst. wobe1 die
THZ1-Behandlung nur fiir 72 Stunden durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse sind 1in

Abbildung 8 dargestellt.

Die beiden selektiven CDK4/6-Inhibitoren. Abemaciclib und Palbociclib, fithrten zu emer
leichten Erhohung des Anteils CalR” Zellen bei den epithelialen Zelllinien MIhI™ A7450 T1
M1 und MIhI”™ 328 Die global wirkenden CDKIs THZ1 und Dinaciclib hatten
unterschiedliche Effekte auf die Induzierbarkeit emnes ICDs. Wihrend THZ1 bei der Zelllime
Mih1™ A7450 T1 M1 nicht zur erhdhten CalR-Translokation fiihrte, induzierte Dinaciclib
eine signifikante Zunahme CalR™ Zellen Bei der Zelllinie MIhl™ 328 wurde dieser Effekt
nicht beobachtet. Die Lymphomzellinie MIh1™ 1351 reagierte insgesamt deutlich stirker auf
die CDKI-Behandlungen Mit Ausnahme der 48-stiindigen Inkubation mut Abemaciclib
fithrten alle CDKIs zu allen gemessenen Zemtpunkten zn emem deutlichen und teilweise
signifikanten Anstieg an transloziertem CalR_ Insbesondere fiir Dinaciclib und fiir die 72-
stiindigen Abemaciclib- und THZ1-Behandlungen war dieser Effekt signifikant.

Damit konnte die grundsitzliche Indumerbarkeit eines mmmunogenen Zelltodes durch CDKIs
bestitigt werden. Je nach verwendetem CDEI konnten individuelle und zelllimenspezifische
Effekte nachgewiesen werden.
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Abbildung 8 | Anteil CalR”™ Zellen nach CDKI-Behandlung.

Die Zelllinien MIhI™“ A7450 T1 M1, MIhI™ 328 und MIhI™ 1351 wurden mit Abemaciclib (3 uM), Palbociclib
(5 uM) und Dinaciclib (0,1 pM) fisr 48 h und fiir 72 h behandelt. Fiir die Linien MIhI™ A7450 T1 M1 und
MIhI™ 1351 wwrde zusitzlich eine 72-stindige THZ1-Behandlung durchgefithrt (0,83 pM [MIhI™ A7450 T1
M1] bzw. 025 pM [MIhI* 1351]). Als Kontrolle fiir Palbociclib dienten Zellen die ausschlieBlich im
Vollmedium kultiviert wurden Fir Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1 wwrde dem Vollmediuvm DMSO
dquivalenter Dosis zugesetzt (zusammengefasst unter Kontrolle). Dargestellt ist der prozentuelle Anteil an CalR™
Zellen. MW + Stabw; n = 3-7 nnabhingige Versuche; *p<i0,05, **p=<0,01, ***p=0,005 (vs. DMSO-Konfrolle),
#p<0,01 (vs. Kontrolle); One-way ANOVA (Tulkey post-hoc).

CalR: Calreticulin

4.1.2. Immunphinotypisierung

In weiteren Analysen wurde der Einfluss der CDKIs auf den Phinotyp nach 72 h sowie nach
2x72 h erfasst. AnschlieBend wurde die Abundanz der Oberflichenmolekiile MHC-I, PD-1,
PD-L1 und CTLA-4 durchflusszytometrisch quantifiziert. Bei den epithelialen Zelllimen
MihI™ A7450 T1 M1 und MIhi™ 328, welche in Abbildung 9 und 10 dargestellt sind. zeigten
sich mur gennge Verinderungen im Expressionsmuster durch die unterschiedlichen
Behandlungen. Bei der MIhI™™ A7450 T1 M1 fiihrte die Behandlung mit Palbociclib zu einer
transienten Herunterregulation von MHC-1. Nach 2x72 h blieb die MHC-I-Expression unter
den CDKIs 1m Vergleich zur Kontrolle konstant, nur unter Abemaciclib konnte emn Anstieg
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nachgewiesen werden. Dinaciclib induzierte emne transiente PD-1-Herunterregulation, die
nach 2x72 h wieder anstieg. Gleichzeitig stieg der Anteil der PD-L1" Zellen.
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Abbildung 9 | Phiinotypisierung der Zelllinie MIk1** A7450 T1 M1 nach CDKI-Behandlung.

Die Zelllinie MIhI"* A7450 T1 M1 wurde mit Abemaciclib (5 uM), Palbociclib (5 pM), Dinaciclib (0.1 pM) und
THZ1 (0,83 pM) fiir 72 h vnd fir 2x72 h behandelt Als Kontrolle fiir Palbociclib dienten Zellen, die
ausschliefilich im Vollmedium kultiviert wurden. Fir Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1 wurde dem
Vollmediom DMSO dquivalenter Dosis zugesetzt (zusammengefasst unter Kontrolle). Quantitative Darstellung
der Abundanz von MHC-I, PD-1, PD-L1 und CTLA-4. MW + Stabw; n = 3-6 unabhingige Versuche; *p<0,05
(vs. Kontrolle); One-way ANOVA (Tukey post-hoc).

Bei der Zelllinie MIhI™ 328 konnten keine signifikanten Unterschiede im Oberflachenprofil
der untersuchten Marker detektiert werden (s. Abbildung 10). Auffallig war jedoch die, 1m
Vergleich zur DMSO-Kontrolle, stark reduzierte Expression von PD-1 unter der Dinaciclib-
Behandlung nach 2x72 h. ahnlich wie bei der Zelllinie MTh1™~ A7450 T1 M1 nach 72 h.
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Abbildung 10 | Phiinotypisierung der Zelllinie MIk1~ 328 nach CDKI-Behandlung.

Die Zelllinie MIhl™ 328 wurde mit Abemaciclib (5 pM), Palbociclib (5 uM) und Dinaciclib (0,1 pM) fiir 72 b
und fir 2x72 h behandelt. Als Kontrolle fiir Palbociclib dienten Zellen, die amsschlieBlich im Vollmedium
kultiviert wurden Fiir Abemaciclib vnd Dinaciclib wurde dem Vollmedium DMSO dquivalenter Dosis
zugesetzt. Quantitative Darstellung der Abundanz von MHC-I, PD-1, PD-L1 und CTLA-4 MW + Stabw; n = 3-
5 nnabhangige Versuche.
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In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Phanotypisierung der lymphoiden Linie MIhI™ 1351
dargestellt. Hier lieBen sich, im Gegensatz zu den anderen Zelllimen teils erhebliche
Unterschiede 1n der Expression nachweisen. Aufgrund der hohen basalen MHC-I-Expression
verinderte sich das Profil durch die Behandlung nur marginal. Nach 2x72 h verringert sich die
basale Expression, gleichzeitig wurde MHC-I durch alle CDKIs vermehrt nachgewiesen. Emne
Hochregulation von CTLA-4 lieB sich sowohl nach 72 h, als auch nach 2x72 h feststellen.
Diese wurde durch Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1, jedoch nicht durch Palbociclib,
vermittelt. THZ1, Abemaciclhib und Dinaciclib induzieren in unterschuedlicher Frequenz und
zeitlicher Dynammk PD-1. Beim Vergleich der PD-L1-Expressionen zeigen sich wemger
starke Unterschiede. Palbociclib regulierte transient PD-I.1 hoch, Tendenzen wurden auch
unter Dinaciclib und THZ1 beobachtet. Nach 2x72 h waren. unabhiingig von der Behandlung,
mehr PD-L17 Zellen nachweisbar als in der Kontrolle.

Zusammenfassend belegen die Daten den immunmodulatorischen Einfluss von CDKIs auf
Tumorzellen, insbesondere ber Zellen lymphoiden Ursprungs. Dieser Effekt war nach
langerer Beobachtungszeit stirtker ausgeprigt. Insbesondere die Immuncheckpomnt-Molekiile
CTLA-4, PD-1 und PD-L1 wurden zum Teil stark induziert, vor allem unter dem Einfluss von
Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1.
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Abbildung 11 | Phiinotypisierung der Zelllinie Mk 1* 1351 nach CDKI-Behandlung.

Die Zelllinie MIhI™ 1351 wurde mit Abemaciclib (5 uM), Palbociclib (5 pM), Dinaciclib (0,1 pM) und THZ1
(0.25 pM) fiir 72 h und fiir 2x72 h behandelt. Als Kontrolle fitr Palbociclib dienten Zellen die ansschlieflich im
Vollmedium kultiviert wurden Fir Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1 wwrde dem Vollmediuvm DMSO
dgquivalenter Dosis zugesetzt. Quantitative Darstellung der Abundanz von MHC-I, FD-1, PD-L1 und CTLA-4.
MW + Stabw; n = 3-6 unabhingige Versuche. *p<0,03, **p<0,01, ***p=0,005 (vs. DMSO-EKontrolle), #p<0,05
(vs. Kontrolle); One-way ANOVA (Tukey post-hoc).

4.1.3. Zellzyklusanalyse

AnschlieBend wurde der Einfluss der CDKIs auf den Zellzyklus untersucht (s. Abbildung 12).
In Analogie zu den Vorbefunden zeigten sich auch in dieser Analyse zelllmenspezifische und
tetlweise sehr heterogene Effekte. Abemaciclib induzierte emnen Gl-Phasenarrest in der
Zelllinie MIhI™ A7450 T1 M1. Bei der Zelllinie MIhI™ 328 wurden keine Unterschiede
detektiert. Dinaciclib als global wirkender CDKI fiihrte bei allen Linien zu emem S-
Phasenarrest. Vergleichbare Befunde wurden bei der Zelllinie MIhI™" A7450 T1 M1 unter
THZ1-Behandlung nachgewiesen. Insgesamt reagierte die Linie MTh]™" 1351 im Vergleich zu
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den epithehalen Limen sensitiver auf die CDEI-Behandlung Palbociclib und THZ1
induzierten hier emen G1-Arrest.
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Abbildung 12| Zellzyklusanalyse der Zellllinien MIhI™ A7450 T1 M1, MIhI™ 328 und MIAI™
1351 nach CDEI-Behandlung.

Die Zelllinien MThI™“ A7450 T1 M1, MIhI™ 328 und MIhI™ 1351 wurden mit Abemaciclib (5 uM), Palbociclib
(5 uM) und Dinaciclib (0,1 uM) fiir 48 h behandelt Fiir die Linien MIhI” A7450 T1 M1 und MIhI™ 1351
wurde auBerdem eine THZ1-Behandlung (0,83 pM [MIhI™ A7450 T1 M1] bzw. 025 uM [MIkI™ 1351])
durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir Palbociclib dienten Zellen, die ausschliefilich im Vollmedinm kunltiviert wurden.
Fir Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1 wurde dem Vollmedium DMSO Squivalenter Dosis zugesetzt
(zusammengefasst unter Kontrolle). Dargestellte ist der prozentoelle Anteil an Zellen in der G2-, 5- und GI1-
Phase. MW + Stabw; n = 2-5 unabhingige Versuche; **p<0,01, ***p<0,005 (vs. DMSO-Kontrolle), ##p=0.01
(vs. Kontrolle); One-way ANOVA (Tukey post-hoc).

Somit konnten in Abhfingigkeit der verwendeten CDEIs Zellzyklusverinderungen

nachgewiesen werden
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4.1.4. Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen

Die folgenden Daten (s. Abbildung 13) wurden mn Zusammenarbeit mit Inken Salewsla
erhoben [100]. Bei der epithelialen Zelllinie MThI™ A7450 T1 M1 fiibrten die CDKI-
Behandlungen insbesondere unter Abemaciclib und Dinaciclib zu einem erhéhten Anteil frith
apoptotischer und vor allem nekrotischer Zellen. Fir THZ1 und Palbocichib waren diese
Effekte schwiicher ausgeprigt, dafiir konnten unter letztgenanntem vermehrt spiit apoptotische
Zellen nachgewiesen werden Diese Auswirkungen waren bei der Zelllinie MIhI™ 328
deutlich gennger bis gar nicht ausgepriigt. Lediglich durch Abemaciclib kam es zu emer
leichten Erhéhung frith apoptotischer, durch Palbociclib zu emer leichten Erhdhung
nekrotischer Zellen Auch bei der lymphoiden Zelllinie MIhI™" 1351 wurden durch die CDKI-
Behandlungen vermehrt nekrotische Zellen detektiert, insbesondere durch Abemaciclib sowie
signifikant durch Palbo- und Dinaciclib. Hier erhohten alle CDKIs den Anteil spiit
apoptotischer Zellen.
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Abbildung 13 | Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen der Zellllinien MThI™ A7450 T1
M1, Mk 328 und MIhI™ 1351 nach CDKI-Behandlung.

Die Zelllinien MIhI-* A7450 T1 M1, MIhI* 328 und MIhI** 1351 wurden mit Abemaciclib (5 M), Palbociclib
(5 uM) und Dinaciclib (0,1 uM) fir 72 h behandelt. Fiir die Linien MIhI A7450 T1 M1 und MIAI* 1351
wurde auBerdem eine THZI-Behandlung (0.83 pM [MIhI™ A7450 T1 MI] bzw. 0,25 pM [MIkI™ 1351])
durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir Palbociclib dienten Zellen, die ausschlieBlich im Vollmedium kultiviert wurden.
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Fir Abemaciclib, Dinaciclib und THZ1 wuwrde dem Vollmediom DMSO dquivalenter Dosis zugesetzt.
Dargestellt sind Relativwerte als Vielfaches der jeweiligen Kontrolle (Kontrolle entspricht dem Wert 1,0). MW
+ Stabw; n = 3 unabhingizge Versnche; *p=0,03, ***p=<0,005 (vs. DMSO-Kontrolle), ##p<0,01, ##p=0.,005 (vs.
Eontrolle); One-way ANOVA (Tukey post-hoc).

4.1.5. Ko-Kulturversuch

Das Modell der Zellkultur und die darauf basierenden Versuche kénnen die Komplexitit eines
Orgamismus und semer Pathologien nur teillweise abbilden Eine Anndherung des
Kultursystems an organische Verhiltnisse kann durch eine Ko-Kultur realisiert werden, indem
diese eme Schnittstelle zwischen in vifro und in vivo schafft.

Dazu wurden die zwei Tumorzelllinien MIhI™ A7450 T1 M1 und M7h1™" 328 mit Leukozyten
von MThI”"™ Miusen in Anwesenheit folgender Testsubstanzen fiir 72 h ko-kultiviert: ()
Abemaciclib, (II) anti-PD-L1-Antikérper, (III) Kombination AnschheBend wurde der Anteil
residualer Zellen durchflusszytometrisch ermittelt, wie in Abbildung 14 dargestellt. Mat
diesem Versuch wurden die zytoreduktiven Eigenschaften der CDEIs sowie der
Kombinationstherapie ersichtlich Infolge der Abemaciclibmonotherapie reduzierte sich die
Zellzahl der MIhI™ A7450 T1 M1 auf 22 %, die der MIhI™ 328 auf 10 %. Ein ahnlicher
Effekt konnte bei beiden Zelllimen durch die Kombinationstherpaie erzielt werden Eine
allemige Behandlung mit dem anti-PD-L1-Antikérper hatte keinen Emnfluss auf die Zellzahl
Wahrend bei der MIhI™™ A7450 T1 M1 noch iber 90 % der Zellen vital waren. stieg die
Zellzahl der MIhI™ 328 sogar auf das 1.4-fache.

Ko-Kultur
c 1504 Mih1" AT450 T1 M1
& __
) B Min1" 328
E E 100
e
T
E -
s & -

I I I
Abema anti-PD-L1 Kombi

Abbildung 14 | Ko-Kultur: Anteil residualer Zellen der Linien MIRI™ A7450 T1 M1 und MIhI™
328,

Die Zelllinien MIhI* A7450 T1 M1 und MIhI"* 328 wurden mit Leukozyten aus MIhl™ Miusen fir 72 h ko-
kmltiviert und mit Abemaciclib (5 pM), anti-PD-1.1 (10 pg/ml) sowie einer Kombination behandelt. Dargestellt
ist die prozentuale Zellzahl nach Behandlung in Relation zu den unbehandelten Kontrollzellen MW + Stabw; n
= 3 unabhingige Versuche; ***p<0,005 (vs. anti-PD-L1); One-way ANOVA (Tulkey post-hoc).
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Neben der Tumorzellzahl wurde auch der Phinotyp erfasst. Hierber wurde die Abundanz der
Oberflichenmarker LAG-3 sowie CTLA-4 gemessen (s. Abbildung 15).

