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EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

11 GENETISCHER DARMKREBS

Das durchschnittliche Lebenszeitrisiko an einem kolorektalen Karzinom (engl. colo-
rectal cancer, CRC) zu erkranken, liegt weltweit bei 4 — 5 % [1]. Hauptrisikofaktor ist
das zunehmende Lebensalter [1]. Aber auch bei Vorliegen genetischer Risikofaktoren
besteht eine deutlich erhohte Gefahr. So haben ca. 20 % aller Patienten eine positive
Familienanamnese [2,3]. In etwa 5 % aller Falle liegt eine pathogene Keimbahnmuta-
tion vor (Abb. 1) [1]. Das haufigste genetisch bedingte Tumorpradispositionssyndrom
ist das Lynch Syndrom, welches 3 - 4 % aller CRCs betrifft. Lynch-assoziierte Tumoren
entstehen aufgrund einer Keimbahnmutation in einem der DNA Mismatch — Reparatur
(MMR) Gene. Auf diese wird im folgenden Kapitel naher eingegangen. Ein weiteres
Tumorsyndrom mit obligater Kanzerose ist die familiare adenomatdse Polyposis
(FAP), die in ca. 1 % aller CRCs auftritt und auf einer Keimbahnmutation des APC-
Gens beruht [4,5]. Andere und deutlich seltenere erbliche Syndrome sind das Peutz—
Jeghers—Syndrom und das Cowden-Syndrom [1,3]. Gemeinsames Charakteristikum
aller erblich bedingten Tumoren ist deren, im Vergleich zum sporadischen Pendant,
frihzeitige Entwicklung. So erkranken die betroffenen Patienten in der Regel vor dem
50. Lebensjahr [6,7].

Haufigkeitsverteilung von kolorektalen Karzinomen

ABBILDUNG 1: GENESE DES KOLOREKTALEN
KARZzINOMS

WAHREND 80 % SPORADISCH AUFTRETEN,
LIEGEN BEI 20 % FAMILIARE HAUFUNGEN
VOR. DAVON ENTSTEHEN CA. 16 % OHNE
NACHWEISBARE GENVERANDERUNGEN. BEI
DEN VERBLEIBENDEN 4 % LIEGT EINE MONO-
GENETISCHE ~ KEIMBAHNMUTATION  VOR.
(ADAPTIERT NACH [8].)

sporadisch = familiar = genetisch

1.2 MISMATCH — REPARATUR — DEFIZIENZ (DMMR)

In einer einzelnen Zelle treten taglich etwa 10.000 Basenfehlpaarungen auf [9,10].
DNA-Polymerasen bauen falsche Nukleotide ein oder verrutschen am DNA-Strang,

wodurch Insertions—Deletions—Schleifen (engl. insertion-deletion-loops, 1DL) entste-
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hen kdnnen. Bleibt der Reparaturvorgang aus, tragt der Tochterstrang eine Punktmu-
tation oder eine Leserasterverschiebung (Frameshift-Mutation), die zu einem vorzeiti-
gen STOP-Codon und zur Synthese eines verklrzten Proteins fihren [11]. Um sicher-
zustellen, dass diese die Zellteilung und -funktion nicht beeintrachtigen, gibt es inte-
grierte Reparaturmechanismen. Wahrend der Replikation korrigiert die DNA-Poly-
merase durch ihre Korrekturleseaktivitat eine Vielzahl von Fehlpaarungen. Bleiben
dennoch welche bestehen [12,13], so kénnen diese durch das MMR-System entfernt
werden [14,15].

Das MMR-System wurde zuerst in Bakterien entdeckt, bei denen eine erhdhte Mutati-
onsrate auftrat, wenn das Reparatursystem defekt war [16—18]. In Prokaryoten besteht
der Komplex aus drei spezifischen Proteinen: MutS, MutL und MutH [19,20]. Sauge-
tiere besitzen funf Homologe von MutS (MSH2 - MSH6) und vier Homologe von MutL
(MLH1, MLH2, PMS1, PMS2) [21]. Mit Ausnahme von MSH4 und MSH5 sind alle an-
deren Proteine an der DNA-Reparatur beteiligt [22—24]. Die Zusammensetzung der
Proteinkomplexe unterscheidet sich je nach Mutationstyp [25—-27]: Nukleotid-Fehlpaa-
rungen und kleine IDLs werden vom hMutSa-Heterodimer erkannt, welcher aus
hMSH?2 und hMSH6 besteht [28,29]. Dieser bindet an die DNA, nachdem hMSH?2 ein
Molekil ADP gegen ATP ausgetauscht hat [27]. Nachfolgend bindet hMutLa, beste-
hend aus hMLH1 und hPMS2, an den hMutSa-Komplex und bildet einen tetrameren
Komplex [13,30]. HMutLa erkennt den neusynthetisierten, fehlerhaften Strang. Die En-
donuklease-Aktivitat schneidet den Strang entlang der Bindungsstelle mithilfe der Ak-
tivierung des proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Durch den Replikationsfaktor
C wird dieses an die DNA gebunden [31]. Die rekrutierte Exonuklease Exo1 entfernt
mehrere hundert Basen des fehlerhaften Segments und die Polymerase & repliziert
dieses Stuck, welches anschliellend von der DNA-Ligase | verschlossen wird (Abb. 2)
[13,32,33]. GroRere IDLs werden vom hMutSp-Heterodimer, bestehend aus hMSH?2
und hMSHS3, korrigiert [28,29,33,34]. Auch dieses bindet an die DNA und rekrutiert den
hMutLa-Komplex [30,35]. Anschlielend folgt das Prozedere entsprechend der Repa-
ratur einzelner Basenfehlpaarungen [36-38].

MMR-Proteine sind auch an der Reparatur von Doppelstrangbrichen und der Rekom-
bination beteiligt [39]. Zusatzlich haben sie Funktionen bei der Regulation des Zellzyk-
lus und der p53-abhangigen Apoptose bei Reaktionen auf starke Schadigungen der
DNA [14,40]. Der Verlust des MMR-Systems, die sogenannte MMR-Defizienz (engl.
deficient MMR, dMMR), fuhrt zur Akkumulation von Mutationen und Entwicklung von
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Tumoren. Typisch fur diese Tumoren ist eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Sie tritt

sowohl in hereditaren als auch in sporadischen Tumoren auf [17,41,42].
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ABBILDUNG 2: MISMATCH-REPARATUR-SYSTEM

DURCH HMuUTS-KOMPLEXE (HMSH2/HMSH6 ODER HMSH2/HMSH3) WERDEN FEHLERHAFTE BASENPAARUNGEN IN DER
DNA ERKANNT. HMUTLA- (HMLH1/HPMS2) WIRD REKRUTIERT, DAS PCNA BINDET MITTELS REPLIKATIONSFAKTOR C AN DEN
DNA-STRANG, DIE FEHLERHAFTE STELLE WIRD AUSGESCHNITTEN UND MITTELS DNA-POLYMERASE DIE RICHTIGEN NUKLEO-
TIDE EINGEFUGT. ZULETZT VERBINDET DIE LIGASE DIE STRANGE WIEDER MITEINANDER [43].

1.3  MIKROSATELLITENINSTABILITAT (MSI)

Mikrosatelliten (engl. short tandem repeats, STR) sind kurze, sich wiederholende Ba-
senpaarsequenzen, die aus 2 bis 6 Basenpaaren bestehen. Sie sind vorwiegend in
nicht-kodierenden Bereichen lokalisiert, kommen aber im gesamten Genom vor
[44,45]. Aufgrund ihrer repetitiven Struktur (z.B. AAAA, TTTT, TATATATA) sind STRs
besonders anfallig fir Mutationen und flr Langenanderungen der Mikrosatelliten-DNA.
Liegt eine dMMR vor, so kénnen diese Basenfehlpaarungen und Insertionen/Deletio-
nen nicht korrigiert werden. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von Mutationen, insbe-
sondere in den STRs. Man spricht in diesem Fall von einer MSI. Die Anhaufung solcher
Mutationen in kodierenden Genen wird als wichtigster molekularer Mechanismus be-
schrieben, der die onkogene Transformation in den betroffenen Zellen bewirkt [46—48].
Tritt die MSI in kodierenden Bereichen auf, flhrt dies oft zu Frameshift-Mutationen.
Besonders haufig betroffene Zielgene umfassen u.a. Gene der Apoptoseregulation
(BAX), Inflammation (Caspase-5), Signaltransduktion (TGFRB-RIl, ACVRZ2) sowie der
Transkriptionsregulation (TAF1B). Die Mutationen fihren zur Synthese trunkierter und
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damit funktionsloser Proteine, die ihre tumorsuppressiven Eigenschaften verlieren
[49].
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ABBILDUNG 3: MSI-ENTSTEHUNGSWEG VON CRCs
ERSTELLT MIT BIORENDER.COM UND ADAPTIERT NACH [44].

Um diesen Entstehungsweg der Tumorgenese nachzuweisen, wird der MSI-Phanotyp
als diagnostischer Marker fur eine dMMR in Tumorzellen genutzt und weist so auf ei-
nen Defekt des hMutS- oder hMutL-Komplexes hin [50]. Dadurch kann eine hochfre-
quente MSI (MSI-high, MSI-H) von einer niedrig-frequenten MSI (MSI/-low, MSI-
L)MSS (engl. microsatellite stable) unterschieden werden. Zum Nachweis kdnnen fol-
gende Methoden eingesetzt werden:
- Nachweis von Grof3enunterschieden spezifischer Mikrosatelliten mittels Poly-
merasekettenreaktion (PCR)
- Nachweis eines Ausfalls der MMR-Proteine hMLH1, hMSH2, hMSH6 und
hPMS2 Uber spezifische Antikorper (AK) mittels Immunhistochemie
- Nachweis von DNA-Veranderungen mittels Next-Generation-Sequenzierung
(NGS) [51-53].
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Goldstandard ist die Immunhistochemie bei der Testung von MSI-H-CRCs. Um MSI-
H, MSI-L und MSS voneinander abzugrenzen, werden MSI-Marker genutzt (sog. Be-
thesda Panel) und je nach Anzahl der vorhandenen Mutationen entsprechend in die
Kategorien eingeteilt. MSI-L-Tumoren weisen die gleichen klinischen Merkmale wie
MSS-Tumoren auf, bei denen keine MSI im Tumor nachweisbar ist [37,41,54,55]. MSI-
H wurde in mehreren Studien als prognostisch glnstiger Faktor nachgewiesen
[38,41,54,56].

1.3.1 LYNCH SYNDROM

Das Lynch Syndrom (LS) ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die mit
einem erhohten Risiko fur kolonische und extrakolonische Tumoren assoziiert ist. BOs-
artige Tumoren aufRerhalb des Kolorektums treten u.a. im Endometrium, Ovar, Magen,
Dinndarm, Urothel, Gehirn, Pankreas und Prostata auf (Abb. 4) [4,57]. Da das LS nicht
zu einer vermehrten Polypenbildung im Darm fihrt, wurde es friher als hereditares
nicht-polypdses kolorektales Karzinom (HNPCC) bezeichnet. Aufgrund des komple-
xen Tumorspektrums ist der Begriff mittlerweile obsolet [43].

Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 44 Jahren [51]. In Abhangigkeit der zugrunde-
liegenden Keimbahnmutation besteht ein Lebenszeitrisiko von 70 %, an einem CRC
zu erkranken. In 40 % der Falle tritt dies vor dem 40. Lebensjahr auf [58,59].

Die charakteristischen Merkmale von Lynch-assoziierten Tumoren auf molekularbiolo-
gischer Ebene sind dMMR und MSI [57]. Lynch Anlagetrager tragen eine monoalleli-
sche Keimbahnmutation. Mutationen im zweiten Allel fihren zum kompletten Funkti-
onsverlust des MMR-Systems und zur Tumorgenese [4,60]. Die am haufigsten be-
troffene Gene sind hMLH71 und hMSH2 (jeweils 40 — 45 %). DarUber hinaus sind Keim-
bahnmutationen in hMSH6- und hPMS2 pathogenetisch relevant (jeweils 5 — 10 %)
[4,61].
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ABBILDUNG 4: TUMORRISIKO BEI LYNCH-SYNDROM - PATIENTEN
Risiko im Alter von 70 Jahren im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung. Adaptiert nach [57,62].
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Weiterhin kennzeichnend ist die haufige Lokalisation im rechten Hemikolon und die
hohe Rate syn- und metachroner Tumoren [51,63].

Um die Diagnose LS zu stellen, bedarf es vorwiegend klinischer Befunde. Sie verlauft
in mehreren Stufen [57]:

Die Amsterdam-II-Kriterien liefern dabei einen anamnestischen Leitfaden, um familien-
anamnestische Hinweise auf das Vorliegen eines LS zu erhalten [64,65].

Die revidierten Bethesda-Kriterien werden eingesetzt, wenn nicht alle Amsterdam-II-
Kriterien erfullt sind [66]. Hierbei werden vor allem die Charakteristika des bestehen-
den Tumors untersucht. Trifft mindestens eines dieser Kriterien zu, sollten anschlie-
Rende molekularpathologische/-genetische Untersuchungen erfolgen, um eine dMMR

bzw. MSI zu analysieren [51,67].

1.3.2 SPORADISCHE MIKROSATELLITENINSTABILITAT

MSI ist in ca. 12 — 15 % aller sporadischen CRCs nachweisbar [68]. Im Gegensatz
zum LS sind sporadische MSI-Tumoren mit CpG-Hypermethylierungen im MLH1-Pro-
motor assoziiert [65,69]. Die Promotorhypermethylierung fuhrt zur Inaktivierung des
Gens [70]. Charakteristisch fur diese Tumoren sind das Fehlen signifikanter familiarer
Haufungen, ein héheres Manifestationsalter, eine biallelische Methylierung des MLH1-
Promotors, der Verlust des MLH1- und PMS2-Proteins und haufige Mutationen im
BRAF-Gen [71-73]. Damit sind sporadische MSl-assoziierte Tumoren sowohl moleku-
larpathologisch als auch klinisch deutlich vom hereditaren Pendant abzugrenzen. Ein
gemeinsames Merkmal aller MSI-Tumoren ist jedoch ihre hohe Tumorimmunogenitat,
die nicht nur prognostisch, sondern auch klinisch relevant ist, u.a. fir Therapieent-

scheidungen.

14 TUMORIMMUNOLOGIE

Die Tumorimmunologie befasst sich mit den Wechselwirkungen zwischen Tumor und
Immunsystem. Dabei handelt es sich um einen sehr dynamischen Prozess. Das Im-
munsystem ist sowohl an der Entstehung, als auch an der Bekdmpfung von Tumoren
beteiligt und hat in fortgeschrittenen Stadien zusatzlich Einfluss auf die Immunogenitat
der Tumoren [74]. Die Tumorgenese umfasst drei Phasen der Immuneditierung: (1) der
Eliminierung (engl. elimination), (11) dem Gleichgewicht (engl. equilibrium) und (lll) dem
Entkommen (engl. escape). In der ersten Phase kdnnen transformierte Zellen, z.B.

Uber Fremdantigene, vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Dies erfolgt in
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der Regel noch lange bevor der Tumor klinisch manifest wird [75-77]. Jedoch werden
dabei nicht immer alle Tumorzellvarianten vollstandig eliminiert und treten in eine
zweite Phase des Gleichgewichts ein: Das Immunsystem kontrolliert das Wachstum
der Tumorzellen, verhindert es aber nicht vollstandig. Es kommt zu einer Veranderung
der Tumorimmunogenitat. Dies fuhrt in der dritten Phase, der sogenannten Escape-
Phase, zur Tumorprogression, in der sich der Tumor unkontrolliert ausbreitet. Es ent-
steht ein immunsuppressives Tumormikromilieu (engl. Tumor Microenvironment,
TME) und der Tumor wird klinisch sichtbar [78-80].

Die Fahigkeit von Tumoren, sich gezielt der Kontrolle durch das Immunsystem zu ent-
ziehen, wurde von Hanahan und Weinberg als eines der ,Hallmarks of Cancer” be-
schrieben [81].

1.4.1 IMMUN — EscAPE MECHANISMEN

Tumoren nutzen Immun-Escape-Mechanismen, um sich der Kontrolle durch das Im-
munsystem zu entziehen. Die fehlende bzw. verminderte Abundanz von Haupthisto-
kompatibilitatskomplex-I-Molekilen (MHC-I) auf Tumorzellen fuhrt zu einer verringer-
ten Antigenprasentation und -erkennung durch zytotoxische T-Zellen [74,82]. Aulder-
dem sezernieren Tumorzellen immunsuppressive Zytokine (z.B. Prostaglandin E, Tu-
mor Growth Factor-i3 (TGF-R), Interleukin-10), welche das Tumorwachstum entschei-
dend beeinflussen [74,83]. Zwei besonders wichtige Escape-Mechanismen werden
unter dem Punkt 1.4.2 und 1.4.3 erlautert.

1.4.2 IMMUNCHECKPOINTS UND DEREN INHIBITION

Immuncheckpoints gehdren zum Kontrollsystem des Immunsystems, um Immunant-
worten zu steuern und Uberschieliende Reaktionen zu vermeiden [84]. Sie fungieren
als physiologischer Schutz vor Autoimmunerkrankungen. Im Jahr 2018 erhielten die
Wissenschaftler James Allison und Tasku Honjo den Nobelpreis fur Medizin und Phy-
siologie mit der Entdeckung der ersten zwei Immuncheckpoints, CTLA-4 (engl. Cyto-
toxic T-Lymphocyte-associated Protein-4) und PD1 (engl. Programmed Death Protein-
1) [85,86]. Dadurch wurden wichtige Zielmolekule fur die Immuntherapie entdeckt
[76,87]. Heute ist bekannt, dass Tumoren diese Immuncheckpoints bzw. deren Ligan-

den nutzen, um sich vor dem Immunsystem zu schitzen und die Aktivitat zytotoxischer
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T-Lymphozyten und T-Helferzellen zu regulieren. Damit ist die Beeinflussung der spe-
zifischen T-Zell-Aktivitat ein weiterer wichtiger Mechanismus, den sich Tumoren
zunutze machen. Die Hochregulation bestimmter Immuncheckpoint-Liganden auf den
Tumorzellen (z.B. PD-L1) hat zur Folge, dass T-Zellen diese nicht angreifen. Zusatz-
lich fihrt das immunsuppressive TME zu einer Erschopfung der T-Zellen. Diese expri-
mieren dann ebenfalls vermehrt Immuncheckpointmolekile und produzieren weniger
Effektorzytokine [88,89]. In der Konsequenz werden Tumorzellen nicht zerstort.

Zur Wiederherstellung der Aktivitat erschopfter T-Zellen ist die Auslosung einer Ab-
wehrreaktion durch Blockade hemmender Immuncheckpoints (Immuncheckpoint-Inhi-
bitoren, ICI) erforderlich (= releasing the brake) [90]. Hierfir werden zumeist monoklo-
nale AK eingesetzt, die gegen spezifische Immuncheckpoints (u.a. CTLA-4, PD1) ge-
richtet sind [91,92]. Der Wirkmechanismus der ICl ist in Abbildung 5 veranschaulicht.
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ABBILDUNG 5: WIRKUNGSWEISE DER ICl a-PD1/a-PD-L1 unD a-LAG-3
(ENGL. ANTI-LYMPHOCYTE-ACTIVATION-GENE-3) ADAPTIERT NACH [93] UND ERSTELLT MIT BIORENDER.COM.

Der Durchbruch der immunvermittelten Tumortherapie gelang 2011 mit der Zulassung
des monoklonalen AKs gegen CTLA-4, Ipilimumab, beim fortgeschrittenen (metasta-
sierten) malignen Melanom [94,95]. Es folgten weitere Zulassungen fur PD1 und PD-
L1-Inhibitoren [96-99].

PD1 ist, genau wie CTLA-4, ein Zellmembranprotein der CD28-Familie [100] und vor-
rangig auf der Oberflache aktivierter T-Zellen exprimiert [101,102]. Sein Ligand PD-L1
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befindet sich auf Antigen-prasentierenden Zellen und Tumorzellen. PD-L1 kann als
Reaktion auf entziindliche Zytokine (z.B. TNF-qa, IFN-y, IL-13) auf verschiedenen nicht-
lymphoiden Gewebezellen induziert werden [103—105]. Bindet PD1 an seinen Ligan-
den, wird die antitumorale Aktivitat von T-Zellen herunterreguliert [106,107]. Diese In-
teraktion kann mithilfe spezifischer a-PD1- oder a-PD-L1-AK blockiert werden, um die
zytotoxische T-Zellantwort wieder herzustellen [87,108]. Verschiedene PD1-AK (u.a.
Pembrolizumab und Nivolumab) sind mittlerweile zur Behandlung unterschiedlicher
Tumorerkrankungen zugelassen, u.a. des malignen Melanoms, des Nichtkleinzelligen
Lungenkarzinoms (engl. non small cell lung cancer, NSCLC) und des Hodgkin-Lym-
phoms [87,96,109]. Revolutionar in diesem Zusammenhang war die erste tumorag-
nostische Zulassung von der FDA im Jahr 2017 fir dMMR bzw. MSI Tumoren [110].
Die Zulassung basiert auf den Erkenntnissen mehrerer klinischer Studien, die unter-
schiedliche Tumorentitaten mit dIMMR-/MSI-H-Status umfassten. Diese Studien besta-
tigten mehrheitlich, dass dieser Subtyp besonders gut auf eine Immuncheckpoint-Blo-
ckade anspricht. Das gute Ansprechen ist auf die hohe Tumorimmunogenitat und die
damit einhergehende hohe T-Zellinfiltration zurtickzuflihren [110-112].

Neben CTLA-4 und PD1 werden zunehmend weitere Immuncheckpoints hinsichtlich
ihrer Eignung als therapeutische Zielstruktur untersucht. Zu diesen zahlt u.a. auch
LAG-3 [99,113,114]. LAG-3 ist ein Transmembranprotein, das strukturelle Ahnlichkeit
mit CD4 aufweist. Es wird durch Antigenstimulation auf aktivierten und erschopften
CD4* und CD8* T- Zellen induziert [115,116] und spielt eine wichtige Rolle bei der
Funktion regulatorischer T-Zellen (Tregs) [102,117]. Auf tumor-infiltrierenden T-Zellen
wird LAG-3 nach Antigenkontakt und in Anwesenheit von IL-2, IL-7 und IL-12 induziert
[118,119]. Die inhibitorische Funktion korreliert stark mit dem Expressionslevel auf der
Zelloberflache [120]. Die Signallbertragung zwischen LAG-3 und seinen Liganden ist
komplex und Gegenstand aktueller Forschung. Es zeigte sich jedoch, dass LAG-3
wichtig bei der Informationsvermittiung zwischen CD4 und MHC-II ist und diese ent-
scheidend beeinflussen kann [115,121,122]: Zytokinproduktion, zytolytische Funktion
und Proliferation von T-Zellen werden beeintrachtigt, die Immunsuppression hingegen
wird geférdert [123—126].

Um in diese SignalUbertragung einzugreifen, werden derzeit mehrere klinische Studien
bei soliden Tumoren und hamatologischen Neoplasien durchgefihrt, die auf LAG-3
abzielen. Der erste blockierende monoklonale AK, welcher in der Klinik angewendet
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wurde, war Relatlimab. Dieser humane IgG4-a-LAG-3-AK wird allein oder in Kombina-
tion mit PD1/PD-L1 Inhibitoren eingesetzt und hat bereits vielversprechende Ergeb-
nisse gezeigt [127,128]. Trotz dessen ist derzeit noch wenig Uber die Wirkmechanis-
men von LAG-3 bekannt [126].

Relatlimab ist bislang in Kombination mit dem PD1-Inhibitor Nivolumab zur Behand-
lung des metastasierten oder inoperablen Melanoms zugelassen. Die Zulassung ba-
siert auf den Ergebnissen der RELATIVITY-074-Studie [113,129], in der die Fixkombi-
nation Opdualag® im Gegensatz zur Nivolumab Monotherapie zu einer statistisch sig-
nifikanten Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens fiihrte [129-131].
Wichtige Entscheidungskriterien bei der Therapieauswahl sind neben der Wirksamkeit
auch das Nebenwirkungsprofil und die Nebenwirkungsrate. Das Nebenwirkungsprofil
der ICI-Therapie ist hauptsachlich auf Autoimmunphanomene zurtckzufuhren. Diese
manifestieren sich vorrangig in Form von Hautlasionen (46-62%), Kolitiden (22-48%),
Hepatitiden (7-33%) und Endokrinopathien (12-34%). Seltener sind Pneumonitiden,
Nephritiden, Kardiomyositiden und neurologische Nebenwirkungen. Die Kombinati-
onstherapie von CTLA-4 und PD1-Inhibitoren weist eine hohere Rate an Nebenwir-
kungen auf, als die jeweilige Monotherapie [132]. Eine entsprechende Uberwachung
und frihzeitige Erkennung schwerwiegender Therapienebenwirkungen ist daher uner-
lasslich, um diese erfolgreich behandeln zu kénnen [133,134].

Trotz der bahnbrechenden Erfolge, die seit der EinfiUhrung der ICls erzielt wurden,
sprechen nicht alle Patienten auf die Therapie an oder es kommt zu Rickfallen durch
Resistenzmechanismen [135,136]. Daher ist es Gegenstand derzeitiger Forschung,
diese Mechanismen besser zu verstehen und neben der PD-L1-Expression oder Tu-
mormutationslast (engl. tumor mutational burden; TMB), weitere pradiktive Biomarker
zur Vorhersage des Ansprechens zu identifizieren [137]. Aulderdem ist es eminent
wichtig, geeignete Kombinationspartner fur eine ICI-Therapie zu finden, die z.B. im-

munsuppressive Zellen und weitere Komponenten im TME adressieren [138].

1.4.21 IMMUNCHECKPOINT-INHIBITOREN & THERAPIE VON MSI TUMOREN

Wie zuvor beschrieben, sprechen dMMR/MSI Tumoren haufig gut auf eine ICl an [139].
Dies lasst sich wie folgt erklaren: dAMMR/MSI Tumoren haben aufgrund der fehlenden

Reparaturmechanismen eine besonders hohe TMB. Dieser hypermutierte Phanotyp

10
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korreliert direkt mit dem Grad der Tumorimmunogenitat und der Anzahl tumorinfiltrie-
render zytotoxischer T-Zellen [140-142].

Im Jahr 2021 wurde mit der KEYNOTE-177-Studie der PD1-Inhibitor Pembrolizumab
als Erstlinientherapie beim metastasierten dAMMR/MSI-CRC mit primar nicht resektab-
len Metastasen zugelassen. Es zeigte sich im Vergleich zu der Chemo-basierten Stan-
dardtherapie eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens (ha-
zard ratio 0.6 (95 % Konfidenzintervall: 0,45 — 0,80)) und ein Gesamtansprechen von
knapp 44 % im Vergleich zu 33 % in der Chemotherapie Gruppe, bei geringerer Toxi-
zitat (22 % vs. 66 % der Grad 3-4 Nebenwirkungen). Eine signifikante Verlangerung
des Gesamtlberlebens konnte nicht gezeigt werden, dennoch sind die bereits genann-
ten Ergebnisse dieser Therapie klinisch relevant [96,143,144].

