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1 Einleitung

1.1 Immuntherapie von Tumorerkrankungen

Tumorerkrankungen stellen laut aktuellen Daten der WHO nach kardiovaskuldren Erkrankungen
weltweit die zweithdufigste Todesursache dar. Die Behandlung von Tumorerkrankungen ist daher
eine immense medizinische Herausforderung. Die wichtigsten Sdulen der Tumortherapie waren
iiber lange Zeit die operative Tumorentfernung, Chemo- sowie Strahlentherapie. In den letzten
Jahren hat jedoch zunehmend die Immuntherapie von Tumorerkrankungen an Bedeutung gewon-
nen. Ein wichtiger Meilenstein war dabei die Zulassung des sogenannten Checkpoint-Inhibitors
Ipilimumab fiir die Therapie des malignen Melanoms (Hodi et al. 2010). Ipilimumab und andere
Checkpoint-Inhibitoren enthemmen dabei das korpereigene Immunsystem, so dass es den Tumor
selber erkennen und bekdmpfen kann. Dariiber hinaus werden kontinuierlich weitere therapeuti-
sche Ansatzpunkte entwickelt und klinisch erprobt. Hierfiir, aber auch zur Verbesserung bestehen-
der Immuntherapien ist ein Verstdndnis der Interaktion zwischen unserem Immunsystem und ma-

lignen Tumoren von essentieller Bedeutung (Sharma et al. 2015).

1.2 Das Immunsystem

Der Mensch ist dauerhaft von einer Vielzahl an Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten umgeben.
Selten fiihrt dieser stindige Kontakt mit potentiell krankheitserregenden Mikroorganismen jedoch
tatsiachlich zu einer Infektionskrankheit. Das Immunsystem schiitzt den Korper vor Infektionen, in
dem es Erreger erkennt und eliminiert. Gleichzeitig muss es allerdings zuverléssig zwischen fremd
und selbst unterscheiden, um Autoimmunitit zu vermeiden. Die Balance zwischen effizienter Erre-
gerbekdmpfung und der Vermeidung von iiberschiefienden, schadigenden Immunreaktionen wird

durch das komplexe Zusammenspiel verschiedener Immunzellen und l6slicher Faktoren bewaltigt.

Das Immunsystem lésst sich in zwei Subsysteme gliedern, das angeborene und das adaptive Immun-
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system. Das phylogenetisch dltere, angeborene Immunsystem ist fiir die sofortige Bekdmpfung ei-
nes breiten Erregerspektrums verantwortlich. Die Funktion des adaptiven Immunsystems setzt erst
mit einer gewissen Zeitverzogerung ein, ist jedoch hochspezifisch, effizient und fithrt zur Ausbil-
dung des immunologischen Gedéchtnisses. Beide Systeme agieren nicht unabhéngig von einander,

sondern sind funktionell eng miteinander verkntipft (Murphy et al. 2017).

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem nutzt ein breites Spektrum an Mechanismen zur sofortigen Erre-
gerabwehr. Gelingt es einem Erreger durch die mechanischen und chemischen Barrieren der Kor-
peroberflidche einzudringen, wird er durch das angeborene Immunsystem erkannt. Die Erkennung
beruht auf evolutionir hoch konservierten Merkmalen, welche kennzeichnend fiir ein breites Spek-
trum an Mikroorganismen sind. Diese Merkmale sind beispielsweise Bestandteile der bakteriellen
Zellwand oder der viralen DNA und werden als PAMP (pathogen-associated molecular pattern) be-
zeichnet. PAMP werden durch eine begrenzte Zahl an Rezeptoren, den sogenannten PRR (pattern
recognition receptors) erkannt (Takeuchi et al. 2010; Akira et al. 2003). Die bekannteste Gruppe der
PRR sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR). Zum Beispiel bindet der Rezeptor TLR4 Lipopolysac-
charid der bakteriellen Zellwand (Poltorak et al. 1998), TLR9 bindet unmethylierte CpG-Motive,

welche in viraler DNA enthalten sind (Hemmi et al. 2000).

Die Erkennung eines Erregers und Aktivierung der angeborenen Immunantwort fithrt zundchst
zu einer Entziindungsreaktion. Dabei werden Entziindungsmediatoren, wie Eicosanoide, Zytokine
und Chemokine, ausgeschiittet und Effektorzellen an den Ort der Infektion gelockt. Eine wichtige
Aufgabe dieser Zellen ist die direkte Eliminierung des Erregers. So konnen Phagozyten, wie neu-
trophile Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen Erreger mittels Phagozytose abtoten.
Dariiber hinaus tragen auch weitere Effektorzellen, wie basophile und eosinophile Granulozyten
oder NK-Zellen, sowie l6sliche Faktoren, wie das Komplementsystem, zur Erregerabwehr bei. Trotz
dieser vielfiltigen Mechanismen, gelingt es dem angeborenen Immunsystem nicht immer, einen
Erreger vollstindig zu eliminieren. Zudem hinterlésst es kein immunologisches Gedachtnis. Eine
weitere wichtige Funktion des angeborenen Immunsystems ist daher die Initiierung der adaptiven

Immunantwort (Murphy et al. 2017).

1.2.2 Das adaptive Inmunsystem

Die Hauptkomponente des adaptiven Immunsystems sind die antigenspezifischen Lymphozyten,

welche Antigene mittels eines Antigenrezeptors erkennen. Durch den Mechanismus der DNA-Re-
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kombination werden wihrend der Entwicklung der Lymphozyten eine grofie Zahl an verschiede-
nen Rezeptorvarianten generiert, wobei jeder Lymphozyt eine einzige Rezeptorvariante tréigt. Die-
ses grofle Repertoire an Rezeptoren macht es moglich, dass theoretisch jeder potentieller Erreger
erkannt und bekdmpft werden kann. Lymphozyten, welche mit ihrem Rezeptor Eigenantigene er-
kennen, werden jedoch wihrend Reifungsprozess eliminiert (Nemazee 2000). Die restliche reifen
Lymphozyten werden zunidchst als naive Lymphozyten bezeichnet, sind inaktiv und zirkulieren im
Blut und durch die peripheren lymphatischen Organe wie Lymphknoten, Milz und MALT (mucosa
associated lymphatic tissue). Erst nach Kontakt mit dem passenden Antigen werden die Lymphozy-
ten aktiviert und die adaptive Immunantwort initiiert. In der Folge proliferiert der Lymphozyt und
durchlduft weitere Differenzierungsschritte, so dass eine Vielzahl identischer Effektorlymphozyten

entstehen (Murphy et al. 2017; Gowans et al. 1964).

Es werden zwei Haupttypen von Lymphozyten unterschieden — B-Zellen und T-Zellen. B-Zellen
produzieren Antikorper und sind somit insbesondere fiir die humorale adaptive Immunantwort
verantwortlich. T-Zellen reifen im Thymus und haben eine Schliisselfunktion in der zelluldren Im-
munantwort. Im Gegensatz zum B-Zell-Rezeptor bindet der T-Zell-Rezeptor kein natives Antigen,
sondern Antigenfragmente, welche prozessiert wurden und mittels MHC-Proteinkomplexen (Ma-

jor histocompability complex) auf der Zelloberfliche anderer Zellen présentiert werden.

Eine grobe Einteilung der T-Zellen erfolgt anhand der zwei Oberflichenmarker CD4 und CDS,
zwei Korezeptoren des T-Zell-Rezeptors. CD8-positive T-Zellen werden als zytotoxische T-Zellen
bezeichnet. Sie induzieren bei Virus-infizierten oder anderweitig geschidigten Zellen den Zelltod.
Dabei erkennen sie Peptidfragmente, die aus intrazelluldren, zytosolischen Antigenen prozessiert
wurden und mittels MHC-I présentiert werden. CD4-positive T-Zellen sind nicht in der Lage, Er-
reger direkt zu eliminieren, sondern modulieren, insbesondere durch die Interaktion mit ande-
ren Immunzellen, die Immunantwort. Sie erkennen Antigenfragmente, welche aus intrazelluldren
Vesikeln von antigenpréisentierenden Zellen wie dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen

stammen und iiber MHC-II présentiert werden (Murphy et al. 2017).

Die CD4-positiven T-Helfer-Zellen differenzieren nach dem ersten Antigenkontakt in verschiede-
ne Hauptklassen, welche charakteristische Transkriptionsfaktoren und Zytokinsekretionsmuster
aufweisen (Zhu et al. 2010; Mosmann et al. 1996). Ty -Zellen sezernieren Interferon-y und akti-
vieren Makrophagen. Ty;,-Zellen, die unter anderem IL-4 und IL-5 sezernieren, spielen eine Rolle
in der Abwehr von Parasiten, aber auch bei der Pathogenese allergischer Krankheiten. Ty;7-Zellen

induzieren tiber die Sekretion von IL-17 indirekt die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
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(Tesmer et al. 2008). Try-Zellen unterstiitzen die Funktion der B-Zellen im Lymphfollikel (Rein-
hardt et al. 2009). Neben diesen aktivierenden, konventionellen T-Helfer-Zellen, existiert eine wei-
tere Subklasse von CD4-positiven Zellen, die sogenannten regulatorischen T-Zellen, welche im-

munsuppressive Eigenschaften aufweisen.