Insgesamt reagierten die Leukozyten sehr dhnlich, unabhingig davon. welcher
Tumorzellllime sie expomert waren Die LAG-3-Expression komnte durch jeden
Behandlungsansatz hochreguliert werden, besonders durch den Einsatz von Abemacichib. Bei
der MIhI™" 328 komnte dieser Effekt nur durch die Kombinationstherapie iibertroffen werden.
Alle Leukozyten reagierten sowohl auf Abemaciclib als auch die Kombinationstherapie mait
einer verstirkiten Prisentation von CTLA-4, beir MIhI™ 328 war dies unter Abemaciclib
signifikant. Dhe Behandlung mit anti-PD-L.]1 schien dagegen keinen Effelkt auf CTLA-4 zu
haben.

LAG-3 CTLA-4
404 154
30
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B 10 E
o 8 o
g Ir1llL 11 1 g ArTLILIL wil}
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F o F iy & = \:-\ o [=} = \:\ =3
+“°r},\-*" Nq\-" +f° " ﬁ“’\‘-ﬁ +n*“% + Qn@\ﬁ-::-' *_-3& + Qn@%ﬂo' *_-3:?
# # & &
Mih1" AT450 T1 M1 B Mih1" 328

Abbildung 15 | Ko-Kultur: Phinotypisierung der murinen Lenkozyten.

Die Zelllinien MIhI”* A7450 T1 M1 und MIhI" 328 wurden mit Leukozyten aus MIhl™ Miusen ko-kultiviert
und mit Abemaciclib (5 pM), anti-PD-L1 (10 pg/ml), sowie einer Kombination ans Abemaciclib und anti-PD-L1
behandelt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil positiver Zellen. MW = Stabw; n = 3-4 unabhingige Versuche;
*p<0,05 (vs. Kontrolle); One-way ANOVA (Tukey post-hoc).
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4.2. In vivo Analysen

MIhI"~ Miuse, die entweder gastrointestinale Tumore oder Lymphome entwickelten. wurden
nach Dhagnosestellung randomisiert und den jeweiligen Versuchsgruppen zugeordnet. Diese
umfassen: ([) unbehandelte Kontrollgruppe, (II) Isotypkontrollantikérper, (1) Monotherapie
mit Abemaciclib, (IV) Monotherapie mit anti-PD-L1, sowie (V) die Kombiation.

4.2.1. Gesamtiiberleben

Die Gesamtiiberlebenszeit der Tiere mmt gastrointestinalen Tumoren ist in Abbildung 16
(links) als Kaplan-Meier-Kurve in der Jog-rank Analyse dargestellt.

Alle dreir Therapieansitze verlingerten das Gesamtiiberleben 1im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren sigmifikant. Interessanterweise war Abemacichb am
wirtksamsten. Wihrend die Kontrollméuse nach Dhagnosestellung 1m Schoitt nur 3.5 Wochen
lebten, hatten muat Abemaciclib behandelte Tiere emme mittlere Gesamftiiberlebenszeit von
11,97 Wochen (Median 11,1 Wochen), mut anti-PD-L.1 behandelte Tiere 9.76 Wochen
(Median 9,0 Wochen). Das mmuttlere Gesamtitberleben wvon Tieren, die die
Kombinationstherapie erhuelten lag ber 11.58 Wochen (Median 12,08 Wochen) und zeigte
somit eme Uberlegenheit gegenitber der anti-PD-L1-, nicht aber gegenmitber der
Abemaciclibtherapie.

Die Aussagekraft des Therapieerfolgs bei den Lymphomtieren (5. Abbildung 16, rechts) ist
durch die genngere Tierzahl pro Gruppe emgeschrinkt. Aufgrund der sehr raschen
Progression und des aggressiven Wachstums der Lymphome, konnten wiele Tiere micht
rechtzeitig diagnostiziert und somt entweder gar micht oder zu spit in die jeweiligen
Therapiegruppen aufgenommen werden. Beir den Tieren, die eine Therapie erhielten, zeigte
sich eine Uberlegenheit der anti-PD-L1-Monotherapie. Wahrend Kontrolltiere
durchschnittlich 0,65 Wochen (Median 0,65 Wochen) und mit Abemaciclib behandelte Tiere
1.78 Wochen (Median 1,55 Wochen) nach Dhagnosestellung bzw. Therapiebeginn verstarben,
lebten mit anti-PD-L.1 behandelte Tiere 1m Schmitt noch 3.4 Wochen (Median 0.87 Wochen)
nach Therapiebeginn. Die Daten sind 1n Tabelle 9 zusammengefasst.
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Abbildung 16 |Kaplan—1’+[eier—Kun‘e. Gesamtiiberleben der Tiere mit gastrointestinalen
Tumoren (links) und mit Lymphomen (rechts).
Gastrointestinale Tomore (links): Kontrolle: n= 6; Isotyp: o= 7; Abema: n=§; anti-PD-L1: n=7; Kombi: n= 6.
Isotyp vs. anti-PD-L1: p=0,05; Kontrolle vs. Abema: p<20,01; Kontrolle vs. Kombi: p<20,01. Lymphome (rechts):

Eontrolle: o= 2; Abema: n= 4; anti-PD-L1: p= 6. Log-rank Analyse (Mantel Cox).

Tabelle 9 | Statistische Daten des Gesamtiiberlebens

Gastrointestinale Tumore

Durchschnittliches Medianes Uberleben = . %
Gruppen Uberleben (Wochen) {Wochen) SD 95 % - KIfir M
Eontrolle 3.54 3.00 221 98,44 %
[sotyp 3.66 4,70 226 08,44 %
Abema 11,97 11,10 815 98,44 %
anti-PD-L1 0.75 9,00 7,18 08,44 %
Eombi 11,58 12,08 4,02 96,28 %
Lymphome

Durchschnittliches Medianes Uberleben - .. .
Gruppe Uberleben (Wochen) (Wochen) SD 95 % - KI fiir Median
Eontrolle 0,64 0,64 0,50 50,00 %
anti-PD-L1 3.40 087 4,57 06,88 %
Abema 1,77 1,55 117 87,50 %

SD: standard deviation (Standardabweichung); EKI: EKonfidenzintervall, Abema: Abemaciclib; Kembi:

Abemaciclib + anfi-PD-L1
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4.2.2. Einfluss auf das Tumorwachstum

Zur longitudinalen Verlaufskontrolle des Tumorwachstums wurde nach emmer mitialen
Bildgebung 1m Verlauf (ca. 30 Tage spiter) eme zweite Bildgebung mmttels PET/CT
durchgefiithrt. Die Ergebmisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17 | Quantitative PET/CT-Auswertung.

Bei Verdacht auf einen Tumer wurde eine Bildgebung mittels PET/CT durchgefiibrt (= Tag 0). Daraufhin
erfolgte ca. 30 Tage nach Therapiebeginn eine ernente Aufnahme. Dargestellt ist das mittlere Tumorvolumen in
mm’. MW + Stabw; Kontrolle: n = 6, Isotyp: n = 7, Abemaciclib: n = 7, anti-PD-L1: n = 7,
Eombinationstherapie:n="7.

Die Monotherapie mut Abemacichib und die Kombinationstherapie zeigten das groBte
Therapieansprechen mm Bezug auf die Reduktion des Tumorvolumens. Zu Therapiebeginn
betrug die durchschnittliche TumorgréBe der Tiere aller Versuchsgruppen 64.14 + 33 43 mm’.
wobe1 die Unterschiede der TumorgréBen zwischen den verschiedenen Gruppen micht
sigmfikant waren Dhie Kontrollgruppen (unbehandelt und Isotypkontrollantikdrper) zeigten
em progredientes Tumorwachstum. Sowohl Abemaciclib- als auch die Kombinationstherapie
zeigten unteremander vergleichbare Ergebmisse und mduzierten eme Teilremission. Durch
Abemaciclib konnte ein durchschnittlicher Tumorregress um 51 % ermreicht werden, mut der
Kombinationstherapie emn Regress um 36 %. Unter der anti-PD-L1-Therapie wiesen die
Versuchstiere ein sehr individuelles Ansprechen auf. Betrachtet man die mittlere Tomorgrobe,
so zeigte sich durch die anti-PD-L1-Therapie insgesamt emn Progress. Ber Betrachtung der
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individuellen Verlaufe (s. Abbildung 18) wird jedoch deutlich, dass innerhalb der
Versuchsgruppe starke Schwankungen avfiraten Wihrend zwei Tiere emn progredientes
Wachstum um 72 % und 153 % zeigten, reduzierte sich die TumorgréBe bei einer weiteren
Maus auf unter 5 % der AusgangsgréBe, womit nahezn emne Vollrermssion emreicht wurde.
Innerhalb der beiden Kontrollgruppen zeigten jeweils alle Tiere em starkes Tumorwachstum
Unter der Abemaciclibmono- und Kombinationstherapie wiesen jeweils 4 von 5 Tieren einen
Regress auf. Eines der mit Abemaciclib behandelten Tiere zeigte einen Tumorprogress um 36
%0, emes der Tiere der Kombinationsgruppe einen leichten Progress um 16 %o,
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Abbildung 18 | Quantitative PET/CT-Auswertung einzelner Versuchstiere.

Dargestellt ist die prozentnale Verinderung des Tomorvolumens jedes individuellen Tieres an Tag 30 im
Vergleich zu Tag 0.

4.2.3. Phiinotypisierung

Routinemifige Blutentnahmen (alle 6-7 Wochen) sowie abschlieBende Blutproben am
Endpunkt dienten dem Nachweis von therapieassozuerten Verinderungen Der Fokus lag
hierbe1 auf der Untersuchung von Markern fiir Tregs, MDSCs, NK-Zellen, B-Zellen sowie auf
dem Expressionsprofil der Immuncheckpoint-Molekiile CTLA-4 und PD-1 als Indikatoren fiir
erschopfte T-Zellen Erginzend wurden durchflusszytometrische Phénotypisierungen von
Milz und Tumeor durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Phinotypisierung der Blutentnahmen sind der Abbildung 28 1m Anhang
zu entnehmen Zur Ubersichtlichkeit sind ausschlieflich Daten dargestellt, die zu
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Therapiebeginn, an Tag 42 und zum Endpunkt ethoben wurden. Unbehandelte Kontrolltiere
iiberlebten nach Einschluss in den Versuch in der Regel micht bis Tag 42, so dass hier keine
Daten vorhanden sind. Dhe Daten der Blutentnahmen der Kontrollgruppe an Tag (0 wurden
durch historische Daten ebenfalls unbehandelter MIh1™ Mause aus fritheren Studien derselben
Arbeitsgruppe ergiinzt.

Wihrend bei1 Kontrolltieren die Anzahl an Tregs 1m Blut zunahm_ konnte bei allen Therapien
eme Reduktion eine Abnahme beobachtet werden. Die Anzahl der MDSCs sowie der NK-
Zellen nahm 1m Verlauf m allen Therapiegruppen zu. Sowohl die anti-PD-L1-Monotherapie
als auch die Kombinationstherapie fiihrten zu einer Reduktion der B-Zellen Unter
Abemaciclib zeigte sich final ein vergleichbarer Effekt. Die Anzahl an CTLA-4" Zellen sank
zunéchst unter der Abemaciclibmonotherapie, nahm dann aber wieder zu. Durch die anti-PD-
L1-Monotherapie heB sich der umgekehrte Fall beobachten: Nach emem voriibergehenden
Anstieg kam es zu einer Abnahme der CTLA-4" Zellen. Unter der Kombinationtherapie nahm
die Anzahl kontinuierlich ab. Betrachtet man jedoch die Anzahl der PD-17 Zellen im Blut. so
sicht man einen Anstieg dieser durch die Kombinationstherapie. Auch bei den Monotherapien
war im Vergleich zum Therapiebeginn emn leichter Anstieg zu verzeichnen, der jedoch
geninger ausfillt, als be1 der Kontrollgruppe.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass alle Therapieansitze zu emer Reduktion der
immunsuppressiven Tregs sowie erschopften T-Zellen fithren. Ahnliche Befunde zeigten sich
auch ber der Untersuchung der Milzen (s. Abbildung 19). Die anti-PD-L1-Mono- und
Kombinationstherapie fithrten i gleicher Weise zu einer deutlichen Reduktion der Tregs.
Abemaciclib ingegen hatten keinen Einfluss auf die Anzahl an Tregs. Die MDSCs wurden
ausschlieBlich nach Kombinationsbehandlung vermehrt detektiert. Ebenso hatte keines der
Behandlungsschemata einen Einfluss auf die NK-Zellen. Dhe Anzahl der B-Zellen 1n der Milz
nahm unter Abemaciclibmono- und Kombinationstherapie ab, wihrend sie unter anti-PD-L1-
Behandlung zunahm De Expression der Immuncheckpoint-Molekiile vanierte auch mm der
Milz. Betrachtet man die Anzahl PD-17 Zellen, so zeigt sich eine Reduktion durch alle
Therapieansitze, msbesondere durch die Kombinationstherapie.
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Abbildung 19 | Immunphiinotypisierung der Milzen.

Final entnommene Milzen wurden phiénotypisiert und dwchflusszytometnisch untersucht. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil positiver Zellen. MW + Stabw; Kontrolle: n = 3; Isotyp: n = 5; Abema: n= 7-§; anti-PD-L.1:
n=>5-T; Kombi: n = 6; *p<0.05 (Abema vs. anti-FD-1L.1); Kmskal-Wallis (Dunn).

MDSCs: myelside Suppressorzellen; NK: natiirliche Killer

Diese Ergebmisse spiegeln sich gribtenteils auch i der Untersuchung der Tumore wider (s.
Abbildung 20). Mit Ausnahme der Behandlung mit Abemaciclib fithrten beide Therapien zu
emer Abnahme der Infiltration wvon Tregs in den Tumor. Dagegen stieg die Anzahl an
MDSCs vor allem durch die anti-PD-L1-Therapie im Tumor an. Alle Behandlungen fiihrten
zu einem Anstieg an B-Zellen und NK-Zellen, insbesondere durch die Monotherapien. Dhe
Untersuchung der Expression beider Immuncheckpoint-Molekiile wvarnerte je nach
Behandlung und je nach Molekiil Wihrend die Anzahl an CTLA-4" Zellen im Tumor nur
durch die anti-PD-L1-Therapie reduziert wurden,  hatte  ausschhieBlich die
Kombinationstherapie einen Einfluss auf PD-17 Zellen.
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Abbildung 20 | Immunphiinotypisierung der Tumore.

Final entnommene Twmore wurden phinotypisiert und duwrchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil positiver Zellen. MW + Stabw; Kontrolle: n = 3; Isotyp: n = 4; Abema: n = 3-4; anti- PD-L.1:
n=2-3 Kombi:n=4.

MDSCs: myelside Suppressorzellen; NK: natiirliche Killer

Anhand der Phianotypisitening =zeigt sich der mmmunstinulatorische FEinfluss der
Therapieansitze. Immunsupprimierende [mmunzellen wie Tregs konnten reduzert,
antitumorale Immunzellen wie NK-Zellen und B-Zellen, je nach Behandlung, induziert
werden. Es lieB sich ebenfalls eme Verdnderung des Expressionsmusters der

Immuncheckpomnt-Molekille nachweisen.

4.2.4. Immunfluoreszenz

Um den Emnflusses der unterschiedlichen Behandlungen auf das TME zu erfassen. wurden
Gefrierschmitte der gastromtestinalen Tumore mittels Immunfluoreszenzfirbung an einem
Laser-Scanming-Mikroskop untersucht Die Ergebmisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
Dabei fillt emne vermehrte T-Zell-Infiltration unter allen Therapieansitzen auf. AubBerdem
wurde eine Re-Expression von Interferon Regulatory Factor 5 (IRF5) beobachtet, die sowohl
durch die Abemaciclibmono- als auch durch die Kombinationstherapie induziert wurde. Eine
hohe IRF5-Expression wird als Charaktenistikum fiir die Polansierung proinflammatorischer

38



4. ERGEBNISSE | In vivo Analysen

MI1-Makrophagen angesehen. Eine zusitzliche Quantifizierung der weiteren Parameter 1st den
Abbildungen 22 und 23 zu entnehmen.