Auf Grundlage der CheckMate-142-Studie kann die Kombination aus Nivolumab (-
PD1) und Ipilimumab (a-CTLA-4) nach einer Chemotherapie-basierten Erstlinienthe-
rapie eingesetzt werden, wenn keine vorausgehende Immuntherapie durchgefliihrt

wurde und es zum Fortschreiten der Erkrankung kommt [110-112].

1.4.3 CHARAKTERISIERUNG DES TUMORMIKROMILIEUS

Das TME besteht aus malignen und nicht-malignen Zellen, welche entweder ,pro“-
oder antitumoral sind [137,145]. Bei soliden Tumoren besteht das TME aus zwei
Hauptkomponenten: Der zellulare Anteil enthalt Fibroblasten, mesenchymale Stamm-
zellen, Adipozyten, Perizyten, Endothelzellen, sowie Immunzellen, darunter myeloide
Suppressorzellen (engl. Myeloid derived Suppressor cells, MDSCs), Tumorassoziierte
Makrophagen (engl. Tumor-associated macrophages, TAMs), Tumor-infiltrierende
Lymphozyten (engl. Tumor-infiltrating lymphocytes, TILs) v.a. Tregs und Tumorasso-
ziierte Neutrophile (engl. Tumor-associated neutrophils, TANs) [146,147]. Zu den
nicht-zellularen Bestandteilen gehort primar die Extrazellulare Matrix, die ein Gerust
bildet und die Gewebestruktur aufrechthalt [148]. Gleichzeitig stellt die Extrazellulare
Matrix auch eine mechanische Barriere fir infiltrierende Immunzellen dar und verhin-
dert u.a. die Interaktion mit den Tumorzellen [146,149,150]. Uber ein Netzwerk von
Chemokinen, Zytokinen und anderen Stoffwechselprodukten kommunizieren der Tu-
mor und das TME [137].
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Der Aufbau eines tumorfordernden TMEs lasst sich in drei Kategorien einteilen: Regu-
lation von Immunzellen, metabolische Umprogrammierung und hypoxische Einfluss-
nahme [83]. Wahrend der Tumorgenese kommt es zu einem erhdhten Nahrstoff- und
Sauerstoffbedarf und damit zu einer Vasodilatation. Daraus resultiert ein abnormes
Gefallwachstum, das zu einer Kompression des Stromas fuhrt. Es kommt initial zu
einer Verringerung des Blutflusses und zu einer Hypoperfusion. Die Hypoxie reduziert
die Immunzellaktivitat und fordert ein immunsuppressives TME [137]. Dies stellt eine
grol3e Herausforderung im Hinblick auf die Wirksamkeit von Immuntherapien dar [151].
Einige Tumortherapien richten sich bereits gegen Komponenten des TMEs, beispiels-
weise der neutralisierende AK Bevacizumab. Bevacizumab bindet an den vaskularen

endothelialen Wachstumsfaktor A und hemmt die Angiogenese [152—-154].

1.4.3.1 VERANDERUNGEN DER HAMATOPOESE BEI SOLIDEN TUMOREN

Trotz der Erfolge der Immuntherapie zeigt nur ein Teil der Patienten ein dauerhaftes
klinisches Ansprechen [155]. Daher ist die Identifizierung von valideren pradiktiven Bi-
omarkern und ein noch besseres Verstandnis bezuglich der Tumorgenese essentiell,
um weitere Ursachen fur die ICI-Resistenz aufzeigen zu kénnen [156].

Der Einfluss von soliden Tumoren auf die Hamatopoese ist bislang wenig erforscht
[147], einige Studien zeigen jedoch die erhebliche Relevanz bei der Tumorgenese
[138,157]. Die Hamatopoese bei Tumorpatienten ist durch eine unausgewogene und
mangelhafte Produktion von Erythrozyten gegentber einer verstarkten Myelopoese
gekennzeichnet [138]. Tumorzellen sind in der Lage, myeloische Zellen wie MDSCs,
Neutrophile und Makrophagen zu rekrutieren und die Myelopoese umzuprogrammie-
ren [158,159]. Sie interagieren Uber myeloische Stammzellfaktoren mit den Vorlaufer-
zellen [138,147]. Infolgedessen werden die hamatopoetischen Stamm- und Vorlaufer-
zellen aus dem Knochenmark mobilisiert und in das TME rekrutiert. Die MDSCs sind
hauptverantwortlich fir das immunsuppressive TME und beeinflussen die unreifen
Myeloblasten, welche in den Blutkreislauf gelangen und auf3erhalb des Knochenmarks
in ,protumorale”“ Immunzellen differenziert werden [157,160]. Proinflammatorische und
antitumorale M1-Makrophagen und N1-Neutrophile entwickeln sich zu einem anti-in-
flammatorischen und ,protumoralen® Phanotyp (M2-Makrophagen/N2-Neutrophile
Granulozyten) [161-164]. AuRerdem beschreiben einige Studien die Bedeutung der
extramedullaren Hamatopoese (EMH) bei der Entstehung solider Tumoren [165-167].

Die Hdmatopoese auflerhalb des Knochenmarks, z.B. in Milz und Leber, unterscheidet
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sich funktionell und morphologisch [160,168]. Sie wird durch den Tumor initiiert und
beinhaltet eine Akkumulation seltener hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen,
insbesondere der Granulozyten und Makrophagen, um das Wachstum und die Versor-
gung mit myeloischen Zellen zu gewahrleisten. Eine grof3e Anzahl von TAMs und TAN-
Vorlaufern infiltrieren das Tumorstroma. Durch einen Feedbackmechanismus werden
immunsuppressive Faktoren freigesetzt und an Knochenmark und Milz abgegeben,
um die Tumorprogression zu férdern (Abb. 6) [165,169]. Bisher ist jedoch nur wenig
uber die EMH bekannt und sie wird haufig als Metastasierung fehldiagnostiziert
[160,166,167]. Das Phanomen ist aber ein wichtiger Bestandteil des Tumorwachs-
tums. Daher haben wir begonnen, uns intensiver mit der Hamatopoese im Knochen-
mark zu beschaftigen. Die Charakterisierung der Mechanismen, die der Rekrutierung
von tumor-assoziierten myeloischen Zellen zugrunde liegen, konnten Ziele fur neue

Krebstherapien aufzeigen [138,159].
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Knochenmark ot r .
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. Neutrophile unreifer Zellen
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ABBILDUNG 6: TUMORASSOZIIERTE MYELOPOESE IN KNOCHENMARK UND MILZ

ZIEL DES TUMORS IST DIE REKRUTIERUNG MYELOISCHER ZELLEN IN DAS TME. DAFUR INITIIERT DER TUMOR DIE EMH IN DER
MiLz, UM DIE VERSORGUNG MIT MYELOISCHEN ZELLEN SICHERZUSTELLEN. DIESE UNREIFEN ZELLEN INFILTRIEREN DEN TUMOR
UND WERDEN IM TME SO VERANDERT, DASS SIE EINEN IMMUNSUPPRESSIVEN PHANOTYP ANNEHMEN. GLEICHZEITIG WERDEN
IMMUNSUPPRESSIVE FAKTOREN AUSGESCHUTTET (TGF-BETA, IL-10) UND SIGNALE AN DAS KNOCHENMARK UND DIE MiLZ zU-
RUCKGESENDET. DIESER FEEDBACK-MECHANISMUS VERSCHAFFT DEN TUMOREN EINEN WWACHSTUMSVORTEIL UND TRAGT ZU
EINEM SCHLECHTEN UBERLEBEN BEI. ERSTELLT MIT BIORENDER.COM.
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Il. ZIELSETZUNG

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Wirksamkeit der PD1-Blockade zu
bestatigen und die Effektivitat des neueren a-LAG-3-AKs bei dMMR/MSI-H-assoziier-
ten Tumoren am praklinischen Msh2'oxP/loxP;TgTg(Vilt-cre) Tymorgenesemodell zu untersu-
chen. Bereits in Vorarbeiten konnte die Wirksamkeit des a-PD-L1-AKs an diesem Mo-
dell aufgezeigt werden. Der Fokus lag dabei auf der gezielten Untersuchung von ICls,
um deren Potential und die zugrundeliegenden Wirkmechanismen besser zu verste-
hen.

Zur Beurteilung der effizienten Behandlung wurde das Allgemeinbefinden unter der
Therapie sowie das Gesamtiberleben und das Tumorwachstum longitudinal erfasst.
FUr die Erhebung der immunologischen Charakteristika wurden durchflusszytometri-
sche Analysen von peripherem Blut, Gastrointestinalen Tumoren und der Milz durch-
gefuhrt, die Genexpression verschiedener Gene in Tumoren und Milz analysiert und
das TME anhand von immunhistochemischen Verfahren quantifiziert.

Aulerdem wurde erstmalig der Einfluss der beiden ICls auf die Hamatopoese unter-
sucht und dies mit der Hamatopoese bei tumorfreien und bei tumortragenden Kontroll-
mausen verglichen. Hierzu wurden Knochenmarkzellen morphologisch differenziert
und durchflusszytometrische Analysen durchgeflhrt.

Durch diesen Ansatz erhoffen wir uns, zur Entwicklung neuer therapeutischer Kon-
zepte fur Patienten mit LS beizutragen und die Mdglichkeiten der Immuntherapien zu
optimieren. Im Detail liegt der Fokus vor allem auf einem besseren Verstandnis zu den
haufig auftretenden Resistenzmechanismen und Non-Respondern, um in Folgeansat-

zen dies mit gezielten Kombinationspartnern zu vermeiden.

Il MATERIAL

3.1 LABORGERATE

TABELLE 1: UBERSICHT DER VERWENDETEN LABORGERATE

LABORGERATE HERSTELLER HAUPTSITZ

ABI Prism 7500 Gene Ana- Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

lyzer GmbH

Abzug Captair™ Erlab simpler safer Val de Reuil Cedex,
Frankreich
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Biologische Sicherheits-

werkbank Herasafe™
Dewar-Transportgefal
Eismaschine AF 80
FACS Cytek™ Aurora
Feuchte Kammer

Freezing Container,

Nalgene™ Mr. Frosty

Gamma-Bestrahlungsan-

lage
Gefrierschrank -80 °C

Gefrierschrank -20°C

Isoflurananlage (PET/CT)

Kryostat CM1850 S

Kuhl- / Gefrierschrank (4° /

-20 °C)

Kiihl- / Gefrierschrank (4° /

-20 °C)
Glaskiivetten

Light cycler Viia7

Lichtmikroskop Nikon E-

clipse TE200

Mikroskop Evos XL Core

Mikroskop Primovert
Multipette™ M4

NanoDrop™ ND 1000

Thermo Fisher Scientific
GmbH

KGW lIsotherm
Scotsman

Cytek Biosciences B.V.
UMR-Eigenbau

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Gammabestrahlungsanlage

IBL 673

Liebherr Deutschland GmbH

Bosch
Groppler
Leica

Elektrolux

Liebherr

Roth
Applied Biosystems

Nikon

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Zeiss
Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Narkoseinduktionskammer Patterson Scientific

Waltham, USA

Karlsruhe Deutschland
Mailand, Italien
Fremont, USA
Rostock, Deutschland

Waltham, USA

Hamburg, Deutschland

Bulle, Schweiz
Gerlingen, Deutschland
Deggendorf, Deutschland
Wetzlar, Deutschland

Stockholm, Schweden

Bulle, Schweiz

Karlsruhe, Deutschland
Foster City, USA

Tokio, Japan

Waltham, USA

Jena, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Waltham, USA

Waukesha, USA
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Neubauer Zahlkammer

PET/CT
Pipetboy (Accu-Jet™ pro)

Pipetten research (2,5 pl -
1000 pl)

Prazisionswaage 572 MP-
300

REAX top™ Vortexgerit
Sprout™mini-Zentrifuge
Stickstofftank Apollo™

Thermal Cycler C1000™

Vortex Mixer

Werkbank Herasafe™ (ste-

ril)

ZEISS Elyra 7 Confocal

Laser Mikroskop
Zentrifuge 5418
Zentrifuge Rotina 35R
Zentrifuge Rotina 38R
Zentrifuge Rotina 420

Zytozentrifuge Thermo

Shandon Cytospin 3

3.2

Marienfeld

Siemens
Brand

Eppendorf SE

KERN & SOHN GmbH

Heidolph

Biozym Scientific GmbH
KGW Isotherm

Bio-Rad Laboratories GmbH

Uniequip Laborgeratebau-
und Vertriebs GmbH

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Zeiss

Eppendorf
Hettich
Hettich
Hettich

Hyland Scientific

VERBRAUCHSMATERIALIEN

Lauda-Koénigshofen,

Deutschland
Miinchen, Deutschland
Wertheim, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Balingen, Deutschland

Schwabach, Deutschland
Vernon Hills, USA
Karlsruhe Deutschland

Hercules, USA

Planegg, Deutschland

Waltham, USA

Jena, Deutschland

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

Stanwood, USA

TABELLE 2: UBERSICHT DER VERWENDETEN VERBRAUCHSMATERIALIEN

VERBRAUCHSMATERIALIEN HERSTELLER HAUPTSITZ

96-Well PCR-Platte

96-Well V-bottom Platte

Sarstedt AG & Co

Corning

Nimbrecht, Deutschland

New York, USA
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96-Well F-bottom Platte Cell-

star™

AESCULAP Skalpellklinge
Aluminiumfolie 20 ym Starke
Cellspin Cytotrager 311-100

Cell Strainer EASY

strainer™ 100 pm

CELLSTAR Serologische Pi-
pette 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 mi

Chirurgische und anatomi-

sche Pinzette

Combitips advanced, steril,
5ml, 10 mi

Curwood Parafilm™
Dako Pen
Deckglaser (18x18mm)

Einmalhandschuhe Peha-

Soft nitrile, unsteril
End-to-End Kapillare 20 ul
FACS Tubes 5mi

Falcon™ 15ml, 50ml
Holzstabchen (40x16x10mm)
Maus-Iglus

Mauskafige Typ Il

MicroAMP™ Optical Adhe-

sive Film

Geschreddertes Seidenpa-

pier

Greiner bio-One GmbH

B. Braun SE
Roth
Tharmac GmbH

Greiner Bio-One GmbH

Greiner Bio-One GmbH

Aesculap AG

Eppendorf SE

Bemis
Dako
Gerhard Menzel GmbH

Paul Hartmann AG

Sarstedt AG & Co
Sarstedt AG & Co.KG
Greiner Bio-One GmbH
Abedd
ANT-Tierhaltungsbedarf
Zoonlab GmbH

Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific GmbH

Verbandsmittel GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

Melsungen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland

Kremsmiinster, Osterreich

Kremsmiinster, Osterreich

Tuttlingen, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Neenah, USA
Glostrup, Danemark
Braunschweig, Deutschland

Heidenheim an der Brenz,

Deutschland

Nimbrecht, Deutschland
Nimbrecht, Deutschland
Kremsmiinster, Osterreich
Wien, Osterreich

Buxtehude, Deutschland
Castrop-Rauxel, Deutschland

Waltham, USA

Frankenberg, Deutschland
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Nunc™ KryoTube™ Vials

Objekttrager (76 x 26mm)

Omnifix Luer Lok Solo 5 ml
Omnifix-F Luer Solo 1 mi
Papierrollen (75 x 38 mm)

Pasteur Pipetten (150 mm)

PCR-ReaktionsgefaR 0,2 ml
PCR-ReaktionsgefaR-Deckel
Pellets (10mm)
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter
Reaktionsgefat 0,5 mi

Reaktionsgefal, braun 1,5

ml; 2ml

Reaktionsgefale, safe-lock
tubes 1,5 ml; 2ml

Skalpellklingen, steril
Spritzen, steril

Tissue-Tek Cryomold™

U-100 Insulin-Spritzen

3.3 CHEMIKALIEN

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Engelbrecht Medizin- und
Labortechnik GmbH

B. Braun SE
B. Braun SE
Ssniff-Spezialdiaten GmbH

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Ssniff-Spezialdiaten GmbH
Eppendorf SE

Biozym Scientific GmbH
Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt Ag & Co

Eppendorf SE

B. Braun SE
B. Braun SE

Sakura Finetek Europe B.V.

Becton Dickinson GmbH

Waltham,USA

Edermunde, Deutschland

Melsungen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Soest, Deutschland

Waltham, USA

Hercules, USA
Hercules, USA

Soest, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Vernon Hills, USA
Nimbrecht, Deutschland

Nimbrecht, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Tuttlingen, Deutschland
Melsungen, Deutschland

Alphen aan den Rijn, Nieder-

lande

Heidelberg, Deutschland

TABELLE 3: UBERSICHT DER VERWENDETEN CHEMIKALIEN

CHEMIKALIEN HERSTELLER HAUPTSITZ

96 % Ethanol

Walter CMP

Kiel, Deutschland
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B-Mercaptoethanol
Aqua dest.
Bacillol AF

BD Horizon Brilliant Stain

Buffer

Beads (fluorescent micro-

sphere beads (1,4 x 10°
beads/ml, GroRe 10 pm)

BSA (bovines Serumal-

bumin)

Dako Fluorescent Mounting

Medium

DFS-Tag DNA Polymerase

DMSO (dimethylsulfoxide)

dNTP 10 mM
FACSClIlean Solution
FACSFlow™

FACSSuite™ CS&T Re-

search Beads

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

SGWater-Anlage
Hartmann

BD Bioscience

Polysciences

Serva

Dako

Bioron
AppliChem

Bioron

BD Biosciences™
BD Biosciences™

BD Biosciences™

Barsbuttel, Deutschland
Heidenheim, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Warrington, USA

Heidelberg, Deutschland

Glostrup, Danemark

Rdmerberg, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Rdmerberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

FKS (Fetales Kalberserum) Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland

Isofluran Forane™ AbbVie GmbH & Co. KG Wiesbaden, Deutschland

Isopropanol Walter CMP Kiel, Deutschland

Ketamin 10 % Bela-pharm GmbH & Co.KG Vechta, Deutschland

Methanol JT Baker Deventer, Niederlande

PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

Phosphat buffered saline
(PH 7,4)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

Reaction Buffer for DFS- Bioron Roémerberg, Deutschland

taq, High Taq
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Reverase™ Reverse Tran-

skriptase
RNAse A
Roti-Mount FluorCareDAPI

Tissue Tek O.C.T. Com-

pound Containing
TritonX-100

True Nuclear Transcription
Buffer Set

Trypanblau (0,02 %)

Bioron Rémerberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland
Sakura Finetek Europe Alphen aan den Rijn, Nieder-
lande

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

BioLegend San Diego, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Deutschland

3.4  MEDIEN, PUFFER, LOSUNGEN

TABELLE 4: UBERSICHT DER VERWENDETEN MEDIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

MEDIUM, PUFFER, LOSUNG BESTANDTEILE

2 % BSA in 1x PBS
5% BSA in 1x PBS
70 % Ethanol

0,5 mM EDTA-L6sung (pH 8)

1 g BSA in 50 ml 1x PBS
2,5gBSAin 50 ml 1x PBS
36 ml 96 % Ethanol, 15 ml Aqua dest.

186,1 g EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure);
800 ml A. dest; NaOH zur pH-Einstellung

BD Horizon™ Brilliant Stain Buffer ready-to-use

Erythrozyten-Lyse-Puffer

FACS-staining Buffer

0,16 M Ammoniumchlorid; 0,17 M TRIS (Verhalt-
nis 1:10)

2 % BSA, 2 mM EDTA in 1x PBS

FluoroFix™ Buffer (BioLegend) ready-to-use

Freezing Medium

Giemsa

45 ml FKS (90 % final); 5 ml DMSO (10 % final)

ready-to-use

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

Buffer

May-Griinwald L6sung

ready-to-use
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Mikroskopie Immersionsol ready-to-use

1x PBS (phosphate buffered saline) 80,00 g Natriumchlorid; 2,00 g Kaliumchlorid;
18,00 g Dinatriumhydrogenphosphat; 2x H20

Puffer pH 7,2 1 Puffertablette in 1 L Wasser
True-Nuclear™ 1x Fix Concentrate 10 ml 4x Fix Concentrate ; 30 ml Fix Diluent
True-Nuclear™ 1x Perm Buffer 5 ml 10x Perm Buffer ; 45 ml Aqua dest.
Trypanblau-Lésung 0,16 % (W/V) Trypan-Blau; 150 mM NaCl
TrueStain Monocyte Blocker™ ready-to-use

3.41 Kits

TABELLE 5; UBERSICHT DER VERWENDETEN KITS

KiTs HERSTELLER HAUPTSITZ

RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland
SensiFAST Probe Lo-ROX Kit Bioline Memphis, Tennessee, USA
Wizard™Genomic DNA Purification Kit Promega Woods, USA

3.5 ANTIKORPER

Eine Ubersicht der verwendeten Antikorper findet sich im Anhang unter Punkt 9.2.

3.6 TAQMAN™ AssAYS UND PRIMER

Eine Ubersicht der verwendeten Tagman™ Assays und Primer findet sich im Anhang
unter Punkt 9.3.

3.7 SOFTWARE

TABELLE 6: UBERSICHT DER VERWENDETEN SOFTWARE-PROGRAMME

SOFTWARE-PROGRAMM VERWENDUNG

BioRender lllustrationen

GraphPad PRISM Software, Statistiken, Grafiken
Version 8.0.2

SpectroFlow™ Version 2.2.0.3 Analyse und Darstellung der FACS Cytek Aurora™-Daten
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FlowJo™ Version 10.6.1 Analyse und Darstellung der FACS Cytek Aurora™-Daten

NanoDrop 1000 Thermo Fis- Messung von RNA

her Scientific

Inveon Research Workplace PET/CT-Auswertung
4.2 Software

Microsoft Office 2021 (Word, EDV-Programme

Excel, PowerPoint)
Pubmed Literaturrecherche

Zotero Literaturverzeichnis

3.8 STATISTIK

Fur die statistischen Analysen und die graphische Darstellung der Datensatze wurde
GraphPad PRISM 8.0.2 genutzt. Metrische, normalverteilte Ergebnisse wurden durch
Angabe von Mittelwert und Standardabweichung (engl. standard deviation, SD) cha-
rakterisiert. Die Signifikanz wurde auf Werte unter p < 0,05 festgelegt. Zuerst wurde
die Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test getestet. Im Fall der Normalverteilung
wurde ein one-way ANOVA (Tukey’s or Sidak’s multiple comparison) durchgefihrt.
Wenn keine Normalverteilung vorlag, wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven wurden mittels Log-rank-Tests (Mantel-Cox-Test) zur
Analyse von Uberlebenszeiten genutzt.

Bei der Phanotypisierung mittels Durchflusszytometrie wurden Ausreilder entfernt,
wenn die Daten nicht im Bereich des Durchschnitts plus/minus zweimal die Stan-
dardabweichung lagen. Zur Quantifizierung durchflusszytometrischer Daten wurden
nur lebende Zellen analysiert und tote Zellen mittels Gates aussortiert. Es wurden
100.000 Zellen pro Probe erfasst.

Folgende Symbole wurden verwendet, um statistisch signifikante Unterschiede darzu-
stellen: * Tag 0 vs. Endpunkt; # - ICI vs. Isotyp; ® - a-PD1 vs. a-LAG-3; § - Tumorfrei

vs. frihes vs. spates Tumorstadium (nur bei Analysen des Knochenmarks).
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V. METHODEN

4.1  MSH2LOXPLOXP-VILLINCRE KNOCKOUT MAUSMODELL

Bei dem Msh2loxPloxP-VilinCre knockout Mausmodell wird das MMR-System durch einen
gewebsspezifischen Gendefekt im Exon 12 des Msh2-Gens inaktiviert. Dafir werden
Msh2toxP-Mause mit Ella-Cre-Rekombinase-transgenen Mausen gepaart (Abb. 7). Das
loxP markiert dabei den Zielbereich auf dem Gen, welcher entfernt werden soll. Die
Rekombinase Cre ist ein Enzym, welches die DNA gezielt spalten und wieder zusam-
mensetzen kann [170,171]. Durch die Paarung der beiden Mause wurden diese beiden
Eigenschaften zusammengefuhrt. Das Cre nutzt das loxP als spezifischen Marker, um
das ausgewahlte Zielgen zu eliminieren. Bei dem Msh2loxP/loxP:TgTg(Vill-cre) Modell wird
somit das Msh2-Protein entfernt. Damit der Defekt nur spezifisch in der Darmschleim-
haut auftritt, ist ein Promotor notwendig, welcher vor dem Cre sitzt, sodass die Rekom-
binase ausschliel3lich gewebsspezifisch arbeitet [172]. Daher wird das Msh2toxP-Allel
mit dem Villin-Cre-Transgen kombiniert. Villin ist ein Aktin-bindendes Protein, welches
in Epithelzellen vorkommt, die einen Blrstensaum bilden und flr die Nahrstoffauf-
nahme verantwortlich sind [173]. Die dMMR ist somit auf das Darmepithel beschrankt
und die Mause entwickeln ausschliel3lich intestinale Neoplasien. Dadurch wird das kli-
nische Pendant des LS im praklinischen Modell reprasentiert. Die Mause zeigen zu-
nachst ein normales Wachstum und entwickeln im Alter von neun Monaten (+/- 1,1

Monate) gastrointestinale Tumoren [170].
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Cre-loxP-System g

LoxP Maus (F0)

Promotor:
Villin

Cre Maus (F0)

Gewebe-spezifische
Cre-Rekombinase

CreLoxP Maus (F1)
% —*

Geninaktivierung

ABBILDUNG 7: SCHEMA ZUM CRE-LOXP-SYSTEM

DIE CRE-REKOMBINASE ERKENNT DIE LOXP-STELLEN VON SPEZIFISCHEN DNA-SEQUENZEN UND KANN SO DAS MARKIERTE
ZIELGEN HERAUSSCHNEIDEN. DADURCH WIRD DAS GEN INAKTIVIERT [180]. DURCH DEN PROMOTOR VILLIN ARBEITET DIE RE-
KOMBINASE NUR IN EPITHELZELLEN, DIE EINEN BURSTENSAUM EXPRIMIEREN. ERSTELLT MIT BIORENDER.COM.

4.2 TIERZUCHT UND -HALTUNG

Die deutsche Behorde Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fi-
scherei Mecklenburg-Vorpommern (7221.3-1-062/19) hat gemafl} dem deutschen Tier-
schutzgesetz und der EU-Richtlinie 2010/63/EU alle Tierversuche genehmigt.