Die Aktivierung von naiven T-Zellen wird als Priming bezeichnet und erfolgt im peripheren lympha-
tischen Gewebe durch antigenprisentierende Zellen. Dabei sind insgesamt drei Signale notig. Das
erste Signal erfolgt, wenn der T-Zell-Rezeptor das passende, iiber MHC prisentierte, Antigen bin-
det. Das zweite Signal kommt durch kostimulatorische Molekiile auf antigenprasentierenden Zel-
len zustande. Hierbei interagiert beispielsweise CD28 auf T-Zellen mit CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2) (Keir et al. 2005; Lenschow et al. 1996). Dies fithrt zur Proliferation und Expansion der T-
Zellen, was insbesondere durch autokrin sezerniertes IL-2 vermittelt wird (Boyman et al. 2012).
Wenn das zweite, kostimulatorische Signal hingegen fehlt, werden die T-Zellen nicht aktiviert, son-
dern sterben oder werden anerg, reagieren also nicht mehr auf erneuten Antigenkontakt (Schwartz
2003). Das dritte Signal bewirkt bei CD4-Zellen iiber verschiedene Zytokinmuster die Differenzie-
rung in die verschiedene Klassen von Effektorlymphozyten (Curtsinger et al. 1999). Nach der Ak-
tivierung zu Effektorlymphozyten konnen diese bei Kontakt mit ihrem Antigen auch ohne weitere

kostimulatorische Signale ihre Effektorfunktionen ausiiben.

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) nehmen als antigenprésentierende Zellen eine essentielle Rolle in der
Verkniipfung von angeborener und adaptiver Immunantwort ein. Sie entstehen im Knochenmark
und werden zu den Zellen des angeborenen Immunsystem gezahlt. Thre Name ist auf ihre Mor-
phologie zuriickzufiihren, da sie lange Auslaufer aufweisen, welche den Dendriten von Neuronen

ahneln (Steinman et al. 1973; Steinman et al. 2006).

1.3.1 Aktivierung von dendritischen Zellen und Induktion einer Immunantwort

Die zentrale Funktion von DC ist das Priming von T-Zellen. Dabei bestimmen DC maf3geblich,
ob gegen ein Antigen eine effiziente adaptive Immunantwort oder eine Toleranzreaktion induziert
wird (Shortman et al. 2001; Steinman et al. 2002). Unreife DC halten sich im peripheren Gewebe auf,
wo sie dauerhaft grofie Mengen an Antigen aufnehmen. Kommt es zu einer Infektion, werden die
DC tiber PRR, Gewebeschdden oder Entziindungsmediatoren aktiviert. Wahrend die unreifen DC

nicht in der Lage sind naive T-Zellen zu aktivieren, kommt es durch die Aktivierung zur Hochregu-
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lierung von MHC und kostimulatorischen Molekiilen, wie B7. Zudem wandern die aktivierten DC,
vermittelt durch die Expression von CCR7, vom peripheren Gewebe in den Lymphknoten (Caux
et al. 2000; Banchereau et al. 2000). Dort sind sie, als reife DC, in der Lage, antigenspezifische T-
Zellen zu aktivieren und damit die adaptive Immunantwort zu initiieren (Théry et al. 2001). DC,
welche nicht durch die Erregererkennungsmechanismen des angeborenen Immunsystems aktiviert
wurden, exprimieren hingegen keine kostimulatorischen Molekiile und induzieren bei Kontakt mit
bindenden T-Zellen Anergie. Dies ist essentiell um Immunantworten gegen Eigenantigene zu ver-

hindern (Steinman et al. 2003).

1.3.2 Antigenprozessierung

DC konnen auf verschiedene Arten Antigen aufnehmen, prozessieren und prisentieren. Extrazel-
luldre Pathogene, wie Bakterien oder 16sliche Antigene werden mittels Phagozytose oder Makro-
pinozytose in das endozytotische System aufgenommen und iiber MHC-II CD4-positiven Zellen
prasentiert. Zytosolische Antigene, die beispielsweise von Viren stammen, die DC infizieren, wer-
den tiber MHC-I CD8-positiven Zellen prasentiert. Dies sind die beiden klassischen Wegen der
Antigenprozessierung (Guermonprez et al. 2002). Daneben konnen durch den Prozess der Kreuz-
prasentation (cross-presentation) jedoch auch extrazelluldre Antigene nach Aufnahme in das endo-

zytére System iiber MHC-I CD8-positiven Zellen présentiert werden (Joffre et al. 2012).

1.3.3 Subtypen von dendritischen Zellen

Es werden zwei Hauptgruppen von DC unterschieden: konventionelle dendritische Zellen (cDC)
sowie plasmazytoide dendritische Zellen (pDC). Ein Uberblick iiber die Oberflichenmarker der
murinen DC-Subtypen findet sich in Tabelle 1.1.

Die cDC werden wiederum in weitere Subtypen eingeteilt, deren genaue funktionelle Charakte-
risierung Gegenstand aktueller Forschung ist (Merad et al. 2013; Heath et al. 2009; Mildner et al.
2014). Unter den DC, welche sich dauerhaft in lymphatischen Organen aufhalten, unterscheidet
man im murinen Immunsystem eine CD8+ CD11b- von einer CD8- CD11b+ Population. Dabei
scheinen CD8+ cDC insbesondere fiir die Aktivierung von CD8+ T-Zellen und fiir die Kreuzpri-
sentation von Antigenen zustandig zu sein (Haan et al. 2000). Die Funktion der CD11b+ ¢DC ist
schlechter verstanden, ihr zentrale Aufgabe ist wohl die Aktivierung von CD4+ T-Zellen (Dudziak
et al. 2007; Merad et al. 2013). In nicht-lymphatischen Organen existieren funktionell dquivalente
Zellpopulationen, welche jedoch zusitzlich durch den Oberflichenmarker CD103 charakterisiert

werden. Im nicht-lymphatischen Geweben unterscheidet man dabei CD11b- CD103+ cDC, welche



6 Einleitung

dquivalent zu den CD8+ ¢DC im lymphatischen Gewebe sind (Edelson et al. 2010), von CD11b+
cDC. In der Lamina propria des Darm existiert zudem eine Untergruppe der CD11b+ cDC, welche

zusitzlich CD103 exprimieren (Bogunovic et al. 2009).

Neben dieser Einteilung existiert in Lymphknoten zudem die Gruppe der tissue-migratory dendritic
cells. Dabei handelt es sich um cDC aus nicht-lymphatischen Geweben, welche durch das Lymphsys-
tem in den drainierenden Lymphknoten gewandert sind (Merad et al. 2013; Randolph et al. 2005).
Eine weitere, unabhdngige Untergruppe von cDC stellen die Langerhans-Zellen dar, welche sich in

der Epidermis der Haut befinden (Merad et al. 2008).

Im Gegensatz zu cDC spielen pDC nur eine untergeordnete Rolle in der T-Zell-Aktivierung. Viel-
mehr zeichnen sie sich durch die Expression bestimmter PRR und die starke Produktion von Typ-I
Interferonen aus und scheinen eine Bedeutung in der frithen Bekdmpfung viraler Infekte zu haben
(Cella et al. 1999; Reizis et al. 2011). Dariiber hinaus unterstiitzen sie cDC bei der Aufrechterhal-

tung eines proinflammatorischen Phinotyps (Kuwajima et al. 2006).

CD11c B220 CD11b CD8 CD103

cDC des lymphatischen Gewebes + - - + (+)
+ - + - -

des nicht-lymphatischen Gewebes + - - - +

+ - + - (+)

pDC + + - (+) -

Tabelle 1.1: Oberflachenmarker auf DC-Subtypen, adaptiert nach Merad et al. 2013

1.4 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tyeg) sind ein Subtyp von CD4+ T-Zellen, welche durch die Expression
des Transkriptionsfaktors FoxP3 charakterisiert sind. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen
zeichnen sie sich durch eine immunsuppressive Wirkung aus und haben eine wichtige Funktion

bei der Ausbildung von Toleranz gegeniiber Selbst-Antigenen (Hori 2003).

Es werden zwei Subtypen von Tieg unterschieden, die natiirlichen regulatorischen T-Zellen (nTreg)
und die induzierten regulatorischen T-Zellen (iTeg). Dabei entstehen nT,e; wihrend der T-Zell-
Reifung im Thymus aus potentiell autoreaktiven T-Zellen, welche T-Zell-Rezeptoren mit einer ho-
hen Affinitit fiir Selbstantigene aufweisen. iTy, differenzieren dagegen in der Peripherie aus naiven
T-Zellen unter dem Einfluss von TGF- und der Abwesenheit von proinflammatorischen Zytoki-
nen, wie IL-6 (Chen et al. 2003; Bettelli et al. 2006; Sakaguchi et al. 2008). Beide Subtypen von

Treg haben immunsuppressive Eigenschaften und unterdriicken in der Peripherie die Proliferation
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und Differenzierung von konventionellen T-Zellen. Fiir die Funktion der T;eg wurden zahlreiche
Mechanismen beschrieben, wichtige Prinzipien sind in Abbildung 1.1 dargestellt. Zentral ist da-
bei die Interaktion von Ty, mit antigenprésentierenden Zellen, insbesondere mit DC (Sakaguchi
et al. 2009). Teg konkurrieren dabei mit konventionellen T-Zellen um die Bindung an DC. Durch
die Aggregation von Ty, um die DC wird folglich die Bindung von konventionellen T-Zellen ver-
mindert (Onishi et al. 2008; Tadokoro et al. 2006). Zudem verhindern Tyg aktivierende und kosti-
mulatorische Signale der antigenprasentierenden Zelle an die T-Zellen. So weisen T, eine starke
Expression von CTLA-4 auf, welches die kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 bindet (Wing
et al. 2008). Des Weiteren exprimieren T CD25, die hoch-affine a-Kette des IL-2-Rezeptors. Die
Bindung von IL-2 durch Tieg hat zur Folge, dass weniger IL-2 zur T-Zell-Aktivierung zur Verfii-
gung steht (Fontenot et al. 2005; Boyman et al. 2012). Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die
Produktion von immunsuppressiven Zytokinen, wie IL-10 und TGF-p, sowie die Sekretion von
zytotoxischen Granzymen und Perforinen (Asseman et al. 1999; Cao et al. 2007; Sakaguchi et al.