Regulatorische Tumor-assoziierte
T -Zellen IRF5* Zellen Granulozyten Makrophagen

CDiib GriPD-L1| EDEIE  F4/80

{05 CD4 D3 FEL IRFS
- . . .

anti-PD-1.1

Abemaciclib

- . - 1

Abbildung 21| Immunfluoreszenzmikroskopie gastrointestinaler Tumorpriparate von MIhT"
Miinsen.

Gastrointestinale Tumore wurden nach Therapie (Abemaciclib, anti-PD-L1, Kombinationstherapie) bzw.
Kontrolle (keine Intervention bzw. Isotyplkontrollantikdsper) mikvoskopisch untersucht Dargestellt sind
reprasentative immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in Originalvergrfierung 20x.

IRF3: interferon regulatery factor-3

Um die Infiltration durch die beiden T-Zell-Subtypen zu quantifizieren, wurden pro gefirbten
Tumor 2-3 Hauptgesichtsfelder ansgezihlt (s. Abbildung 22). Die Auswertung der Infiltration
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durch Tumor-assoziierte Makrophagen sowie durch regulatorische Granulozyten erfolgte
semiquantitatrv mittels emes Scormng-Systems (5. Abbildung 23).

Hinsichtlich der T-Helferzellen konnte durch alle drei Behandlungen eine verstirkte
Infiltration beobachtet werden, insbesondere unter der Kombinationstherapie. Dies war beim
Infiltrationsmuster der CTLs micht der Fall. Im Gegensatz dazu fithrten sowohl die
Abemaciclib- als auch die anti-PD-L1-Monotherapie zu emer gesteigerten CTL-Infiltration.
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Abbildung 22 | Quantitative Auswertung der Infiliration durch T-Zellen.

Gastrointestinale Tumorpriparate wurden mittels Immmmnfluoreszenz angefiirbt. Residuelle Tumore wurden nach
Therapie (Abemaciclib, anti-FD-1.1, Kombinationstherapie) bzw. Kontrolle (keine Intervention bazw.
Isotypkontrollantiktrper)  milroskopisch  uotersucht.  Dargestellt  ist die  Anzahl  positiver
ZellenHauptgesichtsfeld. MW + Stabw; Kontrolle: n = 3; Isotyp: n = 4; Abema: n = 6; anti-FD-L1: n = 4;
Eombi: n=5; *p<0,03, **p=<0,01; Ope-way ANOVA (Tuley post-hoc).

Betrachtet man das Infiltrationsmuster der Tumor-assozuierten Makrophagen und der
regulatorischen Granulozyten, so zeigt sich emne vemnngerte Infiltration unter allen drei
Behandlungen. Die Infiltration Tumor-assozuerter Makrophagen (TAM) nahm msbesondere
unter  Monotherapie, die  regulatorischer  Granulozyten — insbesondere  unter
Kombinationstherapie ab.
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Abbildung 23| Semiquantitative Aunswertung der Infiltration durch Tumor-assoziierte
Makrophagen und durch regulatorische Granulozyten.

Gastrointestinale Tumorpriparate wurden mittels Immmmnfluoreszenz angefiirbt. Residuelle Tumore wurden nach
Therapie (Abemaciclib, anti-FD-L1, Kombinationstherapie) bzw. Kontrolle (keine Intervention bazw.
Isotypkentrollantikorper) mikroskopisch untersucht. Dargestellt ist die emeichte Punldtzahl im Scoring (s.
Legende oben rechts). MW + Stabw; Kontrolle: n = 3-4; Isotyp: n = 3; Abema: n = 3-6; anti-PD-L1: n = 4;
Eombi: n=4-5; *p=0,03, **p<0,01; One-way ANOVA (Tuley post-hoc).

HPF: Hauptgesichtsfeld

Durch die beiden Monotherapien, msbesondere durch Abemacichb, konnte die Anzahl an
IRF5" infiltrierenden Zellen gesteigert werden. auch wenn dies nicht signifikant war. Im
kombinationstherapeutischen Ansatz war dieser Effekt gennger ausgepriigt (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24 | Quantitative Auswertung der Infiltration durch IRF5" Zellen.

Gastrointestinale Tumorpriparate wurden mittels Immmmnfluoreszenz angefiirbt. Residuelle Tumore wurden nach
Therapie (Abemaciclib, anti-FD-L1, Kombinationstherapie) bzw. Kontrolle (keine Intervention bazw.
Isotypkontrollantiktrper)  milroskopisch  uotersucht.  Dargestellt  ist die  Anzahl  positiver
ZellenHauptgesichtsfeld. MW + Stabw; Kontrolle: n = 4; Isotyp: n = 4; Abema: n = 6; anti-PD-L1: n = 4;
Kombi:n= 3.
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4.2.5. Histologische Untersuchung der Lebhern

Um den Einfluss der Therapien auf die Leber sowie eme eventuelle Hepatotoxizitit feststellen
zu kénnen, wurden histologische Leberpriparate (HE-gefarbt) mikroskopisch untersucht.

Abbildung 25 | HE-gefiirbte Leberpriiparate.

Lebergewebe wurde nach Entnahme lryokonserviert. Von diesem wurden Gefrierschnitte angeferfigt, mit
Methanol fixiert und einer HE-Farbung unterzogen. Anschliefiend erfolgte die Digitalisierung am Slide Scanner.
Dargestellt sind reprasentative Anfnahmen in Onginalvergroferung 20x.

HE: Hamatoxylin-Eosin

Wie 1n Abbildung 25 zu sehen ist, zeigten sich in den Lebem sowohl der Abemaciclib- als
auch der anti-PD-L1-Gruppen massive fokale lymphozytire Infiltrate (mut Pfeilen markiert).
Dies konnte ber den Lebern der Kombinationstherapie nicht beobachtet werden
Demgegeniiber wurden hier fokale Nekrosen detektiert.
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4.2.6. Fragmentlingenanalvse

Mit dem gewomnnenen Tumorgewebe wurden Fragmentlingenanalysen durchgefithet, um zum
emen eme MSI der Tumore, vor allem i micht-kodierenden MS (ncMS)-Markem,
nachzuweisen und zum anderen, um potentielle diagnostische murnne kodierende MS (cMS)-
Marker identifizieren zu kénnen Hierzu wurde aus dem Tumorgewebe gDNA 1soliert und
eme PCR durchgefithrt Da in Vorstudien der Einfluss einer anti-PD-L1-Therapie auf die
Mutationsfrequenzen der MS-Marker bereits ausfithrlich untersucht wurde [101-103].
erfolgte hier eine nihere Betrachtung der Abemaciclib- und Kombinationsgruppe.

4.2.6.1. Untersuchung nicht-kodierender Mikrosatelitten

Die Bestimmung der Mutationsfrequenzen der ncMS-Marker bestitigte, dass MIhI" Tumore
unabhingig von der Versuchsgruppe eme hochgradige MSI aufiweisen (s. 8.2_; Abbildung 29).
Die durchschmttliche Mutationsfrequenz aller mcht-kodierenden Marker lag ber 90.2 % und
erfiillt somit eindeutig die Kntemen emer MSI-H Zu den Markern mit der héchsten
Mutationshaufigkeit von 100 % zihlen Bat30, Bat26, DIMit79, 124372 sowie AC096777.
Die medngste Mutationsfrequenz von 60 % wurde ber dem Dinukleotidmarker DJiMit03
festgestellt. Be1 den Mutationen handelte es sich m der Regel um Deletionen. In Abbildung 26
sind repriasentative Elektropherogramme ausgewihlter Marker dargestellt.

BAT26 BAT30 ACO96777

wi wi wi 1

Abbildung 26 | Elektropherogramm der Fragmentlingenanalyse der MIhJ* Tumore.
Eeprisentative Darstellung der ncMS-Marker Bat?6, Bat30 sowie AC096777. Der entsprechende Wildtyp der

Genabschnitte {(oben) ist den mutierten Genabschnitten des MIhI™ Gewebes (unten) gegeniibergestellt.
wi: Wildtyp, -: Deletion; neMS: nicht-kodierends Mikrosatelitten
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4.2.6.2. Untersuchung kodierender Mikrosatelitten

Um potentielle diagnostische MS-Marker zu identifizieren und den Einfluss der
unterschiedlichen Therapien auf die Mutationsfrequenzen zu untersuchen, wurden zusétzlich
cMS-Marker untersucht (s. 8.2; Abbildung 30). In den Tumoren der Kontrolltiere zeigte sich
fiir den Marker Lig4 emne erhihte Mutationshaufigkeit, die unter beiden Therapien nicht mehr
nachweisbar war. Die Marker Mdm_2, Neapd? und Tmem60 zeigten ausschlieBlich bei den ot
Abemaciclib behandelten Tumoren wermehrte Mutationen Emne Reihe weiterer Gene
erwarben 1m Verlauf der Therapie Mutationen (Spen, SDCCAGI, Rasal? und DNAJC?Z). Die
Marker ERCCY sowie Kenmal wiesen je nach Versuchsgruppe unterschiedliche
Mutationsfrequenzenanf

4.2.7. Expressionslevel der Gene Myc und Mxd4
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Abbildung 27 | Expressionslevel der Gene Myc und Mxd{ im Tumorgewebe.

Tumor-BNA wurde aus Kryostatschnitten isoliert und es wurde eine ﬂgrR durchgefiihrt. Die relative
Quantifizierung erfolgte nach der AACT-Methode. Die Werte sind als 2©  + Stabw angegeben n = 3
Manse/Gruppe; ****p<0.0001; ***p=0.001; *p<003; #p < 005 v Konfrolle; #H5Ep<0.0001 vs.
Eontrolle. Two-way ANOVA (Tukey post-hoc).

Zur Untersuchung der Expressionslevel ausgewihlter Gene wurde Tumor-RNA isoliert,
amplifiziert und quantifiziert. Abbildung 27 zeigt die Ergebmisse fiir die Gene Myc sowie
Mxd4. In beiden Fillen zeigte sich in der Abemaciclibgruppe ein signifikant erhéhtes
Expressionslevel. Unter der Kombinationstherapie war dieser Effekt nicht zu beobachten. Dhe
anti-PD-L1-Therapie konnte mur fir Mxd4 emen leichten Expressionsanstieg induzieren



5. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Dissertaton war es. immunmodulatorische Eigenschaften
unterschiedlicher CDEIs zuniichst in vitre zu untersuchen, um nachfolgend eine priklimsche
Kombinationstherapie mit Immuncheckpomnt-Inhibition in vive durchzufithren Hierfiir
wurden MIh1™ Zelllinien den unterschiedlichen CDKIs exponiert und deren Einfluss nzher
charakterisiert.

5.1. CDKI-Finfluss auf murine dMMR-Tumeorzellen

Aufgrund der hohen Immunogenitit von dMMR-assozuerten Tumoren zeigen ICIs bei diesem
Patientenkollektiv emne deutlich hhere Wirksamkeit als bet MSS-Tumoren [77]. So zeigten
Le et al., dass Patienten mit einem dMME/MSI-H-CE.C eine Ansprechrate von 40 % auf den
anti-PD-1-Inhibitor Pembrolizumab haben wihrend Patienten ohne dMMR gar mcht
ansprachen. Dhes konnte durch weitere Studien bestitigt werden, wobeir die ICI-Therapie
tetlweise sogar emner Standard-Chemotherapie iiberlegen war [104-107]. Weitere IClIs,
darunter auch der anti-PD-L1-Antikérper Atezolizumab, befinden sich i klinischen Studien,
deren Ergebmisse noch ausstehend sind [108-110]. Dennoch besteht ein dnngender Bedarf,
die Effektivitit emer ICI-basierten Therapie zu erhdhen, da das therapeutische Ansprechen
aufgrund von intrimsischen und extninsischen Resistenzmechamismen hmmtiert 1st. In dem hier
gewihlten expennmentellen Ansatz wurde versucht, dies durch eine Kombination mt den
ebenfalls immunmodulatonisch witkenden CDKIs zu erreichen. Die bishenge Zulassung von
CDKIs st auf spezifische Subtypen des Mammakarzmoms beschrinkt Auch zur Wirksamkest
von CDKIs an AMME/MSI-Tumorzellen hefert die aktuelle Studienlage kaum Daten Im Jahr
2021 wurde gezeigt, dass MSI-H-Zellen eines Magenkarzinom sensitiv gegeniiber
Abemaciclib sind [111]. Studien, in denen explizit verschiedene CDKIs untersucht wurden,
konnten nach umfassender Recherche nicht gefunden werden Daraus ergab sich die
Notwendigkeit, vor Beginn der in vive Applikation, in vitre Testungen an Tumorzelllimen
vorzunehmen_ die aus MTh]™~ Gewebe etabliert wurden [50]. Anhand der Ergebnisse lieB sich
eine Immunmodulation durch CDKIs, welche fiir diverse andere Entitiiten bereits beschrieben
wurde, auch fiir die mer untersuchten dMMRE -assoziierten Tumore bestitigen [87, 112, 113].
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5.1.1. Induzierbarkeit eines Zellzvklusarrest

In emem ersten Ansatz wurden Zellzyklusanalysen nach 48-stiindiger Behandlung mat CDKIs
durchgefiihrt. Diese bestitigten die effektive CDK-Blockade und den damit verbundenen
Zellzyklusarrest, wenn auch in unterschiedlichen Zellzyklusphasen und 1 unterschiedlichem
Ausmal.
Die Ergebmisse der Behandlung mit den Multi- und Pan-Inhibitoren Dinaciclib und THZ1
spiegeln die nicht-selektive Inhibition durch diese Substanzen wider. Be1 der Zelllime MInr"
A7450 T1 M1 wurde durch beide CDKIs ein S-Phasenarrest induziert. Ahnliches zeigte sich
unter Dinaciclib auch fiir die Linie MIhI™™ 328 und insbesondere fiir die MIhI™™ 1351. Bei
letzterer fithrte THZ1 lingegen zu einem Arrest in der G1-Phase. Das heterogene Ansprechen
wird ebenfalls in der Literatur beschneben [114]. Obwohl THZ1 zunichst als selektiver
CDE/-Inhibitor beschrieben wurde, komnte festgestellt werden, dass es auch Aquipotent
CDK12/13 hemmt Dies ist auf die strukturelle Ahnlichkeit der CDKs12/13 zu CDK7
zuriickzufiihren, welche analog positiomerte Cystemnreste am C-Termmous und somit
Bindungsstellen besitzen [115-117]. Die durch Dinacichib mduzierten unterschiedlich
ausgeprigten Phasenarreste sind ebenfalls mm dem micht-selektiven Wirtkmechanismus der
Substanz begriindet. Parry ef al. konnten zeigen, dass Dinacichb CDK?2? am wirksamsten
mhibiert, zusitzlich aber auch weitere CDKs hemmt [118]. Dies erklirt den in unserer Studie
beobachteten S-Phasenarrest: CDE2/Cyclin A hat gememsam mit CDEK1/Cyclin B eine
essenticlle Bedeutung sowohl fiir den Eantnitt als auch fiir das Fortschreiten der 5-Phase [119].
Auch wenn die von Parry et al. verwendete Dinaciclib-Konzentration zum Erreichen des S-
Phasenarrests (0,125 pmoll) mmt der hier verwendeten Konzentration (0.1 pmol/1)
vergleichbar 1st, muss dennoch daranf hingewiesenwerden, dass in der beschnebenen Studie
Ovanalkarzinomzellen verwendet wurden. Mit steigender Konzentration wurde zunehmend
ein G1- oder G2-Arrest als Hinweis auf emne effektivere CDK1/9-Inhibition beobachtet. Auch
wenn sich damit der durch Dinacichib mduzierte Zellzyklusarrest erkliren ldsst, so sollte
dieser dennoch. insbesondere in der iiberproportionalen Ausprigung bei der Linie MIhI™
1351, kntisch betrachtet werden. So kann die durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse
nicht exakt zwischen der spiten Gl- und der frithen S-Phase unterscheiden [120]. Diese
Problematik kénnte durch Zugabe des Nukleosidanalogons Bromodesoxyundin, welches
die DNA embaut wird, umgangen werden und somut eine prizisere Aussage zur 5-Phase
getroffen werden.
Bei der Zelllinie MIhI™ 1351 induzierte Palbociclib einen G1-Arrest, wihrend Abemaciclib
zu emnem S-Phasenarrest fithrte. Dheser Sachverhalt lasst sich méglicherweise ebenfalls durch
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die oben beschniebene Problematik der Differenzierung zwischen spéter G1- und frither S-
Phase erkliren Bei der Zelllinie MThi™ A7450 T1 M1 kam es zum charakteristischen G1-
Arrest unter Abemaciclib, wohingegen Palbociclib kanm einen Effekt hatte. Dhes 1st auf die
geningere Wirksamkeit von  Palbociclib  hinsichtlich der Hemmuong won CDE4
zuriickzufithren Auch in der Literatur sind keine oder nur mummale Gl-Armeste durch
Palbociclib beschrieben [121-125] Die Linie MIhI™™ 328 zeigte ein deutlich geringeres
Ansprechen auf die CDKI-Behandlungen. Nur Dinaciclib konnte emen Phasenarrest
induzieren.