Die Zuchtpaare stammten aus der spezifisch pathogenfreien Haltung des Labors fur
Molekulare Karzinom Chemo-Pravention der Medizinischen Universitat Wien. Die wei-
tere Verpaarung erfolgte in der Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung des Ru-
dolph-Zenker-Instituts fur experimentelle Chirurgie (Direktorin: Univ.-Prof. Dr. med. B.
Vollmar) unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen. Die Versuche erfolgten an ho-
mozygoten Msh2!oxP/loxPTgTg(Vill-cre) Mzusen. 100 % der Nachkommen sind homozygot,
sodass nahezu alle gezlichteten Tiere in die Versuchsdurchfiihrung eingeschlossen
werden konnten. Es wurden gleichermal3en mannliche und weibliche Tiere in den Ver-
such eingeschlossen.

Die lebenden Msh2!oxP/loxP:TgTg(Vil1-cre) Nachkommen wurden mittels Ohrlochbiopsie im

Alter von 3-4 Wochen genotypisiert, um zu bestatigen, dass die Nachkommen eine
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Exon 12 Mutation tragen, da das Risiko besteht, dass Mutationen verloren gehen. An-
schlieRend folgte die weitere Zucht bis zu einem Alter von 5-6 Monaten. Nach Uber-
schreiten dieses Alters, wurden die Tiere aus der Zucht genommen und fur die geplan-
ten Untersuchungen zur Verfugung gestellt.

Wahrend ihrer gesamten Lebenszeit erhielten alle Tiere Maus-Iglus, Nistmaterial, Pa-
pierrollen und Holzstabchen. Die Mause wurden in Typ-lll-Kafigen bei einem Dunkel-
Licht-Zyklus von 12 Stunden, einer Temperatur von 21 +/- 2 °C, einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 60 +/- 20 % und mit Futterpellets und autoklaviertem Leitungswasser
ad libitum gehalten. Sobald die Mause in eine Versuchsgruppe uberfuhrt wurden, er-

hielten sie eingeweichte Pellets, um die Nahrungsaufnahme zu erleichtern.

4.3 VERSUCHSAUFBAU UND MONITORING

Mit einem medianen Alter von neun Monaten entwickeln Msh2!oxP/loxP:TgTg(Vil1-cre) _MZ3use
mit einer Inzidenz von Uber 90 % einen gastrointestinalen Tumor. Das mediane Ge-
samtuberleben betragt 12 Monate, daher wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von
maximal 14 Monaten kontinuierlich Uberwacht. Tiere mit Verdacht auf eine gastroin-
testinale Tumorgenese wurden mittels Positronen-Emissions-Tomographie/Computer-
tomographie (PET/CT) gescreent, um das Tumorwachstum darzustellen. Bei dem
Nachweis eines Tumors wurden sie randomisiert in folgende Kontroll- und Therapie-
gruppen Uberfuhrt:

- Keine Intervention (Kontrollgruppe, n = 10)

- Isotyp-AK (Kontrollgruppe, intraperitoneale Applikation (i.p.) 2,5 mg/kg Korper-

gewicht, alle zwei Wochen, insgesamt dreimal (q2Wx3), n = 9)
- o-PD1-AK (i.p., 2,5 mg/kg Korpergewicht, g2Wx3, n = 9)
- o-LAG-3-AK (i.p., 2,5 mg/kg Korpergewicht, 2Wx3, n = 8)

Die Mause wurden taglich visitiert und der Gesundheitszustand nach einem standar-
disierten Scoring-System beobachtet. Einmal wochentlich erfolgte die dokumentierte
Gewichtskontrolle. Alle sechs Wochen wurde eine Blutenthahme mit der Entnahme
von maximal 100 pl Vollblut durch Punktion des retrobulbaren Venenplexus durchge-
fuhrt. Im Verlauf folgten erneute PET/CT-Messungen, um den Verlauf der Tumorpro-

gression zu bestimmen. Je nach Tumorentwicklung und Allgemeinzustand wurden die
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Mause nach vordefinierten Kriterien durch humane Endpunkte euthanasiert. Dazu ge-
horten ein Gewichtsverlust von > 15 % innerhalb von vier Wochen, ein Analprolaps,
eine gekrimmte Haltung, verminderte Fellpflege oder ein verandertes Sozialverhalten
wie Isolation oder aggressives Benehmen. Zum Versuchsende wurden erneut Blutpro-
ben sowie die Tumoren, die Milz und das Knochenmark entnommen und die Gewebe
fur weitere Untersuchungen asserviert. Abbildung 8 veranschaulicht den durchgefihr-

ten Versuchsablauf.

Therapie:
anti-PD-1 AK \\V /4
anti-LAG-3 AK

Isotyp AK
2,5 mg/kg KG, i.p., g2wx3

MshzloxPlluxP I it I /\‘Endpunkt

| Y 7
Zeitin | - a

» ’_Q%:-)Tagen l

Alter > 28 do  d7 d14 d21 d28 d35 d42 d49  dx \

Wochen C'? v
@) & ex vivo Analysen:

» Phénotypisierung

* Mutationen in dMMR-Zielgenen
* Tumor-Mikromilieu

* Hamatopoese im Knochenmark

PET/CT PET/CT

ABBILDUNG 8: VERSUCHSAUFBAU
DARGESTELLT IST DER BEHANDLUNGSABLAUF UND DIE THERAPEUTISCHE DURCHFUHRUNG. ERSTELLT MIT BIORENDER.COM.

Des Weiteren wurden bei den Untersuchungen zur Veranderung der Hamatopoese
heterozygote MIh1-Mause als Kontrollmause genutzt. Sie entwickeln in dem gegebe-
nen Zeitrahmen keine Tumoren und spiegeln somit die menschliche Situation eines

gesunden dMMR-Keimbahntragers wider.

44 BIiLDGEBUNG MITTELS PET/CT-MESSUNGEN

Wie unter Punkt 4.3 erwahnt, wurde die Tumorgenese und -progression mittels '8F-
Fluordesoxyglucose (FDG)-PET/CT Uberwacht und so an definierten Zeitpunkten die
Anzahl- und Stoffwechselaktivitat der Tumoren bestimmt, um indirekt auf die Tumor-
masse zu schliellen. Die Kombination von der PET und der CT fuhrt metabolische
(FDG-PET) und morphologische (CT) Informationen in einem Untersuchungshergang
zusammen. Das Prinzip der PET ist die Koinzidenzmessung von Vernichtungsstrahlen
aus dem Zerfall von radioaktiven Isotopen in Verbindung mit einem Molekul als Tracer.

Damit kénnen Radioaktivitatsverteilungen in bestimmten Geweben dargestellt und
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quantifiziert werden. Bei der FDG-PET wird ein metabolisch aktives Glukosemolekdl
durch Kopplung an das radioaktive Isotop '8F-Fluor radioaktiv markiert. Gewebe mit
einer erhohten Aktivitat des Glukosetransporters (Glut |) und der Hexokinase nehmen
deutlich mehr Fluordesoxyglucose auf. Dazu gehoren unter anderem Herz und Gehirn,
aber auch maligne Zellen. Die FDG-PET ist daher eine sehr sensitive Methode zur
Diagnostik, zum Staging und zur Uberprifung des Therapieansprechens.

Die CT nutzt eine Réntgenrdhre als externe Transmissionsquelle als Strahlungsquelle
und ist mit einem Detektorfeld kombiniert. Dadurch kann die Abschwachung der Strah-
lung durch den Koérper gemessen und morphologische/anatomische Vorgange darge-
stellt werden. Die CT dient somit der raumlichen Charakterisierung, der Lokalisation
und der Ausdehnung von Tumoren [174-177].

Vor der Durchfuhrung dieser Bildgebung wurden die Mause mittels Isofluran inhalativ
in Narkose versetzt und Uber einen Mikrokatheter in die Schwanzvene '8F-FDG ge-
wichtsabhangig appliziert. Durchgefuhrt wurde diese Methode von den Mitarbeitern
der Core Facility ,Multimodale Kleintierbildgebung“ des Rudolf-Zenker-Instituts flr Ex-
perimentelle Chirurgie.

Die Software Inveon™ Research Workplace™ wurde fur die Auswertung der Aufnah-
men genutzt und der Tumor in verschiedenen Schnittbildebenen markiert. Dadurch
konnte das Volumen in mm?3 der standardized uptake value (SUV)berechnet werden.
Hatte eine Raumforderung ein Volumen von > 30 mm3, wurde die Verdachtsdiagnose
Tumor bestatigt und die Tiere in die jeweiligen Therapiegruppen eingeschlossen. Nach
funf Wochen erfolgte ein neuer Scan mittels PET/CT, um den Verlauf des Tumor-

wachstums zu beurteilen.

4.5 AUFARBEITUNG VON ORGANEN

Die Mause wurden nach bestimmten Kriterien (siehe Punkt 4.3) durch Ketamin/Xylaxin
(90/6 mg/kg Korpergewicht, i.p.) und Entbluten getdtet. Nach medianer Laparotomie
wurden Tumoren, Milz, Blut und Knochenmark entnommen und in sterilem 1x PBS in
Falcons auf Eis transportiert. Im Folgenden wurden die Gewebe unter der sterilen
Werkbank aufgearbeitet und als Einzelzellsuspension asserviert. Jede Aufarbeitung
wurde genauestens protokolliert, dokumentiert und die Gewebeproben exakt beschrif-
tet.
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4.5.1 AUFARBEITUNG VON BLUT

Blutentnahmen erfolgten wahrend des Versuchs am lebenden Tier, sowie bei Ver-
suchsabschluss. Das Blut wurde bei 8000 x g flr 8 min zentrifugiert und das Plasma
vorsichtig abgenommen und in zwei separate 1,5 ml Reaktionsgefale uberfuhrt. Das
Plasmavolumen wurde dokumentiert und das Plasma bei -80°C gelagert.

Auf das Vollblut wurden entweder 1 ml PBS oder 1 ml Freezingmedium gegeben, je
nachdem, ob die durchflusszytometrische Phanotypisierung direkt im Anschluss oder
zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt wurde. Erfolgte die Phanotypisierung direkt
im Anschluss, so wurde auf das Vollblut 1 ml PBS gegeben und auf Eis gestellt. War
dies nicht der Fall, wurde das Vollblut mit 1 ml Freezingmedium (FKS + 10 % DMSOQO)
versetzt und im Mr. Frosty bei -80° C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Proben aus dem Mr. Frosty in einen Stickstofftank Uberfuhrt und dort in der Gasphase

asserviert.

4.5.2 AUFARBEITUNG VON DARMTUMOREN

Unter der Sterilbank wurde der Tumor in einer Petrischale mithilfe einer chirurgischen
Pinzette und einem Skalpell in zwei identisch grof3e Teile geschnitten. Die eine Halfte
wurde zum spateren Anfertigen von Gefrierschnitten mit Cryomatrix eingebettet, in ein
Cryomold gegeben und in FlUssigstickstoff schockgefroren. Anschlie3end wurde das
Cryomold in Alufolie gewickelt und im Gefrierschrank bei -80°C aufbewahrt.

Die andere Halfte des Tumors wurde zur Gewinnung von Einzelzellsuspensionen ho-
mogenisiert. Dazu wurde das Gewebestuck durch ein 100 um Cell Strainer Sieb ge-
geben, welches auf einem 50 ml Falcon aufgesetzt wurde. Mit dem Stempel einer 5 ml
Spritze wurde das Gewebe durch das Sieb gedrickt und dies mit sterilem PBS gewa-
schen. Diese Schritte wurden vier- bis flinfmal wiederholt. Die gesiebte Zellsuspension
wurde anschlieRend bei 200 x g fiir 8 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Das Zellpellet wurde in 2 ml PBS gel6st und auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefalie verteilt.
Dabei wurde ein Reaktionsgefal fur die anschlieRende durchflusszytometrische Pha-
notypisierung auf Eis gestellt und das andere Reaktionsgefald mit der Zellsuspension
bei 8000 x g fiir 8 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und bei -80°C fir die

nachfolgende RNA-Isolation aufbewahrt.
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4.5.3 AUFARBEITUNG VON MILZGEWEBE

Das Milzgewebe wurde analog zum Tumorgewebe durch ein 100 um Cell Strainer Sieb
gegeben, durch den Stempel einer 5 ml Spritze in ein 50 ml Falcon gesiebt und mittels
sterilem PBS durch das Sieb gespult. Dieser Schritt wurde vier- bis funfmal wiederholt
und anschlieBend bei 200 x g fiir 8 min zentrifugiert sowie der Uberstand dekantiert.
Anschlieliend wurde das Pellet in 5 ml sterilem Erythrozytenlysepuffer resuspendiert
und bei Raumtemperatur fur 5 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5
ml sterilem PBS abgestoppt und die Suspension bei 200 x g fur 8 min zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in 20 ml sterilem PBS resuspen-
diert, die Zellen gezahlt und die Anzahl notiert. 1 ml der Zellsuspension wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt und fur die anschlielende durchflusszytometrische
Phanotypisierung auf Eis gestellt. Von der verbliebenden Zellsuspension wurden 60 x
106 Zellen entnommen. Diese wurden bei 200 x g fiir 8 min zentrifugiert und der Uber-
stand dekantiert. Im Folgenden wurde das Pellet in 3 ml Freezingmedium (FKS + 10%
DMSO) geldst und auf drei Kryorohrchen gleichmaRig verteilt. Diese Kryorohrchen

wurden in einen Mr. Frosty Uberfuhrt und wie unter 4.5.1. weiter prozessiert.

Zellzahlung mittels Neubauer Zahlkammer

Um die Zellzahl zu ermitteln, wurden 50 pl der Zellsuspension in eine unsterile 96-well
Platte Uberfuhrt und mit 50 pl Trypanblau versetzt. Nachfolgend wurde die Zahlkammer
mit 10 pl der Suspension befillt und unter dem Lichtmikroskop angeschaut. Dabei
wurden zwei grof’e Quadrate mit jeweils 16 kleinen Quadraten ausgezahlt und an-

schlieRend die Gesamtzellzahl mit der folgenden Formel berechnet:

Zellen  Anzahl der gezdhlten lebenden Zellen

= ( 2)*K 10*
ml Anzahl der ausgezahlten GrofRquadrate * Verdinnung (2) » Kammerfaktor (10°)

Anschlieliend wurde die ermittelte Zellzahl/ml mit dem Gesamtvolumen multipliziert,

um die finale Gesamtzellzahl zu bestimmen.

4.5.4 AUFARBEITUNG VON KNOCHENMARK

Zur Gewinnung von Knochenmarkzellen wurden Femur- und Tibiaknochen entnom-
men. Die langen Réhrenknochen wurden mithilfe einer anatomischen Pinzette und ei-

ner Spritze von je beiden Seiten dreimal durchgesplilt und die Suspension in einem 15
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ml Falcon aufgefangen. Die Anzahl der in der Suspension enthaltenden Zellen wurden,
wie unter Punkt 4.5.3 beschrieben, gezahlt. 1 x 10° Zellen wurden in einem 0,5 ml
ReaktionsgefaR auf Eis gestellt, um Cytospins anzufertigen. 1 x 108 Zellen wurden in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR (iberfiihrt, bei 8000 x g fiir 8 min zentrifugiert und der Uber-
stand abpipettiert. Das Zellpellet wurde bei -80 °C weggefroren, um dies fur die RNA-
Isolation zu nutzen. Die restliche Zellsuspension wurde bei 200 x g fur 8 min zentrifu-
giert und der Uberstand dekantiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml Freezingmedium
vermischt und in ein Kryorohrchen Uberfuhrt. Die Anzahl der darin enthaltenden Zellen
wurde notiert. Dies wurde auch in einem Mr. Frosty in den -80 °C — Gefrierschrank

gestellt und spater in den Stickstofftank tGberfuhrt.

4.6 MORPHOLOGISCHE DIFFERENZIERUNG DER KNOCHENMARKZELLEN

Um einen ersten Uberblick Uber die Verteilung der hdmatopoetischen Zellen im Kno-
chenmark zu bekommen, wurden die Zellen zunachst nach Pappenheim gefarbt und

lichtmikroskopisch differenziert.

)

B
Zellen Zellen

@ o asservieren
{ zihlen |yl

Zellsusbension ~ |
Knochenmark
ausspiilen ==y
Zytozentrifug
Objekttrager
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humaner Endpunkt
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- | Pappenheim
~ L _J Farbung

Mikroskopie \ , e

Gefarbte Zellen

ABBILDUNG 9: UBERSICHT ZUM VORGANG DER MORPHOLOGISCHEN DIFFERENZIERUNG
ERSTELLT MIT BIORENDER.COM.
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Fir das Anfertigen der Cytospins wurden 1 x 10° Knochenmarkzellen in 200 ul PBS
geldst. Zunachst wurde das Cytospinzubehdr, bestehend aus Halterung, beschriftetem
Objekttrager, Einfllltasche und Filterpapier zu einer Apparatur zusammengebaut und
in die Zytozentrifuge gesetzt. In die Einfulltasche wurde die Zellsuspension, bestehend
aus 200 pl, pipettiert und nachfolgend bei 700 rpm fur 10 min zentrifugiert. Anschlie-
Rend trockneten die Cytospins flr 24 Stunden an der Luft. Danach erfolgte die Farbung
nach Pappenheim. Hierzu wurden die Objekttrager flr 6 min in eine Kivette mit 60 mi
May-Grunwald-Losung gestellt. Anschliel3end erfolgte dreimal ein Waschschritt in ei-
nem Puffer mit einem pH von 7,2 fur jeweils eine Minute. Die Objekttrager wurden fur
20 min in Giemsa-Lésung 1:10 (54 ml Puffer pH 7,2 und 6 ml Giemsa) gestellt und
danach erneut in dem Puffer mit einem pH von 7,2 flr dreimal jeweils eine Minute
gewaschen. Zuletzt wurden die Objekttrager einmalig mit destilliertem Wasser abge-
spult und luftgetrocknet (Abb. 9).

Die morphologische Differenzierung erfolgte bei 1000-facher Vergréfierung und mit
Zugabe von Immersionsol unter dem Lichtmikroskop Evos XL Core. Dabei wurden 200
Zellen ausgezahlt und nach einem selbst erstellten Differenzierungsschema in fol-
gende Zelltypen unterteilt: Myeloblasten; Neutrophile Pro-/ Myelozyten; Neutrophile
Metamyelozyten/Neutrophile; Eosinophile Pro-/ Myelozyten; Eosinophile Meta-
myelozyten/Eosinophile; Lymphozyten; Plasmazellen; Monoblasten und Monozyten.
Zusatzlich wurde bei einigen Mausen die Erythropoese in Erythroblasten, Retikulozy-

ten und Erythrozyten differenziert. Die Auswertung erfolgte verblindet.

4.7 IMMUNPHANOTYPISIERUNG MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) er-
mdglicht es, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-markierten monoklonalen AK, be-
stimmte immunologische Eigenschaften von Zellen und Zellpopulationen auf Ebene
einzelner Zellen zu charakterisieren. So ist eine detaillierte Analyse von Geweben und
Proteinmustern, aber auch eine Abbildung dynamischer Prozesse in lebenden Zellen
maoglich [178]. Die Immunphanotypisierung von Blut, Tumor, Milz und Knochenmark
konnte so auf gezielte Fragestellungen untersucht werden.
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4.7.1 FUNKTIONSWEISE

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, welches eine schnelle multiparametrische
Analyse einzelner Zellen in einem Flussigkeitsstrom ermaoglicht. Bei der Analyse wer-
den einzelne Zellen durch hydrodynamische Fokussierung hintereinander an einem
gebundelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Die Laser werden als Lichtquellen genutzt, um
sowohl Fluoreszenz-, als auch Streulichtsignale zu erzeugen, welche wiederum von
Photodioden detektiert werden. Diese sind abhangig von den Lichtstreuungsmerkma-
len der Zellen, die von Farbstoffen oder fluoreszenzmarkierten AK stammen, die auf
Molekule der Zellen abzielen. Sie kdnnen sowohl intra- als auch extrazellular lokalisiert
sein. Zellpopulationen kénnen so auf Grundlage ihrer Fluoreszenz- und Lichtstreu-
ungseigenschaften analysiert werden [179,180]. Dabei besteht eine Korrelation zwi-
schen Volumen (Vorwartsstreulicht) und Struktur sowie Granularitat (Seitwartsstreu-
licht) der Zelle mit der Menge des gestreuten Lichts. Zur Auswertung werden die Sig-
nale in elektronische Signale umgewandelt, welche dann von der Software eines Com-
puters analysiert und in ein Standardformat zur Darstellung umgeschrieben wurden
[181].

In dieser Arbeit wurde das spektrale Durchflusszytometer Cytek™ Aurora fir die Ana-
lysen genutzt. Das Gerat nutzt drei unterschiedliche Wellenlangen mit einem Spektrum
von 405 nm, 488 nm und 640 nm. Es ermdglich eine schnelle Messung von 35.000
Ereignissen pro Sekunde und einer parallelen Wahrnehmung von 24 Farben. Dadurch
ist es moglich, die Proben mit einer Vielzahl von AK gleichzeitig zu markieren. Zur
Datenerhebung wurde die Software SpecroFlow™ Version 2.2.0.3 genutzt und die Sta-
tistik mithilfe von FlowJo™ Version 10.6.1 analysiert. In Abbildung 10 ist der grund-

satzliche Aufbau eines Durchflusszytometers dargestellt.
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ABBILDUNG 10: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG EINES DURCHFLUSSZYTOMETERS

ABGEBILDET IST DER GRUNDSATZLICHE AUFBAU UND DIE FUNKTIONSWEISE EINES KLASSISCHEN DURCHFLUSSSZYTOMETERS.
ERSTELLT MIT BIORENDER.COM UND ADAPTIERT NACH [186].

4.7.2 DURCHFLUSSZYTOMETRIE DES PERIPHEREN BLUTES, DER TUMOREN UND DER MiLZ

Wie unter Punkt 4.5 beschrieben, wurden die Gewebe entweder direkt in 1x PBS auf-
genommen und in ein beschriftetes FACS-Rohrchen Uberfuhrt oder zunachst kryo-
asserviert. In diesem Fall wurden die Proben zlgig aufgetaut und schnellstmdglich in
ein beschriftetes FACS-RdAhrchen Uberfuhrt, in welches bereits 1 ml 1x PBS vorgelegt
wurde.

AnschlieRend wurden die Proben bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter Lichtausschluss. Zunachst
wurde der Avitalfarbstoff Zombie NIR™ angesetzt (1:5000), 100 ul der Farbelosung zu
den Proben gegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlielRend
wurden die Proben bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die
Proben mit 200 ul 2%igem BSA gewaschen, der Uberstand dekantiert und nach Zu-
gabe von 90 ul PBS, 10 ul FKS und 2 pl FC-Blocker die Proben fir 10 min bei RT
inkubiert. 50 ul BD Horizont Brilliant Stain Buffer wurden jeweils in die Réhrchen ge-
geben, gefolgt von 20,25 ul aus einem Mix aller extrazellularen AK. Nachdem die Rohr-
chen vorsichtig gevortext wurden, folgten 30 min Inkubationszeit bei RT gefolgt von

der Zugabe von 1 ml Erylysepuffer pro Réhrchen und weiteren 15 min Inkubation. Nach
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wiederholter Zentrifugation bei 500 x g fir 5 min und Dekantieren des Uberstandes
wurden auf die Pellets 200 pyl Waschpuffer (zusammengesetzt aus 2 %igem BSA und
2 mM EDTA in PBS) pipettiert und erneut bei gleicher Einstellung zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Nach Zugabe von 200 ul True-Nuclear™ 1X Fix Konzentrat wur-
den die Probenrohrchen gevortext. Fur 45 — 60 min folgte eine Inkubation bei RT. An-
schlieRend wurde erneut bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und 200 ul Waschpuffer in die Rohrchen pipettiert. An dieser Stelle wurde das Protokoll
unterbrochen und die Proben im Kuhlschrank bei 4 °C bis zum nachsten Tag gelagert,
wo das Protokoll fortgesetzt wurde. Mit der Zugabe von 200 ul True-Nuclear™ 1X
Perm Buffer wurde die Farbung fortgefuhrt, worauf sich das Zentrifugieren bei 500 x g
fur 5 min mit Uberstand verwerfen, anschloss. Diese drei Schritte wurden insgesamt
dreimal durchgefuhrt. 10 min Inkubation bei RT folgten, nachdem jeweils 90 ul PBS,
10 pl FKS und 2 ul Fc-Blocker auf die Pellets pipettiert wurden. Dann wurden 4,5 pl
eines Mixansatzes aus allen intrazellularen AK hinzugefigt, vorsichtig gevortext und
bei RT fur 30 min inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde erneut 200 pl True-Nuclear™
1X Perm Buffer dazugegeben, bei 500 x g fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Auch an dieser Stelle wurde die Abfolge der drei zuletzt genannten Schritte
insgesamt dreimal durchgeflihrt. Im letzten Schritt wurden die Zellen in 200 yl PBS
aufgenommen und abgedunkelt bis zur Messung im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert.
Folgende T-Zell-Subpopulationen wurden charakterisiert: Naive T-Zellen
(CD3*CD4*CD8~ CCR7*CD62L*CD44"), Effektor-Gedachtnis- CD3*CD4* oder
CD3*CD8* T-Zellen (Tem, CCR7'°“CD62L'°"CD44%), und zentrale Gedachtnis
CD3*CD4* oder CD3*CD8* T Zellen (Tcm, CCR7*CD62L*CD447).

TABELLE 7: EXTRAZELLULARE ANTIKORPER - PHANOTYPISIERUNG VON BLUT, TUMOR UND MiLZ

ANTIKORPER VOLUMEN/ ZELLTYP/FUNKTION
(KONJUGAT) PROBE

Gr.1 (AF700) 0,25 pl Myeloide Suppressorzellen (Granulozyten,
Makrophagen)

CDS8 (FITC) 0,5 ul Zytotoxische T-Zellen

CD4 (APC Fire) 0,5 ul T-Helferzellen

CD11b (BV570) 0,5 ul Myeloide Suppressorzellen

34



METHODEN

CD274/PD-L1 (BV421) 0,5 ul Immun-Checkpoint, Th1-Lymphozyten

NK1.1 (BV605) 1,5 pl NK-Zellen

CD25 (PerCP-eFluor710) 1,5 ul Tregs

CD62L (BV785) 2 ul Gedachtnis-Effektor-Zellen

CD83 (BV750) 2 ul B-Zellen/dendritische Zellen

CD366/TIM-3 (PE/Dazzle 594) 2 pl Immun-Checkpoint, Th1-Lymphozyten,
Makrophagen

CD279/PD1 (BV650) 2 ul Immun-Checkpoint, Th1-Lymphozyten

CCRY7 (PE) 2 ul Gedachtnis-Effektor-Zellen

CD44 (BV711) 2 ul Gedachtnis-Effektor-Zellen

CD19 (Spark Blue) 3 ul B-Zellen/dendritische Zellen

LAG-3/CD223 (BV480) 3 ul Immun-Checkpoint, Th1-Lymphozyten

TABELLE 8: INTRAZELLULARE ANTIKORPER - PHANOTYPISIERUNG VON BLUT, TUMOR UND MILZ

ANTIKORPER (LABEL) VOLUMEN / PROBE |ZELLTYP/FUNKTION BEI DER TUMORENTSTE-

CD152/CTLA-4 (PE/Cy7) 2 pl Immun-Checkpoint
CD3 (PerCP) 2 ul T-Zellen
Foxp3 (AF 647) 0,5 ul Tregs

4.7.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE DES KNOCHENMARKS

Die Hamatopoese spielt auch bei der Tumorgenese von soliden Tumoren eine wichtige
Rolle. Um die Veranderungen der Myelopoese infolge des Tumorwachstums zu cha-
rakterisieren, wurde ein von uns etabliertes Panel mit Stammzellmarkern angewendet
und Stammzellen, die in frihen und spaten Krebsstadien relevant sind, mittels Durch-
flusszytometrie erfasst.