2009).

Durch diese Eigenschaften nehmen Tieg eine zentrale Rolle in der Regulation von Immunantworten
ein. Auf der einen Seite tragen sie effizient zur Verhinderung von Autoimmunitit bei. So fithren
Mutationen von FoxP3 zum IPEX-Syndrom, dem X-chromosomalen Immundysregulation-, Po-
lyendokrinopathie-, Enteropathiesyndrom, einer schweren Autoimmunerkrankung, welche multi-
ple Organsysteme betrifft und in der Regel frith zum Tod fithrt (Ochs et al. 2005). Auf anderen Seite
sind Treg jedoch auch an einer unzureichenden Immunantwort gegen Tumore beteiligt (Nishikawa

et al. 2010).

1.5 Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe kleiner Signalproteine, welche eine zentrale Rolle in der
interzellulairen Kommunikation einnehmen und unter anderem Wachstum, Differenzierung und
Migration von Immunzellen und anderen Kérperzellen steuern. Sie werden von einer Vielzahl von
Zellen produziert. Sie binden an spezifische Zytokinrezeptoren und wirken autokrin, also auf die
produzierende Zelle selbst, parakrin, auf benachbarte Zellen und selten endokrin, iiber den Blutweg
auf weiter entfernte Zellen (Murphy et al. 2017). Einzelne Zytokine weisen ein weites Spektrum an
biologischen Funktionen auf. Daneben kénnen bestimmte Effekte in der Regel durch verschiedene
Zytokine erzielt werden, das System ist also durch eine ausgepriagte Redundanz gekennzeichnet

(Kishimoto et al. 1994).
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Abbildung 1.1: Zentrale Mechanismen der Suppression von konventionellen T-Zellen durch Te4:
(i) Kontakt mit dendritischen Zellen, (ii) Expression von CTLA-4, welches die kostimulatorischen Molekile
CD80/CD86 bindet, (iii) Expression der a-Kette des IL-2-Rezeptors (IL-2-R), welcher hoch-affin IL-2 bindet,
(iv) Produktion immunsuppressiver Zytokine, wie IL-10 und TGF-p.

Zytokine lassen sich in fiinf Hauptgruppen einteilen: Interleukine, Interferone, koloniestimulieren-
de Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine (chemotaktische Zytokine, siehe Abschnitt
1.6). Beispiele fiir Interleukine sind IL-1a und IL-1p, die eine Rolle in der Entstehung von Fieber,
sowie dem Ablauf verschiedener Immunantworten spielen (Dinarello 2009), IL-2, welches eine T-
Zell-Proliferation und -Differenzierung bewirkt (Boyman et al. 2012), das Akute-Phase-Protein
IL-6 oder das immunsuppressive IL-10. Dabei werden einige Interleukine anhand von strukturel-
len Ahnlichkeiten in verschiedene Familien gruppiert, die hiufig auch funktionelle Ahnlichkeiten
aufweisen. So werden beispielsweise elf Zytokine, darunter IL-1a, IL-1p und IL-18 zur IL-1-Familie

zusammengefasst (Dinarello 2013).

Zu den Interferonen gehdren zum einen die antiviral wirksamen Typ-I Interferone IFN-a und
IFN-B, sowie das Makrophagen-aktivierende IFN-y (McNab et al. 2015). Einer der am lédngsten

bekannten Tumornekrosefaktoren ist das Akute-Phase-Protein TNF-a.

Koloniestimulierende Faktoren (CSF, engl. colony-stimulating factor), sind Wachstumsfaktoren, wel-
che Wachstum, Differenzierung und Aktivitit von hamatopoetischen Zellen stimulieren. Wichtige
Vertreter sind dabei der Granulozyten-stimulierende G-CSF (granulocyte colony-stimulating fac-
tor), der Makrophagen-stimulierende M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), sowie GM-CSF

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), welcher die myelomonozytire Zellreihe und
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insbesondere DC stimuliert (Metcalf 1986; Laar et al. 2012).

1.6 Chemokine

Fiir den Ablauf einer addquaten Immunreaktion ist das komplexe Zusammenspiel vieler Immun-
zellen nétig, welche zur richtigen Zeit am richtigen Ort sein miissen. So miissen Immunzellen wah-
rend der Lymphozytenentwicklung, der Inmunhomdoostase, der Ausbildung einer Immunantwort,
sowie der Rekrutierung zum Ort der Entziindung kontinuierlich Wanderungsbewegungen durch-
fithren. Die Migration und gezielte Positionierung von Immunzellen wird insbesondere durch Che-

mokine gesteuert (Griffith et al. 2014).

Chemokine sind eine Gruppe kleiner Signalproteine, die chemotaktische Eigenschaften aufwei-
sen. Sie konnen von einer Vielzahl von Zellen sezerniert werden und binden klassischerweise an
G-Protein-gekoppelte Chemokinrezeptoren. Die Bindung fiihrt auf der Zielzelle zu Verdnderun-
gen der zelluliren Adhésionsmolekiile und des zelluliren Zytoskeletts und damit zur gerichteten

Migration entlang des Konzentrationsgradienten des Chemokins (Johnston et al. 2002).

Die Chemokine werden in vier Hauptfamilie unterteilt: Die CC-, CXC-, CX3C- und XC-Familie.
Diese Unterteilung erfolgt anhand der Position und Zahl der N-terminalen Zysteinreste in der Ami-
nosédurekette. CC-Chemokine weisen am N-Terminus zwei unmittelbar benachbarte Zysteine auf,
bei den CXC-Chemokinen werden die beiden Zysteine von einem Aminosédurerest, bei den CX3C-
Chemokinen von drei Aminosédurereste getrennt. XC-Chemokine weisen N-terminal lediglich ei-
nen Zysteinrest auf. In der systematischen Nomenklatur werden die Chemokine, also die Liganden,
mit dem Buchstaben L gekennzeichnet, die Chemokinrezeptoren mit dem Buchstaben R. Dabei
konnen verschiedene Chemokine an verschiedene Rezeptoren binden. Beispielsweise binden die

beiden Chemokine CCL17 und CCL22 an den Rezeptor CCR4 (Charo et al. 2006; Mantovani 1999).

1.6.1 Das Chemokin CCL22

Das Chemokin CCL22 wurde Ende der 1990er-Jahre erstmals von Godiska et al. aus humanen Ma-
krophagen isoliert und urspriinglich als macrophage-derived chemokine (MDC) bezeichnet (Godis-
ka et al. 1997). Ein Jahr spiter erfolgte die Erstbeschreibung des analogen murinen Proteins, dessen

Aminoséduresequenz zu 83 % mit dem humanen Protein tibereinstimmt (Schaniel et al. 1998).

CCL22 wird insbesondere in lymphatischen Organen wie Thymus, Lymphknoten und Milz expri-

miert, zu geringeren Mengen auch in Darm und Lunge (Godiska et al. 1997; Schaniel et al. 1998;
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Chang et al. 1997). Der wichtigste Produzent von CCL22 sind DC (Tang et al. 1999; Vulcano et
al. 2001). Daneben wurde eine Produktion durch Makrophagen (Godiska et al. 1997), aktivierte
B-Zellen (Schaniel et al. 1998), aktivierte T-Zellen (Iellem et al. 2000) und NK-Zellen (Andrew et
al. 1998), sowie durch medulldre Epithelzellen des Thymus (Chantry et al. 1999), Epithelzellen des
Darms (Berin et al. 2001) und Keratinozyten (Fujii-Maeda et al. 2004) beschrieben.

Neben einer homoostatischen Produktion kann die Expression von CCL22 durch verschiedene
Stimuli reguliert werden. Beispielsweise wird die Produktion durch pro-inflammatorische Zyto-
kine wie IL-1 und TNF-a und mikrobiellen Produkte wie LPS (Rodenburg et al. 1998; Vulcano
et al. 2001) stimuliert. So fithrt auch die Ausreifung von DC zur starken Steigerung der CCL22-
Produktion (Vulcano et al. 2001; Sallusto et al. 1999). Daneben wird die Produktion von CCL22
durch Ty;-assoziierten Zytokinen wie IL-4 und IL-13 stimuliert, inhibierend wirkt beispielsweise

Interferon-y (Bonecchi et al. 1998b).