Neben der Interpretation der Ergebmisse auf zellulirer Ebene, sind auch techmische und
methodische Limitationen der Zellzyklusanalyse zu beriicksichtigen So wurde m der
durchgefithrten Analyse nur emn emziger Zeitpunkt betrachtet. Dies erlaubt keine Aussagen
iiber die Kinetik, wie zB. die Dauver der einzelnen Zyklen Dariiber hinaus kann durch die
Durchflusszytometrie nicht immer zwischen der G2- und der M-Phase unterschieden werden,
da Zellkerne beider Phasen iiber dieselbe DNA-Menge verfiigen. Zur Abgrenzung von Zellen
in der M-Phase kénnte em Antikérper gegen Phospho-Histon-H3 eingesetzt werden, da dieses
ausschlieBlich wihrend der Mitose phosphorylhiert wird [126, 127]. Dhes wiirde eine genauere
Unterscheidung zwischen G2- und M-Phase erméglichen.

5.1.2. Einfluss auf die Abundanz der Immuncheckpoint-Molekiile

Immuncheckpomt-Molekille witken immunsuppressivn und verhindem somit eine
zielgenichtete Immumantwort gegen Tumorzellen FEin alternativer Weg st die
pharmakologische Steigerung der Immuncheckpomt-Expression, um die Effektratit einer
nachfolgenden oder simmltanen Blockade zu ethéhen. Dies wurde mn verschiedenen Arbeiten
fiir exmge der hier verwendeten CDKIs gezeigt [128]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die
Induktion von Immuncheckpomnt-Molekiilen durch CDKIs auch in vitro bestitigt werden.
Wihrend beir den epithehalen Limen nur marginale Unterschiede detektiert wurden, zeigte
sich bei1 der Lymphomzelllime eine deutliche Expressionssteigerung. Es i1st noch mcht
abschlieBend geklirt, ob die Hochregulation von Immuncheckpoint-Molekiilen iiber direkte
Mechamsmen induziert wird, oder als Reaktion auf die Emzeugung eines
proinflammatorischen TMEs auftritt. Im letzteren Fall bedarf es der Interaktion von Tumor-
und Immunzellen Das kénnte erkliren, warum die epithehalen Zellen in der Monokultur
keine verdnderten Expressionsprofile zeigten, sondern ausschlieBlich 1im Ko-Kulturansatz
nach Zugabe von pan-Leukozyten Lediglich fiir PD-L1 postulieren Zhang et al. emen

direkten Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und einer CDE4/6-Inlubition. der
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durch emen CULLIN3/SPOP-Ubiquitin-E3-Ligase-abhingigen, proteasomal-vermittelten
Abbau erklart wird [92]. Zhang et al. konnten diesen Zusammenhang in vive nachweisen,
dieser Effekt konnte in der vorhegenden Arbeit durch emne CDK4/6-Inhibition nicht bestatigt
werden. Bei der Limie MIhI™ 1351 hatten die CDKIs den stirksten Einfluss auf die
Expression von CTLA-4- und PD-1. Es 1st schon seit lingerem bekannt, dass CTLA-4 auch
von emigen Tumoren, darunter dem CRC, exprimmert wird. CTLA-4 liegt intrazelluldr in
Lysosomen vor und wird, nach erfolgter T-Zellaktivierung, an die Zelloberfliche transloziert
[129-132]. Aktivierte T-Zellen induzieren CTLA-4 auf Tumorzellen Dies erklirt die
vermehrte Abundanz von CTLA-4 in der Ko-Kultur. Im Gegensatz dazu wurde PD-L1
weniger stark induziert. Dies 1st vermtlich auf die hohe basale Expression zurickzufiihren.
Entsprechendes gilt fir MHC-I. Fiir die CDK4/6-Inhibitoren sind iiberemnstimmende Befunde
in der Literatur beschrieben [88, 89, 133]. Allerdings 1st noch nicht bekannt, ob MHC-I direkt
durch die CDK-Inhibition oder IFN-vermittelt induziert wird. Sowohl fiir Dinaciclib als auch
fiir THZ1 hegen wemger Daten zur MHC-I-Induktion wvor. Schénwilder ef al
untersuchtenden den Einfluss von Dinacicib an Kopf-Hals-Tumorzellen und konnten
ebenfalls eine Hochregulation feststellen [114]. Gleiches konnte auch durch Zhang et al
gezeigt werden [134].

Insgesamt imphzieren die Ergebmisse emnen mmmmunmodulatorischen Effekt der CDEK-
Inhibition, welche msbesondere i Anwesenheit von Immunzellen deutlich ausgeprigt ist.
Auch andere Arbeiten bestitigen die Induktion von Immuncheckpoimnt-Molekillen entweder
durch eine vermehrte Immunantwort oder durch intnnsische, (epi-) genetische Verdnderungen
der Tumorzellen. Eine Differenzierung der PD-L1-Positivatit 1st insofem essentiell, als dass
die immunologisch bedingte Hochregulation die beste Voraussetzung fiir eme erfolgreiche
Immuntherapie darstellt. Dhes spiegelt sich auch 1 der immunologischen Klassifizierung von
Tumoren wider. Um Patienten hinsichtlich ihrer Ansprechrate perspektivisch zu beurteilen,
kénnen thre Tumore den Typen I-IV zugeordnet werden [135-137]. Wiihrend Typ I-Tumore
(PD-L1” TIL") in der Regel ein gutes Ansprechen zeigen. sind Typ III-Tumore (PD-L1" TIL")
trotz hoher PD-L1-Expression oftmals resistent gegeniiber ICI-Therapien. Dhes zeigt, dass
eme immunologische Induktion der Immuncheckpoint-Expression zwingend erforderlich 1st.

5.1.3. Induzierbarkeit von apoptotischem und nekrotischem Zelltod

Werden Zellen zytotoxischen Substanzen ausgesetzt und es kommt zum Zelltod. st hiufig
Nekrose oder Apoptose die Folge. In dieser Arbeit konnten beide Formen als Folge der

CDEI-Behandlung nachgewiesen werden Ihes ist mmsofern von Relevanz, als dass wiele
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dMMR-assoziierte Tumore mtrinsisch resistent gegeniiber 5-FU sind. Komponenten eines
funktionierenden MMR-Systems binden an 5-FU und bauen es in die DNA e, wodurch
normalerweise der Zelltod, hiufig in Form der Apoptose, induziert wird [138-140]. Liegt eine
dMMRE. wvor, so 1st dies mnicht mehr médghch In der Konsequenz fithren die
Standardtherapeutika micht zum apoptotischen Zelltod. In der vorliegenden Studie wurde,
neben der Apoptose, auch Nekrose durch CDEIs induziert. Nekrose ist charaktensiert durch
den Verlust der Intergntit der Plasmamembran, wodurch intrazellulire Bestandteile wie
Proteme und Nukleinsiuren fre1 werden und emne Entziindungsreaktion ausldsen. In den luer
verwendeten Zelllimen wurde eine NMNekrose pnmér durch Abemaciclib und Dinacichib
induziert. Dies bestitigt die 1m Vergleich zu THZ-1 héhere Zytotoxizitit. Ber der Apoptose
kommt es zur Reduktion des Zellvolumens, zur Fragmentierung des Zellkerns und zur
Bildung von membranumbhiillten Apoptosekdrpern, wober die Integntit der Plasmamembran
erhalten bleibt und immunologische BReaktionen schwicher ausfallen [141, 142]. Dhe
Apoptose verlauft multifaktoniell Fiar Dinaciclib wnd THZ1 komnte ein direkter
Zusammenhang zwischen der Apoptoseinduktion und der Hemmung der Phosphorylierung
der RINA Polymerase II festgestellt werden Dhes hat wiedermum zur Folge, dass die
Expression antiapoptotischer Transkriptionsfaktoren und Proteine wie MYC und MCL-1
vemmngert wird [143—148]. Dheser apoptotische Effekt beschrinkt sich allerdings micht nur auf
maligne Zellen und erklért mnsbesondere fiir Dinaciclib einen Teil des Nebenwirkungsprofils,
zu welchem pnmir die Neutropeme gehort. Neutrophile Granulozyten exprimieren
ausschlieBlich die CDKs 3, 7 und 9 und sind damit direkte Zielstrukturen von Dinaciclib. Dies
erhoht das Risiko emner febnlen Neutropenie [149-151].

Die Apoptoseinduktion durch Abemacichb umfasst va. die Unterdrickung des mTOR-
Signalweges, die Aktivierung des Hippo-Signalweges, sowie die Induktion des
Tumorsuppressorproteins p33. P33 aktiviert Gene, weche fiir pro-apoptotische Proteine wie
Bax, Fas oder IGF-BP3 kodieren. Neben der Apoptose sind fiir Abemaciclib wettere Arten
des Zelltodes beschnieben. Dhese umfassen die Seneszenz. die pri-apoptotische Bildung von
Autophagosomen und die Methuosis [152, 154-160].

Im Gegensatz zur Apoptose, wird die Nekrose hiufig im Zusammenhang mit der Induktion
antitumoraler Inmumantworten beschneben, v.a. iiber die Sekretion von HMGBI1. Dhes fithrt
zur Reifung von DCs und deren Migration in das TME sowie zur Aktivierung naiver T-Zellen
[161]
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5.1.4. Induzierbarkeit von immunogenem Zelltod

Eine weitere Form des Zelltodes, welche emne Immunreaktion auslést. 1st der immunogene
Zelltod (ICD). Dheser konnte fiir alle Substanzen nachgewiesen werden. Der ICD stellt emne
weittere Form der Apoptose dar, wobe1 CalR emer der wichtigsten Induktoren 1st. CalR. ist emn
im Lumen des Endo- und Sarkoplasmatischen Retikulums (ER/SR) lokalisiertes Protein, das
maBgeblich an der Elimination apoptotischer Zellen durch ICD beteiligt 1st [162, 163]. Durch
ICD kann eine effektive antitumorale Immunogemtit mituert werden, die schlieBlich zur
Entwicklung einer protektiven Immumtit beitrfigt.  Anthrazykline, Oxaliplatin
Cyclophosphamid und Bleomycin, aber auch die Strahlentherapie, sind m der Lage, durch
Induktion von ER-Stress sowie durch Uberproduktion von reaktiven Sauerstoffspezies, emne
CalR-Translokation zu induzieren. Transloziertes CalR kann an den CD91-Rezeptor von DCs
binden und deren Reifung mitiieren [7-10]. Klinisch ist eine erhéhte CalR-Translokation
bemm CRC (Stadium ITB) mut einer erhohten T-Zell-Infiltration assozuert [164-166]. Die
Fihigkeit von CDKls, ein promnflammatorisches TME zu fordern, wird auch durch CalR
unterstitzt. In den verwendeten dMMR-Zelllimen konnte durch alle CDKIs eme vermehrte
CalR-Translokation induziert werden. Dabei war Dinaciclib in Ubereinstimmung nut der
Literatur der potenteste CalR-Induktor [91, 114]. Auch Abemacichib mnduzierte ICD, im
Gegensatz zu Palbociclib und THZ1, die den CalR-Anteil vergleichsweise nur genngfiigig
erhéhten.

Femer wurde kiirzlich auch die Funktion von sezemiertem CalR. beschrieben, welche
interessanterweise emen gegenteiligen Effekt hat und durch Suppression der Phagozytose
stertbender Tumorzellen immunsuppressiv wirkt. Eine simultane Messung beider CalR-
Formen kénnte zukiinftig eine erkenntmisreiche Erwerterung der Methoden darstellen

Als weiterer Schlisselmechamsmus des ICDs wurde auch die Inhibition der
Phosphorylierung des Transknptionsfaktors p73 durch CDKIs identifiziert [167, 168]. Dieser
Funktionsmechamsmus kiinnte auch hier zur dazu beitragen, dass die Lymphomzelllime eine
ausgeprigtere CalR.-Translokation aufiwies.

5.1.5. Interpretation der zelllinienspezifischen Ergebnisse

Das zelllimenspezifische Ansprechen beruht zum einen darauf, dass zwei epitheliale und emne
himatologische Zelllinie mn die Untersuchungen emngeschlossen wurden, zum anderen auf der
vermutlich besseren Wirtksamkert von CDKIs gegeniiber himatologischen Neoplasien [153,
169]. Dhes ist bedingt durch die hohe Expression von CDK6 bei himatologischen Neoplasien,
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darunter auch T-Zell-Lymphome. Zusitzlich zeigen die MIhI” Tumore einen auBerst
heterogenen Phénotyp sowie stark voneinander abweichende Mutationsprofile. Dies
reflektiert die molekulare Heterogemtit dMIMPB-assoziierter Tumore. Binder ef al. haben
dMMR -assozierte CRC-Proben 1in zwe1 Subtypen eingeteilt: G1 (= hohe Mutationslast sowie
eme starke Immunreaktion) und G2 (= wemger mmmunogenes TME). Auch fiir die
verwendeten epithelialen Zelllimen konnte 1 Vorstudien nachgewiesen werden, dass es sich
bei MIhI™ A7450 T1 M1 um einen immunogenen Typ handelt, wihrend MIhI™ 328 den
wenig-immunogenen Subtyp darstellt [170-175].
Bereits der Ursprungstumor der Linie MIhI™ A7450 T1 M1 zeigte nach Entnahme 4-mal so
wviele TILs wie der 328 Tumor. Aus den etablierten Zelllimen wurden Lysate hergestellt und
in vivo an MIhI"" Mausen als Vakzine appliziert. In beiden Studien konnte die MTh1™" A7450-
basierte Vakzine eme antitumorale Immunantwort induzieren und fithrte somit zu emnem
verlingerten Uberleben, wihrend die MIhI™" 328-basierte Vakzine keinen oder nur einen
minimalen Einfluss auf Immunaktivierung und Uberleben hatte. Dies erscheint zundchst
kontraintuitiv wenn man bedenkt, dass die Linie M7hl™ 328 als ultrahypermutiert (167
Mutationen/Mb) und die Linie MIh1™ A7450 T1 M1 als hypermutiert (27 Mutationen/Mb)
charaktenisiert wurde [50]. Obwohl grundsétzlich angenommen wird, dass mmt steigender
Mutationslast auch die Menge an Neoantigenen und somit die Immunogemtit von Tumoren
zummmt, so konnte emme Vorstudie unserer Arbertsgruppe aufzeigen, dass die
Neoantigenqualitit, nicht die —quantitit, pridiktiv fir den Therapieerfolg 1st [173]. Dheses
Phanomen ldsst sich auch m der Klimk becobachten [176]: In einem Fallbericht emer 19-
jihnigen CMMR-D-Patientin wurde emne adjuvante duale ICI-Therapie aufgrund eines
anaplastischen Astrozytoms angewandt. Diese fithrte zu einem progressionsfreien Intervall
von 20 Monaten, obwohl der Tumor der Patientin eine genne Mutationslast aufiwies (8
Mutationen/Mb).
Betrachtet man die durch Gladbach et al. dargelegten Mutationsprofile der drer Zelllimen, so
lassen sich drei Mutationen ausmachen, die spezifisch firr die Linie MThI™" 328 sind und nur
bei dieser festgestellt werden konnten [50]: IDHI, MIER3, sowie KRAS. Diese Mutationen
erkliren das aggressive Wachstumsmuster der Zelllime und eventuell sogar emne Resistenz
gegeniiber CDKls.
IDHI-Mutationen kommen hionfig vor, sind jedoch pnmir mmt medng-gradigen Gliomen
assoziiert. Obwohl IDH-mutierte Gliome allgemein eine bessere Prognose haben, 1st fiir IDH-
mutierte Gliome, denen eme dMME. zugrunde liegt, das Gegenteil der Fall Diese Patienten
zeigen emnen besonders aggressiven und unginstigen Krankheitsverlauf Auch wenn es sich
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hietber um Gliome und nmicht um gastromntestinale Tumore handelt, 1st diese Eigenschaft
woméglich auf die Zelllinie MTh]™ 328 iibertragbar.