Die Auswertungen wurden mittels SpectroFlow™ Version 2.2.0.3 und Flow Jo™ Ver-
sion 10.6.1 durchgeflhrt.

Zur durchflusszytometrischen Messung wurden kryoasservierte Knochenmarkzellen
eingesetzt. Die Proben wurden aufgetaut, in 5 ml PBS gegeben und bei 200 x g fur 8

min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 10 ml
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PBS verdunnt. Mittels der Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und 5 x
10° Zellen fiir die Farbung in FACS-Rohrchen Uberflihrt. Diese wurden bei 350 x g flr
5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nachfolgend wurden 100 pl Zombie
NIR™ in PBS (1:5000) auf das Zellpellet pipettiert, gevortext und fir 30 min bei Dun-
kelheit und RT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 250 yl 1x PBS pro
Réhrchen hinzugegeben, zentrifugiert bei 350 x g fur 5 min und der Uberstand verwor-
fen. Diese drei Waschschritte wurden zweimal hintereinander ausgefuhrt. Danach
wurde der TrueStain FcX™ Plus (anti-mouse CD16/32) AK hinzugefligt. Dieser wurde
mit 1:200 in FACS Staining Buffer verdunnt (0,5 pl/100 pl). Es folgten 10 min Inkubation
auf Eis im Dunkeln. Nun wurde zu jedem Ansatz 2,5 pl True-Stain Monocyte Blocker™
hinzugefligt. Um die extrazellularen AK hinzuzufligen, wurde ein Mix erstellt, der ins-
gesamt 33,3 pl AK enthielt und 66,6 yul FACS Staining Buffer, sodass pro Rohrchen
etwa 100 pl AK-Mix hinzugegeben wurden. Dies wurde gevortext und fur 20 min bei
RT und Dunkelheit inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde zweimal mit 250 ul PBS ge-
waschen und jeweils anschlieRend bei 350 x g fiir 5 min zentrifugiert sowie der Uber-
stand dekantiert. Nachdem 250 ul True-Nuclear™ 1x Fix Konzentrat zu den Zellpellets
gegeben wurde, folgte eine 45-minutige Inkubation bei RT im Dunkeln. 400 ul True-
Nuclear™ 1X Perm Buffer wurde hinzugegeben, bei 350 x g fiir 5 min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Dann wurde der Mix aus intrazellularen AK hinzugegeben.
Hierzu wurden insgesamt 6 ul AK in 94 ul True-Nuclear™ 1X Perm Buffer gemischt
und 100 pl dieser Losung auf die Proben gegeben. AnschlieRend wurde gevortext und
fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Erneut wurden 400 ul True-Nuclear™ 1X Perm
Buffer pipettiert; gevortext; bei 350 x g fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand ver-
worfen. Dies wurde zweimal durchgefuhrt. Final wurde das Pellet in 350 pl FACS Stai-

ning Buffer aufgenommen und bis zur Messung abgedunkelt bei 4° C gelagert.

TABELLE 9: EXTRAZELLULARE ANTIKORPER - PHANOTYPISIERUNG DER STAMMZELLEN

ANTIKORPER (LABEL) VOLUMEN / PROBE |ZELLTYP

CD117/c-Kit (BV785) 1 ul Granulozyten-/Monozyten-Vorlauferzellen

Ly-6A/Sca-1 (BV711) 2,5yl Normale Stammzellen, Vorlauferzellen, tu-

morauslosende Zellen

CD41 (PE/Cy7) 2,5 ul Hamatopoetische Vorlauferzellen/pluripo-

tente Zellen
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CD71 (PE/Dazzle 594) 0,5 ul Proliferierende Zellen

CD34 (BV421) 2,5 ul Normale Stammzellen, Vorlauferzellen, tu-

morauslosende Zellen

CXCR1 (APC/Fire810) 0,33 ul Monozyten

CD90.2/Thy-1.2 (BV605) 2,5 pl Blutbildende Zellen, Krebsstammzellen
CD38 (PE/Fire 640) 1ul Hamatopoetische Zellen

CD127/IL-7Ra (BV510)) 2 ul Stroma-Zellen, unreife B-Zellen

CD123 (PE) 2,5 ul Hamatopoetische Vorlauferzellen

CD150 (SLAM) 1 ul T-Zell-Subgruppen, B-Zellen, dendritische
(PE/Cyanine5) Zellen

CD279/PD1 (PE/Fire 810) 1 pl Aktivierte T- und B-Zellen
CD115/CSF-1R 0,5 ul Monozyten/Makrophagen

(AF 647)

CD63 (APCI/Cy7) 2,5 ul Monozyten/Makrophagen

CD48 (Vio® Bright B515) 2,5 pl Monozyten/Makrophagen, T- und B-Zellen
CD170 (AF700) 3,5 ul Makrophagen

TABELLE 10: INTRAZELLULARE ANTIKORPER - PHANOTYPISIERUNG DER STAMMZELLEN

ANTIKORPER (LABEL) |VOLUMEN / PROBE |ZELLTYP

IRF-8 2,5 ul Myeloische Zellen
(PerCP-eFluor 710)

MCP-1 (APC) 1,5 pl Monozyten

CXCL12 (FITC) 2 ul Stromazellen

4.8 GENEXPRESSIONSANALYSE

Die Genexpressionsanalyse ist ein molekularbiologisches Verfahren, um die Umset-
zung von genetischen Informationen zu analysieren. Mit diesem Verfahren kann die
Expression von vielen Genen bzw. Genabschnitten gleichzeitig gemessen werden
[182]. Bei der hier angewendeten quantitativen Analyse kann der Expressionsunter-

schied, also die Starke der Expression, gegenuber einer Referenz untersucht werden.
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Dadurch kann auf die Funktion der Zellen der Gewebetypen und deren Veranderungen
bei einer Tumorgenese bzw. bei den unterschiedlichen Therapiegruppen ruckge-

schlossen werden [183,184].

4.8.1 RNA -ISOLATION VON TUMOR, MILZ UND KNOCHENMARK

Die RNA-Isolation ermdglicht es, spezifisch die RNA zu extrahieren, wobei die Integri-
tat und die Expressionsprofile der RNA erhalten werden. Zur Isolation von RNA wurde
das RNeasy Mini Kit von Qiagen und die, wie unter den Punkten 4.5.3 und 4.5.4 be-
schrieben, vorbereiteten Zellpellets von der Milz und dem Knochenmark verwendet.
Alle Arbeiten erfolgten unter dem Abzug. Zunachst wurde 1 ml RLT-Puffer mit 10 pl -
Mercaptoethanol versetzt. Pro Probe wurden 350 ul dieses Puffers auf das Zellpellet
gegeben und gevortext. 70 %iges Ethanol wurde zum Lysat hinzugefugt, mehrfach
auf- und abpipettiert und dies dann (700 ul Probe) auf die Saule gegeben. Nach 30 s
Zentrifugation bei 8000 x g wurde der Durchfluss verworfen und auf einem Tuch tro-
cken geklopft. 350 pl RW1-Puffer wurden auf die Saule pipettiert und erneut 30 s bei
8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Anschlielend wurden 10 pl
DNase mit 70 ul RDD-Puffer vorsichtig gemischt, auf die Saule gegeben und fir 15
min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden erneut 350 yl RW1-Puffer auf die
Saule pipettiert, 30 s bei 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach
Zugabe von 500 ul RPE-Puffer, Zentrifugation fur 30 s bei 8000 x g und Verwerfen des
Durchflusses, wurden nochmals 500 pl RPE-Puffer hinzugefligt. Darauf folgten 2 min
Zentrifugation bei 8000 x g, Verwerfen des Durchflusses und Trockenzentrifugieren flr
eine Minute bei 8000 x g. Die Saule wurde in neue 1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfuhrt,
30 pl RNase freies Wasser auf die Saule pipettiert und 5 min gewartet. Zuletzt wurde
fur eine Minute bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt dann die RNA und

wurde direkt auf Eis gestellt. Final wurde die Konzentration am NanoDrop gemessen.

4.8.2 cDNA-SYNTHESE

Im nachsten Schritt wurde die isolierte RNA aus Tumor, Milz und Knochenmark fur die
nachfolgende PCR in cDNA umgeschrieben. Daflr wurden 500 ng der extrahierten
MRNA mit 1 pl des Random Hexamer Primers versetzt. Als nachstes wurden die Pro-
ben bei 70° C fir 10 min inkubiert und anschlief3end direkt auf Eis gekuhlt. Zwischen-
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zeitlich wurde der Master-Mix angesetzt, bestehend aus 4 pl des 5x RT buffer com-
plete, 1 ul der dNTP-Mischung und 1 ul der Reverase™-200 units. Danach folgte die
Durchfihrung der Reaktion am PCR Thermocycler bei 45° C fur 120 min und bei 70°
C fur 10 min. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und mit
30 pl RNase-freiem Wasser gekuhlt. Die finale cDNA-Konzentration von 12,5 ng/ul
wurde bis zur Durchfihrung der gPCR bei -20° C gelagert.

4.8.3 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (QPCR)

Die qPCR ist eine Nukleinsaure-Amplifikationstechnik, die es erlaubt, die Vervielfalti-
gung der DNA-Sequenzen in Echtzeit zu GUberwachen. Daher werden die Daten wah-
rend des gesamten Prozesses erfasst und nach jedem Amplifikationszyklus die Menge
der entstandenen DNA analysiert. Die Reaktion wird also durch den Zeitpunkt wahrend
des Zyklus charakterisiert, an dem die Vervielfaltigung eines Zielgens zum ersten Mal
nachgewiesen wird und nicht die Menge des Zielgens nach einer festen Anzahl von
Zyklen. Ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz wird somit dann beobachtet, wenn
die Anfangskopienzahl des Nukleinsaure-Zielgens hoch ist [182,185].

Fur die gPCR wurden die 12,5 ng cDNA mit dem SensiFAST Probe Lo-Rox Kit ver-
wendet. Es wurden kommerzielle TagMan Genexpressionstests genutzt. Durchgefiihrt
wurde die Reaktion im Light cycler Viia7 unter den folgenden Konditionen: 95 °C fur
10 min, 40 Zyklen fur 15 s bei 95 °C und 1 Minute bei 60 °C. Alle Reaktionen wurden
dreimal ausgefluhrt. Fur jede Probe wurde das Expressionsniveau durch die Berech-
nung von 2 - ACT (ACt = Ctiarget — CtHousekeeping-Gen) Und anschlieRBende 2 - 24€T — Quan-

tifizierung ermittelt. Dabei dienten die Werte der Kontrollen als Kalibrator.

4.9 CHARAKTERISIERUNG DER TUMORMIKROUMGEBUNG MITTELS IMMUNFLUORESZENZ

Die Immunfluoreszenz ermaoglicht mittels fluoreszenzmarkierter AK den Nachweis und
die Lokalisation spezifischer Zielantigene in verschiedenen Gewebetypen und Zellpra-
paraten [186,187]. In dieser Arbeit wurde dieses Prinzip genutzt, um das TME der Tu-
moren in verschiedenen Stadien darzustellen. Dabei haben wir uns auf die infiltrieren-
den MDSCs, TAMs und TANs konzentriert, aber auch die Infiltration von dendritischen
Zellen, T- und B- Zellen untersucht, um die wichtigsten Zellen abzudecken, die an der

,pro“- und antitumoralen Immunantwort beteiligt sind.
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4.9.1 HERSTELLUNG UND FIXIERUNG VON GEFRIERSCHNITTEN AUS TUMORGEWEBE

Wie unter Punkt 4.5.2 erwahnt, wurde Tumorgewebe in Tissue Tek eingebettet und
bei -80° C gelagert. Um Kryostatschnitte herzustellen, wurde das eingebettete Gewebe
aufgeblockt und daraus 4 ym dicke Schnitte hergestellt. Daflr wurde der Kryostat Lei-
ca™ CM1850S genutzt. Die Schnitte wurden auf einem beschrifteten Objekttrager fiir
30 min luftgetrocknet. Danach folgte die Fixierung mit Methanol flir 8-10 min und 2 min

Trocknen. Die Schnitte wurden in Aluminiumfolie eingepackt und bei —20 °C gelagert.

4.9.2 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG DER TUMORSCHNITTE

Die Objekttrager mit den fixierten Tumorschnitten wurden zuerst mit 1x PBS gewa-
schen und ein Fettrand um die Zellen mit dem Dakopen gezogen. Fur 60 min wurden
die unspezifischen Bindungsstellen mit 2 %igem BSA bei RT in der feuchten Kammer
blockiert. Nachfolgend wurden die primaren AK mit 2 %igem BSA in PBS verdlnnt,
auf die Objekttrager pipettiert und bei RT fur 4 h oder bei 4 °C Uber Nacht in der Feucht-
kammer inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte mit den Mixen 1-3
(Tabelle 11) dreimal in 0,2 %igem BSA gewaschen. Bei diesen direkt gelabelten pri-
maren AK erfolgte direkt die Einbettung in Dako Mounting Medium. Auf diese Schnitte
wurde ein Deckglaschen gegeben und bei 4 °C bis zur Mikroskopie gelagert.

Bei mit Mix 4 gefarbten Proben erfolgte nach der Inkubation zunachst eine intrazellu-
lare Farbung. Die Objekttrager wurden fur 30 min mit 4 %igem Paraformaldehyd bei
RT in der Feuchtkammer fixiert, zweimal gewaschen, mit 0,5 %igem Triton X-100 fur
15 min permeabilisiert und erneut zweimal gewaschen. Als nachstes wurde der pri-
mare AK anti-IRF5 (5 pyg/ml) auf das Tumorgewebe gegeben und nach wiederholtem
Waschen der sekundare AK (Donkey anti-Rabbit IgG AF647) 1:1000 verdiinnt, auf das
Gewebe pipettiert und bei RT fur 60 min in der feuchten Kammer inkubiert. Nach fina-
lem dreimaligem Waschen erfolgte die Eindeckung in Dako Mounting Medium. Auch
diese Schnitte wurden mit einem Deckglaschen versehen und bei 4 °C gelagert.

TABELLE 11: UBERSICHT DER PRIMAREN ANTIKORPER FUR DIE IMMUNFLUORESZENZ-FARBUNG

ANTIKORPERMIX | PRIMARE ANTIKORPER (LABELING) VERDUNNUNG

Mix 1 CD3 (AF488), CD4 (AF594), CD8 (AF647) 1:20
Mix 2 CD206 (AF 488), F4/80 (AF594) 1:50
Mix 3 CD11b (AF 488), Gr.1 (AF 594), PD-L1 (APC) 1:20
Mix 4 PD1 (FITC) 1:20
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4.9.3 KONFOKALE LASER — SCANNING - MIKROSKOPIE UND QUANTIFIZIERUNG

Ein konfokales Mikroskop ermdglicht es, tiefe Gewebe mit hoher Auflésung abzubil-
den. Dazu wird ein Laser verwendet, der eine punktformige Lichtquelle erzeugt und
unscharfes Licht dabei unterdrickt. Der monochromatische Lichtstrahl mit definierter
Wellenlange und einstellbarer Intensitat wird durch das Mikrosokopobjektiv auf einem
kleinen Fleck im Gewebe fokussiert. Das Objektiv sammelt das fluoreszierende Licht,
das von den Fluorophoren der markierten AK im Praparat emittiert wird und projiziert
dieses Licht (Abb. 11 [197]). Es wird i_-E__'F”U"HﬂiChquE"E

also nicht direkt betrachtet. Eine Loch-
blende stellt dabei sicher, dass nur das
vom gewunschten Brennpunkt ausge-
hende Licht einfallt und das Streulicht

blockiert wird [188,189].
Detektor (CCD)

In dieser Arbeit wurde das ZEISS Elyra '[ Y T Rotierende
7 Confocal Laser Mikroskop verwen- \ Milcolinsenscheive
det. Anhand eines validierten Bewer- '*“

tungssystems wurden regulatorische f ]

Granulozyten und TAMs semiquantita-
tiv in 2-3 Hauptgesichtsfeldern (HPF)
pro Schnitt erfasst: 0 = keine; 1 = leicht -
(1-20 Zellen/HPF); 2 = mittel (21-40 «eleloe Messobjekt

L ABBILDUNG 11: SCHEMATISCHER AUFBAU DES
Ze”en/HPF)’ 3 = stark (>40 Ze"en/HPF)' KONFOKALEN LASER-SCANNING-MIKROSKOPS
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V. ERGEBNISSE

In dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit der ICls o-PD1-AK und a-LAG3-AK im
Msh2loxP/loxP:TgTg(Vil-cre) Mausmodell erfasst. Dabei wurden neben dem Gesamtiiberle-
ben und der Tumorgroflie auch systemische, sowie lokale immunologische und hama-
tologische Phanomene betrachtet.

Zusatzlich lag ein Fokus auf dem Nachweis von Veranderungen in der Hamatopoese

bei dMMR-assoziierten Tumoren. Die Ergebnisse sind nachfolgend dargestellit.

5.1 UBERLEBENSWAHRSCHEINLICHKEITEN VON MsH2L0XP/LOXP;TGTG(VIL1-CRE) MAUSEN

Beide ICls verlangerten das  Gesamtuberleben von  tumortragenden
Msh2!oxP/loxP;TgTg(Vill-cre) Mzusen signifikant (p < 0,001, Abb. 12). Die Behandlung mit
dem a-PD1-AK verlangerte das mediane Gesamtuberleben um 4,0 Wochen. Bei dem
a-LAG-3-AK betrug das Gesamtuberleben 13,3 Wochen und war damit 8,3 Wochen
langer als in der Isotyp-behandelten Kontrollgruppe. Das mediane Uberleben der un-
behandelten Kontrolltiere war mit 3,3 Wochen am kirzesten. Im direkten Vergleich der
ICls zeigte sich ein Vorteil der a-LAG-3 Therapie gegenuber der a-PD1 Gabe, dieser
war jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,13).

Gesamtuberleben

100+ —— Kontrolle
—— |sotyp
anti-PD1 #
501 —— anti-LAG-3

Log rank
p < 0,001

0

I
0 10 20 30
Zeit in Wochen nach Therapiestart

Uberlebensanteil in Prozent

ABBILDUNG 12: KAPLAN—MEIER UBERLEBENSKURVE

DARSTELLUNG DES GESAMTUBERLEBENS VON TUMORTRAGENDEN MsH2toxP/LOXPiTGTG(VILT-CRE) N4 sEN. KONTROLLE N =
10; 1ISOTYPN=9; a-PD1N=9; a-LAG-3N =8; #P < 0,05 vs. ISOTYP; LOG-RANK ANALYSE (MANTEL—COX TEST).
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5.2 EINFLUSS AUF DAS TUMORWACHSTUM

Die TumorgroRe wurde mittels '®F-FDG-PET/CT ermittelt und an Tag 0 sowie im

Therapieverlauf an Tag 35 quantifiziert. Reprasentative Bilder sind in Abbildung 13

dargestellt.

Kontrolle

anti-PD1

anti-LAG-3

ABBILDUNG 13: "8F-FDG-PET/CT-BILDGEBUNG ZUR LONGITUDINALEN VERLAUFSDARSTELLUNG DER TUMORENTWICKLUNG

REPRASENTATIVE PET/CT AUFNAHMEN zU BEGINN (= TAG 0) UND AN TAG 35 DER THERAPIE. DIE PFEILE MARKIEREN DIE
GRORENPROGREDIENZ SOWIE MULTIPLE NEUBILDUNGEN IN DER KONTROLL- UND ISOTYP-GRUPPE.
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ABBILDUNG 14: PET/CT ANALYSE DER TUMORENTWICKLUNG IM VERLAUF
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DARGESTELLT SIND DIE TUMORGRORE IN MM3 (A), SUVuax (B) ANZAHL DER TUMORKNOTEN (C). MITTELWERT + SD. JEDES
SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KONTROLLE N = 6-10/ZEITPUNKT; ISOTYP N = 5-7; a-PD1 N =7-9; a-LAG-3 N = 7-8.
WAHREND IN DER KONTROLL- UND ISOTYPGRUPPE EINE DEUTLICHE PROGREDIENZ DES TUMORWACHSTUMS NACHGEWIESEN
WURDE, FUHRTE DIE @-PD1- UND a-LAG-3 — THERAPIE ZU EINER KRANKHEITSSTABILISIERUNG MIT PARTIELLER REMISSION.

Unter der a-PD1-AK-Therapie war im Beobachtungszeitraum von 35 Tagen eine

leichte Groflenzunahme der Tumoren zu verzeichnen. Die Behandlung mit dem a-
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LAG-3-AK erzielte eine Krankheitsstabilisierung oder eine partielle Tumorremission.
Eine deutliche GréoRenzunahme wurde in der unbehandelten Kontroll- und in der Iso-
typgruppe beobachtet (Abb.14, A).

Ein Blick auf die Aktivitatsverteilung mittels (SUV)max verdeutlichte nur bei a-LAG-3-
therapierten Mausen eine Abnahme der Aktivitat. Sowohl in der Kontroll- und Isotyp-
gruppe als auch unter a-PD1-Therapie lie® sich ein Anstieg dieses Parameters nach-
weisen (Abb.14, B).

In Bezug auf die Anzahl der Tumoren konnte in beiden ICI-Therapiegruppen ein kon-
stanter Wert ermittelt werden, wahrend bei beiden Vergleichsgruppen vermehrte Neo-
plasien detektiert wurden (Abb. 14, C).

5.3 IMMUNPHANOTYPISIERUNG DES PERIPHEREN BLUTES

Begleitend zu den bildgebenden Verfahren wurde der Immunphanotyp zu Beginn und
am Versuchsende mittels Durchflusszytometrie erfasst. Die Gating-Strategie ist in Abb.

15 dargestellt.

SSC-A

ABBILDUNG 15: GATING-STRATE-
Dles |

L | GIE ZUR IDENTIFIZIERUNG VON M-
PorCP CD3 MUNZELL-SUBTYPEN
x  a REPRASENTATIVE DOTPLOTS SIND

Kontrolle Isotyp anti-PD1 anti-LAG-3 DARGESTELLT. DIE QUANTIFIZIE-
. RUNG ERFOLGTE MITTELS FLOWJoO.

SSC-A
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——
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SSC-A

Fmy e e S ey et T T Ly e

Alexa 647 Foxp3

Zunachst wurde der Anteil an zirkulierenden T-Zellen ermittelt. Hierbei wurden leichte

Unterschiede zwischen den beiden AK-Therapien nachgewiesen (Abb. 16). Die a-
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PD1-Behandlung fuhrte zu einem Anstieg an T-Helferzellen (CD4") und zytotoxischen
T-Zellen (CD8%) im Vergleich zum Behandlungsstart. Im Gegensatz dazu wurde unter
der a-LAG-3-AK Therapie eine verringerte Anzahl beider T-Zellsubpopulationen im

Vergleich zu den Kontrollen detektiert.
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ABBILDUNG 16: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG VON CD4* uND CD8* T-ZELLEN IM PERIPHEREN BLUT

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER CD4* T-ZELLEN (A) UND DER CD8* T-ZELLEN (B) AN TAG O (VOR
BEHANDLUNG) UND AM ENDPUNKT. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
MAus. KONTROLLE N = 10; ISOTYP N = 8-9; a-PD1 N =9; a-LAG-3 N = 8.

Eine nahere Betrachtung der T-Zellsubpopulationen bestatigte die unterschiedlichen
Befunde. Wahrend die Behandlung mit dem a-PD1-AK nur einen geringen Einfluss auf
die T-Zell ,exhaustion oder ,Erschopfungs“marker hatte, flihrte die a-LAG-3-AK-The-
rapie zu einer Abnahme dieser Marker im Verlauf (Abb. 17). Dies war charakterisiert
durch eine verringerte Anzahl der Tregs (CD4*CD25*Foxp3*, p < 0,01 vs. Isotyp) und
durch Reduktion der T-Zell ,exhaustion“-assoziierten Oberflachenmarker (PD1, CTLA-
4, LAG-3, TIM-3). In der Kontroll- und Isotypgruppe kam es im Verlauf zu einer deutli-
chen Zunahme der Tregs sowie der erschopften T-Zellen. Der direkte Vergleich zwi-
schen den Kontroll- und Therapiegruppen am Versuchsende bestatigte eine signifi-
kante Reduktion dieser Populationen durch die jeweilige Therapie. Dabei waren die

Effekte nach a-LAG-3 Behandlung jeweils starker ausgepragt als unter a-PD1 Gabe.
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ABBILDUNG 17: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG VON T-ZELLSUBPOPULATIONEN IM PERIPHEREN BLUT

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS VERSCHIEDENER T-ZELLPOPULATIONEN AN TAG 0 (VOR BEHANDLUNG)
UND AM ENDPUNKT. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KON-
TROLLE N = 10; ISOTYP N = 8; a-PD1 N = 7-9; a-LAG-3 N = 8; # p < 0,05 UND *# p < 0,01 vs. IsoTYP. TWo-waY ANOVA
(TUKEY'S MULTIPLE COMPARISONS TEST). INSBESONDERE DIE @-LAG-3-THERAPIE FUHRTE ZU EINER ABNAHME DER ,ER-
SCHOPFUNGS“MARKER AUF DEN UNTERSUCHTEN T-ZELLPOPULATIONEN.