Der einzige bekannte Rezeptor fiir CCL22 ist CCR4, so dass CCL22 die Migration von CCR4-ex-
primierenden Zellen bewirkt. Neben CCL22 bindet CCR4 zudem das Chemokin CCL17 (Imai et al.
1998). CCR4 wird vorrangig von bestimmten Subtypen von T-Zellen exprimiert, darunter insbe-
sondere Ty,-Zellen (Bonecchi et al. 1998a), Tyey (Iellem et al. 2001), Haut-spezifischen T-Zellen,
sogenannten skin-homing-Lymphozyten (Soler et al. 2003), aber auch Tp;7-Zellen (Lim et al. 2008).
Iellem et al. konnten zeigen, dass CCL22 eine potente Migration von Ty bewirkt und stellten die
Hypothese auf, dass es als ,,regulatorisches Chemokin* zur Kontrolle von tiberschieflender Immu-

nitét beitragen konnte (Iellem et al. 2001).

Durch die Wirkung auf die oben beschriebenen T-Zell-Subtypen wird die Rolle von CCL22 in
verschiedenen Erkrankungen diskutiert. So konnten beispielsweise erhéhte CCL22-Level bei ver-
schiedenen Ty, -assoziierten, allergischen Erkrankungen, wie atopischer Dermatitis (Kakinuma et
al. 2002), Asthma (Yang et al. 2017) oder allergischer Rhinitis (Campbell et al. 2002) nachgewiesen
werden. Die Rekrutierung von Ty, konnte auf der einen Seite zur Aufrechterhaltung von Immun-
toleranz und der Verhinderung von Abstoflungsreaktionen nach Organtransplantation (Lee et al.

2005), auf der anderen Seite zur Ausbildung eines immunsuppressiven Tumormilieus beitragen.

1.7 Tumorimmunologie

Jeder maligne Tumor geht aus einer einzelnen Zelle hervor, welche durch die progressive Anhau-

fung von Mutation von einer normalen Zelle zu einer maligne entarteten Tumorzelle transformiert.
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Neben der Bekimpfung von Infektionen ist es eine Aufgabe des Immunsystems, entartete Zellen
zu erkennen und zu eliminieren. Die Hypothese der immune surveillance wurde in den 1950er Jah-
ren von Burnet und Thomas aufgestellt und seither kontinuierlich weiterentwickelt (Burnet 1957).
Mittlerweile geht man von drei Phasen der immune surveillance aus. In einer ersten Phase, der elimi-
nation phase, wird eine Tumorzelle durch verschiedene Typen von Immunzellen, wie T-Zellen und
NK-Zellen, erfolgreich erkannt und beseitigt. In der zweiten Phase, der equilibrium phase kommt
es dadurch jedoch zu einem Selektionsdruck, welche die Entstehung von immunresistenten Varian-
ten begiinstigt. In der dritten Phase, der escape phase, hat der entartete Tumor schliellich geniigend
Mutationen angehéuft, um der Kontrolle durch das Immunsystem zu entgehen. In der Folge kann

der Tumor progressiv wachsen und wird klinisch apparent (Dunn et al. 2004).

Es wurde eine Vielzahl von Mechanismen beschrieben, welche von Tumoren genutzt werden, um
der Kontrolle durch das Immunsystem zu entgehen (Schreiber et al. 2011; Drake et al. 2006; Gaje-
wski et al. 2013; Murphy et al. 2017). Einige Tumore weisen zunachst eine geringe Immunogenitat
auf, da sie anfangs oft keine tumorspezifischen Antigene exprimieren, welche von dem Immunsys-
tem als fremd erkannt werden konnen. Zudem konnen eine reduzierte Antigenprasentation iiber
MHC-I oder fehlende kostimulatorische Signale zu einer ungeniigenden Stimulation von T-Zellen
tithren (Koopman et al. 2000; Cabrera et al. 1996; Dong et al. 2002). Dariiber hinaus kdnnen Tumo-
re durch die Sekretion von Stoffen wie Kollagen eine mechanische Barriere schaffen um sich vor
einer ausreichenden Infiltration durch Immunzellen zu schiitzen (Salmon et al. 2012). Schliefllich
generieren viele Tumore ein immunsuppressives Mikromilieu, welches die ausreichende Bekdamp-

fung des Tumors durch das Immunsystem unterdriickt (Rabinovich et al. 2007).

Die Bestandteile des immunsuppressiven Mikromilieus sind vielfaltig. Einige Tumore sezernieren
immunsuppressive Zytokine, wie TGF-p (Wrzesinski et al. 2007) oder produzieren das Enzyms
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), welches die Produktion des immunsuppressiven Kynurenin
katabolisiert (Uyttenhove et al. 2003). Diese Faktoren hemmen die Funktion von T-Zellen, TGF-f
induziert zudem Tieg. Daneben exprimieren manche Tumore Proteine auf ihrer Zelloberflache wie
PD-L1, das den inhibitorischen Rezeptor PD-1 auf aktivierten T-Zellen bindet (Blank et al. 2004).
Schliefllich tragen verschiedene suppressive Immunzellpopulationen, wie MDSC (myeloid-derived
suppressor cells), Tumor-assoziierte Makrophagen und Tieg, zum immunsuppressiven Tumormilieu

bei (Movahedi et al. 2008; Noy et al. 2014).

Treg nehmen eine essentielle Rolle im immunsuppressiven Tumormilieu ein, wo sie tumorspezi-

fische Effektor-T-Zellen unterdriicken. So konnten erhéhte Zahlen von Tieg in einer Vielzahl an



12 Einleitung

humanen Tumorentitdten nachgewiesen werden, wie zum Beispiel in verschiedenen gastrointesti-
nalen Tumoren, Pankreas-, Leber-, Lungen- und Brustkrebs, sowie im malignen Melanom. In man-
chen Tumorentitaten, wie dem Ovarial-, Magen- und Mammakarzinom, ist ein erhohter Anteil an
Treg an den tumorinfiltrierenden Lymphozyten zudem mit einer schlechteren Prognose verbun-
den (Nishikawa et al. 2010). In Mausmodellen konnte zudem gezeigt werden, dass ein Depletion
von CD25+ Theg zu einer verstirkten Abstoflung von Tumoren fithrte (Onizuka et al. 1999). Auch
beim Menschen ist die Depletion von Ty fiir die Tumortherapie relevant. So konnte zum Bei-
spiel gezeigt werden, dass die Funktion des Anti-CTLA-4-Antikorpers Ipilimumab, welcher als
Checkpoint-Inhibitor zur Therapie des malignen Melanoms zugelassen ist, sich unter anderem

durch die Depletion von CTLA-4-exprimierenden Ty erkldren ldsst (Nishikawa et al. 2014).

Die Migration von Tyeg in den Tumor wird von Chemokinen vermittelt. Curiel et al. zeigten 2004
erstmals am Beispiel des Ovarialkarzinoms, dass die Akkumulation von CCR4-exprimierenden
Treg im Tumorgewebe durch CCL22 vermittelt wird (Curiel et al. 2004). Inzwischen konnten in
verschiedenen Tumorentititen hohe CCL22-Konzentrationen nachgewiesen werden, beispielswei-
se im Magenkarzinom (Wu et al. 2018; Mizukami et al. 2008), im Mammakarzinom (Faget et al.

2011; Gobert et al. 2009), sowie bei hdmatologischen Neoplasien (Ishida et al. 2006).

1.8 Fragestellung

Tumore nutzen eine Vielfalt von Mechanismen, um eine effektive antitumorale Immunantwort
zu unterdriicken. Dabei spielt die intratumorale Akkumulation von immunsuppressiven Ty, eine
wichtige Rolle. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Migration von Tyeg in den Tumor
durch das Chemokin CCL22 vermittelt werden kann. CCL22 ist in einer Vielzahl von Tumorentita-
ten exprimiert und stellt ein potentielles Ziel antitumoraler Inmuntherapie dar (Curiel et al. 2004;
Gobert et al. 2009; Anz et al. 2015). Es ist daher essentiell, zu verstehen, wie genau es im Tumor-
gewebe zu einer Induktion von CCL22 kommt. Wahrend in vitro die Induktion von CCL22 durch
verschiedene Zytokine nachgewiesen wurde, ist iiber die genauen Mechanismen der intratumora-

len CCL22-Induktion wenig bekannt.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die intratumorale CCL22-Induktion durch zwei Zytokine, IL-1
und GM-CSE, untersucht werden. IL-1 ist ein Zytokin, welches im tumoralen Immunmilieu ent-
halten ist (Mantovani et al. 2018) und in vitro CCL22 induzieren kann (Rodenburg et al. 1998).
Es sollte analysiert werden, ob IL-1 von Tumorzelllinien exprimiert wird und diese CCL22 indu-

zieren konnen. Weiter sollte untersucht werden, ob sich durch eine Reduktion des intratumoralen
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IL-1 in vitro und in vivo die CCL22-Produktion beeinflussen lasst. GM-CSF ist ein Zytokin, das
auf der einen Seite wegen seiner immunstimulierende Effekte in der antitumoralen Immunthera-
pie erprobt wird, auf der anderen Seite jedoch auch immunregulatorische Eigenschaften aufweist
(Bhattacharya et al. 2015). Es sollte untersucht werden, ob GM-CSF die CCL22-Ausschiittung sti-
mulieren kann und ob in Folge die Sekretion von GM-CSF durch Tumore zu einer gesteigerten

CCL22-Produktion fithren kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Funktion von CCL22 in dendritischen Zellen (DC) genau-
er analysiert werden. DC nehmen eine zentrale Rolle im Immunsystem ein und tragen mafigeb-
lich dazu bei, ob eine Immunantwort oder eine Toleranzreaktion ausgelost wird (Banchereau et al.
2000; Steinman et al. 2002). Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass das Fehlen
von CCL22 in DC zu einem immunstimulierenden Phénotyp fiihrt. Eine Vakzinierung von Mau-
sen mit Ovalbumin-beladenen, CCL22-defizienten DC fiithrte dabei zu einer deutlich stirkeren
Impfantwort als die Vakzinierung mit CCL22-exprimierenden DC (Rapp et al. 2019). Ziel dieser
Arbeit war es die CCL22-defizienten DC genauer zu charakterisieren, um mégliche Mechanismen
fiir den beobachteten Phianotyp zu identifizieren. Insbesondere sollten dafiir wichtige Funktionen
von DC untersucht werden, wie Antigenprozessierung und -présentation, Verhalten in vivo, sowie
Anlockung von Tyeg. Weiterhin sollte untersucht werden, welche Subtypen von DC CCL22 expri-

mieren.