Die genaue Funktion von MIER3 ist noch micht vollstandig erforscht. Es wird aber vermutet,
dass es insbesondere beim CRC als Tumorsuppressor wirkt und Zellproliferation, -mmgration
und -invasion mnhibiert. Vice versa tragen Mutationen zur CRC-Entwicklung sowie zu einem
Progress be1 [177-179].

Ungefibr 20 % aller Malignome tragen eine KRAS-Mutation Diese i1st sowohl mmt emer
schlechteren Prognose als auch mit erworbener Therapieresistenz assozuert. Vemmutet wird
auch, dass KR4S Mutationen an der Entstehung von CDKI-Resistenzen beteiligt sind [180—
183]. KRAS-mutierte Zellen zeigten eine erhdhte Expression von CDK6. Cyclin D1/CCND1
und D3 und Cyclin E., wodurch das RB-Protemn phosphoryliert werden kann und kein G1-
Agrest mmtuert wird [183—-185]. Haines ef al. vermuten dariiber hinaus, dass die KRAS-
Mutations-assozuierte CDE6-Expression die Transknption des FGFR-Liganden bFGF
induziert. Durch die Sekretion des Liganden kommt es zur autokrnen Aktivierung des
Rezeptors, mit der emne weitere Aktivierung des MEK-ERK1/2-Signalweges emnhergeht und
es somit zu einer sich selbst verstirkenden Resistenz kommt [186]

Das heterogene Ansprechen der Zelllimen veranschaulicht die Notwendigkeit von
personalisierter Medizin in der modemen Onkologie; micht nur fiir Patienten nuit dMMR-
Tumoren, sondemn allgemein be1 der Anwendung zielgenichteter (Immun-) Therapien
Insgesamt zeigen die Ergebmisse der in vitro Analysen das Potential der CDKIs, das Immun-
system zu stimmlieren und damit emne antitumorale Antwort zu mitneren. Um diese Befunde
zu verifizieren und das Anwendungsgebiet der CDKIs méglhicherweise auf immunogene Tu-
more auszuweiten, wurde Abemaciclib auch in vive emgesetzt. Dabe1 besitzt msbesondere
Abemaciclib ein hohes translationales Potential Voruntersuchungen haben iiberdies gezeigt,
Abemaciclib neben CDK4/6 auch CDK9 inhibieren kann und emne CDKO9-Inhibition in vive
fiir eine ICI-Therapie sensitiviert [134, 187]. Die dariiber hinaus nachgewiesene Hochregula-
tion von PD-L1 (s. 1.2.3.1.) macht Abemaciclib zu einem wielversprechenden Kombinations-
partner fiir die ant1-PD-L1-Therapie in vivo.
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5.2. CDK4/6-Blockade als Alternative zur Immuncheckpoint-Inhibition

Im Rahmen der in wive Therapieversuche sollte untersucht werden. ob emne
Kombinationstherapie mit Abemaciclib und anti-PD-L1 einen Uberlebensvorteil gegeniiber
der jeweiligen Monotherapie erzielt. Uberraschenderweise zeigte sich eine Uberlegenheit der
Monotherapie mut Abemaciclib 1m Vergleich zu emner Immuncheckpomnt-Inhibition, sowie
eme Gleichwertigkeit im Vergleich zur Kombinationstherapie. Dies war vor allem auf emne
Stimulation des Immunsystems durch die CDKI-Behandlung zuriickzufiihren.

5.2.1. Reduzertes Tumorwachstum und verlingertes Gesamtiiberleben

In emner vorangegangenen Studie der eigenen Arbeitsgruppe wurde der hier gewihlte anti-PD-
L1-Therapicansatz (insgesamt drer Applikationen a 2.5 mg'kg KG alle zweir Wochen)
etabliert [101]. Das dadurch erreichte mediane Gesamtiiberleben betrug 9.2 Wochen, welches
sich hier mit einem medianen Uberleben von 9.0 Wochen reproduzieren lieB und somut die
Reliabilitiit der Ergebnisse bestitigt In den PET/CT-Ergebmissen der Vorstudie zeigte sich
mnnerhalb der anti-PD-L1-Gruppe keine signifikante Tumorreduktion im Vergleich zum
Therapiebeginn, was hier ebenfalls der Fall war. Dhes st auf emn individuelles
Therapieansprechen zuriickzufithren, charaktenisiert durch Krankhettsstabilisierung bzw.
partielle Remission in emmigen Fillen, sowie Progredienz in anderen Fillen (s. Abbildung 18).
Dieses Phinomen wird hiufig auch 1m klmischen Alltag n der imtialen Phase einer ICT-
Therapie beobachtet und als Pseudoprogress bezeichnet [188]. Dementsprechend lassen sich
die hier genenerten heterogenen PET/CT-Ergebmisse dieser Versuchsgruppe erkliren Im
Gegensatz zur konventionellen Strahlen- oder Chemotherapie dient be1 der ICI-Therapie micht
die Tumormasse selbst als pnméires Therapieziel, sondern das Immunsystem, um antitumorale
Immunantworten zu reaktivieren. Folglich resultieren oftmals atypische Ansprechmuster. Fiir
bishenge Zytostattka wird das Therapieansprechen solder Raumforderungen auf
bildmorphologischer Ebene anhand der response evaluation crniteria 1n sohd tumors (RECIST)
-Knitenien der WHO evaluert. Diese definieren das Therapieansprechen, 1m Sinne eimer Voll-
oder Partialrenmssion, als Tumorreduktion innerhalb von vier Wochen nach Therapiebeginn,
wobe1 eine frilhe Zunahme des Tumorvolumens um 20 % als Progress klassifiziert wird. Im
Gegensatz dazu wurde unter Immuntherapie vermehrt eine stagnierende TumorgréBe, wenn
micht sogar ein imtialer Progress. beobachtet, bevor laut der RECIST-Kntemen ein
Therapicansprechen vorlag [189-191]. Es wird angenommen dass die konventionellen
Kntenien aus diesen Griinden micht auf die ICI-Therapie iibertragbar sind. Im Fahmen einer
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Immuncheckpomt-Inhibition entspricht emn Progress zu Beginn der Behandlung, anders als
unter Chemotherapie, micht immer einem Therapieversagen, weshalb modifizerte
immunabhingige Kntenien (immune-related response criteria) etabliet wurden. Im
Wesentlichen werden zwei Hypothesen fiir den imitialen Pseudoprogress diskutiert. Man
mmmt an dass es sich entweder um ein tatsiichliches Wachstum des Tumors handelt, bis eine
adiquate Immmumantwort emreicht wird, oder aber es handelt sich um eme transiente
Immunzellinfiltration mit oder ohne Odem. was zu einer radiologischen VergroBerung der
Lision fithrt. Studien vermuten sogar eine positive Korrelation zwischen Pseudoprogress
unter [CI-Gabe und einem verbesserten Gesamtiiberleben [192-196].

Der Uberlebensvorteil durch die Abemaciclibtherapie spiegelt sich auch m der
bildmorphologischen Tumorreduktion wider. Dies wurde bereits in klimischen Studien an
Mammakarzinompatienten beobachtet. Im der MONARCH 3-Phase III Studie wurden
Mammakarzinompatienten in zwei Ammen therapiert [197]: eine Gruppe ethielt Tamoxifen i
Kombination mit Abemaciclib, die zweite erluelt Tamoxifen nut einem Placebo. Hierbei
zeigte die Abemaciclibgruppe ein signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben. Das
Therapieansprechen. gemessen an der Tumorreduktion, betrug ber der Abemacichibgruppe
61% wvs. 45.5% ber der Placebogruppe, wobei Abemaciclib nach 24 Zyklen eine
Tumorreduktion um 73 % induzerte. Auch 1n Kombination mmt Fulvestrant zeigt sich unter
Abemaciclibtherapie in der Bildgebung sowohl emne Tumor- als auch Lymphknotenreduktion
[198]. Dhese Resultate klimischer Studien sind verembar mat unseren PET/CT-Ergebnissen,
die eme Tumomeduktion um 51 % durch Abemacichb zeigten allerdings nur mm
monotherapeutischen Ansatz. In einer weiteren Phase-II-Studie, MONARCH 1. wurde
Abemaciclib als Monotherapeutikum beim metastasierten Mammakarzinom emgesetzt. Das
Therapieansprechen lag be1 20 %, was dem Therapieansprechen der Standardchemotherapie
dieser Patientenkohorte entspricht Dies fithrte zur Zulassung von Abemaciclib als
Monotherapeutikum beim Mammakarzinom durch die FDA [199-201].

In emer interessanten Studie aus 2018 haben Schaer et al. ebenfalls Abemaciclibmono- und
Kombinationstherapien mit anti-PD-L1-Antikérpemn in vivo untersucht [88]. Hierber wurden
MMER-profiziente CT26-CRC-Zellen 1n M&use implantiert. Finf Tage nach Transplantation
wurden die Therapeutika in unterschuedlichen Applikationsschemata verabreicht. Auch wenn
em anderes Mausmodell verwendet wurde, ist zumindest emn eingeschrinkter Vergleich zu
unseren Ergebnissen mdéglich. Erwdhnenswert 1st hier vor allem die Tatsache, dass die
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Kombinationstherapie auch be1 Schaer ef al. emne Lebensverlingerung um das 3.5-fache 1m
Vergleich zu unbehandelten Kontrollmiusen erzielt hat. Grobe Unterschiede zeigen sich
allerdings bei Betrachtung der Monotherapien Wihrend die anti-PD-L1-Therapie bei Schaer
et al. keine sigmfikante Verlingerung und die Abemaciclibtherapie nur eine 1.8-fache
Verlingerung des Gesamtiiberlebens induzierte, erzielte die jeweilige Monotherapie 1n
unserer Studie einen deutlichen Uberlebensvorteil. Die anti-PD-L1-Therapie erbrachte eine
2 3-fache, die iberlegenere Abemaciclibtherapie eme 3-fache Verlingerung des
Gesamtiiberlebens. Diese Diskrepanz lisst sich am ehesten durch grundlegende Unterschiede
beider Studien erkliren. So haben Schaer et al. zwar ebenfalls insgesamt dre1 Dosen des anfi-
PD-L1-Antikérpers verabreicht, diese allerdings mm kiirzeren Abstinden (eine vs. zweil
Wochen bei uns). Auberdem erfolgte die Applikation nicht gewichtsadaptiert, es wurde also
immmer eine Standardosis von 500 pg/Maus verabreicht. Tatsdchlich wird die Gabe des anti-
PD-L1-Antikérpers Atezolizumab mn der Klinik dhnlich gehandhabt. Hier werden regulir zwe1
Dosen (1200 pg) im Abstand von 22 Tagen infundiert. Andere ICIs, wie Pembrolizumab,
Nivolumab oder Ipilimumab hingegen werden ebenfalls gewichtsadaptiert appliziert [202].
Bei der Behandlung nmt Abemaciclib wihlten Schaer ef al. ebenfalls eine feste Dosierung von
75 mg/Maus. Diese wurde allerdings, wie auch 1m klimschen Alltag, tdglich verabreicht, mcht
wochentlich wie i unserem Ansatz.

Diese Unterschiede in der Dosierung und Applikation liefern eine mégliche Erkldrung,
warum die beiden Monotherapien ber uns erfolgreicher waren Ebenso 1st die
Tumonmmunogenitit der CT26-Zellen vermuthich geninger [203—205]. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit _immunologisch heiBer” Tumore im Vorfeld einer ICI-Therapie. Die Daten
unserer Studie mmplizieren, dass selbiges anch fir CDEI-Behandlungen glt und
unterstreichen somit das immunstimmlatorische Potenzial emer CDK-Blockade. Um diesen
Sachverhalt genauer zu beleuchten, folgt die Betrachtung der Ergebmisse mmmunologischer
Verinderungen wihrend der jeweiligen Behandlungen (s. 5.2.2.).

5.2.1.1. Limitierte Wirksambkeit bei der Lymphombehandhmg

Im Gegensatz zur Immmuntherapie der gastromntestinalen Tumore, konnte be1 der Behandlung
der Lymphome kein eindeutiger Therapieerfolg erzielt werden. Das mediane
Gesamtiiberleben der Abemaciclibgruppe betrug 1.55 Wochen, das der anti-PD-L1-Gruppe
0.87 Wochen (vs. 0.64 Wochen der Kontrollgruppe).

Eimn grundlegendes Fehlen der Wirksamkeit eitner CDK4/6- bzw. emer anti-PD-L1-Blockade

15t als Ursache unwahrscheinlich. Die starke Diskrepanz zwischen in vitro und in vive 1st eher
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in der duBerst raschen Lymphomagenese begriindet. Lymphome der MThI™" Tiere, welche sich
meist als Thymome oder generalisierte Lymphome i der Milz und Leber manifestieren,
entstchen 1 emem besonders jungen Alter, weswegen sie auch als Korrelat des kindlichen
early-onset T-Zelllymphoms gelten. Im Kontext dieser priklinischen Studie zeigten die
Lymphome neben ihrer frithen Entstehung auch ein besonders aggressives Wachstum [95,
206-209]. Dieser Umstand erschwerte eme frithe Diagnosestellung sowie emen rechtzeitigen
Einschluss i die Versuchsgruppen. Dieser erfolgte somut, trotz engmaschiger Beobachtung
der Tiere, teils zu spit, so dass das Krankheitsstadium zu weit fortgeschnitten war, als das die
Behandlungen noch eine ausreichende therapeutische Wirksamkeit hitten erzielen kénnen.

5.2.2. Verstiirkte Inmunmodulation durch die Komhinationshehandlung

Wesentlicher  Bestandteil der  immunologischen — Untersuchungen war  die
durchflusszytometrische Analyse von Blut-, Tumor- sowie Milzproben. Insgesamt hatten alle
Therapieansitze emen Emfluss auf das [Immunsystem. In eimigen Fillen konnte die emgangs
postulierte Hypothese emner gesteigerten Immumantwort durch die Kombinationstherapie
bestitigt werden. Andere Analysen wiederum liefern mégliche Begriindungen fiir die
Uberlegenheit der alleinigen CDK4/6-Blockade.

Die Immunphinotypisierung der Tumore zeigte emne auffallend hohe Anzahl an
mfilinerenden MDSCs infolge der anti-PD-L1-Behandlung. MDSCs wirken global
inmmunsuppressiv und hemmen die T-Zell-Antwort. Die suppressive Witkung wird iiber die
Sekretion von Molekiilen wie Arginase ARG1, TGFpB, IL 10 oder auch Indolamin-2 3-
Dioxygenase vermittelt. Eine vermehrte Infiltration durch MDSCs unter [CI-Behandlung wird
als kausale Erklirung fiir emne sekundiire Therapieresistenz angesehen [210, 211]. Die uer
genenierten Ergebmisse lassen emne beginmende Resistenz vermuten, welcher durch die
Kombination it Abemaciclib entgegengewirkt werden konnte. Fir CDKIs, vor allem fiir
CDE4/6-Inhibitoren, wurde sowohl in vifro als auch in vive emne Reduktion von MDSCs 1m
TME mnachgewiesen. Dhe Rekrutierung immunsuppressiver Tregs wird als weitere
Hauptursache fiir erworbenes ICI-Therapieversagen diskutiert. Unter ICT-Therapie verschiebt
sich das Verhiltms zwischen CTLs und Tregs zugunsten der CTLs, einerseits durch
Reaktrvierung  erschopfier T-Zellen, andererseits durch eine Herunterregulation des
Transknptionsfaktors FOXP3 in den Tregs selbst [149, 212-214]. Im Verlauf kann sich dieses
Verhiltms jedoch emeut PRachtung Tregs verschieben und es kommt zu emner
Therapieresistenz. Dies kann durch einen Kombinatonspartner, der ebenfalls Tregs hemmit,
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umgangen oder zumundest zertlich verzdgert werden Dhiese Eigenschaft wird den CDKIs
zugeschrieben, da Tregs 1im Vergleich zu anderen T-Zell-Subpopulationen eine besonders
hohe CDEG6-Expression aufweisen und damit empfindlicher auf eine Zellzyklusblockade
reagieren. Dariiber hinaus wird CDE4/6-Inhibitoren eme Hemmung der DNA-
Methyltransferase 1 zugeschnieben, was ebenfalls zu emmer vernunderten Proliferation von
Tregs fithrt. Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass die Anzahl der Tregs 1m penipheren Blut,
in der Milz und 1m Tumor am stirksten durch die Kombinationstherapie reduziert wurde [87,
215, 216].