Die Untersuchung weiterer Immunpopulationen im peripheren Blut zeigte einen signi-
fikanten Anstieg der CD11b*Gr.1* Zellen (MDSCs) in allen Versuchsgruppen im Ver-
lauf. Am deutlichsten war diese Entwicklung unter dem a-LAG-3-AK (p < 0,001 vs.
Start). Der Anteil an NK1.1* Zellen (NK-Zellen) stieg im Verlauf leicht an. Dies war
jedoch unabhangig von der ICI-Gabe (Abb. 18).
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ABBILDUNG 18: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER MDSCs UND NK-ZELLEN IM PERIPHEREN BLUT
QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS AN MDSCs (A) sowie NK-ZELLEN (B) AN TAG O (VOR BEHANDLUNG)
UND AM ENDPUNKT. Es WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KON-
TROLLE N =10; ISOTYPN =8; a-PD1 N =7-9; a-LAG-3N = 8; * P < 0,05 UND *** P < 0,001 vS. START (= TAG 0); TWo-WAY
ANOVA (TUKEY'S MULTIPLE COMPARISONS TEST). IN ALLEN VERSUCHSGRUPPEN KAM ES ZU EINEM SIGNIFIKANTEN ANSTIEG
DER MDSCs.

5.4 IMMUNPHANOTYPISIERUNG DER MILZZELLEN

Unter Punkt 1.4.3.1 wurde bereits die Relevanz der EMH erwahnt, welche sich zu ei-
nem bedeutenden Anteil in der Milz manifestiert. Daher kommt es durch die fehlregu-
lierte Hamatopoese bei der Tumorentwicklung zu einem veranderten immunologi-
schen Phanotyp. Bei der Organentnahme wurde makroskopisch eine massive Sple-
nomegalie festgestellt. Diese bestatigte sich bei der Gewebeaufarbeitung mit einer

ausgepragten Hyperplasie.
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Im Anschluss wurde untersucht, wie sich die Verteilung der einzelnen Zellpopulationen
durch die Tumorgenese veranderte und welchen Einfluss die ICI-Therapie auf immu-
nologisch relevante Zellpopulationen hat (Abb. 19).

Der Anteil an T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen, sowie CD83*CD19* B-Zellen war
vergleichbar zwischen den experimentellen Gruppen (Abb. 19). In Analogie zu den
Ergebnissen im peripheren Blut konnte auch hier eine verringerte Anzahl an Tregs
sowie an erschopften T-Zellen unter ICI-Therapie nachgewiesen werden (Abb. 19).
Innerhalb der beiden ICls zeigten sich nur marginale Unterschiede in der Verteilung
der einzelnen Subpopulationen.

Hinsichtlich des Anteils an MDSCs sowie NK-Zellen kam es zu einem leichten, jedoch
nicht signifikanten Anstieg unter den ICI-Therapien im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen (Abb. 19).
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ABBILDUNG 19: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER MILZZELLEN

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS VERSCHIEDENER T-ZELLPOPULATIONEN ZUM ENDPUNKT. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KONTROLLE N = 8-9; ISOTYP N = 6-8; a-
PD1N=9; a-LAG-3N =8;#P <0,05vs. IsoTYP. TWo-wAY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). INSBESON-
DERE DIE a-LAG-3-THERAPIE FUHRTE ZU EINER ABNAHME DER ,ERSCHOPFUNGS“MARKERS TIM-3 AUF DEN UNTERSUCHTEN
T-ZELLPOPULATIONEN.
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5.5 VERANDERUNGEN DER GENEXPRESSION IN DER MiLz

Die Myelopoese wird im Rahmen der Tumorgenese beeinflusst, wodurch es zur Pola-
risierung von Neutrophilen und Makrophagen kommt. Um diesen Vorgang im experi-
mentellen Modell zu untersuchen, wurden entsprechende Veranderungen auf tran-
skriptioneller Ebene genauer untersucht. In diesem Zusammenhang sind Colony sti-
mulating factor 1 und 2 (Csf1, Csf2) fur M1-und M2-Makrophagen [190,191], sowie
Early growth response protein 2 (Egr2) und Arachidonate 5-lipoxygenase (Alox5) fur
die Neutrophilenpolarisierung von Bedeutung [192—194]. Zusatzlich wurde der T-Zell-
spezifische Transkriptionsfaktor (T cell factor 1; Tcf1) und der transformierende
Wachstumsfaktor (Transforming growth factor B; Tgf-B) analysiert. Tcf1 ist an der T-
Zell-Differenzierung beteiligt [195] und Tgf-B tragt mafRRgeblich zur lokalen Immunsup-
pression bei [196].

In Abbildung 20 ist das Expressionsniveau dieser Marker fur die beiden Therapiegrup-
pen in Referenz zur Kontrolle (Isotyp) dargestellt.

Die Expression von Csf1 war nach ICI-Therapie signifikant herunterreguliert (p <
0,0001 vs. Isotyp), Csf2 war in den Milzen der a-LAG-3-therapierten Mausen leicht
hochreguliert. Bedeutende Unterschiede zwischen den ICI-Therapien und der Isotyp-
Kontrolle wurden bei Egr2 und Alox5 erkennbar: Beide Transkriptionsfaktoren waren
signifikant herunterreguliert (p < 0,0001 vs. Isotyp). Ahnlich verhielt es sich bei der
Expression von Tgf-B8, dessen Expression in beiden Therapiegruppen unterhalb der
Isotyp-Kontrolle lag.

Demgegenuber wurden Unterschiede zwischen den beiden ICls fur Tcf1 erhoben. Die
PD1-Blockade fuhrte zu einer Herunterregulation von Tcf1, a-LAG-3 hingegen indu-
zierte die Expression dieses T-Zell-stimulierenden Faktors. Aufgrund der hohen indivi-

duellen Schwankung wurde jedoch keine Signifikanz erreicht.
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ABBILDUNG 20: ANALYSE DER GENEXPRESSION IN DER MILZ

DURCHGEFUHRT WURDE EINE QUANTITATIVE REAL-TIME PCR. ES WURDEN MYELOISCHE UND IMMUNREGULATORISCHE MARKER
NACHGEWIESEN. DIE GESAMT-RNA WURDE IN CDNA TRANSKRIBIERT UND ANSCHLIEREND DIE QUANTITATIVE REAL-TIME PCR
UNTER VERWENDUNG SPEZIFISCHER PRIMER UND SONDEN DURCHGEFUHRT. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. N =
4 MAUSE/GRUPPE. DIE DATEN SIND ALS 2"2ACT_WERTE + SD ANGEGEBEN. ¥ p < 0,0001 vs. IsoTYP. Two-way ANOVA
(TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). BEIDE ICI-THERAPIEN FUHRTEN ZU EINER SIGNIFIKANTEN HERUNTERREGULATION
DER MARKER CsF1, EGR2, ALOX5 UND TGF-p.

5.6 IMMUNPHANOTYPISIERUNG DER TUMOREN

In den weiterfuhrenden Analysen wurde der Einfluss der jeweiligen Therapien auf das
lokale Tumormikromilieu erfasst. In den Abbildungen 21 und 22 sind die Ergebnisse
der durchflusszytometrischen Phanotypisierung der Tumoren dargestelit.

Der Anteil an T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen wurde durch die jeweiligen Behand-
lungen geringfugig beeinflusst (Abb. 21). Signifikante Unterschiede wurden nicht de-
tektiert. Ahnliche Befunde wurden auch fiir die B- und NK-Zellen erhoben. Dennoch
fuhrten beide ICIs zu einer Abnahme der Tregs und MDSCs. Letztere waren nach a-
LAG-3-Therapie signifikant verringert (p < 0,01 vs. Isotyp; p < 0,05 vs. a-PD1, Abb.
21). Des Weiteren konnte auch hier die Tendenz zur Therapie-assoziierten Reduktion
erschopfter T-Zellen nachgewiesen werden. Dabei war eine signifikante Reduktion der
CTLA4* T-Zellen unter a-PD1-Therapie, eine Abnahme von PD1* T-Zellen unter a-
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LAG-3-Therapie, sowie eine Verringerung der LAG3* T-Zellen in beiden Behandlungs-
gruppen nachweisbar (Abb. 21).
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ABBILDUNG 21: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DES TUMORS

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS VERSCHIEDENER T-ZELLPOPULATIONEN ZUM ENDPUNKT. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KONTROLLE N = 9-10; ISOTYP N = 5-6; a-
PD1N=9; a-LAG-3N=8;#P < 0,05, # p < 0,01 UND ## p < 0,001 vs. IsoTYP; ¥ P < 0,05 vs. ICI; Two-waYy ANOVA
(TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). DIE BLOCKADE DER IMMUNCHECKPOINTS FUHRTE VORRANGIG ZU EINER REDUKTION
DER TREGS, DER MDSCs UND DER CTLA-4* T-ZELLEN.

Darlber hinaus wurden die T-Zellen in den Tumoren weiter charakterisiert und der
Anteil naiver, Effektor- (effector memory; Tem) und zentraler Gedachtnis-T-Zellen
(central memory; Tcwm) jeweils fur die CD4* und fur die CD8* T-Zellen erfasst (Abb. 22).

Hierbei zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CD4* Tem unter o-LAG-3-, nicht aber
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unter a-PD1 Therapie (p < 0,001 vs. Isotyp und a-PD1). Im Gegensatz dazu hatten
die Behandlungen keinen Einfluss auf die CD4" naiven und Tcwm.

Die nahere Betrachtung der CD8* T-Zellsubpopulationen zeigte, dass insbesondere
der Anteil an naiven T-Zellen nach ICI verringert war. Interessanterweise war dies un-
abhangig von der Art der Checkpoint-Blockade. Der Anteil an CD8" Tem und Tcwm blieb
nahezu unverandert. Lediglich nach a-LAG-3 Therapie waren marginal mehr Zellen in

den residualen Tumoren nachweisbar.
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ABBILDUNG 22: DIFFERENZIERUNG VERSCHIEDENER CD4*- UND CD8* T-ZELLEN IM TUMOR

MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRISCHER PHANOTYPISIERUNG WURDE EINE QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN AN-
TEILS VERSCHIEDENER T-ZELLPOPULATIONEN ZUM ENDPUNKT DURCHGEFUHRT. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMES-
SEN. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS. KONTROLLE N = 10; ISOTYP N = 6-9; a-PD1 N = 6; a-LAG-3N=6; #p <
0,05, ##p < 0,001 vs. IsoTYP; %% p < 0,001 vs. ICI; Two-wAaY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). HERAUS-
RAGEND IST HIER DER SIGNIFIKANTE ANSTIEG AN CD4* Tem UNTER a-LAG-3-BLOCKADE.

5.7 CHARAKTERISIERUNG DES TUMORMIKROMILIEUS MITTELS IMMUNFLUORESZENZ

Zur raumlichen Lokalisation der Immunzellsubpopulationen im TME wurden Immunflu-
oreszenzfarbungen durchgefuhrt. Der Fokus wurde auf die vorherrschenden immun-
suppressiven Zelltypen gesetzt: CD206'F4/80° TAM, CD163* M2-Makrophagen,
CD11b*Gr1* MDSC und CD11b*Gr1*PD-L1* regulatorische Granulozyten. Zusatzlich
wurde der Ki-67-Proliferationsindex und CD3 als T-Zell-Marker sowie Gr1 als Gra-
nulozytenmarker bestimmt, um die Auswirkung der Behandlung auf die Proliferation
von Tumor- und Immunzellen festzustellen. Abbildung 23, A zeigt reprasentative Auf-
nahmen der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie des TMEs, sowie die quantitative
Auswertung der untersuchten Marker.

Durch die ICI-Therapien konnten signifikante Effekte auf die immunsuppressiven Zell-
typen nachgewiesen werden (Abb. 23, B). Der Anteil CD206*F4/80* TAMs, sowie aqui-
valent dazu CD163* M2-Makrophagen war sowohl nach PD1 als auch LAG-3 Blockade
im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle signifikant reduziert. Vergleichbare Befunde wurden
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auch fur die tumor-infiltrierenden MDSCs und Tregs erhoben. Die a-LAG-3-, jedoch
nicht die a-PD1 Therapie reduzierte die Anzahl an MDSCs und regulatorischer Gra-
nulozyten im Tumor signifikant gegenuber der Isotypkontrolle (p < 0,01 und p < 0,05
vs. Isotyp).

Damit einhergehend wurde auch die Tumorzellproliferation durch die beiden Therapien
beeinflusst. Nach den Behandlungen wurden bei der Ki-67-Farbung weniger proliferie-
rende Tumorzellen festgestellt, dafur jedoch einige infiltrierende T-Zellen, welche po-

sitiv fur Ki-67 waren.
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ABBILDUNG 23: NACHWEIS TUMORINFILTRIERENDER IMMUNZELLEN

KONFOKALE LASER-SCANNING-MIKROSKOPIE: (A) REPRASENTATIVE BILDER DER IMMUNFLUORESZENZ; (B) QUANTITATIVE
ANALYSE DER TUMORINFILTRIERENDEN IMMUNZELLEN. GEZAHLT IN 2-3 HPF/FALL. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
MAUS. KONTROLLE N = 4-10; ISOTYP N = 4-6; a-PD1 N =4-7; a-LAG-3N=4-7; #p < 0,05 UND # P < 0,01 vs. ISOTYP. DAS
INFILTRATIONSMUSTER WURDE MITHILFE EINES PUNKTESYSTEMS SEMIQUANTITATIV ANALYSIERT. O = NICHT; 1 = LEICHT; 2 =
MARIG; 3 = STARK ONE-WAY ANOVA (TUKEY'S MULTIPLE COMPARISONS TEST). BEIDE ICIS FUHRTEN ZU EINER REDUKTION
DER INFILTRIERENDEN MYELOIDEN ZELLEN UND VERMITTELTEN EINE REDUKTION DER TUMORZELLPROLIFERATION.

Erganzend wurde das Vorkommen von interferon regulatory factor 5 (IRF5) untersucht,
sowie eine Ko-Farbung fur PD1 durchgefuhrt, um den funktionellen Status dieser Zel-
len zu ermitteln. IRFS5 ist ein Regulator der Autoimmunitat und bei der B-Zell-Aktivie-
rung beteiligt [197].

Beide Therapien fuhrten zu einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg der IRF5*
Zellen im Tumor (Abb. 24). Der Anteil an PD1/IRF5 doppelt positiver Zellen war zwi-
schen den beiden Therapien unterschiedlich. Nach a-PD1-Behandlung wurden einige
IRF5*/PD1* Zellen nachweisbar. Deren Anzahl entsprach dem der Kontrolltumoren.
Hingegen konnten infolge der a-LAG-3 Behandlung nahezu keine IRF57/PD1* Zellen

nachgewiesen werden, sodass diese vermutlich eher funktionell waren (Abb. 24).
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ABBILDUNG 24: NACHWEIS TUMORINFILTRIERENDER IRF5*/PD1*-ZELLEN

KONFOKALE LASER-SCANNING-MIKROSKOPIE: (A) REPRASENTATIVE BILDER DER IMMUNFLUORESZENZ; (B) QUANTITATIVE
ANALYSE DER TUMORINFILTRIERENDEN IMMUNZELLEN. GEZAHLT IN 2-3 HPFs/FALL. JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
MAUS. KONTROLLE N =7-9; ISOTYPN =6-7; a-PD1 N =7; a-LAG-3 N = 6. DAS INFILTRATIONSMUSTER WURDE MITHILFE EINES
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SCORINGSYSTEMS SEMIQUANTITATIV ANALYSIERT. O = NICHT; 1 = LEICHT; 2 = MARIG; 3 = STARK. ONE-WAY ANOVA (TUKEY'S
MULTIPLE COMPARISONS TEST).

5.8 GENEXPRESSIONSANALYSE DER TUMOREN

Analog zu den Analysen der Milzen wurde ebenfalls eine begleitende Genexpressi-
onsanalyse fur die Gene Csf1, Csf2, Egr2, Alox5 und Tcf1 durchgeflhrt. Zusatzlich
wurde das Protoonkogen Anterior gradient-2 (Agr2) und die Marker der Epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) N-Cadherin und Vimentin untersucht (Abb. 25).

Dabei wurden Unterschiede zwischen beiden ICls nachgewiesen. Wahrend die PD1-
Blockade zu einer leichten Abnahme fuhrte bzw. keinen Einfluss auf die Csf1 und Csf2
hatte, wurden beide Gene vermehrt nach LAG-3-Blockade detektiert. Daruber hinaus
waren Egr2 und Alox5 unter beiden Therapien im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Im
Unterschied dazu war Tcf1 primar unter a-PD1 Behandlung verringert und Agr2 infolge
beider Therapien signifikant reduziert (p < 0,05 vs. Isotyp). Eine geringe AGR2-Ex-
pression wird mit einem immunologisch "heiRen" und immunsuppressiven Phanotyp in
Verbindung gebracht, der durch eine starke Immunzellinfiltration, eine erhdhte Kon-
zentration von Tgf-B und durch die EMT-Aktivierung gekennzeichnet ist [198]. Vor die-
sem Hintergrund wurden die Transkripte der EMT-Marker N-Cadherin und Vimentin
analysiert. Eine Uberexpression der EMT-Marker war weder unter a-PD1 noch unter
a-LAG-3-Therapie nachweisbar, jedoch zeigte sich ein Trend: Beide Marker waren

nach IClI leicht erhdht (a-LAG-3 > a-PD1), analog zur Herunterregulation von AGR2.
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ABBILDUNG 25: ANALYSE DER GENEXPRESSION IM TUMOR

DURCHGEFUHRT WURDE EINE QUANTITATIVE REAL-TIME PCR. ES WURDEN MYELOISCHE UND EPITHELIAL-MESENCHYMALE
UBERGANGSMARKER IM TUMOR NACHGEWIESEN. DIE GESAMT-RNA WURDE IN CDNA TRANSKRIBIERT UND ANSCHLIEREND DIE
QUANTITATIVE PCR UNTER VERWENDUNG SPEZIFISCHER PRIMER UND SONDEN DURCHGEFUHRT JEDES SYMBOL REPRASEN-
TIERT EINE MAUS; N = 4 MAUSE/GRUPPE. ALLE DATEN SIND ALS 2-2ACT_.WERTE + SD ANGEGEBEN. # P < 0,05 vs. ISOTYP;
ONE-WAY-ANOVA (TUKEY'S MULTIPLE COMPARISONS TEST). IM HINBLICK AUF DIE UNTERSUCHTEN MARKER KONNTEN NUR
MARGINALE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN BEIDEN |C| DETEKTIERT WERDEN.
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5.9 EINFLUSS DMMR-ASSOZIEERTER TUMOREN AUF DIE HAMATOPOESE

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Hamatopoese
bei dMMR-assoziierten Tumoren, worauf im Folgenden naher eingegangen wird.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Entwicklung von Msh2!oxP/loxPTgTg(Vil1-cre).
assoziierten Tumoren zu umfassenden Veranderungen der Hamatopoese fuhrt. Eine
verstarkte Myelopoese ging mit einer verminderten Lymphopoese und Erythropoese
einher, wobei die verminderte Erythrozytenproduktion auch klinische Zeichen einer
Anamie zur Folge hat [199]. Insgesamt waren vielfaltige Veranderungen der verschie-
denen Progenitorzellen nachweisbar. Diese wurden durch die ICI-Therapie partiell be-
einflusst.

Bereits morphologisch wurden im blutbildenden Knochenmark deutliche Unterschiede
in den hamatopoetischen Zellreihen durch den Tumorbefall detektiert. Abbildung 26
stellt reprasentative mikroskopische Bilder der hamatopoetischen Zellen von tumor-
freien, sowie tumortragenden Msh2'oxP/loxP:TaTg(Vil1-cre) Mzusen dar, welche sich im Friih-
bzw. im Spatstadium der Tumorgenese befanden. Hier ist bereits die deutliche Zu-
nahme der neutrophilen Granulozyten und die verringerte Anzahl erythropoetischer

Zellen unter der Tumorgenese auffallig.
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ABBILDUNG 26: MORPHOLOGIE HAMATOPOETISCHER ZELLEN IM KNOCHENMARK

REPRASENTATIVE MIKROSKOPISCHE BILDER VON HAMATOPOETISCHEN ZELLEN DES KNOCHENMARKS VON TUMORFREIEN, SO-
WIE TUMORTRAGENDEN MSH2-0XPLOXPTGTG(VILI-CRE) MAUSEN IM FRUH- UND SPATSTADIUM. FARBUNG DER ZELLEN NACH PAP-
PENHEIM. VERGRORERUNG: X1000. DAS SPATSTADIUM IST GEKENNZEICHNET DURCH EINE DEUTLICHE REDUKTION ERYTHRO-
POETISCHER ZELLEN, ZUGUNSTEN DER MYELOPOESE MIT EINER DEUTLICHEN ZUNAHME DER NEUTROPHILEN GRANULOZYTEN.

Neben den deutlich verringerten erythropoetischen Zellen waren auch Lymphozyten
und Plasmazellen sowie Myelozyten bei tumortragenden Mausen stark vermindert. Im
Gegensatz dazu kam es zu einem signifikanten Anstieg der Metamyelozyten und
neutrophilen Granulozyten (Abb. 27).
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ABBILDUNG 27: MORPHOLOGISCHE VERANDERUNGEN HAMATOPOETISCHER ZELLEN

NACH PAPPENHEIM GEFARBT UND IN FOLGENDE ZELLTYPEN DIFFERENZIERT: MYELOBLASTEN, NEUTROPHILE PRO-/MYELOZY-
TEN, METAMYELOZYTEN/NEUTROPHILE GRANULOZYTEN, EOSINOPHILE PRO-/MYELOZYTEN, METAMYELOZYTEN/EOSINOPHILE,
LYMPHOZYTEN, PLASMAZELLEN, MONOBLASTEN, MONOZYTEN. DIE QUANTIFIZIERUNG ERFOLGTE VERBLINDET. MITTELWERT +
SD, N =7 MAUSE/GRUPPE; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,0001; ONE-WAY ANOVA (SIDAK’S MULTIPLE COMPARISONS
TEST).

Um diese Veranderungen genauer zu untersuchen, wurden spezifische Subpopulatio-
nen durchflusszytometrisch charakterisiert. Einen Uberblick dieser Zellpopulationen

sowie deren Charakteristika und Reifungsstadien ist in Abbildung 28 dargestellt.
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ABBILDUNG 28: UBERSICHTSGRAPHIK ZUR HAMATOPOESE

DARSTELLUNG DER VERSCHIEDENEN ZELLTYPEN UND DEN CHARAKTERISIERENDEN IMMUNPHANOTYPISCHEN OBERFLACHEN-
MARKERN, DIE FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG VERWENDET WURDEN. ERSTELLT MIT BIOREN-
DER.COM.

In der Durchflusszytometrie konnten die Veranderungen in der Hamatopoese bestatigt
werden. Die Abbildungen 29 - 32 reprasentieren die Ergebnisse der verschiedenen
Zelltypen bei tumorfreien und tumortragenden Mausen jeweils im Frih- und im Spat-
stadium. Der Anteil an langfristigen, ruhenden-langfristigen und kurzzeitigen hamato-
poetischen Stammzellpopulationen, Long-term hematopoietic stem cell (LT-HSC; Lin
c-Kit*Sca-1*CD150*CD48"), Quiescent LT-HSC (Linc-Kit*Sca-1*CD150*CD48"
CD63"s") und Short-term hematopoietic stem cell (ST-HSC; Linc-Kit*Sca-1*
CD34*CD123'°%) war vergleichbar zwischen tumorfreien und tumortragenden Mausen
(Abb. 29).
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ABBILDUNG 29: PHANOTYPISIERUNG DER HAMATOPOETISCHEN STAMMZELLPOPULATIONEN

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE, QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM
KNOCHENMARK. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
MAus; N = 5-8 MAUSE/GRUPPE. ONE-WAY ANOVA (SIDAK’S MULTIPLE COMPARISONS TEST).

Bei den hamatopoetischen Vorlauferzellen hingegen waren deutliche Unterschiede zu
verzeichnen (Abb. 30). Der Anteil multipotenter Progenitorzellen (multipotent progeni-
tor; MPP; Linc-Kit*Sca-1*CD150-CD48) korrelierte positiv mit dem Tumorwachstum
und war im Spatstadium signifikant erhoht (p < 0,05 vs. tumorfrei). Die sich daraus
differenzierenden gemeinsamen myeloiden Vorlaufer (common myeloid progenitor;
CMP; Lin—c-Kit*'Sca1-CD34*) sind bereits im Frihstadium signifikant angestiegen (p <
0,0001 vs. tumorfrei) und auch im Spatstadium erhoht gewesen (p < 0,05 vs. Frihsta-
dium). Dies ging mit einem Ungleichgewicht der gemeinsamen lymphoiden Vorlaufer-
zellen (common lymphoid progenitor; CLP; Lin-c-kit°wSca-1°wIL7Ra*Thy1-) einher
(Abb. 30). Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion dieser Zellen, welche mit der
Tumorgenese korrelierte (p < 0,01 vs. tumorfrei). Auch in den folgenden Differenzie-
rungsstufen der CLPs konnte eine deutliche Verringerung von B-Zell-Vorlaufern (B cell
progenitor, IL-7Ra*Sca-1"°%c-KitowThy1-CD38*) (p < 0,01 vs. tumorfrei) sowie der an-
geborenen lymphoiden Vorlauferzellen (innate lymphoid progenitor; ILP; LinIL-
7Ra*Sca-1ovwc-KitowThy1-PD1*) (p < 0,05 vs. tumorfrei) in den Spatstadien nachgewie-
sen werden (Abb. 30). Zusatzlich kam es zu einer Abnahme der Megakaryozyten (Lin
c-Kit*Sca-1-CD34*CD41%).
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ABBILDUNG 30: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER HAMATOPOETISCHEN VORLAUFERZELLEN

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LINTC-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM KNOCHENMARK. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS; N = 5-7
MAUSE/GRUPPE. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,0001; ONE-WAY ANOVA (SIDAK’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). DAS
TUMORWACHSTUM GEHT MIT TIEFGREIFENDEN VERANDERUNGEN IN DER HAMATOPOESE EINHER, DIE DURCH REDUKTION BZW.
ZUNAHME VON PROGENITORZELLEN GEKENNZEICHNET IST.

Bei Betrachtung der Sca-1-c-Kit"CD34*CMPs (Monozyten) manifestierten sich eben-
falls wesentliche Unterschiede zwischen tumorfreien und tumortragenden Mausen. Je
nach Vorhandensein der verschiedenen Marker wurden drei Populationen unterschie-
den: Linc-Kit*Sca-1*CD34*CSF-1R" Zellen waren signifikant vermehrt in tumortragen-
den Mausen. Demgegenuber nahm der Anteil Linc-Kit*Sca-1*CD34*CxCr3* und Lin-
c-Kit*Sca-1*CD34*IRF8* Monozyten deutlich ab (Abb. 31). IRF8 fordert die Produktion
von Monozyten und kontrolliert somit indirekt die Expansion der Neutrophilen [200].
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ABBILDUNG 31: PHANOTYPISIERUNG DER MONOZYTAREN VORLAUFERZELLEN

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE, QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM
KNOCHENMARK. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
MAus; N = 5-8 MAUSE/GRUPPE. * P < 0,05; **P<0,01; **** P <0,0001; ONE-WAY ANOVA (SIDAK’S MULTIPLE COMPARISONS
TEST). BESONDERS AUFFALLIG IST DER SIGNIFIKANTE ANSTIEG CSF-1R* ZELLEN BEREITS IM FRUHEN STADIUM DER TUMOR-
GENESE.