2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

COg-Inkubator (BD6220)

Heraeus, ThermoFisherScientific (Waltham,

USA)
FACS Aria BD Biosciences (New Jersey, USA)
FACS Canto Il BD Biosciences (New Jersey, USA)

FACS LSRFortessa

Lichtmikroskope PrimoVert, Axiovert 25 und
Axiovert 40

MACS-Magnete MiniMACS, QuadroMACS
Minizentrifuge Sprout

Mithras LB940 Multilable plate reader

Multifuge 3L-R, X3R und 4KR

Mr. Frosty™ Kryobehélter
Nanodrop 2000c Spectrophotometer

Neubauerz&hlkammer Improved

Schuttler Shaker DOS-10L
Sterilbank (Flow) HeraSafe KS
pH-Meter

T3 Thermocycler

15

BD Biosciences (New Jersey, USA)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Berthold Technologies (Bad Wildbad,
Deutschland)

Heraeus, ThermoFischerScientifix
(Massachusetts, USA)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
Assistent® Glaswarenfabrik Karl

Hecht GmbH & Co KG (Sondheim/Rhén,
Deutschland)

NeolLAB (Heidelberg, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
WTW (Weilheim, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
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Thermomixer compact

Ultrazentrifuge (Optima max-xp)
Vortexer Vortex Genie 2TM

Vortexer VF2

Waagen Kern KB und ALJ

Warme- und Trockenschrank Heraeus
Rollenmischer CAT RM 5

Zentrifuge Rotina 420R

Zentrifuge Heraeus Pico17 und Fresco17

Zentrifuge 5415R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

MACS-Séaulen MS, LS, LD
Transwellplatten (Polycarbonat Membran
3 pum PorengroBe)

Zellsiebe MACS Smartstrainers 30 pm,
70 pm, 100 pm

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Beckmann Coulter (California, USA)
Scientific Industries (New York, USA)

Janke & Kunkel KG (Staufen, Deutschland)
Kern & Sohn GmbH (Balingen, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

Karl Hecht KG (Sondheim, Deutschland)
Hettich GmbH (Tuttlingen, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Corning (Corning, USA)

Miltenyi (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur wurden von Corning (Corning, USA), Greiner (Fricken-

hausen, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und Sarstedt (Niimbrecht, Deutsch-

land) bezogen, Zellscraper bei Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), ELISA Mikrotiterplatten bei

Corning (Corning, USA), Mikrotiterplatten fiir gqRT-PCR bei Biozym Scientific (Hessisch Olden-

dorf, Deutschland), Spritzen und Kaniilen bei Becton, Dickson & Company (Drogheda, Irland).

2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Reagenzien

Anakinra Kineret® 100 mg/0,67 ml

BD Pharm Lyse Lysepuffer

Biocoll Trennlésung (1,077 g/ml)
Bovines Serumalbumin (BSA), Albumin
Fraktion V

Chloroform/Trichlormethanol

Sobi (Stockholm, Schweden)
BD Biosciences (San Diego, CA, USA)
Biochrom (Berlin, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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DNAse | (Deoxyribonuklease | von bovinem
Pankreas)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Easycoll Trennlésung (Dichte 1,124 g/ml)
Ethanol 100 %

Ethanol absolut, AnalaR Normapur

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FlUssiger Stickstoff

Heparin-Natrium 25.000 IE/5 ml

Imject Alum Adjuvant

Isofluran

Isopropanol 100 %

Iso-(2)-Propanol absolut, EMSURE
Kollagenase-D (von Clostridium histolyticum)
NaCl 0,9 %, Spullésung
Natriumchlorid

Natronlauge (NaOH) 1 N

Ovalbumin (Albumin from chicken egg)
Ovalbumin OVA257-264 Peptid (SIINFEKL)
Paraformaldehyd (PFA)

Phosphate Buffered Saline (PBS), steril
PBS Dulbecco, Pulver

Polybren

Nuklease-freies Wasser

Salzséure (HCI) 1 N

Schwefelsaure (HoSO4) 2 N

Tris

Trypanblau

Tween 20

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Apotheke Innenstadt, LMU Mdnchen
VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois,
Frankreich)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Linde AG (Pullach, Deutschland)
Ratiopharm (Ulm, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
CP-Pharma (Burgdorf, Deutschland)
Apotheke Innenstadt, LMU Minchen
Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Baxter (UnterschleiBheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Invitrogen (Toulouse, Frankreich)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Promega (Madison, WI, USA)

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen
Apotheke Innenstadt, LMU Minchen
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

2.1.4 Rekombinante Zytokine, Chemokine und TLR-Agonisten

Murines IL-4

Peprotech (Hamburg, Deutschland)
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Murines GM-CSF

CpG oligonucleotide ODN 1826

2.1.5 siRNA

IL1A (ID 3552) Trilencer-27 Human siRNA
lI1a (ID 16175) Trilencer-27 Mouse siRNA
lI1b (ID 16176) Trilencer-27 Mouse siRNA

2.1.6 Reagenzienansitze
2.1.6.1 Organlysate und Bradford-Assay

DC™ Protein Assay
Bio-Plex Cell Lysis Kit

2.1.6.2 Transfektionsreagenzien

GenedJuice® Transfection Reagent
Lipofectamine® RNAIMAX Transfection

Reagent

Peprotech (Hamburg, Deutschland)
oder

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

InvivoGen (Toulouse, Frankreich)

Origene (Rockville, USA)
Origene (Rockville, USA)
Origene (Rockville, USA)

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)

Merck Millipore (Darmstadt,Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

2.1.6.3 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und qRT-PCR

KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix (2X)

Universal

peqGOLD TriFast™

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

2.1.6.4 ELISA-Kits und Reagenzien

Human CCL22/MDC DuoSet®

Kapa Biosystems, Inc. (Wilmington, USA)

Peqglab, VWR International GmbH (Erlangen,

Deutschland)

ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

R&D Systems (Minneapolis, USA)
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Mouse CCL22/MDC DuoSet®
Mouse GM-CSF ELISA MAX™
Mouse IFN-y ELISA MAX™
TMB Substrate Reagent Set

2.1.6.5 Zellseparationskits

CD11c MicroBeads mouse

2.1.7 Materialien fiir Durchflusszytometrie

Propidium-lodid (PI)

Zombie Aqua™ Fixable Viability
CountBright™ Absolute Counting Beads
FACSFlow, FACSSafe, FACSClean
Foxp3 Staining Buffer Set

CFSE Cell Division Tracker Kit

Cell Proliferation Dye eFluor® 450

2.1.7.1 FACS Antikorper

R&D Systems (Minneapolis, USA)
BioLegend (San Diego, USA)
BioLegend (San Diego, USA)

BD Bioscience (San Diego, CA, USA)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,

Deutschland)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

BioLegend (San Diego, USA)

Life Technologies (Eugene, USA)

BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
eBioscience (San Diego, USA)
BioLegend (San Diego, USA)

eBioscience (San Diego, USA)

FACS Antikorper wurden von BioLeged (San Diego, USA), eBioscience (San Diego, USA) oder BD

Bioscience (San Jose, CA, USA) bezogen.

Antigen Klon Verwendete Fluorochrome Hersteller
CD3 145-2C11 PE, APC, PE/Cy7 BioLegend

17A2 FITC BioLegend
CD4 RM4-5 FITC BioLegend

GK1.5 PE, Pacific Blue, APC/Cy7 BioLegend
CcD8 53-6.7 FITC, APC, PerCP, APC/Cy7, PE BioLegend
CD11c N418 APC, FITC, PerCP BioLegend
CD80 16-10A1 PE, APC BioLegend
CD86 GL-1 PE, FITC BioLegend
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FoxP3 MF-14 PE, Pacific Blue BioLegend
FJK-16s eFluor 450, PE eBioscience
cD103 2E7 FITC, APC BioLegend
B220/CD45R RA3-6B2 PE/Cy, Pacific Blue BioLegend
16A FITC BD Bioscience
I-Ab (MHC-II) AF6-120.1 FITC BioLegend

2.1.8 Primer und Sonden

Fiir qRT-PCR-Analysen wurden Primer von Metabion (Martinsried, Deutschland) und Eurofins
(Ebersberg, Deutschland) bezogen, Sonden der Universal Probe Library (UPL) von Roche (Mann-

heim, Deutschland).