Die Anzahl der PD1™ T-Zellen als Marker fiir erschépfte T-Zellen blieb unter beiden
Monotherapien gleich bzw. stieg unter [CI leicht an Dies erscheint kontramntuitiv da
erschopfie T-Zellen reaktiviert werden sollen. Eine méghche Ursache ist eine beginnende
Resistenzentwicklung. Unter der Kombinationstherapie nahm die Anzahl der erschépften T-
Zellen deutlich ab — e wetteres Indiz der synergistischen Immunmodulaton AuBerdem
zeigten Tumore der Kombinationsgruppe eine erhéhte Anzahl an T-Helferzellen. Ergéinzend
hierzu wurden in parallelen Analysen Zytokinlevel im Blutplasma der jeweiligen
Behandlungsgruppen bestimmt. Bei Tieren der Kombinationsgruppe zeigte sich eine erhéhte
IL-4-Sekretion als Indiz fiir die Differenzierung naiver T-Helferzellen [100, 217, 218].

5.2.3. Uberlegenheit der Abemaciclibbehandlung

Trotz der beschriebenden  mmmunmodulatorischen  Effekte  konnte 1n der
Kombinationsbehandlung kein  Uberlebensvorteil gegeniiber der alleimigen
Abemaciclibbehandlung nachgewiesen werden Im Folgenden sollen mégliche
Erklarungsansitze diskutiert werden

5.2.3.1. Abemaciclib-induzierte Verdnderung des Tumormikromilieus

Die Abemaciclibmonotherapie fiihrte, 1m Gegensatz zur Kombinationsbehandlung, zu einer
Infiltration durch CTLs. Emne miogliche Ursache hierfir findet sich bei Betrachtung der
Tumonnfiltration durch Tumor-assozuerte Makrophagen (TAMs):

Makrophagen besitzen die Fahigkeit, sich i zwei unterschiedliche Subpopulationen zu
differenzieren: die klassisch aktivierten M1-Makrophagen und die alternativ aktivierten M2-
Makrophagen. MIl-polanisierte Makrophagen stellen den promnflammatorischen, M2-
polansierte eher den antunflammatonischen Phinotyp dar [219]. Entsprechendes @it fiir
TAMs. M1-polansierte TAMSs besitzen immmunstimmlierende Eigenschaften. so dass sie iiber
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eme Aktivierung von CTLs einen supprimierenden Effekt auf das Tumorwachstum haben
M2-TAMSs stellen den Gegenspieler dar. Sie inhibieren die Funktion der M1-Makrophagen,
fordern die Gewebsheilung und Angiogenese und unterstitzen somat das Tumorwachstum
Untersucht wurde die Infiltration durch TAMs, welche CD206, einen Marker fir M2-
polansierte Makrophagen, exprimieren [220-222]. Es zeigte sich, dass die Monotherapien
jewells zur Reduktion CD206-exprimierender TAMs beitragen Dheser Effekt war . der
Kombinationstherapie weniger stark ausgepriigt. Damit emnhergehend wurden wemger CTLs
detektiert. Zusitzlich wurden ausschlieBlich nach Abemaciclibbehandlung verstirkt IRF5”
Zellen nachgewiesen (s. Abbildung 24). IRF5 1st emn Transknptionsfaktor, dessen Expression
durch IFN-I-Signale sowie durch DNA-Schaden hochreguliert wird. Seine pnmiére Funktion
besteht 1n der Regulienung von Zellwachstum und Immunantworten auf virale Infektionen,
indem es iiber die Induktion von Zyto- und Chemokinen T-Lymphozyten rekrutiert. Dariiber
hinaus wurden fiisr IRFS antiproliferative Eigenschaften beschrieben. Eine vernngerte IRFS5-
Expression 1st beispielsweise assozuiert mit Leukdmien oder dem Mammakarzinom [223—
228]. Vice versa ist eine erhdhte IRF-5-Expression mit Autoimmunerkrankungen wie
Systemuscher Lupus erythomatodes oder Rheumatoider Arthnitis vergesellschaftet Der
beschriebene Zusammenhang wird durch die Induktion eines proinflammatornischen Milieus
durch IRF5 erklart. Hierzu zdhlt unter anderem die vermehrte IRF5-assozuerte MI-
Polarisation [229-231]. In parallelen Analysen der Arbeitsgruppe wurde emne erhdhte
Expression des Cs5f2-Gens als Ursache der Abemacichib-induzierten MI1-Polansation
nachgewiesen [100]. Warum genau sich dies in der Kombinationstherapie nicht reproduzieren
lieB, bleibt allerdings noch abzukliren

5.2.3.2.  Abemaciclib-induzierte Aktivierung des Wnt-S-Signalweges

In weiterfilhrenden Expressionsanalysen [100] wurde eine durch Abemaciclib induzierte
Aktrviening des Wnt-P-Signaltransduktionsweges i residucllen Tumoren und damit
emhergehend eine erthéhte Genexpression des Protoonkogens Myc festgestellt (s. Abbildung
27). Dhies resultiert ans der Hemmungder Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) [121, 232].
Die GSK-3 bildet zusammen mit Axin und APC emen Komplex, welcher den Wnt/B-Catemin-
Signalweg kontrolliert und so eine Zellproliferation unterbindet. Der GSK-3/APC-Komplex
bewitkt eine negative Regulation von P—Catemin, indem es dieses phosphoryliert und
ubiquitimiert, wodurch es letztendlich proteasomal abgebaut wird [233] Gesclhueht dies
aufgrund eimner GSK-3-Inhibition nmicht, so kommt es zu emer Akkumulation von f—Catenin
Freies p—Catemin induziert schlieBlich den Transknptionsfaktor MYC.
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Die heterogens Witkweise des Wot-P-Signalweges sowie die wielfiltigen Funktionen von
MYC erschweren die Interpretierbarkeit dieser Ergebnisse. Mutationen 1m Wat-B-Signalweg
sind direkt mit der CRC-Karzinogenese assoziiert und treten in = 90 % aller Fille auf Dies
gilt auch fiir den molekularen Subtyp MSI [234-237]. Allerdings mmpliziert die derzeitige
Studienlage auch eine gewisse Dichotomie von MYC in Bezug auf maligne Entartungen. Dhes
erscheint durchaus nachvollziebar wenn man bedenkt. dass MYC in der Regulation von rund
15 % aller humanen Gene beteiligt 1st [238]. Es gibt emmge Hinweise darauf, dass MYC in
Abhingigkeit des zelluliren Kontextes sowohl pro- als auch antitumorale Auswirkungen
haben kann.
Die proliferative Wirkung des Wnot-p-Signalwegs wird beispielsweise iiber freies p-Catenin
realisiert, das an den Transkniptionsfaktor Tef-l bindet und emne Zellzyklusprogression
mmtuert. Dariiber hinaus fiithrt die Aktivierung des Signalweges zu einer MY C-vermittelten
Induktion von Cyclin D1 und/oder D2 und damit zum Ubertritt der G1- in die S-Phase. Femer
mhibiert MYC die Expression des Proteins GADD45, welches unter anderem zur DNA-
Reparatur, Zellzykluskontrolle und Seneszenz beitrigt. Wird diese Funktion durch MYC
beeintrichtigt, so verlassen Zellen die G0/G1-Phase und es kommt zu emnem Emntritt m den
Zellzyklus. Des Weiteren vermuttelt der Wnt-P-Signalweg eme Akkumulation won
phosphoryliertem Snail. einem Transkriptionsfaktor, welcher wiederum die Transition von
epithelialen zu mesenchymalen Zellen fordertund die Tumornnvasivitit augmentiert [239—
2431
Neben proliferativen Effekten wurde auch emne MYC-abhingige, mmmunstimulatorische
Wirkung nachgewiesen. Es lidsst sich spekulieren, dass dies im Kontext immunogener Tumore
durchaus antitumorale Auswitkungen haben kann. In der Literatur finden sich Hinweise dafiir,
dass eme GSK-3-Inhibition in vitro zu emner verstirkten T-Zell-Proliferation sowie emer
vermehrten IL-2-Produktion fithrt [244]. Letztere wurde in parallelen Untersuchungen in vive
ebenfalls unter Abemaciclibtherapie nachgewiesen [100]. Edklart wird dieser Effektder GSK-
3-Inhibition durch eine gesteigerte Dephosphorylierung des Transkniptionsfaktors NF-AT,
wodurch wiederum die Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors gesteigert wird [245].
Warum dieser Effekt in der Kombinationtherapie nicht erhalten blieb, bleibt unklar.
Auch eine MY C-vermittelte Apoptoseinduktion wird in der Literatur beschneben Diese wird
iiber eine gesteigerte ARF-Genexpression vermuttelt, was eine Inaktrvierung von mouse
double minute 2 homolog (MdmZ2) zufolge hat. Dies wiederum stabilisiert und aktiviert p33
[246-249]. Als Voraussetzung emer solchen MY C-vermuttelten Apoptoseinduktion wird das
Vorhandensein eines p53-Wildtyps beschrieben, welcher in den hier untersuchten MThI™
9
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Proben wvorlag [174. 250-254]. Dies erklit warum die Abemaciclib-induzierte
Uberexpression bei den MTh]”~ Miusen nicht zu einem Tumorprogress fithrte. Ergiinzend zur
vermuteten  Apoptosemduktion durch MYC postulieren Mumphy et al eine
Konzentrationsabhingigkeit. Demmnach wirkt eine Uberexpression von MYC proapoptotisch
[255]

Eimne GSK-3-Inhibition ist spezifisch fir Abemacichib und wird bei den anderen CDK4/6-
Inhibtioren Palbo- und Ribociclib nicht beobachtet [232]. Aus diesem Grund wird vermutet,
dass es sich um emne CDE9-vermittelte Inhibition handelt, da Abemaciclib, im Gegensatz zn
den anderen CDK4/6-Inhibitoren, ebenfalls die CDK9 hemmt.

Ahnlich wie bei Heckler ef al.. konnten wir im Tumorgewebe nach Abemaciclibbehandlung
em erhihtes Expressionslevel von Mxd4 nachweisen. MAX Dimerization Protein 4 (MXD4)
kodiert fiir das gleichnamige Protein, welches ebenso wie MYC als Transkniptionsfaktor
fungiert. MXD4 1st em MYC-Antagomst. Somut erscheint es kontramtwmtiv, dass ot
Abemaciclib behandelte Tumore eine simultane Hochregulation von sowohl Myc als auch
Mxd4 aufweisen Fir gewohnlich stehen die beiden Transknptionsfaktoren 1m Gleichgewicht
und zeigen emn gegenliufiges Expressionsmuster. Der zugrunde hegende Mechanismus bleibt
vorerst unklar. Unabhingig davon kémnte eine erhdhte Myd4-Expression allerdings zum
Therapieerfolg der Abemaciclibtherapie beigetragen haben So wurde fir MYD4
nachgewiesen, dass es bspw. die Leukimogenese unterdriickt und danut antitumoral wirkt,
indem es dem proliferativen Effekt von MYC entgegenwirkt [256—258].

5.2.3.3. Potenzielle Toxizitit der Kombinationstherapie

Ein weiterer Erklirungsansatz fiir die fehlende Uberlegenheit der Kombinationstherapie
gegeniiber der Monotherapie hiegt 1n der méglichen Toxizitit.

2021 verdffentlichten Patnaik ef al. Ergebmisse emer Phase Ia/Tb-PACT-5tudie, in der ein
neuer PD-Ll-Inhibitor (LY3321367) sowchl als Monotherapeutikum. als auch in
Kombination mit Abemaciclib an Patienten mit soliden Tumoren eingesetzt wurde [259]. Thre
Untersuchungen zeigten eine starke Abnlichkeit hinsichtlich der Clearance und des
Distributionsvolumens zwischen LY3321367 und Atezolizumab, was emen Vergleich der
Studie zu unserer zulasst.

Die Kombinationstherapie beinhaltete sowohl eme simultane Applikation, als auch emne
vorangegangene Abemaciclibgabe. Bei einer mitalen Abemaciclibgabe folgte die Gabe des
ICIs, wie auch in unserer Studie, zwe1 Wochen spéter und auch 1m Verlauf alle zwe1 Wochen

Anders als ber uns erfolgte die Abemaciclibgabe, wie auch in der Klimk, alle 12 Stunden
20
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Interessanterweise musste dieser sequentielle Ansatz aufgrund einer ausgeprigten
Hepatotoxizitit, welche bei der simultanen Applikation micht beobachtet wurde, abgebrochen
werden. Von den wier Patienten entwickelten drei eimne Autommmunhepatitis. Das
hepatotoxische Potenzial von Abemaciclib wurde bereits in den klinischen Studien monarchE,
MONARCH 2 sowie MONARCH 3 nachgewnesen [199, 260, 261]: Hier kam es be1 2-6 %
der Patienten zu einem klimisch relevanten Transammnasenanstieg, welcher sich in der Regel
durch eme Dosisreduktion als regredient erwies. Bei diesen induzierten Leberzellschiden
handelte es sich jedoch micht um Autommmunhepatitiden Unter den CDK4/6-Inhibitoren
wurden durch die FDA bisher kemne Fille emer Autommmunhepatitis durch Abemaciclib
gemeldet. Fir Palbociclib ist bisher em Fall fir Ribociclib sind lediglich wier Fille
beschrnieben [262]. Die 1m Rahmen unserer Studie gewonnen Gewebsproben zeigten i den
Lebern der monotherapeutisch behandelten Tiere emne Infiltrattion durch grannlozytire
Immunzellen (s. Abbildung 25). In den Lebern der Kombinationstherapie hingegen zeigten
sich Nekrosen als Hinweis eines ausgeprigten Leberzellschadens. Da sowohl fiir Abemaciclib
als auch fiir ICTs Transaminasenanstiege als hiufige Nebenwirkungen beschneben werden, 1st
von emer kummlativen Hepatotoxizitit mnfolge der Kombination auszugehen. Unter
Zusammenschau unserer histopathologischen Untersuchung sowie der Ergebmisse der
klimischen Studie von Patnaik ef al. kann vermutet werden, dass eine sequentielle Applikation
mit Abemaciclib als Imtialtherapeutikum zu emner starken Inmmunzellaktivierung sowie T-
Zell-Infiltration (auch mns Lebergewebe) fithrt. Eine konsekutive ICI-Gabe konnte diesen
Effekt noch potenziert haben und so zum beschriebenen Leberzellschaden gefiihrt haben. Bei
Patnaik et al. beschrinkten sich die Nebenwirkungen mm simultanen Studienarm auf tolerable,
klinisch weniger relevante Nebenwirkungen, wie Diarthoe und Ubelkeit, welche im Rahmen
emer Immuntherapie zu erwarten sind. Des Werteren konnte interessanterweise gezeigt
werden, dass die effektivste Tumorreduktion durch eher miedngere ICI-Konzentrationen
emreicht werden konnte. Dhes 1st emn weiteres Indiz dafiir, dass eine zu stark ausgeprigte
Immunantwort den Erfolg emer Kombinationstherapie deutlich mindern kann Dies konnte in
unserem Studienansatz durchaus ebenfalls aufgetreten sein. msbesondere wenn man die a
prioni vorhandene Immmunogemitit der MSI-Tumore bedenkt. In der Studie von Patnaik et al.
hingegen war das Patientenkollektiv micht auf emne Tumorentitit beschrinkt Es wurden
Patienten mit unterschiedlichen soliden MSS-Tumoren emgeschlossen, was bemm her
gezogenen Vergleich beriicksichtigt werden muss.
Die Rationale hinter einer sequentiellen Applikation mmt emmer imtialen Abemacichibgabe
besteht 1n der Voraktivierung des Immunsystems. Aufgrund der ausgeprigten Immunreaktion
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lasst sich nun spekulieren, dass mmmunogene MSI-Tumore aufgrund der hohen Abundanz an
Neoantigenen beretts priformierte Immunantworten auslésen, weshalb emne Stimulation micht
notwendig ist. Folglich sollte man eher auf andere Applikationsschemata bzw. -reithenfolgen
setzen.