Erganzend kam es unter der Tumorgenese zu einem Anstieg hamatopoetischer Vor-
lauferzellen, welche positiv fir PD1 (definiert als Linc-Kit*Sca-1*PD1*) waren (Abb.
32). PD1 ist ein Marker fur die Erschopfung von T-Zellen, wird aber auch transient
wahrend der normalen Hamatopoese auf Vorlauferzellen induziert. Der Anteil eosino-
philer Vorlauferzellen (Lin"c-Kit*'Sca-1-CD34*Siglec-F*) anderte sich nur marginal, je-
doch kam es mit zunehmender Tumorprogression zu einer Abnahme, was auf eine

zunehmende Knochenmarkinsuffizienz hindeutet.
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ABBILDUNG 32: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER EOSINOPHILEN UND PD1* VORLAUFERZELLEN
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QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM KNOCHENMARK. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS; N = 5-8
MAUSE/GRUPPE; * P < 0,05; ** P < 0,01; **** p < 0,0001; ONE-WAY ANOVA (SIDAK’S MULTIPLE COMPARISONS TEST).

5.10 VERANDERUNGEN DER HAMATOPOESE DURCH IMMUNCHECKPOINT-INHIBITION

Nachdem die grundlegenden Veranderungen der Hamatopoese durch die Tumorpro-
gression im Vergleich zu tumorfreien Mausen analysiert wurden, lag der Fokus auf den
Effekten der ICI-Therapie in tumortragenden Mausen. Dafur wurde das Knochenmark
von Mausen genutzt, welche den a-PD1-AK oder den a-LAG-3-AK erhielten, sowie
von denjenigen, die den Isotyp-AK als Kontrolle bekamen.

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich vorab bereits erwahnen, dass sich ein
signifikanter Einfluss auf die Hamatopoese, insbesondere unter a-LAG-3-Therapie,
zeigte und zu einem partiellen Ausgleich der gestérten Hamatopoese flihrte. Dies wird
im Folgenden naher spezifiziert.

Morphologisch zeigten sich bei den Pappenheim-gefarbten hamatopoetischen Kno-
chenmarkzellen eine Reduktion der Metamyelozyten und der neutrophilen Granulozy-
ten, welche unter a-LAG-3-Therapie signifikant war (p < 0,001 vs. Isotyp). Zusatzlich
kam es, unabhangig von der Checkpoint-Blockade, zu einem signifikanten Anstieg der
Lymphozyten und einem leichten Anstieg der Plasmazellen (Abb. 34). Die Werte na-
herten sich denen der tumorfreien Mause an und lassen den Schluss zu, dass die
therapeutische Blockade von PD1 oder LAG-3 zur partiellen Normalisierung der Ha-

matopoese beitragt.
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ABBILDUNG 33: MORPHOLOGIE VON HAMATOPOETISCHEN ZELLEN DES KNOCHENMARKS

REPRASENTATIVE  MIKROSKOPISCHE BILDER VON HAMATOPOETISCHEN ZELLEN DES KNOCHENMARKS VON
MSH2LOXP/LOXPTGTG(VILT-CRE) MJAUSEN, WELCHE EINEN TUMOR TRAGEN UND MIT VERSCHIEDENEN AK (ISOTYP-AK, a-LAG-3-
AK, a-PD1-AK) BEHANDELT WURDEN. FARBUNG DER ZELLEN NACH PAPPENHEIM. VERGRORERUNG: X1000. EINE ZUNAHME
DER LYMPHOZYTEN, DIE MIT EINER ABNAHME NEUTROPHILER GRANULOZYTEN EINHERGEHT, IST UNTER IC| ZU VERZEICHNEN.
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ABBILDUNG 34: MORPHOLOGISCHE VERANDERUNGEN HAMATOPOETISCHER ZELLEN IM THERAPIEVERGLEICH

NACH PAPPENHEIM GEFARBT UND IN FOLGENDE ZELLTYPEN DIFFERENZIERT: MYELOBLASTEN, NEUTROPHILE PRO-/MYELOZY-
TEN, METAMYELOZYTEN/NEUTROPHILE GRANULOZYTEN, EOSINOPHILE PRO-/MYELOZYTEN, METAMYELOZYTEN/EOSINOPHILE,
LYMPHOZYTEN, PLASMAZELLEN, MONOBLASTEN, MONOZYTEN. DIE QUANTIFIZIERUNG ERFOLGTE VERBLINDET. MITTELWERT +
SD:; ISOTYP: N = 7; @a-PD1 UND a-LAG-3: N = 6 TIERE/GRUPPE; #P < 0,05; *# p < 0,01; #* p < 0,001; ONE-wAY ANOVA
(SIDAK'S MULTIPLE COMPARISONS TEST). BEIDE ICIS FUHRTEN ZUR REBALANCIERUNG ZWISCHEN NEUTROPHILEN UND LYM-
PHOZYTEN.

Zur genaueren Analyse der verschiedenen Subpopulationen im Knochenmark folgte
die durchflusszytometrische Messung unter Anwendung desselben Panels, wie unter
Punkt 5.9. Bei den hamatopoetischen Stammzellen zeigten sich leichte Unterschiede
bei den Quiescent LT-HSCs und bei den ST-HSCs, wahrend die LT-HSCs unter ICI-
Therapie nicht verandert waren. Bei beiden Populationen kam es zu einem Anstieg im

Vergleich zur Isotypkontrolle (Abb. 35).
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ABBILDUNG 35: PHANOTYPISIERUNG DER HAMATOPOETISCHEN STAMMZELLPOPULATIONEN IM THERAPIEVERGLEICH

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE, QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM
KNOCHENMARK. ES WURDEN 100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE
Maus; ISOTYP N = 5; @-PD1 N = 5-6; a-LAG-3 N = 6; Two-wAY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST).

Interessanterweise zeigten sich individuelle Unterschiede zwischen den beiden ICls
und der Isotyp-Kontrolle hinsichtlich der Verteilung von MPPs, CMPs und CLPs. Die
Hemmung von PD1 oder LAG-3 fuhrte zu einer Quasi-Normalisierung dieser Zelltypen
im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (Abb. 36). Dies war charakterisiert durch eine Reduk-
tion der MPPs unter ICI-Therapie (p = 0,06 vs. Isotyp). Unter a-LAG-3-Therapie zeigte
sich dies auch bei den CMPs, wahrend der Anteil an CLPs leicht anstieg. Die a-LAG-
3-Therapie tragt somit zu einer Re-Balancierung der Hamatopoese bei.

Ferner wurde ein Anstieg der Megakaryozyten unter beiden ICI-Therapien detektiert
(Abb. 36). Ein weiterer Unterschied zwischen beiden ICIs zeigte sich im Anteil der B-
Zell-Vorlaufer und ILPs. Beide Zellpopulationen waren nach LAG-3-Blockade im Ver-

gleich zur Isotypkontrolle signifikant erhéht (p < 0,05 vs. Isotyp, Abb. 36).
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ABBILDUNG 36: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER HAMATOPOETISCHEN VORLAUFERZELLEN IM
THERAPIEVERGLEICH

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM KNOCHENMARK. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS; ISOTYP N = 5; a-PD1
N=5-6; a-LAG-3 N =6; TWo-WAY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST). BEMERKENSWERT IST DER SIGNIFIKANTE
ANSTIEG VON B-ZELL-VORLAUFERN UND ILC-VORLAUFERN UNTER a-LAG-3-THERAPIE.

Die weiterfuhrenden Analysen fokussierten sich auf monozytare Vorlauferzellen.
Hauptziel der ICI-Behandlung waren dabei die lin-c-Kit*Sca-1-CD34*CSF-1R*-Vorlau-
ferzellen. Beide ICIs fuhrten zu einer signifikanten Abnahme der CD34" Monozyten,
die zusatzlich CSF-1R* waren. Dies korrelierte invers mit dem Anteil IRF8* Zellen, wel-
che insbesondere nach a-LAG-3 Gabe erhoht waren (Abb. 37). Dabei zeigte sich bei
der letztgenannten Population eine fast vergleichbare Anzahl wie bei den tumorfreien
Mausen. IRF8* Zellen limitieren die Produktion der Neutrophilen und férdern indirekt

die Bildung inflammatorischer Monozyten.
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ABBILDUNG 37: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER MONOZYTAREN VORLAUFERZELLEN IM
THERAPIEVERGLEICH

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LINTC-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM KNOCHENMARK. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS; ISOTYP N = 7; a-PD1
N=5; a-LAG-3N=5;#p <0,05;*p <0,01; %P <0,05; Two-waY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST).
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Demgegenulber wurden keine Veranderungen in der Anzahl PD1* hamatopoetischer
Vorlauferzellen sowie eosinophiler Granulozyten nachgewiesen. Weder die Blockade
von PD1 noch LAG-3 beeinflusste die Anzahl dieser beiden Subpopulationen (Abb.
38).
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ABBILDUNG 38: DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE PHANOTYPISIERUNG DER EOSINOPHILEN UND PD1* VORLAUFERZELLEN IM
THERAPIEVERGLEICH

QUANTITATIVE ANALYSE DES PROZENTUALEN ANTEILS DER LIN"C-KIT*-VORLAUFERZELLEN IM KNOCHENMARK. ES WURDEN
100.000 ZELLEN/PROBE GEMESSEN. MITTELWERT + SD, JEDES SYMBOL REPRASENTIERT EINE MAUS; ISOTYP N = 5; a-PD1
N =5-6; a-LAG-3 N = 5-6; Two-wAY ANOVA (TUKEY’S MULTIPLE COMPARISONS TEST).

VI. DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde das therapeutische Potenzial von
zwei Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICl) bei dMMR-assoziierten Tumoren vergleichend
analysiert. Hierzu erfolgte die therapeutische Applikation des a-PD1- sowie a-LAG-3-
AKs im praklinischen Msh2!oxP/loxP;TgTg(Vill-cre) Modell [96]. Neben den beiden Hauptziel-
groRen Gesamtuberleben und Tumorwachstum wurden auch immunologische und
molekulare Veranderungen betrachtet, um die Pathomechanismen der Tumorgenese
darzulegen, sowie gezielt die Einfliisse der jeweiligen Therapie zu charakterisieren und
neue Erkenntnisse zum Wirkverhalten der ICI zu erfahren.

Neben den lokalen Effekten auf das Tumormikromilieu (TME) ist in diesem Zusam-
menhang auch der systemische Einfluss von ICls auf zirkulierende und hamatopoeti-
sche Vorlauferzellen von besonderer Bedeutung. Eine Dysbalance zwischen lympho-
iden und myeloiden Zellen ist charakteristisch fur fortgeschrittene solide Tumoren und

tragt kausal zur tumorinduzierten Immunsuppression bei. Durch Immuntherapien wird
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versucht, diese Dysbalance auszugleichen und eine normale Hamatopoese wieder
herzustellen. Dies wurde in dieser Arbeit teilweise bestatigt. Die Befunde werden nach-

folgend diskutiert.

6.1 IMMUNCHECKPOINT-INHIBITION BEI DMMR-ASSOZIEERTEN TUMOREN

MSI-H/dMMR-assoziierte Tumoren tragen eine Vielzahl von Neoantigenen, die ideale
Zielstrukturen fur das Immunsystem darstellen. Folglich ist dieser molekulare Subtyp
pradestiniert fr die Therapie mit ICls [201,202].

ICls, die gegen PD1 gerichtet sind, wurden in einer Vielzahl von klinischen Studien
eingesetzt und deren Wirksamkeit konnte mehrheitlich bestatigt werden. Konsequen-
terweise ist der a-PD1-AK ein fester Bestandteil in der Erstlinientherapie des MSI-
H/dMMR-assoziierten CRCs im Stadium IV bei nicht resektablen Metastasen [96,144].
Aullerdem kann im Stadium IV bei Patienten, welche bereits mit einer Chemotherapie
vorbehandelt wurden, in der Zweit-, Dritt- und Viertlinientherapie bei MSI-H-Tumoren
Pembrolizumab oder die Kombination aus Nivolumab und Ipilimumab zulassungskon-
form eingesetzt werden [112]. Auf Grundlage der Phase-II-Studien KEYNOTE-158 und
KEYNOTE-164 folgte eine Indikationserweiterung fur Pembrolizumab bei nicht resek-
tablen oder metastasierten Endometrium-, Magen-, Dinndarm-, und bilidren Karzino-
men mit MSI-H oder dMMR-Status [203—205]. Des Weiteren wurde 2021 von der Eu-
ropaischen Arzneimittel-Agentur der a-PD1-AK Dostarlimab in der Zweitlinie bei rezidi-
viertem oder therapierefraktarem Endometriumkarzinom zugelassen [206]. Aktuell lau-
fen zahlreiche klinische Studien, die das Potenzial von a-PD1-AK weiter erforschen
und die Effektivitat bei verschiedenen Tumorentitaten mit und ohne MSI-H/dMMR tes-
ten. Dabei spielt vor allem die Suche nach moglichen Kombinationspartnern eine wich-
tige Rolle, um das Anwendungsspektrum der ICls zu erweitern. Zu diesen zahlen ne-
ben klassischen Zytostatika u.a. auch IL-2, Heparanase-Inhibitoren oder T-Zell-stimu-
lierende Vakzine (clinicaltrials.gov identifier: NCT05104567, NCT03228667,
NCT03836352) [207]. Eigene Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
die Kombination von ICI und cyclinabhangiger Kinase 4/6 Blockade mit Abemaciclib
keinen Uberlebensvorteil erzielt, jedoch toxische Nebenwirkungen hervorruft, so dass
immer zwischen klinischem Nutzen und Nebenwirkungsrate abgewogen werden muss
[208].
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Im Gegensatz zu PD1-ICls gehdren a-LAG-3-AK bislang noch nicht zur Standard-Im-
muntherapie. LAG-3 ist als Immuncheckpointmolekil weniger gut erforscht und viele
Funktionsmechanismen bleiben bislang ungeklart [115]. Es ist ein Transmembranpro-
tein, das strukturelle Ahnlichkeit zu CD4 aufweist und eine wichtige Rolle bei der Funk-
tion von Tregs und bei der Forderung der Immunsuppression hat [117,126]. Besonders
bei dMMR-assoziierten Tumoren sind LAG-3* T-Zellen bereits in frihen Erkrankungs-
stadien nachweisbar und mit einer schlechten Prognose verbunden, was dieses Mo-
lekdl zu einem attraktiven Angriffspunkt macht [209].

Die im Jahr 2022 zugelassene Kombination aus Relatlimab und Nivolumab als Erst-
linientherapie beim metastasierten/nicht operablen Melanom ist die bislang einzige Zu-
lassung eines a-LAG-3-AK im klinischen Kontext [130]. Nachbeobachtungen zeigen
einen deutlichen klinischen Vorteil bei Patienten, die diese Therapie erhielten [210].
Daher werden weitere klinische Studien mit dem a-LAG-3-AK durchgeflihrt. Eine ak-
tuell laufende Phase-IlI-Studie (RELATIVITY-123) untersucht die Wirksamkeit von Re-
latlimab in Kombination mit Nivolumab bei Patienten mit MSI-H/dMMR-assoziierten
metastasierendem CRC bei denen vorangegangene Therapien zur Behandlung fehl-
geschlagen sind (clinicaltrials.gov identifier: NCT05328908). Weitere laufende klini-
sche Studien an unterschiedlichen Tumorentitdten untersuchen die Wirksamkeit, so-
wie die Sicherheit und Vertraglichkeit unter a-LAG-3 Mono- oder Kombinationsthera-
pie (clinicaltrials.gov identifier. NCT01968109, NCT03610711, NCT04150965,
NCT03743766, NCT05134948, NCT04623775). Erste Studienergebnisse werden er-
wartet und zeigen, ob die Blockade von LAG-3 bei bestimmten Patientengruppen ei-

nen Vorteil gegenuber den bislang etablierten ICls erzielt.

6.2 THERAPIEEINFLUSS AUF GESAMTUBERLEBEN UND TUMORWACHSTUM

Die Therapieversuche wurden so geplant, dass Tiere mit bildmorphologisch-gesicher-
ten Tumoren in die jeweiligen Versuchsgruppen Uberfihrt wurden. Die Versuchstiere
erhielten daraufhin alle 2 Wochen den a-PD1 oder a-LAG-3 AK in einer Dosis von
2,5 mg/kg Korpergewicht. Das Behandlungsintervall orientierte sich an Vorarbeiten, in
denen nachgewiesen wurde, dass die Tumoren grundsatzlich sensitiv gegenuber einer
Immuncheckpoint Blockade sind.

In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse der vorherigen Studie grundsatzlich bestatigt.

In Analogie zu den Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die niedrig dosierte Behandlung
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zu einer signifikanten Verlangerung des Gesamtuberlebens in beiden Therapiegrup-
pen gegenuber der Kontrolle flhrt. Interessanterweise zeigte sich im direkten Ver-
gleich der beiden ICls ein Uberlebensvorteil der a-LAG-3-therapierten Tiere gegen-
Uber der a-PD1-Gruppe. Dieses Ergebnis ist bereits ein erster Hinweis auf die vielver-
sprechenden Moglichkeiten der LAG-3-Blockade in der Tumortherapie.

Die zum Therapiemonitoring und zur Nachbeobachtung begleitenden PET/CT-Aufnah-
men erbrachten bezuglich des Tumorwachstums keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Therapiegruppen, fuhrten jedoch zur Stabilisierung der Erkrankung. Das
progressionsfreie Uberleben spiegelte sich in dem deutlichen Gesamtiiberlebensvor-
teil gegenuber den Kontrollmausen wider.

Der (SUV)max ist ein Wert fur die Aktivitatsverteilung in der PET/CT-Bildgebung und ist
ein wertvoller Biomarker flir das Therapieansprechen und der damit verbundenen
prognostischen Bedeutung [211-214]. Ein niedriger (SUV)max-Wert geht mit einem ge-
ringeren Glukosestoffwechsel und folglich mit einer herabgesetzten metabolischen Ak-
tivitat im Tumor einher und ist assoziiert mit einer besseren Prognose. Durch die
o—LAG-3-Behandlung nahm dieser Wert im Verlauf ab, wahrend er in den anderen
Versuchsgruppen anstieg. Dies steht im Einklang mit dem verlangerten Gesamtuber-
leben der Tiere.

Die Interpretation der PET/CT-Daten muss jedoch eingeschrankt erfolgen, da die The-
rapie mit ICls haufig eine Pseudoprogression verursacht. Dafur gibt es zwei biologi-
sche Erklarungsmodelle: Zum einen ist es mdglich, dass es zu einem vorubergehen-
den Progress kommt, da entsprechend des Wirkmechanismus der Immuntherapie
nicht direkt der Tumor bekampft wird. Der zweite Mechanismus ist durch die Aktivie-
rung des Immunsystems zu erklaren: Die Inflammation mit Einwanderung von zellula-
ren und humoralen Abwehrstoffen bedingt eine voribergehende Zunahme der Tumor-
masse. Die Exsudation von entzundlichen Fllssigkeiten verursacht eine ausgepragte
Odembildung mit Annahme der GréRenprogression des Tumorvolumens in der Bild-
gebung. Dies erschwert die exakte Auswertung der Veranderungen von TumorgrofRe
und Aktivitatsverteilung [215-217]. Daher wurden die zur Quantifizierung des Thera-
pieansprechens etablierten response evaluation criteria in solid tumors der World
Health Organization fur die Immuntherapien modifiziert (immune-related response cri-

teria). Die Messung der Tumorlast, sowie die Bewertung der Immunreaktion wurde
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angepasst [218-220]. Es gibt sogar Hinweise auf einen mdglichen Uberlebensvorteil
bei Patienten mit aufgetretener Pseudoprogression [220].

Eine weitere Einschrankung stellt die Auswertung des Tumorvolumens dar, denn mit
der '8F-FDG-PET/CT-basierten Bildgebung wird die Stoffwechselaktivitat von stark
glukoseverbrauchenden Gewebeverbanden dargestellt. Es kann nur indirekt auf die
tatsachliche Masse des Tumors rickgeschlossen werden.

In der Zusammenschau der hier erhobenen Daten lasst sich dennoch schlussfolgern,
dass die Blockade von LAG-3 der PD-1 Hemmung im Hinblick auf Kontrolle des Tu-

morwachstums und Gesamtuberleben Uberlegen ist.

6.3 THERAPIEEINFLUSS AUF IMMUNOLOGISCHE UND MOLEKULARE CHARAKTERISTIKA

Der Wirkmechanismus von ICls beruht auf der Re-Stimulation antitumoraler Immun-
antworten und damit auf der Bekampfung von Tumoren durch das kérpereigene Im-
munsystem. Um potenzielle Therapie-assoziierte Veranderungen nachzuweisen, er-
folgten immunologische und molekulare Untersuchungen. Hierzu wurde neben dem
peripheren Blut, auch die Milz als sekundares immunologisches Organ, sowie das
TME im Hinblick auf Immunzellinfiltration und -modulation untersucht.

Die Anzahl der T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen im peripheren Blut wurden
durch die ICI-Therapien nicht signifikant beeinflusst. Gleiches gilt flr diese Zellpopula-
tionen in der Milz und im Tumor. Dies bestatigen Daten in von uns durchgefuhrten
Studien zur Therapie mit einem a-PD-L1-Antikorper [208,221]. Da die T-Zellen mit ih-
ren Immuncheckpoint-Rezeptoren jedoch primare Ziele der ICls sind, liegt der Ver-
dacht nahe, dass sie funktionellen Einfluss auf die T-Helferzellen und zytotoxischen T-
Zellen haben. Hinweisend dafir ist der im Tumor nachgewiesene Anstieg der CD4*
Tem-Zellen unter a-LAG-3-Therapie und der verringerte Anteil naiver T-Zellen in der
CD8* T-Zellsubpopulation nach beiden Immuncheckpoint-Blockaden.

Hinsichtlich der Tregs und der ,erschopften/exhausted” T-Zellen kam es im Vergleich
zur Kontrolle zu einer Abnahme der Zellen im peripheren Blut, was auf eine Immun-
modulation durch die Therapie hindeutet. Dies war nach der Behandlung mit a-LAG-3
am starksten ausgepragt und korrelierte mit dem Gesamtiberleben. Garcia-Marquez
et al. beschrieb dieses Phanomen in einer Studie, bei der klinische Proben von a-PD1-
AK-therapierten Hodgkin-Lymphom-Patienten untersucht wurden und therapieassozi-

iert eine anhaltende Abnahme des erschopften T-Zell-Phanotyps nachgewiesen
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wurde. Diese Reaktionen wurden haufiger in Proben von Patienten beobachtet, welche
frGh und gut auf die a-PD1-Therapie ansprachen [222]. Sie zeigen auch, dass weniger
die T-Zellquantitat, sondern vielmehr dessen Funktionalitat relevant flr das Therapie-
ansprechen ist.

Tregs stellen einen Hauptmediator in der Immunregulation dar und tragen zahlreiche
Immuncheckpoint-Molekule auf ihrer Oberflache. Entsprechend korreliert deren Anwe-
senheit Entitdten-unabhangig haufig mit einer schlechteren Prognose [223-226].
Wahrend die verschiedenen T-Zellpopulationen und ihre Funktionen mittlerweile sehr
gut charakterisiert wurden, ist jedoch die Datenlage bezuglich der Auswirkungen der
ICls auf Tregs sehr heterogen. In der Literatur werden viele unterschiedliche Beobach-
tungen beschrieben [227,228]. Unsere Ergebnisse zeigen unter der ICI-Therapie eine
Reduktion der Tregs sowohl im peripheren Blut als auch in der Milz, was mit der Akti-
vierung des Immunsystems im Einklang steht.

Eine weitere Zellpopulation, die als prognostisch relevant beschrieben wurde, sind
myeloide Suppressorzellen, kurz MDSCs [138,229,230]. Im Rahmen unserer Studie
kam es im Verlauf zu einem signifikanten Anstieg der zirkulierenden MDSCs unter
Therapie. Dies war in beiden Therapiegruppen vergleichbar und deutet auf einen kom-
pensatorischen Mechanismus, entgegen der immunbasierten Tumorbekampfung, hin:
Myeloide Suppressorzellen werden selektiv von Tumoren rekrutiert und tragen wesent-
lich zur Aufrechterhaltung des immunsuppressiven Milieus bei. Infolge der ICI-vermit-
telten Immunaktivierung wird Zellstress induziert, sodass die Tumorzellen vermehrt
Signale ausschutten, um die Immunsuppression aufrechtzuerhalten [228]. Die erhdhte
Anzahl an MDSCs bei ICI-behandelten Mausen in der Milz bestatigen diese Annahme.
Die Milz ist im Sinne der EMH ein wichtiger ,Reserveort® fir den Tumor, suppressive
Zellen zu bilden [231,232]. Die signifikante Reduktion der MDSCs im Tumor, vergli-
chen zur Kontrolle, konnte fur eine initiale Bekampfung durch die Therapie sprechen
und nachfolgend zu einem kompensatorischen Anstieg in Blut und Milz fuhren.
Aktuelle Studien wiesen die ,protumorale“ und immunsuppressive Funktion von
MDSCs nach und ihre Akkumulation wird mit einer schlechten Prognose und einem
schlechteren Ansprechen auf Immuntherapien in Verbindung gebracht [233—-235]. Da-
her ist es von entscheidender Bedeutung diese Population gezielter zu untersuchen
und mdgliche therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Unter anderem konnte

gezeigt werden, dass Interleukin-6 (IL-6) die MDSCs aktiviert und die Immunsuppres-
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sion fordert [236]. Ein negativer Zusammenhang zwischen hohen |L-6-Konzentratio-
nen und vermindertem Ansprechen auf ICls wurde nachgewiesen [237,238]. Li et al.
bestatigte in CRC-Mausmodellen, dass IL-6 eine starke Immunsuppression im TME
auslost, indem es MDSCs rekrutiert und die Infiltration von T-Zellen beeintrachtigt. Die
Hemmung von IL-6 verbesserte die Wirksamkeit von a-PD-L1 bei CRCs und kdnnte
eine neue Strategie zur Uberwindung der o-PD-L1-Resistenz bei CRCs darstellen
[239]. Derzeit laufen viele weitere praklinische Studien zur Kombinationstherapie mit
ICls und einer zielgerichteten Therapie gegen MDSCs unter anderem mit anti-CSF-1R
Antikdrpern, all-trans-Retinsaure, Axitinib, Gemcitabin und Entinostat [229,240,241].
Einige dieser Strategien werden bereits in klinischen Studien mit verschiedenen ICls
getestet (clinicaltrials.gov identifier: NCT03024437, NCT03302247, NCT03161431)
[242]. Unsere Daten bestatigen die Relevanz der zielgerichteten Therapie, da der An-
stieg der MDSCs eine mogliche Ursache fiir das Therapieversagen darstellt.