2.1.8.1 Primer und Sonden fiir murine Proben

Gen Primer UPL Sonde

B-Actin forward: 5' CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG 3' 64
reverse: 5' ACC AGA GGC ATA CAG GGA CA 3!

IL-1a forward: 5' TTG GTT AAA TGA CCT GCA ACA 3' 52
reverse: 5' GAG CGC TCA CGA ACA GTIT G 3'

IL-1B forward: 5' AGT TGA CGG ACC CCA AAA G 3' 38
reverse: 5' AGC TGG ATG CTC TCA TCA GG 3'

CCL22 forward: 5' TCT TGC TGT GGC AAT TCA GA 3' 74

reverse: 5' GCA GAG GGT GAC GGA TGT AG 3'

2.1.8.2 Primer und Sonden fiir humane Proben

Gen Primer UPL Sonde

B-Actin forward: 5' CCA ACC GCG AGA AGA TGA 3' 64
reverse: 5' CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG 3'

IL-1a forward: 5' GGT TGA GTT TAA GCC AAT CCA 3' 6
reverse: 5' TGC TGA CCT AGG CTT GAT GA 3'

IL-1B forward: 5' TAC CTG TCC TGC GTG TTG AA 3' 78

reverse: 5' TCT TTG GGT AAT TTT TGG GAT CT 3'
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2.1.9 Zelllinien

Zelllinie Zellart (Hintergrund) Herkunft

4T1 Murine Mammakarzinom-Zelllinie (BALB/c) ATCC (Manassas, VA, USA)
CT26 Murine Kolonkarzinom-Zelllinie (BALB/c) ATCC (Manassas, VA, USA)
HEK293T Humane embryonale Nierenzelllinie ATCC (Manassas, VA, USA)
Hepa 1-6 Murine Hepatom-Zelllinie (C57L) Mike Helms, Sanofi-Aventis

PaTu-8988T Humane Pankreaskarzinom-Zelllinie

2.1.10 Materialien fiir die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

Fetales Kalberserum (FCS)

L-Glutamin 200 mM

MEM Non-essential amino acids (NEAA,
100 x)

MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit
Natrium-Pyruvat

Opti-MEM

Penicillin/Streptomycin (100 x)
Plasmocure™

Puromycin

RPMI 1640 (Roswell Park Memory Institute)

2-Mercaptoethanol
Trypsin (10 x)
VLE (Very Low Endotoxin) RPMI

Ziegenserum (Normal goat serum)

(Frankfurt, Deutschland)
Prof. Michl (Marburg,

Deutschland)

Lonza (Basel, Schweiz)

Gibco, Life Technologies (Grand Island, NY,
USA)

Lonza (Basel, Schweiz)

Gibco, Life Technologies (Grand Island, NY,
USA)

Lonza (Basel, Schweiz)

Biochrom (Berlin, Deutschland)

Gibco, Life Technologies (Grand Island, NY,
USA)

Lonza (Basel, Schweiz)

InvivoGen (San Diego, USA)

InvivoGen (San Diego, USA)

Lonza (Basel, Schweiz)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Lonza (Basel, Schweiz)

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
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2.1.10.1 Zellkultur-Medien

DMEM-Vollmedium
in DMEM: 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Medium fiir dendritische Zellen (DC-Medium)
in RPMI: 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin

Kryomedium

in FCS: 10 % DMSO

T-Zell-Medium
in RPMI: 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin,
1 mM Natrium-Pyruvat, 1 % MEM NEAA

Proliferation-Assay-Medium
in VLE RPMI: 10 % FCS, 2 mM L-Glutamine, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
1 mM Natrium-Pyruvat, 1 % MEM NEAA, 50 um 2-Mercaptoethanol

2.1.11 Puffer

ELISA-Coating-Buffer (fiir BioLegend ELISA)
8,4 g NaHCO3, 3,56 g NapCO3, in HoO; pH 9,5

ELISA-Verdiinnungspuffer
1 % BSA in PBS oder 10 % FCS in PBS

ELISA-Waschpuffer
0,05 % Tween 20 in PBS; pH 7,2 bis 7,4

Erylyse-Puffer
10 % BD Pharm Lyse in in HoO

Kollagenase-DNAse
in RPMI 1640: 1 mg/ml Kollagenase-D, 0,05 mg/ml DNAse I

MACS-Puffer
2 mM EDTA, 0,5 % BSA in PBS
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Puffer zum Fixieren von FACS-Fiarbungen

1 % PFA (Paraformaldehyd) in PBS

TEN-Puffer
Tris 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM in H5O, pH 7,4

Die angegebenen pH-Werte wurden mit NaOH und HCl am pH-Meter eingestellt.

2.1.12 Software

Adobe Creative Suite Adobe Systems (San Jose, USA)
FlowJo Tree Star (Ashland OR, USA)

GraphPad Prism® GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA)
Microsoft Office Microsoft (Redmond, USA)

Sublime Text Sublime HQ Pty Ltd (Sydney, Australien)

2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1 Mause

Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns waren die weiblichen und méannlichen Versuchstiere sechs
Wochen bis sechs Monate alt. Die Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern geneh-
migt. C57BL/6 und BALB/c Wildtyp-Mause (WT) wurden von Janvier (Genest Saint Isle, Frank-
reich) bezogen. CCL22-Knockout-Mdusen (CCL22-KO) kamen aus der eigenen Zucht und wur-
den urspriinglich iiber das Knockout-Mouse-Projekt des National Institue of Health bestellt (Rapp
2013). OT1-Miuse wurden freundlicherweise von Prof. Endres, PD Kobold (Abteilung fiir Klini-
sche Pharmakologie, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Die CCL22-KO- und OT1-Mause wiesen

einen BL/6-Hintergrund auf.

2.2.2  Entnahme von Organen

Die Tétung der Mause erfolgte durch zervikale Dislokation unter Isoflurananasthesie oder durch
Begasung mit hochprozentigem CO3. Nach Desinfektion des Bauchfells mit Ethanol wurden je
nach Versuchsziel Milz, periphere (brachiale, axilldre, inguinale) und mesenterische Lymphknoten,
oder Femur und Tibia entnommen. Zur Entnahme von Femur und Tibia wurde das Fell vom Bein

abprépariert, Muskulatur, Binder und Bindegewebe entfernt und die Knochen an Hiift-, Knie- und
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Sprunggelenk luxiert.

Organe, aus denen im Folgenden Einzelzellsuspensionen hergestellt werden sollten, wurden in PBS
auf Eis gelagert. Proben fiir Organlysate wurden in Alufolie in fliissigem Stickstoff eingefroren und

bis zur weiteren Verarbeitung bei -80° gelagert.

2.2.3 Herstellung von Einzelzellsuspensionen
2.2.3.1 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus der Milz

Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus einer Milz wurde diese in eine Petrischale gelegt,
mit einer Pinzette fixiert und durch mehrfaches Einstechen mit einer Spritze mit 5 bis 10 ml T-
Zell-Medium oder PBS (supplementiert mit FCS) gespiilt. Die Spiillosung wurde darauthin durch
ein Zellsieb mit 30 um Porengrofie gegeben, die gespiilte Milz durch selbiges Sieb mit einem Sprit-
zenstempel gedriickt und das Sieb ausgiebig mit PBS oder 0,9 % NaCl-Losung gespiilt. Nach ei-
ner Zentrifugation (400 g, 5 bis 10 Minuten, 4°) wurde zur Lyse der Erythrozyten 3 ml hypotoner
Erylyse-Puffer hinzugegeben, 3 Minuten inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 40 ml PBS
oder 0,9 % NaCl-Losung abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation, wurden die isolierten Spleno-

zyten in ein geeignetes Medium oder Puffer aufgenommen.

2.2.3.2 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus Lymphknoten

Hierfiir wurden die Lymphknoten mit einem Spritzenstempel durch ein Zellsieb mit 30 um Poren-
grofie gedriickt, das Sieb mit PBS oder 0,9 % NaCl-Losung gespiilt und die isolierten Zellen nach
einer Zentrifugation (400 g, 5 bis 10 Minuten, 4°) in ein geeignetes Medium oder Puffer aufgenom-

men.

2.2.4 Generieren von dendritischen Zellen aus Knochenmark

Die Herstellung von dendritischen Zellen aus dem Knochenmark, sogenannten bone marrow-de-
rived dendritic cells (BMDC), erfolgte durch Differenzierung von isolierten Knochenmark-Zellen
mit GM-CSF und IL-4. Hierfiir wurden Femur und Tibia entnommen, mit einem Skalpell die Kno-
chenepiphysen entfernt und die so eréffnete Markhohle mit einer Spritze (27 G Kaniile) mit DC-
Medium gespiilt. Knochenmark und Medium wurden zur Entfernung von Knochenresten durch
ein Zellsieb mit 30 um Porengréfie gegeben, das Sieb im Anschluss mit Medium gespiilt. Nach ei-
ner Zentrifugation (400 g, 5 bis 10 Minuten, 4°) wurde zur Lyse der Erythrozyten 3 ml hypotoner

Erylyse-Puffer hinzugegeben, nach 3-miniitiger Inkubation die Reaktion durch Zugabe von 40 ml
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PBS oder 0,9 % NaCl-Lésung abgestoppt und erneut zentrifugiert. Die isolierten Knochenmarkzel-
len wurden darauthin in DC-Medium, supplementiert mit 20 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4,
aufgenommen (4 bis 10 x 10° Zellen pro 10 ml Medium) und fiir 7 Tage in 10 cm-Schalen oder
Zellkulturflaschen im Brutschrank inkubiert. Innerhalb dieser Zeit wurde ein- bis zweimal frisches
Medium hinzugegeben. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden adharente BMDC mit Hilfe ei-
nes Zellscrapers vom Schalen- oder Flaschenboden gelst und gemeinsam mit den Suspensionszel-
len fiir weitere Versuche verwendet. Die Differenzierung zu BMDC wurde durchflusszytometrisch
durch Farbung von CDl1c iiberpritft. Bei der weiteren Kultur der BMDC wurde dem Medium
weiterhin 20 ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4 zugefiigt.