Abgesehen wvon den immunabhingigen Nebenwirkungen =zeigen Patnaik ef al
vielversprechende Ergebmisse hinsichilich des Krankheitsverlaufs: Patienten. die aufgrund
fehlender Nebenwitkungen die Therapie fortsetzen konnten, profitierten immens und es
konnte eme 12-monatige Progressionsfreitheit erreicht werden. Auch 1m anderen Studienarm,
der die simmltane Applikation verfolgte, konnte be1 55 % der Patienten ein progressionsfreies
Intervall erzielt werden.

Weitere klimische Studien zur CDEI-/ICI-Kombinationstherapie bestitigen die Ergebmisse
unserer priklimschen Studie. Im Rahmen klimscher Studien zum Mammakarzinom als auch
zum NSCLC wurde eine Kombination aus Abemaciclib sowie Pembrolizumab getestet [263,
264]: Wemngleich antitumorale Aktivitit nachgewiesen werden komnte, so war der
hepatotoxische Einfluss (in Form von Transaminasenanstiegen) emnorm und einer der
Hauptgrimde fiir Diskontinmtit Weitere verdffentlichte und auch noch laufende Studien
untersuchen Kombinationen wie Palbociclib/Pembrolizumab oder Palbociclib/Nivolumab.
Auch hier wurde von Transamimmasenanstiegen als einer der fiithrenden Nebemwirkungen
berichtet [263, 266].

Diese, sowie unsere Ergebmisse, zeigen, dass die grundlegende Idee hinter emner Kombination
aus Zellzyklus- und Checkpomntinhibition wirkungsvoll sein kann, aber weiterer, genauerer
Anpassungen, insbesondere hinsichtlich Applikationsschemata sowie Dosierungen bedarf
Unsere Ergebmsse sowie bisher verdffentlichte Daten klinischer Studien lassen vermuten,
dass der Grad zwischen einem Benefit fir Patienten und immunvermittelter Nebenwirkung
sehr schmal 1st.

5.2.4. Potenzielle Resistenzentwicklung gegeniiber CDKIs

Trotz vielversprechender Therapieerfolge durch emne CDE4/6-Blockade miissen potenzielle
Resistenzentwicklungen beriicksichtigt werden. Bei 20 % aller Mammakarzinompatienten
liegt eine prnimiire Therapieresistenz vor. Wertere 30 % entwickeln 1im Verlauf Resistenzen
Ein wesentlicher Resistenzmechamismus basiert auf eimner vermehrten MYC-Expression.
Weitere Mechanismen der CDKl-induzierten Resistenzentwicklung wurden bereits
identifiziert. Hierzu zihlen unter anderem der Verlust des Rb-Proteins sowie loss of function-

Mutationen 1m FATT-Gen. FAT1 fungiert durch Beeinflussung des Hippo-Signalweges unter
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anderem als Regulator der CDE6-Expression. Bei reduzierten FAT1-Konzentrationen kommt
es zur Unterdriickong des Hippo-Signalweges. wodurch wiederum die Transkniptionsfaktoren
YAP und TAZ rekmutiert werden. Dhese binden an die CDEK6-Promotorregion und mnduzieren
eme Hochregulation von CDEKG6, dies fiihrt zur Therapieresistenz [267-269]. Weitere
Resistenzmechamismen, die bisher identifiziert wurden, bemnhalten die Amplifikation von
CCNEI, welches fiir Cychin El codiert; emne Aktivierung des PI3K-PDK1-Signalweges oder
beispielsweise auch eine Aktivierung von CDK?2, gefolgt von emner erhihten Cyclin D1-
Expression. Nicht nur CDK2, sondern auch alle anderen CDKs kémnen kompensatorisch als
Antwort auf eine CDE4/6-Blockade hochreguliert werden, um einen Zellzyklusprogress zu
gewihrleisten [270, 271].

Zur Uberwindung entstehender sekundirer Resistenzen gilt die weitere Identifizierung
geeigneter Kombinationspartner. Pandey ef al. konnten so beispielsweise durch eine
zusitzliche CDK2-Inlibition in vive eme Palbociclib-induzierte Resistenz umgehen [272]
Auch Raiess et al. konnten in vitre zeigen, dass durch eine simultane Applikation von Abema-
und Dinaciclib emer Besistenzentwicklung vorgebeugt werden konnte [152]. Neben emner
Kombination aus verschiedenen CDKIs werden BET-, PI3K/mTOR-, MET- oder auch TREK-
Inhibitoren als potenzielle Kombmationspariner diskutiert [273-276]. Perspektivisch
interessant ware auch eine Kombination mit dem in unserer Studie ebenfalls untersuchten
CDEI Dinaciclib, der sich in vitre beziighch semer zytotoxischen sowie immunvermittelten
Wirkung als gleichwertig zu Abemaciclib erwies. Studien an HNSCC-Zelllimien haben
gezeigt, dass die PD-L1-Expression unter anderem auch von der Zellzyklusphase abhingig 1st
und wihrend der S-Phase signifikant hoher ist als in der G1-Phase. Folglich wire es denkbar,
dass die Kombination emnes anti-PD-L1-Antikérpers mat einem CDEKI, welche anteihig auch
emen S-Phasen-Amest induzert, die Effektrvitiit emer Immuntherapie steigern kénnte. Hierfiir
1st Dinaciclib ein denkbarer Partner [277-279].

5.2.5. Stellenwert der personalisierten Medizin

Neben der sekundiren Resistenzentwicklung spielt auch die primire Therapieresistenz eine
wichtige Rolle. Zur Identifikation des Patientenkollektivs, welches bestméglich von einer
CDK4/6-Blockade profitieren wird, miissen 1m Sinne der personalisierten Medizin geeignete
pridiktive Biomarker identifiziert werden.
Insgesamt unterstreichen unsere Ergebmisse den Stellenwert einer individuellen, Patienten-
spezifischen Therapie, insbesondere in der Immuntherapie. Dies gilt nacht nor hinsichtlich der
auszuwihlenden  Substanzen. sonderm  auch  beziglich  Kombinationspartner,
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Applikationsschemata sowie Dosierungen. Hierfiir braucht es emne pritherapeutische,
immunhistochemische Analyse des Tumors, welche zurzeit nicht standardmiPBig durchgefiihrt
fiihrt Daraus ableitbar wiren spezifische, an die jeweiligen Patienten angepasste
Therapieoptionen. Je nach Immuncheckpoint-Expressionsmuster kénnte dies die Wahl des
ICIs beemflussen Auch eine Analyse der CDK-Expression konnte die Wahl des CDKIs
beeinflussen. Patienten mit emer genngen Immunzellinfiltration, also mut _immmmnologisch
kalten™ Tumoren kinnten von emem anderen Applikationsschema profitieren, als Patienten
mit _ immunologisch heiben™ Tumoren Diese bediirfen wiederum eines angepassten Schemas,
um immunvermittelte Nebenwirkungen méglichst genng zu halten oder gar zu vermeiden

In Anbetracht der Resistenzentwicklung sowie der Rate an imtialen Non-Respondern bedarf
es allerdings iiber die Immuncheckpoint-/CDK-Expression hinaus aussagekriftigerer
Biomarker. Zu potenziellen Biomarkern, die mit einem Therapieansprechen nach CDE4/6-
Blockade assoziiert sind, gehoren bespielsweise FRS2, MDM?2, PRKCA oder ERBEB? [280,
281]. Gleichermaben wurde auch in dieser Studie eine vermehrte Frequenz an MdmZ-
Mutationen 1 der Abemaciclibgruppe detektiert (s. Abbildung 30). Erhohte
Mutationsfrequenzen i den Therapregruppen fanden sich dariiber hinaus fiir Rasal? sowie
Neapd?. Beretts 2020 postulierten Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe einen
mmmunogenen Einfluss der aus Rasal?-Mutationen resultierenden Neoantigene [175]. Das
RASATL2-Protein ist Bestandteil der RAS GTPase-aktivierenden Proteine und wirkt sowohl
pro- als auch antionkogen, je nach Zelltyp bzw. Tumorentitiit. Die funktionelle Rolle von
RASAT?2 beim CRC 1st noch weitestgehend unklar [282, 283].

Auch fiir Neapd? zeigten sich in den Therapiegruppen erhohte Mutationsfrequenzen. Beim
Menschen 1st NCAPD?2 ein wichtiges Protein der Chromosomenkondensation. Seine Rolle i
der Kanzerogenese jedoch ist noch kaum erforscht Neuste Studien lassen einen
Zusammenhang zwischen NCAPD? sowie Mutationslast bei Lungentumoren und deren
Immunzellinfiltration vermuten Auberdem wird ein Einfluss auf die Zellzyklusregulation
diskutiert [284-286].

5.2.6. Ubertragharkeit priklinischer Studien auf die klinische Anwendung

5.2.6.1. Generelle Limitationen von Mausmodellen

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind potenzielle Limitationen der Ubertragbarkeit auf
den Menschen zu beriicksichtigen. Trotz offensichtlicher Unterschiede zwischen Mensch und

Tier konnten in den vergangenen Jahrzehnten wegweisende Therapien etabliert, sowie neue
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Erkenntmisse grundlegender Pathomechamismen in Tierversuchen aufgeklint werden
Allerdings miissen, je zelgenichteter die Funktionsweisen modemer Therapien sind, auch
inmmer femere Unterschiede mitberiicksichtigt werden.

Unterschuede zwischen Maus und Mensch bestehen in der GroBe und Lebenserwartung.
Dariiber lunans bestehen metabolische Unterschiede [287]: Die basale Stoffwechselrate der
Maus ist rund sieben mal schneller als die eines durchschmttlich groben Menschen. Dies hat
Einfluss auf Stoffwechselvorginge (vor allem der Leber und der Nieren), Thermoregulation
sowie den Anteil an braunem Fettgewebe. Durch den héheren basalen Stoffwechsel tendieren
Miuse eher zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies., was wiederum simtliche
Entziindungs- und damit auch [Immunprozesse beemnflusst. Aufgrund der emnfachen Haltung
stellt die Maus dennoch das meistverwendete Versuchstier dar.

In der Erforschung von Immuntherapien gilt es nicht nur, die Krebsetkrankung selbst, sondem
insbesondere das Immumnsystem der Patienten als Vanable zu betrachten Die allgemeine
Struktur und Orgamisation des Immunsystems der Maus dhnelt der des Menschen Dennoch
bestehen emmge Unterschuede. So umfassen munne Lymphozyten rund 75-90 % der
Leukozyten, wohingegen dieser Anteill bemm Menschen nur ber 30-50 % liegt.
Dementsprechend ist der Anteil an Neutrophilen bei Miusen deuthich gennger. Munne
Endothelzellen und T-Lymphozyten exprimieren, im Gegensatz zu humanen. kemn MHC-IT.
Uber MHC-II-Molekille erfolgt die Aktivierng CD4” T-Helferzellen. welche die
Differenzierung der B-Zelle zur Plasmazelle vermmtteln. Es wird vermmtet, dass das munne
Immunsystem. i Anbetracht der kurzen Lebensdaver, wemger immmunologische
Gediichtniszellen bendtigt. Im murnnen Orgamismus findet bis ms Erwachsenenalter die
Himatopoese zusitzlich in der Milz statt. Bemm Menschen sistiert dieser Vorgang bereits
préanatal [287, 288].

Eine weittere Vanable ist die SPF-nahe, spnch pathogenarme Haltungsform. welche den
menschlichen Alltag nicht adiquat reflektiert. Das menschliche Immunsystem unterliuft einer
lebenslangen Prigung durch kontimmerliche Exposition gegeniiber unterschiedlichen Keimen
und somit einer Vielfalt an Antigenen. Dhiesen Umstand gilt es vor allem in der priklimischen
Forschung an Immuntherapien zu beachten. 1 der Versuchstiere unter pathogenfreien oder -
armen Bedingungen gehalten werden Hierdurch ergeben sich Unterschiede zwischen
menschlichem und murnen Immunphénotyp. Eine SPF-nahe Haltung hat dariiber hinaus
massiven Emfluss auf das (Damm-) Mikrobiom der Miuse, wodurch sowohl Tumorwachstum
als auch Immunantwort beeinflusst werden. Neben dem Einfluss des Mikrobioms auf das
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Immunsystem sollte ebenfalls der Einfluss auf die Metabolisierung von Medikamenten
beriicksichtigt werden [289-292].

Andererseits konnen durch eme pathogenfreie/-arme Haltung Infektionskrankheiten und
micht-Malignom-assozuerte Todesfille reduziert werden, welche letztendlich micht nur die
Interpretation der Daten erschweren wiirden, sondem ferner emen finanziellen Mehraufwand
bedeuten [290]. Dies macht emne natiirliche Haltung ungeeignet und nur schwer realisierbar
fiir Forschungszwecke. Dennoch wiire zukiinftig emn realititsniheres Umfeld wiinschenswert.
Gerade in Hinblick auf die zunchmende Relevanz der Immmuntherapie wiren
Rahmenbedingungen, die die Heterogemtit des Immunsystems besser reflektieren,
wiinschenswert. Studien konnten zeigen, dass die Haltung mehrerer Méuse 1n einem Kifig
sich nicht nur positiv auf das Sozialverhalten auswirtkt, sondem auch eine Verdnderung des
Immunsystems bewirkt, welche eher dem humanen entspricht [292]. Dies konnte in diesem
Studiendesign umgesetzt werden, wodurch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse gesteigert
wird.

5.2.6.2. Ubertragbarkeit des gewdhiten MIhl” Modells auf das Lynch-Syndrom

Das hier gewihlte Mihil-knockout-Modell schafft es. molekulare Grundlagen dMMR-
assoziierter Tumore widerzuspiegeln und stellt ein adiquates priklimsches Modell dar.
Nichtsdestotrotz gilt es zu beriicksichtigen, dass das LS bzw. sporadisch aufiretende
Mutationen i MMR-Genen, die zur MSI-Karzinogenese beitragen, sich in der klimschen
Praxis deutlich komplexer und heterogener darstellen.
So wird 1m Mausmodell mattels Inzucht emn homozygoter Gen-knockout generiert, wonut das
Mih1™™ Modell auch iiber viele Parallelen zur CMMR-D verfiigt (s. 1.1.2.2). LS-Patienten
hingegen tragen heterozygote MMR-Keimmbahnmutationen, welche micht ausschhieBlich
MLH] betreffen [95, 293].
Ein weiterer wichtiger molekularer Unterschied zwischen Mensch und M7h1™ Maus besteht in
der MHC-I-Expression. Wihrend diese bei den knockout-Mausen bei 100 % hegt, zeigen 30-
40 % aller LS-Patienten einen Verlust des MHC-I-Molekiils. Vernmutet wird eine dem
zugrunde liegende Mutation 1m B2-Microglobulin [207, 294, 295].
Weiterhun gilt es betm Vergleich zwischen Mausmodell und LS etwaige Vortherapien zu
bedenken MTh]™~ Miuse verfiigen iiber keine Vorerkrankungen und sind, im Gegensatz zum
Grobite1l der onkologischen Patienten, Medikamenten-narv. Nach Diagnosestellung erhielten
die Miunse direkt das entsprechende Immuntherapieregime, wohingegen LS-Patienten als
Erstlimientherapie mm der Regel multiple Chemotherapiezyklen adjuvant oder auch
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neoadjuvant durchlaufen, bevor sie aufgrund emes Krankheitsprogresses bzw. einer
Metastasierung eine Immuntherapie erthalten.