Die erganzende Genexpressionsanalyse zum Nachweis spezifischer Populationen
bzw. dessen Funktion in der Milz zeigte, dass die M2-Makrophagen- und Neutrophi-
lenmarker (Csf1 bzw. Egr2, Alox5) unter beiden ICI-Behandlungen signifikant herun-
terreguliert waren, wahrend der Marker fur die proinflammatorischen M1-Makrophagen
(Csf2) verstarkt gegenluber den Kontrollgruppen exprimiert wurde. Dies war bei den a-
LAG-3-therapierten Mausen am starksten ausgepragt und erklart zusatzlich die gute
Wirksamkeit einer LAG-3 Blockade infolge der erfolgreichen Immunmodulation. [243].
In praklinischen in vivo Modellen wurde verdeutlicht, dass die ICl in Kombination mit
einem CSF1/CSF1R-Inhibitor die Resistenzentwicklungen unter den ICI-Monothera-
pien aufheben konnen [244,245]. Aullerdem bietet die duale Hemmung der Tgf-B-Sig-
nallbertragung und des CSF1/CSF1R-Signalweges einen neuartigen Ansatz zur Um-
programmierung von tumorinfiltrierenden Makrophagen und zur Verbesserung des An-
sprechens auf Chemotherapien [246]. Kamga et al. wies in einer Studie mit Gewebe-
proben von NSCLC-Patienten nach, dass einerseits hohe Csf71-Spiegel vor Beginn der
Therapie mit einem schlechteren Ansprechen auf die ICIs verbunden sind und ande-
rerseits auch hohe Werte wahrend der ICI-Therapie mit einem klrzeren progressions-
freien Uberleben und einer schlechteren Gesamtansprechrate assoziiert sind [247].
Interessante Ergebnisse sind bei der Tcf1-Expression zu erkennen: TCF1 als zentraler
Regulator der T-Zell-Entwicklung und -Funktion ist von entscheidender Bedeutung in

der Beeinflussung von Immunreaktionen bei Infektionen, Autoimmunitat und Tumoren
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[195,248]. Eine Interaktion mit dem Wnt/B-Catenin-Signalweg ist gesichert, es gibt je-
doch auch Hinweise auf eine unabhangige Aktivitatsfunktion [195]. Der Wnt/B-Catenin-
Signalweg reguliert wichtige zellulare Funktionen wie Proliferation, Differenzierung, ge-
netische Stabilitat, Apoptose und Stammzellerneuerung und ist bei der Regulation der
Infiltration von Immunzellen in das TME beteiligt [249]. Bei Tumorpatienten wird durch
eine unkontrollierte pathologische Aktivierung der Wnt/B-Catenin-SignalUbertragung
TCF1in T-Zellen und/oder Tregs aktiviert, um eine abweichende Entwicklungsprogres-
sion und Transformation von Thymozyten sowie ein Ungleichgewicht des Immunsys-
tems zu fordern. Diese ist u.a. ursachlich fur die CRC-Progression [195,250,251]. Die
Whnt-gerichtete Therapie stellt einen moglichen Behandlungsansatz dar [249]. Bei un-
serer Arbeit ist unter PD1-Inhibition die Tcf1-Expression bereits signifikant herunterre-
guliert, was fur eine Immunstimulation sprechen konnte. In dieser Arbeit wurde eine
vermehrte Tcf1-Expression in Splenozyten von a-LAG-3 behandelter Tiere detektiert.
Die biologische Wertigkeit kann aufgrund hoher Schwankungen jedoch nicht beurteilt
werden, weshalb eine Wiederholung dieses Versuches sinnvoll ware.

Darlber hinaus spielt Tgf-B eine wichtige Rolle in der Tumorgenese: Zunachst wirkt es
als Tumorsuppressor und hat antiproliferative und proapoptotische Effekte. Im Verlauf
der Tumorprogression verandert sich die Funktion von Tgf- hin zu immunsuppressi-
ven Eigenschaften und entsprechend tumorférdernden Effekten [252]. In dieser Arbeit
nahm die Tgf-B-Expression in der Milz nach der ICI-Behandlung ab, was ein weiteres
Indiz flir das Therapieansprechen darstellt.

Die Genexpressionsanalyse des Tumorgewebes erzielte abweichende Ergebnisse:
Die erhdhte Expression von Csf1 und Csf2 unter a-LAG-3, sowie von Egr2 und Alox5
unter beiden ICls deutet auf eine verstarkte Rekrutierung hamatopoetischer Zellen zur
Differenzierung von Makrophagen und Neutrophilen im TME hin. Die verringerte Agr2-
Expression unter beiden Therapien weist auf einen immunsuppressiven Phanotyp hin.
Ferner zeigte sich eine tendenzielle Zunahme der EMT-Marker N-Cadherin und Vi-
mentin, analog zur Herunterregulation von AGR2 unter beiden Therapien. Dies ist ver-
mutlich eine Folge der andauernden Immunstimulation.

Die Daten bestatigen damit, dass ICls deutliche immunologische Veranderungen im
TME hervorrufen und zu einer gunstigen Immunmodulation im Sinne einer antitumo-
ralen Aktivitat flhren: Die Anzahl der TAMs, inklusive der ,protumoralen® M2-Makro-

phagen, sowie die MDSCs und regulatorischen Granulozyten wurden sowohl durch
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PD1- als auch durch LAG-3-Blockade reduziert. Bei allen vier Zellpopulationen war
dies unter der LAG-3-Blockade signifikant und untermauert das therapeutische Poten-
tial dieses ICls. Weiterfihrende Untersuchungen des TMEs konzentrierten sich auf
den Nachweis des Transkriptionsfaktors IRF5, basierend auf Vorarbeiten, in denen
eine Re-Induktion von IRF5 mit einem guten Ansprechen auf Immuntherapie korre-
lierte [208,221]. IRF5 ist an der Regulation von Immunreaktionen beteiligt und wichtig
bei der Pathogenese von Entzindungen, Autoimmunkrankheiten und Tumoren. Der
ansteigende Trend unter der ICI-Behandlung weist hier auf eine Reaktivierung der an-
geborenen Immunantwort hin [253]. In anderen Arbeiten wurde ebenfalls nachgewie-
sen, dass IRF5 an der Kontrolle eines apoptotischen Signalwegs beteiligt ist und eine
erhohte Expression mit einem verstarkten Zelltod verbunden ist [254,255].

Letztlich bestatigte sich das gute klinische Ansprechen auch durch den Nachweis der
verminderten Tumorzellproliferation. In allen Tumoren wurden nach ICI niedrigere Ki-
67-Proliferationsindeces nachgewiesen. Folglich wurde die Tumorzellproliferation ef-
fektiv gehemmt, aber die T-Zellproliferation geférdert.

Die immunologischen Veranderungen zeigen die komplexen Auswirkungen der Tu-
morgenese. Die ICI-Behandlung konnte diesen teilweise entgegenwirken und zur Ho-
moostase beitragen. Es wurden allerdings auch Gegenregulationsmechanismen de-
tektiert, die zu Resistenzentwicklungen fuhren und das Ansprechen reduzieren bzw.
zu Rezidiven beitragen. Die Suche nach geeigneten Kombinationspartnern ist daher

von eminenter Bedeutung.

6.4 ALLGEMEINE VERANDERUNGEN DER HAMATOPOESE IN SOLIDEN TUMOREN

Eine dysregulierte Hamatopoese wird in der Literatur zunehmend im Kontext solider
Tumoren beschrieben [232,256]. Die tumorassoziierte Anamie begunstigt die Progres-
sion von Karzinomen und kann das Therapieansprechen sowie die Prognose negativ
beeinflussen [257-259]. In einer aktuellen Studie von Long et al. wurde nachgewiesen,
dass erythroide Vorlauferzellen umprogrammiert werden, sodass sie ihr ursprungli-
ches Entwicklungspotenzial verlieren und in die myeloide Zellreihe wechseln (erythroid
derived myeloid cells, EDMCs). Die EDMC-Anreicherung ist gemeinsam mit der Ana-
mie ein negativer prognostischer Faktor in IClI-therapierten Patientenkohorten, da sie
die T-Zell-vermittelten Antitumor-Reaktionen hemmen [138].

In dieser Arbeit wurden die komplexen hamatopoetischen Veranderungen zunachst

an tumortragenden Msh2'oxP/loxP:TgTg(Vil1-cre) Kontrolltieren erfasst. Es zeigte sich, dass
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in Analogie zu Befunden in der Literatur, die Tumorgenese im murinen Modell eben-
falls mit grundlegenden Veranderungen der Hamatopoese im Sinne einer gesteigerten
Myelopoese einhergeht. Neben der Anamie nahm die Zahl der Metamyelozyten und
Neutrophilen unter Tumorentwicklung zu, was mit einer Reduktion der Lymphozyten
und Plasmazellen korrelierte. Es wurde eine positive Korrelation zwischen Tumorpro-
gression und dem Grad der Zellveranderungen festgestellt, was die weitreichenden
Auswirkungen auf die Hamatopoese widerspiegelt. Aus den bereits friih nachweisba-
ren Veranderungen ergibt sich die Notwendigkeit, zu einem frihen Zeitpunkt zu inter-
venieren, um das Gleichgewicht der Hamatopoese wieder herzustellen.

Auch in einem Mammakarzinom-Mausmodell wurde bereits Uber eine defekte Hama-
topoese einhergehend mit Fortschreiten des Tumorwachstums berichtet: Die erhdhte
tumorassoziierte G-CSF-Produktion trug entscheidend dazu bei, dass vermehrt
myeloide Vorlauferzellen generiert wurden. Folglich kam es zu Leukozytose, Anamie
und Knochenmarkdefekten mit verstarkter EMH in der Milz [256]. Vergleichbare Er-
gebnisse mit Hochregulation von GM-CSF und vermehrter Rekrutierung von MDSCs
konnte bei Mausen mit Pankreaskarzinomen festgestellt werden [260].

Die detaillierte Analyse der verschiedenen Vorlauferzellen, die mittels Durchflusszyto-
metrie aus dem Knochenmark typisiert wurden, bestatigte die tiefgreifenden Defekte
und Veranderungen im Knochenmark durch die Tumorgenese: Die Hamatopoese ist
erheblich beeintrachtigt. Ein signifikanter Anstieg der multipotenten Progenitorzellen
(MPPs) in Korrelation mit dem Tumorstadium weist bereits auf eine vermehrte Produk-
tion von hamatopoetischen Vorlauferzellen hin. Diese tragen zur Aufrechterhaltung
des immunsuppressiven TMEs bei. Daraus lasst sich schlieen, dass die veranderte
Hamatopoese tumorassoziiert ist. Von besonderer Bedeutung erscheinen auch die
weiteren Differenzierungswege in den tumortragenden Tieren. Die aus den MPPs her-
vorgehenden CMPs sind bereits zu Beginn der Erkrankung stark erhéht und untermau-
ern die Hypothese, dass myeloide Vorlauferzellen vermehrt durch den Tumor rekrutiert
werden. Dabei infiltrieren myeloide Zellen als unreife Vorlauferzellen den Tumor und
differenzieren sich dann im TME zu MDSCs. Da myeloide Zellen jedoch sehr kurzlebig
sind, mussen standig Zellen nachrekrutiert werden, um die lokale Immunsuppression
aufrechtzuerhalten. So kommt es tumorbedingt sukzessiv zu einer Verschiebung der
Hamatopoese in Richtung myeloischer Zellen. Kompensatorisch und diese These un-

terstitzend, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch eine Reduktion der gemeinsamen
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lymphoiden Vorlaufer (CLPs) und nachfolgend auch der B-Zell- und angeborenen lym-
phoiden Vorlaufer (ILPs) detektiert. Dies stimmt mit den morphologischen Befunden
uberein, in denen eine Reduktion der lymphatischen Zellen nachweisbar waren. Die
begleitende Abnahme der Megakaryozyten konnte durch die gesteigerte Myelopoese
und der damit verbundenen Verdrangungsproblematik bedingt sein.

Die Populationen der zur Granulozyten-Makrophagen-Linie (GMP) gehérenden CD34*
CMPs (Monozyten) wurden in unserem Experiment durch die Tumorgenese auch we-
sentlich beeintrachtigt. So wurde u.a. eine erhohte Anzahl an CSF-1R* monozytaren
Vorlaufern detektiert, die vermutlich fur die vermehrte Produktion, Differenzierung und
Aktivierung von TAMs verantwortlich ist und zusatzlich die Immunsuppression férdert.
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der erhéhten Expression von CSF1 in tumor-
tragenden Mausen. Erhdhte Mengen an tumorinfiltrierenden myeloiden CSF-1R*-Zel-
len korrelieren mit einem schlechteren Uberleben bei Tumorpatienten [261-263].

Ein weiteres Resultat der hier durchgefiihrten Untersuchungen ist die Reduktion von
IRF8" Monozyten. IRF8 unterstutzt die Differenzierung von CMPs und fordert die Pro-
duktion von Monozyten. Eine Abnahme dieser Zellen deutet auf eine Differenzierung
der CMPs in andere myeloide Zellen hin. In einem Mammakarzinom-Mausmodell zeig-
ten sowohl die Milz- als auch die Knochenmarkzellen der tumortragenden Mause eine
deutlich reduzierte IRF8 Expression im Vergleich zu den Kontrollpopulationen. Die
IRF8-defizienten Mause wiesen vermehrt myeloproliferative Stérungen und erhdhte
Mengen an MDSCs auf [264,265].

Chemokinrezeptoren wie CXCR3 spielen ebenfalls eine Rolle bei der Steuerung der
Immunantwort und ihre Expression sollte nicht aus dem Gleichgewicht geraten [266].
In tumortragenden Mausen konnte jedoch eine Abnahme CXCR3* Zellen nachgewie-
sen werden. CXCR3 wird in hohem Malde auf Effektor-T-Zellen exprimiert und ist be-
deutsam fur das T-Zell-Trafficking und deren Funktion. Neuere Studien weisen auf die
Relevanz von CXCRa3 fir die Migration von T-Zellen in das periphere Gewebe und in
das lymphoide Kompartiment hin. Die Interaktion von T-Zellen mit antigenprasentie-
renden Zellen wird erleichtert und fuhrt zur Bildung von Effektor- und Gedachtniszellen
[267].

Aufgrund der hohen Relevanz von PD1 im Kontext von Tumoren wurde auch dieser
Marker erfasst. Es zeigte sich, dass PD1 wahrend der Tumorgenese vermehrt auf ha-
matopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird. Dies deutet auf eine zunehmende In-

suffizienz des Knochenmarks aufgrund der gestérten Hamatopoese hin.
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In der Zusammenschau dieser Ergebnisse ist eine vom Tumor gesteuerte Rekrutie-
rung unreifer neutrophiler Zellen mit persistierender hamatopoetischer Dysbalance
denkbar. In der Folge kommt es zu einer tumorbedingten ,Knochenmarkserschop-

fung®, verbunden mit einer Insuffizienz der rebalancierten Hamatopoese.

6.5 EINFLUSS DER IMMUNCHECKPOINT-INHIBITION AUF DIE GESTORTE HAMATOPOESE

Die Immuntherapie mit ICls stellt einen Ansatz dar, der hamatopoetischen Dysbalance
entgegenzuwirken. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der a-PD1, als auch der
o-LAG3 AK zu einer partiellen Re-Balancierung der gestdérten Hamatopoese fuhrt.
Dies zeigte sich zunachst an morphologisch erkennbaren Veranderungen, die durch
eine verminderte Anzahl von Neutrophilen und eine erhdhte Anzahl von Lymphozyten
gekennzeichnet waren. Interessanterweise war dies vor allem unter der a-LAG-3-The-
rapie nachweisbar und korrelierte mit dem guten Therapieansprechen. Eine differen-
ziertere Betrachtung bestatigte die morphologischen Befunde: Die MPPs waren in bei-
den Behandlungsgruppen drastisch reduziert und fast vergleichbar mit denen der tu-
morfreien Tiere. Ferner wurde ein ausgewogeneres CMP:CLP-Verhaltnis beobachtet,
wobei die CMPs abnahmen und die CLPs zunahmen, insbesondere nach LAG-3-Blo-
ckade. Daraus ergibt sich flr die nachsten Entwicklungsschritte eine Zunahme von B-
Zell- und ILP-Vorlaufern. Lymphozyten bilden die Grundlage des erworbenen Immun-
systems und des immunologischen Gedachtnisses und sind an der Abwehr verschie-
dener Krankheitserreger beteiligt [268]. Aullerdem sind sie wesentlich an der gezielten
antitumoralen Immunabwehr involviert, weshalb eine Modulation der Hamatopoese in
Richtung Lymphopoese wiinschenswert ist. Im Einklang mit diesen Befunden kam es
zur Zunahme der Megakaryozyten nach Therapie und damit zur Re-Balancierung der
Hamatopoese im Knochenmark. Einer Verdrangung der physiologischen blutbilden-
den Zellen wird entgegengewirkt und Spatkomplikationen wie Thrombopenie und Ana-
mie konnen verringert werden.

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erwahnt, sind die monozytaren Vorlaufer
wichtig fur die Balance in der Hamatopoese, welche durch die Tumorgenese jedoch
stark durcheinandergebracht ist. Interessanterweise konnte auch hier ein Trend zur
Normalisierung festgestellt werden. Die Verringerung der CSF-1R*-Zellen ging mit ei-
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ner Zunahme von CXCR3"- und IRF8*-Zellen einher. IRF8 begrenzt die Granulozyten-
entwicklung und fungiert somit als negativer Regulator bei der Bildung von polymorph-
kernigen MDSCs in vivo [269,270].

Insgesamt flhrte die a-LAG-3-Therapie gegentber der PD1-Blockade zu starkeren
Veranderungen der Hamatopoese in Richtung Normalisierung hamatopoetischer Pro-
zesse. Dies spiegelt erneut das grol3e Potenzial dieser Immuntherapie wider und zeigt,
welche vielversprechenden Ergebnisse mdglich sind. Uber den Einfluss von ICls auf
die Hamatopoese bei soliden Tumoren ist derzeit wenig bekannt und Bestandteil ak-
tueller Forschung. In dieser Arbeit wurde eine allgemein positive Auswirkung auf die
Hamatopoese deutlich. Es gibt jedoch Hinweise die zeigen, dass die gestorte Blutbil-
dung auch Ursache flr ein vermindertes Ansprechen der ICls sein kann und damit die
potenzielle Wirksamkeit einschrankt [138]. Dies sollte in Folgestudien naher untersucht
werden.

6.6 ANGRIFFSPUNKTE IN DER HAMATOPOESE ALS THERAPIEANSATZE

Die aktuellen Erkenntnisse zur Hamatopoese bei soliden Tumoren verdeutlichen, dass
ganzheitliche und umfassende Therapieansatze bei diesem Krankheitsbild von grolier
Bedeutung sind. Das Blutsystem stellt dabei einen besonders wichtigen Angriffspunkt
dar, da es fur die allgemeine Versorgung des gesamten Organismus zustandig und
somit zentraler Bestandteil zur Aufrechterhaltung der physiologischen Homoostase ist.
Derzeit ist das TME in der Forschung sehr in den Fokus geruckt und viele vielverspre-
chenden Therapieoptionen, die auf Modulation immunsuppressiver Zellen abzielen,
werden untersucht. Dabei sollte moglichst frihzeitig in den gestérten Mechanismus
eingegriffen werden, denn die Vielfalt an ,protumoralen® myeloischen Zellen ist grof3
und wahrend der Tumorprogression werden permanent neue suppressive Zellen nach-
gebildet. Die Entwicklung dieser Populationen kann somit effektiver verhindert werden.
Entscheidende Regulatoren bei der Blutbildung sind G-CSF und GM-CSF. Sie fordern
die Myelopoese und mobilisieren die HSCs. Tumoren kdnnen in der Lage sein, zusatz-
lich G-CSF zu produzieren und somit vermehrt hamatopoetische Vorlauferzellen fir
sich zu rekrutieren. Ferner korreliert das G-CSF-Expressionsniveau deutlich mit dem
Stadium der Tumorerkrankung und der Prognose. Ein entscheidender Ansatzpunkt ist
daher die Unterbindung diesen Faktors, um nachhaltig die Rekrutierung und Differen-
zierung von Monozyten zu MDSCs zu unterbinden [256,271-273]. Bislang ist jedoch
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wenig verstanden, wie diese heterogene Population sich bildet. Es besteht ein Zusam-
menhang zwischen der Expression von G-CSF/GM-CSF und der verstarkten MDSC-
Produktion [271,272]. In einer Studie mit verschiedenen murinen Tumormodellen wies
Waight et al. nach, dass eine verringerte G-CSF-Produktion die MDSC-Akkumulation
und das Tumorwachstum signifikant verringern konnte [271]. Erwahnenswert ist an
dieser Stelle auch nochmal die Therapiestrategie mit einem CSF-1-/CSF-1R-Inhibitor.
Dessen umfangreiches Potenzial wurde mehrfach erwahnt. Da bereits in monozytaren
Vorlauferzellen im Knochenmark pathologisch hohe Werte des CSF-1Rs nachgewie-
sen wurden, wird eventuell schon ein fruher Eingriff in die pathologische Blutbildung
mdglich und diese somit nachhaltig beeinflusst [262,263]. Ein moéglicher Erklarungs-
ansatz kénnte folgender sein: Die Reifung und Rekrutierung der MDSCs ist abhangig
von der Signallibertragung durch die Rezeptortyrosinkinase CSF-1R auf myeloischen
Zellen. Wird die CSF-1R-Signalubertragung gehemmt, werden die myeloischen Vor-
lauferzellen nicht in MDSCs umgewandelt, die tumorinfiltrierenden MDSCs funktionell
blockiert und die T-Zell-Antwort gegen den Tumor verstarkt [241]. Daruber hinaus wird
ein deutlich verbessertes Ansprechen auf die ICI-Therapie erreicht. Somit stellt der
CSF-1R ein weiteres vielversprechendes Target fur die Immuntherapie dar. Erste kli-
nische Studien bestatigen die Wirksamkeit der Kombination von anti-CSF-1R-Antikor-
pern und ICls, die das Ansprechen und die Prognose der betroffenen Patienten ver-
bessern [244,245,274].

Klinisch relevant ist in diesem Zusammenhang auch die tumorinduzierte Anamie, der
bisher kaum langfristig entgegengewirkt werden kann. Pharmakologische Therapie
u.a. basierend auf Erythropoetin oder Erythropoese-stimulierenden Medikamenten
fihren bei dieser Form der Andmie zu keinem Uberlebensvorteil [275,276]. Die
schlechte Wirksamkeit konnte auf die Erythropoetin-induzierte Bildung von EPCs zu-
ruckgefuhrt werden, die fur die Bildung von EDMCs bendétigt werden. In diesem Fall
ware es dringend erforderlich, diesen Mechanismus genauer zu analysieren und ge-
gebenenfalls medikamentds zu unterbrechen. So kdnnte die Anamie Uberwunden und
gleichzeitig der Bildung von EDMCs entgegengewirkt werden [138,199,276]. Somit
wird zunehmend deutlich, dass eine ganzheitliche Betrachtung notwendig ist, bei der
neben dem TME, auch periphere hamatopoetische Veranderungen analysiert werden

mussen, um Tumoren langfristig effektiv zu behandeln.
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6.7 ToxiziTAT UND NEBENWIRKUNGEN VON IMMUNCHECKPOINT INHIBITOREN

Bei der Durchfiihrung pharmakologischer Studien ist neben der Effektivitat auch die
Nebenwirkungsrate ein wesentlicher Parameter. Dies ist insbesondere vor dem zuneh-
menden Einsatz von unterschiedlichen Kombinationstherapien relevant. Fur ICls ist
insgesamt und studienubergreifend eine gute Vertraglichkeit beschrieben. Durch den
immunaktivierenden Wirkmechanismus sind jedoch, wie bereits in der Einleitung be-
schrieben, insbesondere Autoimmunreaktionen wie Hautlasionen, Kolitiden, Hepatiti-
den, Endokrinopathien und Pneumonitiden mit der Behandlung vergesellschaftet. Sie
kénnen schwerwiegende Reaktionen hervorrufen und bei unzureichender Kontrolle le-
bensbedrohlich werden. In der klinischen Anwendung ist daher eine engmaschige
Therapietberwachung mit Laborkontrollen und klinischen Untersuchungen unerlass-
lich. Auch nach Abschluss der Behandlung sind Nachkontrollen wichtig, da Spatreak-
tionen auftreten kdnnen [133,277]. Sowohl die Patienten und Angehorigen als auch
das behandelnde Personal missen umfassend geschult sein, um Risikofaktoren zu
identifizieren und frihzeitige Begleiterscheinungen zu erkennen. Die Bandbreite an
potenziellen Nebenwirkungen ist gro3 und haufig durch unspezifische Symptomatik
schwierig vom Grundleiden abzugrenzen. Sie treten bei Uber 80 % der ICI-behandelten
Patienten auf. Die a-CTLA-4-AK haben eine hohere Rate zu verzeichnen als die a-
PD1-AK. Am meisten ausgepragt ist die Nebenwirkungsrate bei der Kombinationsthe-
rapie dieser beiden Inhibitoren. Werden diese friihzeitig erkannt, kbnnen sie jedoch
regelhaft mit Glukokortikoiden erfolgreich behandelt werden und Komplikationen ver-
mieden werden. Ein Therapieabbruch durch unerwinschte Nebenwirkungen ist daher
selten. Interessanterweise fuhrt dieser dann auch nicht zu einem schlechteren Out-
come [132,133].

In unserer Studie haben die Mause die niedrig dosierte ICI-Therapie gut vertragen und
eine madgliche Dosissteigerung fur ein verbessertes Therapieansprechen ist prinzipiell
denkbar. Auch ein Kombinationsansatz von a-PD1 und a-LAG-3 sollte zukunftig an-
gedacht werden, wobei dort besonders auf das Toxizitats- und Nebenwirkungsprofil
geachtet werden muss, da diese in bereits zugelassenen Kombinationspraparaten ver-
starkt auftreten [132,133]. Die Fixkombination Nivolumab/Relatlimab (a-PD1/a-LAG-
3-Kombination) bei nicht resektablem oder metastasiertem Melanom fuhrte bei ca.

80 % der Falle zu therapiebedingten Nebenwirkungen. Die haufigsten immunvermit-
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telten unerwinschten Ereignisse waren Hypothyreose oder Thyreoiditis, Hautaus-
schlag, sowie Durchfall oder Kolitis. Haufige Grad 3/4 Nebenwirkungen waren erhdhte
Lipase- und Transaminasen-Werte, diese wurde bei knapp 20 % aller Falle nachge-
wiesen. Die synergistischen Effekte konnten ursachlich fur die Potenzierung der Ne-
benwirkungen sein [278].