2.2.5 Organlysate und Bestimmung der Proteinkonzentration

Organe wurden mit fliissigem Stickstoft gefroren und in einem Morserschdlchen zu einem feinen
Pulver verarbeitet. Nach Zugabe von 25 bis 150 ul Bio-Plex Lyse Puffer, wurden die Proben 30 Se-
kunden gevortext, 15 Minuten auf Eis inkubiert, abermals 30 Sekunden gevortext, 15 Minuten bei
4° und 10.000 bis 15.000 g abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Lysate bis zur wei-

teren Verwendung bei -80° eingefroren.

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in den Organlysaten erfolgte mit dem kolori-
metrischen DC™ Protein Assay, welcher der Proteinbestimmung nach Lowry dhnelt. Die Reaktion
verlduft in zwei Schritten. Zunéchst werden unter alkalischem pH die Peptidbindungen des Prote-
ins mit Kupfer-(II)-Ionen komplexiert, wodurch in einem zweiten Schritt das gelbe Folin zu einem
blau-gefirbten Produkt reduziert wird (Peterson 1979). Fiir den Assay wurden 6 pl Probe oder
Standard und 25 pl A*-Losung in eine Mikrotiterplatte gegeben, im Anschluss 200 ul B-Losung
zugegeben. Nach circa 15 Minuten Inkubationszeit konnte nun die optische Dichte des Farbum-
schlags mit Hilfe des Multilable Plate Readers bei 750 nm bestimmt werden. Zur Bestimmung der
absoluten Proteinkonzentration wurde die optische Dichte der Proben mit einer Standardreihe mit
bekannter Proteinkonzentration verglichen. Der Standard wurde dabei aus BSA, PBS und Lysepuf-

fer hergestellt.

2.2.6 Behandlung mit GM-CSF

Die Behandlung von WT- und CCL22-KO-Miusen erfolgte als fiinftagiger Therapiezyklus. Dabei
wurden an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 2 ug rekombinantes murines GM-CSF (in PBS
gelost) intraperitoneal injiziert (Behandlungsschema nach Bhattacharya et al. 2011). Den Versuchs-

tiere der Kontrollgruppe wurde eine entsprechende Menge an PBS injiziert.
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2.2.7 Adoptiver Transfer und in-vivo-Tracking von dendritischen Zellen

Zur Untersuchung der Migration von DC in vivo wurden BMDC mit einem Proliferation Dye
(eFluor 450) gefirbt. Hierfiir wurden 5 x 10° bis 20 x 105 Zellen/ml in PBS resuspendiert und un-
ter Vortexen 1:1 mit dem in PBS verdiinnten Farbstoff gemischt (Endkonzentration des Farbstofts:
10 um). Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Farbung durch
Zugabe von serumhaltigen Medium abgestoppt und die gefarbten Zellen vor der Injektion mit PBS
gewaschen. Wihrend der Farbung wurde auf eine moglichst geringe Lichteinwirkung geachtet. Die
Farbung der Zellen wurde darauthin durchflusszytometrisch iiberpriift, eFluor450 gefirbte Zellen

erschienen als blau-fluoreszierend (Pacific-Blue-positiv).

Um die Zellen in vivo verfolgen zu konnen wurden 4 x 105 bis 5 x 10® gefirbte BMDC mit 6 pg/ml
CpG fiir 4 Stunden maturiert, gewaschen, in PBS resuspendiert und unter Isoflurananisthesie, ge-
meinsam mit 10 pg CpG pro Maus, subkutan in beide Oberschenkel der Empfingermaus injiziert.
Zudem wurden pro Maus 50 ul Imject Alum Adjuvanz intraperitoneal appliziert. Nach 36 Stunden
wurden periphere Lymphknoten und Milz entnommen und die Migration der gefirbten Zellen

durchflusszytometrisch bestimmt.

2.2.8 Murine Tumormodelle

Die Tumorzelllinien wurden zwischen Auftauen und Injektion mindestens eine Woche kultiviert.
Vor der Injektion wurden die Tumorzellen durch Trypsinierung aus der Zellkulturflasche gel6st,
drei mal mit PBS gewaschen, gezihlt und die gewiinschte Zellzahl pro Maus in 100 pl PBS einge-
stellt. Die Tumorzellen wurden unter Isoflurannarkose subkutan in die Flanke der Versuchstiere
injiziert. Im Verlauf wurde alle 2 bis 3 Tage das Tumorwachstum gemessen und die Tumorfliche
(Lange x Breite) bestimmt. Die Beurteilung des Tumorwachstums erfolgte verblindet. Fiir Therapie-
Versuche wurden die Mause nach Tumorgrof3e gepaart, in eine Therapie- und eine Kontrollgruppe
eingeteilt, sodass die durchschnittliche Tumorgréf3e in beiden Gruppen zu Therapiebeginn iden-
tisch war. Die injizierte Zellzahlen bei den verwendeten Tumormodelle sind in folgender Tabelle

beschrieben.

Zelllinie Injizierte Zellzahl pro Maus
4T1 1,25 x 10°
Hepal-6 2 x 108

nTA-CSF2-CT26 2,5x 10°
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2.2.8.1 Anakinra-Therapie

Fiir die Anakinra-Therapie wurde den Mausen ab einer durchschnittlichen Tumorgrofie von 10 bis
20 mm? bis zum Versuchsende tiglich 0,5 mg Anakinra (verdiinnt in 100 ul PBS) subkutan injiziert,

den Kontrolltieren ein dquivalentes Volumen PBS.

2.2.8.2 Doxycyclin-Behandlung

Die Doxycyclin-Behandlung von Mausen mit subkutanen rtTA-CSF2-CT26-Tumoren erfolgte iber
das Trinkwasser. Hierfiir wurde Doxycyclin mit einer Konzentration von 1 mg/ml dem ungesiifiten

Trinkwasser zugegeben. Es wurden lichtgeschiitzte Trinkwasserflaschen verwendet.

2.2.8.3 Isolierung der Tumor-infiltrierenden Leukozyten

Die Isolierung der Tumor-infiltrierenden Leukozyten erfolgte mit Hilfe eines Easycoll-Dichtegradi-
enten. Zunédchst wurde hierfiir der Tumor nach der Entnahme mit einem Skalpell homogenisiert,
in 1 ml Kollagenase/DNAse aufgenommen und 30 Minuten bei 37° und 400 bis 1000 rpm in ei-
nem Thermoschiittler inkubiert. Das verdaute Tumorgewebe wurde im Anschluss zuerst durch ein
Zellsieb mit 100 um Porengrofe, dann durch ein 30 um-Sieb gegeben und die Siebe ausgiebig mit
0,9 % NaCl-Losung gespiilt. Nach einer Zentrifugation (400 g, 7 Minuten) wurde der Uberstand ver-
worfen und das Tumorpellet in 5 ml PBS aufgenommen. Fiir den Dichtegradienten wurde in einem
50 ml Falcon 9 ml 44 % Easycoll (in PBS) gegeben und dies mit 6 ml 67 % Easycoll (in PBS) vor-
sichtig unterschichtet. Dabei betrug die Dichte der unverdiinnten Easycoll-Losung 1,124 g/ml. Auf
den so hergestellten Gradienten wurde vorsichtig das resuspendierte Tumorgewebe aufgeschichtet.
Der Gradient wurde im Folgenden 30 Minuten bei 1000 g und 21° zentrifugiert. Um eine Vermi-
schung des Gradienten zu vermeiden, erfolgte das Auslaufen der Zentrifuge ohne Bremse. Nach der
Zentrifugation lagen die Tumorzellen weiterhin oben auf, wihrend die Tumor-infiltrierenden Leu-
kozyten, welche eine hohere Dichte aufweisen, als Ring zwischen den beiden Easycoll-Schichten
zu finden waren. Dieser Ring (circa 6 bis 8 ml) wurde vorsichtig mit einem Pipetus abgenommen,
30 ml PBS zugegeben und nach einer Zentrifugation (400 g, 7 Minuten) das Pellet in PBS resuspen-
diert. Die isolierten Tumor-infiltrierenden Leukozyten wurden im Anschluss mittels Durchflusszy-

tometrie analysiert.
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2.3 Zellulire Methoden

2.3.1 Allgemeine Bedingungen in der Zellkultur

Die Kultivierung von Tumorzelllinien sowie die hier beschriebenen Experimente wurden unter
sterilen Bedingungen an einer biologischen Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom durch-
gefithrt. Die Zelllinien wurden in 25 cm?, 75 cm? oder 175 cm? Zellkulturflaschen (Arbeitsvolu-
mina: 5 ml, 12 ml, 20 ml) in einem CO4-Brutschrank bei 37°, 5 % COs und 95 % Luftfeuchte kul-
tiviert. Zum Ausschluss von bakteriellen Kontaminationen und zur Beurteilung des Wachstums
der Zellen wurden diese regelmaflig unter einem Lichtmikroskop betrachtet. Zudem wurden die

Zelllinien regelmifig mit dem MycoAlert™

Mycoplasma Detection Kit auf Mycoplasmenbefall
getestet und bei Kontamination 3 Wochen mit Plasmocure therapiert. Je nach Bedarf wurden die
Zelllinien 2 bis 3 mal wochentlich passagiert. Hierfiir wurde das verbrauchte Medium entfernt und
die Flasche mit 0,9 %-NaCl-Losung gespiilt, um Medienriickstinde zu entfernen. Um die Zellen
vom Flaschenboden abzul6sen, wurden diese wenige Minuten bei 37° mit Trypsin inkubiert und
durch vorsichtiges Klopfen weiter vereinzelt. Durch Zugabe von FCS-haltigem Medium wurde die
proteolytische Trypsinreaktion abgestoppt, worauthin die Zellen 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert

und ein Teil der Zellen zuriick in die Kulturflasche gegeben wurden. Alle Tumorzelllinien und die

humane embryonale Nierenzellline HEK293T wurden in DMEM-Vollmedium kultiviert.