Neben molekularen, bereits mm Vorfeld bestehenden Unterschieden, zeigen sich auch
erhebliche Unterschiede im Umgang mut dem Erkennen und der Behandlung wvon
Nebenwirkungen. In der klinischen Praxis werden Komplikationen durch simple
medikamenttse MabBnahmen oder gegebenenfalls auch emner temporiren Dosisreduktion
schnell reguliert. Hier besteht zudem eine engmaschige laborchemmsche Kontrolle der
Patienten, was in diesem Versuchsmodell nicht méglich war. Dadurch kiinmen organtoxische,
immmunvermittelte Nebenwirkungen wie eme Hepatitis bzw. ein Leberzellschaden nicht our
frithzeitig anhand eines Transaminasenanstieges erkannt werden, sondern auch durch Steroide
oder ggf. emer Dosisreduktion behandelt werden. Dhes gilt sowohl 1m Rahmen emner ICI-
Therapie als auch einer CDK4/6-Blockade [262, 296]. Durch solche MaBnahmen kann
oftmals emne Fortfithrung der Therapie erzielt werden, wohingegen solche Interventionen 1m
Tierversuch nicht méglich sind und dadurch Endpunkte frither erreicht wurden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In dieser Arbeit sollte untersucht werden. ob emne Kombmationstherapie (bestehend aus
Immuncheckpoint- und CDK4/6-Inhibitor) die Effekte der jeweiligen Monotherapie steigert
und potentielle Resistenzmechamismen iiberwunden werden kénnen Hierzu wurden sowohl in
vitre als auch in vive Analysen 1m MIhI™" Tumorgenesemodell durchgefiihrt.

Im Rahmen der in vifre Vorarbeiten wurde zunichst das therapeutische Potential des
CDK4/6-Inhibitors Abemaciclib gegenitber MIhl™ Zellen aufgezeigt. Es wurde ein
Zellzyklusarrest, sowie immunogener, apoptotischer und nekrotischer Zelltod nachgewiesen
In Ko-Kulturversuchen mit autologen munnen Immunzellen wurden antiutmorale Effekte
verstitkt. Interessanterweise vermttelte die Kombinationsbehandlung bestehend aus
Abemaciclib und emnem anti-PD-1.1-Antikérper vergleichbar starke zytotoxische Effekte.
Basierend auf den erhobenen Daten wurde em in vive Therapieversuch durchgefiihrt.
Tumortragende MIhI™" Mause erhielten Abemaciclib bzw. einen anti-PD-L1-Antikérper in
Mono- oder Kombinationstherapie. Im Falle der Kombinationsgabe erfolgte eine
metronomsche Applikation mut mmtialer CDE-Blockade. Mit diesem Applikationsschema
zeigte die Kombinationstherapie zwar eine Uberlegenheit gegeniiber der ICI-. jedoch nicht
gegenilber der CDEKI-Monotherapie. Abemacichib  verlingerte das Gesamtiiberleben
sigmfikant, emhergehend mmt emer bildmorphologisch nachweisbaren Reduktion der
Tumormasse. Damit konnte erstmals 1m experimentellen Modell eine sichere Anwendung von
Abemaciclib bei MSI-Tumoren demonstriert werden. Wir postulieren eine Aquivalenz der
Zellzyklushemmung durch Abemaciclib und damit eme innovative Therapieoption bei soliden
MSI-Tumoren.

Weiterfithrende ex vivo Analysen bestiatigten zudem das immunstimunlierende Potenzial von
Abemaciclib, welches durch eine deutlich Abnahme regulatonischer T-Zellen 1m Blut, in der
Milz und dem residuellen Tumorgewebe charaktensiert 1st. Gleichzeitig wurden vermehrt
CDS8" zytotoxische T-Zellen im Tumorgewebe detektiert. Vergleichbare Effekte zeigten sich
auch nach Kombinationsbehandlung. Die allemnige ICT hatte nur einen genngen Einfluss auf
das Tumormikrommlieu. Als potentieller Resistenzmechamismus nach Abemaciclibgabe
konnte eimne erhéhte Myc-Expression im Tumorgewebe identifiziert werden die
interessanterweise in der Kombmationsbehandlung micht nachweisbar war. Zusammenfassend
konnte somit der therapeutische Wert beider Monotherapien mm priklimschen Modell
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bestitigt werden. In werterfithrenden Studien sollten Dosierung sowie Applikationsmtervalle
optimiert werden.

Prospektiv sind die gewonnenen Daten fiir Patienten it pnmérem oder sekundirem
Therapieversagen bei ICI-Behandlung von Interesse. Dariiber hinaus bedarf es fiir das
Patientenkollektiv, bei dem eine ICI-basierte Therapie kontraindiziert 1st, einer gleichwertigen
Altemative. Eine solche Alternative sehen wir in der Zellzyklusinhabition.

In welcher Form eine Abemaciclibmonotherapie bei MSI-Tumeoren emngesetzt werden kann,
muss noch genauer umtersucht werden. In unserer Studie erfolgte eimne wichentliche
Applikation. basierend auf der hohen Inmunogemtit von MSI-Tumoren und der Filgkeit
von Abemaciclib, antitumeorale Immunantworten zu verstirken

Ein _one-size-fits-all” Therapieschema kann jedoch nur selten einen defimtiven Edfolg
garantieren, vielmehr bedarf es individualisierter Therapieansitze. Hierzu mmiissen
immmunologische und genetische Biomarker identifiziert werden, um darauf abgestimmte
Substanzen, Kombinationen sowie Applikationsschemata zu wihlen. Trotz der Fortschnitte in
der Immuntherapie gibt es immer wieder neue und auch unerwartete Erkenntmisse. Dies stellt
die medizimische Forschung vor die Herausforderung, eben solche Erkenntmsse weitergehend
zu lhinterfragen und zugrunde hiegende Pathomechamsmen aufzudecken Andererseits ergeben
sich dadurch immer mehr Therapieoptionen, die den Weg zu einer personalisierten Medizin
ebnen.

Basierend auf den hier genenerten Daten konnten wegweisende Erkenntmisse zur CDEK-
Inhibition gewonnen werden. Diese tragen zu emem besseren Verstindms der bishenigen und
vor allem der zukiinftigen Rolle der CDE-Inlibtion 1n der zielgenichteten Immuntherapie von
MSI-Tumoren bei.
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8. ANHANG

8.1. Anmerkung

In dieser Arbeit wird zur leichteren Verstindlichkeit in der Regel das generische Maskulinum
verwendet. Hiermit weise ich darauf hin, dass dabei auch feminine sowie non-biniire Perso-

nen gemeint sind.

8.2. Erginzende Abbildungen
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Abbildung 28 | Immunphiinotypisierung des peripheren Blutes.

Routinemifig sowie final entnommene Blutproben wurden phanotypisiert und durchflusszytometrisch
untersucht. Dargestellt ist der prozentuale Anteil positiver Zellen. MW + Stabw; Kontrolle: = 4 (Daten von d0
wurden durch historische Kontrolle ergiinet); Isotyp: n=4-5; Abemaciclib: n = 7-8; anti-PD-1L1: n = 7-8; Kombi:
o= 6-7; *p=0.05 (Abemaciclib vs. d42); **p=0,01 (anti-PD-L1 vs. d0); ##p<0,01 (Kombi vs. d0); §§p=0,01
(Abemaciclib vs. Kombi); §§§p=0,005 (Kombi vs. d0); One-way ANOVA (Tukeys post-hoc).

MDSCs: myelside Suppressorzellen; d: Tag nach Therapiebeginn; NK: natirliche Eiller
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Abbildung 29 | Nicht-kodierende M5-Mutationsfrequenz von Tumoren.

Anus den Tumoren der MIhl™ Miuse wurde gDNA isoliert, das Genmaterial mittels PCR. amplifiziert und einer
Fragmentlingenanalyze nnterzogen. Als Kontrolle diente die DNA einer Wildtyp-MIh1-Mans. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der Mutationsfrequenzen. MW + Stabw; n = 2-4 Mause/Gruppe.

neMS: nichi-kodierende Mikrosatelitten
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Abbildung 30 | Kodierende MS5S-Mutationsfrequenzen.

Anus den Tumoren der MIhl™ Miuse wurde gDNA isoliert, das Genmaterial mittels PCR. amplifiziert und einer
Fragmentlingenanalyze nnterzogen. Als Kontrolle diente die DNA einer Wildtyp-MIh1-Mans. Dargestellt ist der
prozeotuale Anteil der Mutationsfrequenzen ansgewihlter Marker. MW, n = 2-4 Mause/Gruppe.

cMS: kodierende Milrosatelitten
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£
2

Klinigches Modell Matrische & Paramatrische Kriterien

BALHA™ Béodsll Ohna kiinischen Befund

Definilion der Tumoran: salid, Venminderte Fallpliege: Fell strupplg bew. f8ilt sus

autochihon, YWachstum veranderies (Sozial-) Verhalien (Teilnabmslosigkeit; grringe Inferakfion mit Kafiggenossen)
ausschlietlich lokal, keing Knochen- | Gesbeigerls Abwehmeskiion/Beilan/Lautdulberungen baim Ergreden (z B, zum Wiagen/Limsetzen)
oder Farnmetastasianng Gewichisredukdion =10%

Turnargrale: S100 mm? (1. PETICT)

Gewichtsreduktion =15%

Lrin w.fo. Kot abweichend in Menge, Farbe und Konsistanz (starke Diarrhoe,
ObstipationyAnamisbeginnends Maribunditat

Rekiale Blutung/Analprotapaivargewdibies Abdoman [generalisiarte Lymphome)/Besintrachiigung der
Abmaing (nur bei Thymaomen) 3
Turnargrile: 2400 mm* (GIT) bew. zunehmende Anreicharung [quantitatne und qualitativ von 18F-FDG in
Leber und Milz in Vergleich zum vorhengen Messwert (FETICT) 3
Gekrimmie Haltung, stark varandertes Soziaherhalbenifpathisches Verhalben, welche Anzeichen fr gine
Sehmerzsymplomatk derstellen (ggf. zunéchst Anelgetika, bal anhaltandar Symptomatik (max 24 b
=Versuchsabbruch])

B B B R == s D

e

Abbildung 31 | Score Sheet
Versuchsabbroch durch Totung Bei 2 x Score 2 wurde engmaschiger visitiert (mindestens einmal
taglich).

8.3. Antikdrper

Antigen Konjugat Spezifitit Klon Hersteller

CD200R FITC mouse O0X-110 BiclLegend

CD8a PE monse FRPA-T8 ImmunoTools
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CD152 (CTLA4) PE mouse UC10-4B9 BiclLegend

Gr-1 PE monse EB6-8C3 ImmunoTools

CD 274 (FD-L1) PE mouse 10F.9G2 BiclLegend

NEI1.1 PE monse PE136 ImmunoTools

CD152 (CTLA4) PE-Cy7 mouse UC10-4B9 BiclLegend

CcDi9 APC monse LT19 ImmunoTools

CD279 (PD1) APC mouse 29F.1A12 BiclLegend

CD3e Alexa Fluor™ 488 mouse 500A2 BioLegend

CD11b Alexa Fluor® 488 mousehoman M1/70 BioLegend

F4/80 Alexa Fluor™ 594 mouse BMSE BioLegend

CD2a Alexa Fluor™ 647 mouse 53-6.7 BioLegend

CDs FITC mouse 53-6.7 BioLegend

CD11b BVIT0 mousehoman M1/70 BioLegend
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NEl.1 BV603 mouse PE136 BiclLegend

CD62L BVTE3 mouse MEL-14 BiclLegend

CD179 (CCRT) PE mouse 4B19 BioLegend

CcD19 Spark Blue™ mouse 6D5 BioLegend

cD3 PerCP mouse 145.2C11 BiclLegend

Calreticulin unkonjugiert RBS57759 Abcepta
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8.4, Primer

Gen Repeat  Primer-Sequenz (5° > 3%) Produktgrife [BP]

Tmem6&0 Ag F: CTTTGACCCTCGACATGGAT 164
F: CAGCCAGTAAGGCCCATAAA

Phactrd Aqp F: ATCTTCAAGCCGTGGAAATG 185
B TTTAATGCAGCAGGCTCAG

Bat30 Aap F: ATTTGGCTTTCAAGCATCCATA 82
B GGGAAGACTGCTTAGGGAAGA

Mdm?2 A F: CGCAGGACAAAGACGAGAGT 198
B TCATTTGGATTGGCTGTCTG

12235 Agy F: GCTCATCTTCGTTCCCTGTC 86
B: CATTCGGTGGAAAGCTCTGA

AC0967TT Ta7 FTACAGAGGATTGTCCTICTTGGAG 138
F:GCTGCTTCACTTGGACATTGGCT

Kit A F: TCAGCCTGACGTGCATTGAT 108
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B AGAACTCGTGAGGCCATTGC

TefT12 TS F:CACCTTGTATGTAGCGAACGCA 119
RETCAACTTGCCGTGAGCATTAGA

Suptls Ag FTGAGAAAGTTCGGCATAGCA 85
F-AGAAGGATCTGCCCCAGCTA

Eenmal Ay F: TGACGTCACAGATCCCAAAA 157
B: TAACAAGGGGTCATGCCTCA

Ptpm21 A F: TTTGAAAGGTGTCTGGGTACG 176
B CGCTCTGGTGGACACTTCTT

BAT26 Ang F: TCACCATCCATTGCACAGTT 134
B: CTGOGAGAAGGTACTCACCC

BAT24 Agy F: CATAGACCCAGTGCTCATCTTCGT 98
B: CATTCGGTGGAAAGCTCTGA

Sdceagl Al F:GCATAGGCTGACAGGCTGAGAT 132
BETGCCAGCATTGAGAACAGTGAT
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Mbds Gy F: CCCTCTTCTTTCCAGCCAGT 17
B: TGGAGGGATCTGGAGACTCT

Lig4 Ag F: TGAAGCCAAGGTGCTTACAG 133
B: TGGGTTATTAACTGAAGAAGGCT

Mipl37 Ag F: CGTGTCTTCCAGTTCCTGGT 17
P GAAATCAACAGGCCCAACAG

Erces Ag F: CTCAGAGTGGTGGCACGAAG 152
F: CATCCACCACAGGCCTGAG

Akt3 Tg F: GGGCCAGATGATGCAAAAGA 65
B ACATCTTGCCAGTTTACTCCAG

nife AlD F: GCACCAGAACAAGATCACGA 87
B: CCAGCTCTCTCGTGTTCCAT

Dmnaje2 Ag F: CAAGTGTTTTCTCCAGTGTTTGA 84
F: CGAGGAGTTCATATCACCAAGC

Mihl F: TGT CAA TAG GCT GCC CTA GG 500 Enock- out
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mouse# Bl: TGG AAG GAT TGG AGC TAC GG R2: 350 Wildtyp 350 + 500
TTT TCA GTG CAG CCT ATG CTC Heterozygot

124



8. ANHANG

8.5. Thesen

L

10

Das Lynch-Syndrom ist das hiufigste erbliche Tumorpradispositionssyndrom und fiihrt
zur Entwicklung syn- und metachroner Tumore mit hoher Mutationslast und demzufolge
mit hoher Immunogenitéit.

Mihl-knockout-Mause stellen ein gutes priklimisches Modell fir erbliche
Tumorsyndrome dar.

Die Blockade von Immuncheckpoint-Molekiilen stellt eine wirksame Therapieoption fiir
Patienten mit dMMR -assozuerten Tumoren dar.

Die zelgenichtete Therapie mmut Cyclin-abhingigen Kinaseinhibitoren (CDKIs) ist eme
mnovative Therapieform fiir AMMPE. -assoziierte Tumore.

CDE-Inhibitoren induzieren emnen Zellzyklusarrest, fithren zu immunogenem Zelltod und
verindern den Phinotyp von dMMR-Tumorzellen in vitro.

Der CDK-Inhibitor Abemaciclib zeigt im Mihi-knockout-Modell zytostatische und
mmunvermitielte Effekte. insbesondere durch Modulation des Tumormikromilieus.
Abemaciclib verlingert signifikant das Gesamtiiberleben von MIhI™ Miusen und fithrt
zur bildmorphologisch nachweisbaren Reduktion der Tumormasse.

Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens ist emne Therapie mit Abemacilcib einer Therapie mit
einem anti-PD-L1-Antikorper iiberlegen.

Eine Kombination aus Zellzyklus- und Immmuncheckpoint-Blockade fiihrt potenziell zu
emer kumulativen Toxizitit und bedarf fisr emme sichere Anwendung ber dMME-
assoziierten Erkrankungen einer genauveren, individuellen Anpassung himsichtlich
Applikationsschema sowie Dosierung.

Perspektivisch stellt Abemaciclib eine geeignete Therapiesubstanz zur Behandlung
dMMER.-assoziierter Tumore dar und womdglich auch eine iiberlegene Altemative zur
Immuncheckpoint-Inhibition
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