Dass ICls insgesamt ein positives Nebenwirkungsprofil haben, bestatigt auch eine ak-
tuelle Studie, in der Pembrolizumab als Erstlinientherapie bei fortgeschrittenen Adeno-
karzinomen des Magens oder des gastrodsophagealen Ubergangs als Mono- oder
Kombinationstherapie mit einer Chemotherapie verabreicht wurde [279,280]. Die Er-
gebnisse zeigten, dass Pembrolizumab sowie der Kombinationsansatz der Chemothe-
rapie in Bezug auf das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben keinesfalls unterle-
gen waren, aber unerwlnschte Wirkungen seltener auftraten [279]. Pembrolizumab in
der Monotherapie stellte eine nebenwirkungsarme und zuverlassige Alternative bei
dieser Erkrankung dar. Eine weitere vielversprechende Mdglichkeit zur Optimierung
des Therapieansprechens mit wenigen Nebenwirkungen ist die Kombination aus zwei
Medikamenten, welche unterschiedliche Wirkmechanismen haben und an verschiede-
nen Punkten ansetzen. Ein ICI und ein MDSC-Inhibitor kdnnten aussichtsreiche Er-
gebnisse erzielen, da auf unterschiedliche Zellen abgezielt wird und die unphysiologi-
sche tumor-induzierte Produktion der MDSCs reduziert wird. Eine Dosisliberschreitung

kann so vermieden werden.

6.8 BIOMARKER ZUR IMMUNCHECKPOINT INHIBITOR BEHANDLUNG BEI DMMR/MSI-CRC

Obwohl die globale Inzidenz von CRCs seit den letzten Jahren rlucklaufig ist, wurde
eine Zunahme der Neuerkrankungen in der Gruppe von unter 50-jahrigen Patienten,
gehauft im proximalen Kolon, dokumentiert [7,58]. Etwa 30 % leiden an genetisch be-
dingten Tumorpradispositionssyndromen und circa 20 % haben ein familiares CRC.
Die Lokalisation im proximalen Kolon ist typisch fur MSl-assoziierte Tumoren [65].
MSI-CRCs zeigen ein deutlich schlechteres Ansprechen auf die konventionellen Che-
motherapien mit erhdhter Resistenzneigung und Therapieversagen, was die zuneh-
mende Relevanz zur Testung auf Vorliegen einer dAMMR/MSI unterstreicht [281,282].
Die frihzeitige Erkennung von LS-Patienten spielt somit eine erste wichtige Rolle, um

eine effiziente Behandlung zu gewahrleisten.
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Aufgrund der hohen TMB und Expression von Neoantigenen sind dAMMR/MSI-assozi-
ierte Tumoren fur eine Immuntherapie pradestiniert [77]. Die starke Tumorheterogeni-
tat und die individuellen Wechselwirkungen zeigen jedoch zunehmend, dass die TMB
keinen universellen Biomarker fur die Immuntherapie darstellt [283]. Die Identifikation
von noch gezielteren und angepassten Biomarkern sowie ein synergistischer Einsatz
ist notig, um Resistenzmechanismen vorzubeugen und Respondern von Non-Respon-
der abzugrenzen.

Da das Hauptziel der ICIs die immunologische Tumorbekampfung durch das Immun-
system ist, gewinnt die ldentifizierung von immunbezogenen Biomarkern immer mehr
an Bedeutung. In einer Ubersichtsarbeit von Manson et al. werden Biomarker, die mit
der Wirksamkeit und der Toxizitat von a-CTLA-4-AKs und a-PD1/a-PD-L1-AKs bei
Patienten in Verbindung gebracht werden, zusammengefasst und erlautert [284].

In mehreren Studien, u.a. bei Melanom- und NSCLC-Patienten, war eine erhohte CD8*
T-Zell-Infiltration mit einem verbesserten Ansprechen auf Pembrolizumab assoziiert
[283,285,286] Bortolomeazzi et al. bestatigten eine starkere Korrelation zwischen im-
munogenen Mechanismen und der Ansprechrate auf a-PD1-AK bei hypermutierten
CRCs als mit der TMB [287]. Interessanterweise zeigte sich in einer klrzlich veroéffent-
lichten Studie ein Zusammenhang zwischen der initialen Csf7-Expression und dem
Therapieansprechen und Gesamtuberleben bei ICI-behandelten NSCLC-Patienten
auf. Hohe Csf1-Werte gingen mit einer schlechteren Prognose einher [247].

Des Weiteren werden Strategien fur ein Immunmonitoring untersucht, um anhand dy-
namischer zirkulierender Biomarker das Therapieansprechen zu eruieren. Dazu geho-
ren insbesondere Entzindungsmediatoren wie Zytokine und Interleukine, die an der
Immunantwort beteiligt sind. Bisher erwiesen sich diese zirkulierenden Biomarker nicht
als ,robust genug®, stellen jedoch ein zukunftsorientiertes, leistungsfahiges und kli-
nisch praktikables Instrument fir die Therapietiberwachung dar [77,288].

Im Rahmen von gastrointestinalen Tumoren ist aul3erdem die zunehmende Erkennt-
nisgewinnung zum kommensalen Mikrobiom erwahnenswert. Neue Ergebnisse besta-
tigen, dass die kommensale Mikroflora im Darm die Wirksamkeit von a-PD1/a-PD-L1-
Therapien entscheidend beeinflussen kann, sodass auch dies genutzt werden kann,

um Biomarker zu identifizieren und therapeutische Ziele zu definieren [289-292].
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Der kurzlich in den Fokus geruckte LAG-3-Checkpoint Uberzeugt ebenfalls in einigen
Studien als potenzieller Biomarker. Shen et al. berichten Uber eine signifikante Korre-
lation zwischen zirkulierenden LAG-3* Zellpopulationen und dem Therapieansprechen
bzw. Gesamtiuberleben bei Melanompatienten. Eine hohe LAG-3 Expression war mit
einer schlechteren Prognose assoziiert, was die Relevanz der Inhibition zirkulierender
LAG-3" Zellpopulationen unterstreicht [293]. Gleichzeitig bestatigen unsere Ergeb-
nisse, dass die Kontrollgruppe, die die schlechteste Prognose hatte, auch die meisten

LAG3* Zellen im Verlauf hatte. Damit wird LAG-3 als Biomarker zunehmend relevant.

6.9 GRUNDSATZLICHE LIMITATIONEN DES MAUSMODELLS

Die Tatsache, dass Mause nicht uneingeschrankt mit dem Menschen verglichen wer-
den kdnnen, ist unbestritten und erfordert eine differenzierte Interpretation der Ergeb-
nisse, die im Rahmen von Tierversuchen erzielt werden. Trotzdem liefern die Ergeb-
nisse sehr wertvolle Erkenntnisse und wegweisende Informationen.

Grundsatzlich bildet das Msh2'oxPloxP:TgTg(Vill-cre)_\Jausmodell das LS sehr gut ab. Durch
den isolierten gewebsspezifischen Defekt ist die Tumorgenese auf den Darm be-
schrankt und deutlich besser flir die LS-Darstellung geeignet, als andere Modelle, die
auf einem konstitutionellem MMR-Defekt beruhen [294]. Aullerdem sind bei der
menschlichen Tumorgenese unterschiedliche Keimbahnmutationen vorzufinden. Ne-
ben dem Defekt im hMSH2- bzw. hMLH1-Gen konnen u.a. auch hPMS2 und hMSH6
betroffen sein und sich klinisch sehr variabel manifestieren. Diese Heterogenitat kann
zusatzlich Einfluss auf die TMB nehmen und zu Unterschieden im Ansprechen auf eine
ICI-Behandlung fuhren [295].

Da das Immunsystem in dieser Studie zentraler Bestandteil der Forschungsfrage war,
ist darauf hinzuweisen, dass das gesamte System, inklusive der Hamatopoese, zwi-
schen Menschen und Mausen Unterschiede aufweist. Dennoch sind die Grundzige
des Immunsystems identisch aufgebaut und somit grundsatzlich vergleichbar. Da in
dieser Arbeit hauptsachlich die T-Zellen charakterisiert wurden, werden an dieser
Stelle nur einige Differenzen dieser Zellpopulation erdrtert. Der kostimulatorische Re-
zeptor CD28 ist bei Mausen nahezu ubiquitar auf CD4* und CD8* T-Zellen exprimiert.
Kontrar dazu exprimieren nur etwa 80 % der humanen CD4* und 50 % der CD8" T-
Zellen diesen Rezeptor. Womdglich kénnte dies einen Erklarungsansatz darstellen,

weshalb die Wirksamkeit von CTLA-4-Inhibitoren bei Mausen der Wirkung bei Men-
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schen Uberlegen ist [296,297]. Weitere Unterschiede sind die eindeutigere Polarisie-
rung von murinen T-Zellen in Th1 und Th2, sowie die fehlende Expression von murinen
MHC-Klasse-II-Molekullen auf den T-Zellen. Insgesamt werden bei Menschen eine gré-
Rere Vielfalt an T-Gedachtniszellen Uber einen langeren Zeitraum gebildet und auf-
rechterhalten, wodurch komplexere Zusammenhange notwendig sind. Die Unter-
schiede betreffen gleichermalien auch die wichtigen Signal- und Botenstoffe, welche
die zellularen Mechanismen in den Geweben koordinieren. Grundsatzlich Iasst sich
zusammenfassen, dass das humane Immunsystem durch die komplexen Einflussfak-
toren, die GroRe des Organismus und die lange Lebenszeit ein vielfaltigeres und um-
fassenderes System bendtigt, um auf die deutlich tiefgreifenden Stressoren vorbereitet
Zu sein [297].

In Bezug auf die Hamatologie sind prinzipielle Unterschiede in der Verteilung der Zel-
len und in der Morphologie vorzufinden. Besonders relevant ist die abweichende Ver-
teilung der Leukozyten, sowie die charakteristische ringféormige Struktur der murinen
neutrophilen Granulozyten. Wahrend beim Menschen im peripheren Blut 50-70 %
Neutrophile und 30-50 % Lymphozyten vorzufinden sind, ist dies bei Mausen weitest-
gehend umgekehrt (75-90 % Lymphozyten und 10-25 % Neutrophile) [297,298].

Die Haltungsbedingungen der Mause stellen eine weitere Einschrankung dar. Grund-
satzlich verfugen die Mause Uber ein normal entwickeltes und intaktes Immunsystem.
Eine mdglichst standardisierte, spezifisch-pathogenfreie Haltung (SPF-nahe Haltung)
ist trotzdem essenziell, um die Gefahr von Infektionsausbriichen zu vermeiden und
den Studienverlauf nicht zu gefahrden. Das Immunsystem benétigt jedoch zur vollstan-
digen Ausbildung den Kontakt zu Fremdmaterial und unbekannten Mikroorganismen.
Durch die spezifiziert pathogenfreie Haltung fehlt der Einfluss der Umwelt und die Sti-
mulationen fur die Weiterentwicklung der adaptiven Immunantwort bleiben aus. Um
die immunologischen Vorgange in freilebenden Organismen, einschlieRlich der Men-
schen, abzubilden, ware eine physiologische mikrobielle Exposition der Labormause
relevant [299,300].

Eine pathogenarme Erndhrung mit autoklavierten und speziellen Nahrungspellets so-
wie Trinkwasser hat zusatzlich einen grof3en Einfluss auf die Ausbildung des Mikrobi-
oms. Das Mikrobiom wird zunehmend mit dem Immunsystem in Verbindung gebracht
und ihm wird eine immer wichtigere Rolle in der Homoostase des Menschen zuge-

schrieben [301]. Veranderungen im Darmmikrobiom kdnnen grundlegende physiologi-
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sche Immun- und Entzindungsfunktionen beeinflussen und die Anfalligkeit fur Infekti-
onen und Tumorentstehung modulieren. Aufgrund des direkten Zusammenhangs mit
der Genese von Tumoren ist dies von besonderer Relevanz. Daruber hinaus kénnen
sie sogar den Erfolg einer Therapie beeinflussen [302].

Es gibt bereits einige Studien, die den Zusammenhang zwischen Mikrobiom und ICI-
Therapien untersucht haben [290,303,304]. Unter anderem wurde nachgewiesen,
dass die orale Verabreichung von Bifidobakterien dendritische Zellen aktiviert und
nachfolgend zu einer erhohten Akkumulation von CD8* Zellen im TME fuhrt, was wie-
derum zu einer massiven Verbesserung der Tumorkontrolle beitrug [290]. Eine andere
Studie verdeutlichte die Verbindung zwischen bestimmten T-Zell-Reaktionen mit spe-
ziellen Darmbakterien, welche die Schlisselrolle zur Wirksamkeit der CTLA-4-Blo-
ckade darstellten [304].

Durch die pathogenarme Ernahrungs- und Lebensweise entwickeln die Labormause
kein mit dem Menschen vergleichbares Mikrobiom und bilden nicht die Alltagssituation
ab. Um diese in Zukunft realistischer darzustellen und trotzdem die Infektionsgefahr
verschwindend gering zu halten, sollte in Erwagung gezogen werden, dass Mikrobiom
anderweitig zu fordern und vielfaltiger auszubilden. Eine vielschichtige Nahrung mit
zusatzlicher Applikation von Pra- und Probiotika ware ein realistischer Ansatz [299].
Bei Experimenten mit lebenden Tieren hat der Tierschutz hochste Prioritat und wird
jederzeit geachtet. Dies nimmt Einfluss auf die Uberlebenszeiten, da der Todeszeit-
punkt anhand bestimmter Kriterien ausgewahlt und menschlich induziert wird. Auch
diagnostische und interventionelle Malknahmen sind nur sehr eingeschrankt maglich.
Beispielsweise kann das Erleiden eines lleus lebenslimitierend sein. Augenscheinlich
ist auch die eingeschrankte Dokumentation der Lebensqualitat der Mause. Lediglich
eine objektive und aullerliche Untersuchung ist mdglich, wahrend auf das Wohlbefin-
den nicht naher eingegangen werden kann und die Erfassung potenzieller Nebenwir-
kungen limitiert. Schlussendlich ist durch die kurze Gesamtlebensdauer einer Maus
auch keine Erhebung von Langzeitergebnissen moglich. Bezogen auf die Analysen
der tierischen Organe ist die Anzahl der Versuchstiere sehr beschrankt. Die geringe
Versuchstierzahl unterliegt teils hohen Schwankungen und schrankt die Interpretation

ein, sobald einige Werte stark abweichen.
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VIl. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die vergleichende Analyse des PD1 und LAG-3 Inhibitors im Msh2'oxP/loxP:TgTg(Vil1-cre)_
Modell der Mismatch-Reparatur defizienten (AIMMR) Tumorgenese fuhrte zu folgenden
Ergebnissen: Die LAG-3-Inhibition verlangerte das Gesamtuberleben signifikant und
war der PD-1-Blockade leicht Uberlegen. Dies war verbunden mit einer Krankheitssta-
bilisierung bzw. partiellen Tumorremission. In beiden Therapiegruppen kam es zu ei-
ner positiven Immunmodulation und Rekonstitution der T-Zellfunktion, charakterisiert
durch eine signifikante Reduktion zirkulierender und splenischer CD4*CD25*Foxp3*
regulatorischer und CTLA-4* bzw. TIM-3* erschopfter T-Zellen, begleitet von einer
deutlichen Abnahme tumor-infiltrierender CD163* M2-Makrophagen und CD11b*Gr1*
myeloider Suppressorzellen. Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg an zirkulierenden
und splenischen Suppressorzellen, vermutlich im Sinne einer kompensatorischen Im-
munreaktion.

Hinsichtlich der Hamatopoese wurde zunachst an Kontrolltieren in frihen und fortge-
schrittenen Tumorstadien nachgewiesen, dass die Tumorentwicklung mit einer Um-
programmierung zugunsten der Myelopoese und Abnahme von Erythrozyten und Me-
gakaryozyten einhergeht. Dies deutet auf eine zunehmende Knochenmarkinsuffizienz
hin. Die Therapie konnte dieser teilweise entgegenwirken und fuhrte zu einer Re-Ba-
lancierung zwischen lymphoiden und myeloiden Vorlauferzellen. Dabei bestatigte sich
auch die Uberlegenheit des LAG-3-Inhibitors gegenlber dem PD1-Inhibitor: Die An-
zahl der B-Zell-Vorlaufer und der angeborenen lymphoiden Progenitorzellen entsprach
denen von tumorfreien Kontrolltieren. Daruber hinaus wurden auch normalisierende
Effekte fir IRF8" monozytare Vorlauferzellen nachgewiesen, die als negativer Regu-
lator myeloider Suppressorzellen fungieren. Damit wurden neben dem Tumormikromi-
lieu und dem peripheren Blut auch hamatopoetische Veranderungen analysiert, um
das Therapieansprechen umfassend beurteilen zu kdnnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die gute Wirksamkeit von Immuncheckpoint
Inhibitoren im praklinischen Tumormodell bestatigt und LAG-3 als weitere therapeuti-
sche Zielstruktur fir dMMR identifiziert werden. Zukunftig sollten Kombinationsthera-
pien eingesetzt werden, um synergistische Effekte nach dualer Blockade zu erzielen

und die T-Zellfunktionalitat sowie die Antitumoraktivitat weiter zu verbessern.
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CLP common lymphoid progenitor

CMP common myeloid progenitor
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Csf colony stimulating factor

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
dMMR DNA-Mismatch-Reparatur-Defizienz
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EDMC erythroid derived myeloid cell
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Egr Early growth response protein

EMH extramedullare Hamatopoese

EMT epithelial mesenchymale Transition
FACS™ fluorescence activated cell sorting
FAP familiare adenomatdse Polyposis
FDA Food and Drug Administration

FKS fetales Kélberserum

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
KG Korpergewicht

ICI Immuncheckpoint-Inhibition

IDL insertion deletion loop

IL Interleukin

ILP innate lymphoid progenitor

IRF Interferon Regulatory factor

i.p. intraperitoneal

LAG-3 lymphocyte activation gene 3

LS Lynch-Syndrom

LT-HSC long-term hematopoietic stem cell




MDSC myeloid derived suppressor cell
MHC major histocompatibility complex

min Minuten

MLH MutL Homolog

MMR DNA-Mismatch-Reparatur

MPP multipotent progenitor

MSH MutS Homolog

MSI Mikrosatelliteninstabilitat

MSI-H Mikrosatelliteninstabilitat high-frequency
MSI-L Mikrosatelliteninstabilitat low-frequency
MSS Mikrosatellitenstabilitat

NK-Zelle natirliche Killerzelle

NSCLC non small cell lung cancer

PBS phosphate buffered saline

PCNA proliferating cell nuclear antigen
PCR polymerase chain reaction

PD-1 programmed cell death 1

PD-L1 programmed cell death-ligand 1
PET / CT Positronen-Emissionen-Tomographie / Computertomographie
PFA Paraformaldehyd

RT Raumtemperatur

SD standard deviation

ST-HSC short-term hematopoietic stem cell
STR short tandem repeats

SUV standardized uptake value

TAM tumorassoziierte Makrophagen

TAN tumorassoziierte Neutrophile

Tef T cell factor

Tem central memory T cell

Tem effector memory T cell

TGF-B transforming growth factor 3

TIL tumorinfiltrierende Lymphozyten

TME tumor microenvironment

TMB tumor mutational burden

Tregs regulatorische T-Zellen




9.2 ANTIKORPER

TABELLE 12: UBERSICHT DER VERWENDETEN ANTIKORPER

ANTIGEN LABEL SPEZIFITAT KLON HERSTELLER

CD16/32
(TrueStain FcX™ Plus)

Gr.1
CD8
CDh4
CD11b
CD274
NK1.1
CD25
CD62L
CD152
CD83
CD366
CD279
CCR7
CDh44
CD19
CD223
CD3
Foxp3
CD34

Lineage Cocktail with

Isotype Ctrl
CD127

CD90.2

Alexa Fluor700
FITC

APC Fire
BV570

BV421

BV650
PerCP-eFluor710
BV785

PE

BV750
PE/Dazzle594™
BV650

PE

BV711

Spark Blue
BVv480

PerCP

Alexa Fluor ™ 647

Brilliant Violet 421™

Pacific Blue™

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

Brilliant Violet 510™ mouse

Brilliant Violet 605™ mouse

RB6-8C5
53-6.7
GK1.5
M1/70
10F.9G2
PK136
PC61.5
MEL-14
UC10-4B9
Michel-19
B8.2C12
RMP1-30
4B12

IM7

6D5
T47-530
145-2C11
MF-14

MEC14.7

A7R34

52-2.1

BioLegend

BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend

BioLegend

BD Bioscience

BioLegend

BD Bioscience

BioLegend
BioLegend

BioLegend

BD Bioscience

BioLegend
BioLegend
BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend




Ly-6A Brilliant Violet 711™ mouse D7 BioLegend

CD117 Brilliant Violet 785™ mouse ACK2 BioLegend
CDh123 PE mouse 5B11 BioLegend
CD71 PE/Dazzle™ 594 mouse CY1G4 BioLegend
CD38 PE/Fire™ 640 mouse 90 BioLegend
CD150 PE/Cyanine5 mouse TC15- BioLegend
12F12.2
CD41 PE/Cy7 mouse MWReg30 BiolLegend
CD279 PE/Fire 810 mouse 29F.1A12 BiolLegend
MCP-1 APC mouse 2H5 BioLegend
CD115 Alexa Fluor® 647  mouse CSF-1R BioLegend
CD63 APC/Cy7 mouse NVG-2 BioLegend
CXCR1 APC/Fire™ 810 mouse SAO011F11 BioLegend
CD48 Vio® Bright B515, mouse REA1238 Miltenyi Biotec
REAfinity™
CXCL12 FITC mouse 79018 eBioscience
(ThermoFisher)
IRF8 PerCP-eFluor 710  mouse V3GYWCH eBioscience
(ThermoFisher)
CD170 Alexa Fluor™ 700  mouse 1RNM44N eBioscience
(ThermoFisher)
Gr.1 Alexa Fluor™ 594  mouse RB6-8C5 BiolLegend
CD206 Alexa Fluor™ 488  mouse C068C2  BiolLegend
F4/80 Alexa Fluor™ 594  mouse BM8 BioLegend
CD11b Alexa Fluor™ 488  mouse/human M1/70 BioLegend
CD163 Alexa Fluor™ 647  mouse S150491  BiolLegend
CD274 PE mouse 10F.9G2 BiolLegend
Zombie NIR™ BioLegend




IRF5
CD3
CD4
CD8

lgG (sekundarer AK:
Donkey anti-Rabbit
IgG (H+L)

lgG (sekundarer AK:
Donkey anti-Rabbit)

CD279 (PD1)

unkonjugiert

Alexa Fluor™ 488
Alexa Fluor™ 594
Alexa Fluor™ 647

Alexa Fluor™ 647

FITC

FITC

mouse

mouse

mouse

mouse

rabbit

mouse

C068C2
GK1.5

53-6.7

Poly4064

4F12

Invitroen

BioLegend
BioLegend
BioLegend

Invitrogen

BioLegend

BioLegend




9.3 TAQMAN™ AssAYS UND PRIMER

TABELLE 13: UBERSICHT DER VERWENDETEN TAQMANTM-ASSAYS

6-FAM-3'BHQ-1 Mxd4 (Mm00487523_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 cMyc (Mm00487804_m1)
5.VIC-3'BHQ-1 Agr2 (MmO01 291804_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 TgfB-1 (Mm01178820_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 Vimentin (MmM01333430_m1)
5.VIC-3'BHQ1 N-Cadherin (Mm01162497_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 Fpr2 (Mm00484464_s1)
5-VIC-3'BHQ-1 Csf1 (Mm00432686_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 Csf2 (Mm01290062_m1)
5-VIC-3'BHQ-1 Tcf1/Pebd2 (Mm01342270_m1)
6-FAM-3'BHQ-1 Alox5 (Mm01182747_m1)

TABELLE 14: UBERSICHT DER VERWENDETEN PRIMER

GAPDH 5'HEX - 3' BHQ-1 TGCCATCAATGACCCCTTCATTG
GAPDH for TCACCAGGGCTGCTTTTAAC
GAPDH rev GGGTGGAATCATATTGGAACA

\



9.4

THESEN

. Ca. 4-5 % aller kolorektalen Karzinome entstehen aufgrund einer

Keimbahnmutation. Das Lynch Syndrom ist hierbei das haufigste erbliche
Tumorpradispositionssyndrom. Molekular ursachlich sind Mutationen im DNA
Mismatch Reparatur (MMR) System.

. Das Msh2'oxP/loxP;TgTg(Vill-cre)_knockout Mausmodell stellt ein sehr gutes praklini-

sches Modell fur das Lynch Syndrom dar.

. Tumoren, die aufgrund von MMR-Defizienz (dAMMR) entstehen, sind hochimmu-

nogen und besonders gut fur eine Immuncheckpoint-Blockade geeignet.

. Im Msh2/oxPlloxP:TgTg(Vill-cre)knockout Mausmodell verlangern Immuncheckpoint-

Inhibitoren, die gegen PD1 und LAG-3 gerichtet sind, signifikant das Gesamt-

Uberleben und induzieren eine verstarkte antitumorale Immunantwort.

. Die LAG-3-Blockade ist der PD1-Blockade hinsichtlich des Gesamtiiberlebens

im Msh2'oxP/loxP;TgTg(Vil-cre)_knockout Mausmodell leicht Gberlegen.

. Tumoren, die aufgrund von dMMR entstehen, rekrutieren unreife myeloide Vor-

lauferzellen, die sich zu einem immunsuppressiven Phanotyp differenzieren und

das Tumorwachstum fordern.

. Die Tumorprogression bei soliden Tumoren geht mit einer Umprogrammierung

zugunsten der Myelopoese einher und fuhrt zur Knochenmarkinsuffizienz.

. Die Immuncheckpoint-Blockade kann der Knochenmarkinsuffizienz im

Msh2'oxP/loxP:TgTg(Vill-cre)_knockout Mausmodell teilweise entgegenwirken und
fuhrt zu einer Re-Balancierung zwischen lymphoiden und myeloiden Vorlaufer-

zellen, besonders nach LAG-3-Inhibition.

. Perspektivisch stellt die LAG-3-Blockade eine geeignete Therapieoption dar,

um dMMR-assoziierte Tumoren zu behandeln und ist moglicherweise der be-

reits etablierten PD1-Inhibition Uberlegen.

10. Die Kombination zweier Immuncheckpoint-Inhibitoren flihrt potenziell zu starke-

ren immunvermittelten Nebenwirkungen, aber moglicherweise auch zu besse-
ren Therapieergebnissen und sollte in zukinftigen Studien in Erwagung gezo-

gen werden.

VI
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