2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden circa 5 x 10% Zellen in 1 ml Kryomedium (90 % FCS, 10 %
DMSO) in ein Kryorchrchen gegeben, welches in einem Mister Frosty mit -1°/Minute auf -80° abge-
kiihlt wurde. Eingefrorene Zellen wurden langfristig in fliissigem Stickstoft gelagert. Zum Auftauen
der Zellen wurden diese mit auf 37° vorgewarmten Kulturmedium resuspendiert, zum Entfernen

des verbliebenen DMSO abzentrifugiert und in eine Zellkulturflasche gegeben.

2.3.3 Bestimmung von Zellviabilitit- und zahl

Die Bestimmung der Zellkonzentration von Suspensionen von kultivierten Zelllinien oder pri-
miéren Immunzellen erfolgte mit der Trypanblau-Exklusionsmethode. Trypanblau ist ein blauer
Azofarbstoft, der von toten Zellen aufgenommen wird, welche darauthin lichtmikroskopisch blau
erscheinen, lebende Zellen bleiben hingegen farblos (Schmitz 2011). Dies erméglicht zum einen
die Untersuchung der Viabilitit von Zellen, zum anderen deren Quantifizierung. Hierfiir werden

Zellsuspensionen mit Trypanblau (2,5 g/l Trypanblau in PBS) verdiinnt (Verdiinnungsfaktor V)
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und auf eine Neubauer-Zihlkammer gegeben. Dort wird die Zellzahl Z in den vier grofien Eck-
quadraten ausgezahlt. Da ein Eckquadrat einem Volumen von 0,1 pl (1 mm x 1 mm x 0,1 mm)
entspricht, lasst sich die Zellzahl pro ml in der urspriinglichen Zellsuspension wie folgt errechnen:

Z 4%V %104

2.3.4 Magnetische Zellseparation

Die MACS-Technologie (magnetic cell separation oder magnetic-activated cell sorting) der Firma
Miltenyi Biochtech wurde zur magnetischen Auftrennung von Immunzellpopulationen eingesetzt.
Dabei werden Immunzellen iiber spezifische Oberflichenmolekiile mit Antikérpern gebunden und
an paramagnetische Mikropartikel (Microbeads) gekoppelt. Die Zellen werden darauthin auf eine
Sdule gegeben, die von einem starken Magneten umgeben wird. Hierdurch werden die markierte
Zellen in der Sdule zuriickgehalten, wahrend unmarkierte Zellen die Sdule durchfliefen kénnen.
Bei Entfernung der Saule aus dem magnetischen Feld konnen die markierten Zellen leicht aus der
Sdule gespiilt werden (Miltenyi et al. 1990). Die Durchfithrung der Zellseparation erfolgte weitge-

hend nach dem Herstellerprotokoll.

Zur Aufreinigung von murinen CD11c+ DC wurden Splenozyten in MACS-Puffer resuspendiert
(340 ul pro 10® Zellen), mit CD11c-Microbeads (MicroBeads, welche mit einem monoklonalen
anti-mouse CD11c-Antikérper gekoppelt sind, 85 pl pro 108 Zellen) gemischt und 15 Minuten bei
4° inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation fiir
10 Minuten bei 200 g) und erneut in MACS-Puffer resuspendiert (500 pl pro 10® Zellen). Die Zell-
suspension wurde nun auf eine passende, gespiilte Sdule gegeben, welche zuvor in das Magnetfeld
gebracht wurde, und die Sdule zum Entfernen der unmarkierten Zellen mehrfach mit MACS-Puffer
gewaschen. Schliellich wurde die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt und die aufgereinigten CD11+

Zellen ausgespiilt.

Nach einer magnetischen Zellseparation wurden die Zellen fiir weiter Experimente oder Analy-
sen in ein geeignetes Medium oder einen Puffer aufgenommen. Die Reinheit der angereicherten

Zellpopulation wurde durchflusszytometrisch tiberpriift.

2.3.5 Isolation von peripheren mononukleiren Zellen aus Vollblut

Die Aufreinigung von mononukleédre Zellen des peripheren Bluts (PBMC, engl. peripheral blood
mononuclear cells) aus humanen Vollblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Zunachst

wurde einem Spender heparinisiertes Vollblut entnommen (0,5 ml Heparin pro 50 ml-Spritze), wel-
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ches 1:1 mit 0,9 % NaCl-Losung verdiinnt wurde. In 50 ml-Falcons wurden jeweils 10 ml Biocoll
Trennlosung (Dichte: 1,077 g/ml) vorsichtig mit 20 ml verdiinntem Blut iiberschichtet, der resultie-
rende Gradient bei 1000 g und 20° 30 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der PBMC-Ring, welcher zwischen Trennlésung und Plasma zu liegen kommt, vorsichtig
abgenommen. Im Anschluss wurden die isolierten PBMC mehrfach mit 0,9 % NaCl-Losung gewa-
schen, bei Verunreinigung mit Erythrozyten wurde eine Lyse der Erythrozyten durch Inkubation
mit 3 ml Erylyse-Puffer fiir 3 Minuten und erneutem Waschen mit 0,9 % NaCl-Losung durchge-
fithrt. Die isolierten PBMC wurden fiir die folgenden Experimente in T-Zell-Medium resuspen-

diert.

2.3.6 Proliferationsassay

Die Proliferation von murinen Immunzellen wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs CFSE (Car-
boxyfluorescein Succinimidyl Ester) analysiert. Durch die CFSE-Fiarbung werden intrazelluldre
Molekiile mit dem fluoreszierenden Carboxyfluorescein kovalent markiert. Mit jeder Zellteilung
einer CFSE-markierten Zelle wird der Fluoreszenzfarbstoff auf die beiden Tochterzellen aufgeteilt,
so dass in der Durchflusszytometrie eine Reduktion der Fluoreszenz beobachtet werden kann (Ly-

ons et al. 1994).

Fiir die CFSE-Firbung wurden 5 x 10° bis 20 x 10° Splenozyten in PBS resuspendiert und im An-
schluss unter Vortexen 1:1 mit in PBS verdiinnten CFSE gemischt. Die CFSE-Endkonzentration
betrug dabei 750 nM. Nach einer 9-miniitigen Inkubation unter kontinuierlichem Rollen auf ei-
nem Rollenmischer bei 4° wurde die Farbung durch Zugabe von FCS oder FCS-haltigem Medi-
um abgestoppt, die Zellen mit PBS gewaschen und in Proliferation-Assay-Medium aufgenommen.
Wihrend der Fiarbung wurde auf eine moglichst geringe Lichteinwirkung geachtet. Die Farbung
der Zellen wurde im Anschluss durchflusszytometrisch tiberpriift, die CFSE-gefirbten Zellen er-

schienen griin-fluoreszierend (FITC-positiv, 488 nm).

Fiir den Proliferationsassay wurden 1x 10° CFSE-gefirbte Splenozyten im 96-Well-Format in 200 pl
Proliferation- Assay-Medium ausplattiert. Bei den Kokulturexperimenten wurden zusitzlich 5x 103
BMDC zugegeben. Die Proliferation wurde nach 3 bis 4 Tagen Inkubation im COz-Brutschrank

durchflusszytometrisch analysiert.
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2.3.7 Migrationsassay

Die Migration von murinen Immunzellen wurde mit Hilfe eines Transwell-Migrationsassays unter-
sucht. Hierbei wird ein Well durch einen Membraneinsatz in ein oberes und ein unteres Kompar-
timent aufgeteilt, wobei die Immunzellen vom oberen Kompartiment in Richtung des Chemokin-
haltigen unteren Kompartiments migrieren. Fiir den Migrationsassay im 96-Well-Format (Poren-
grofle 3 um) wurde zunéchst das untere Kompartiment mit 225 pl Zelliiberstand oder reinem Medi-
um (beides serumfrei, Opti-MEM) befiillt, dann 1 x 10° frisch isolierte Splenozyten in 70 pl Opti-
MEM in das obere Kompartiment gegeben. Dabei wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops tiber-
priift, dass keine Luftblasen entstanden waren, welche die Migration behindern koénnten. Nach
6 Stunden Inkubationszeit im Brutschrank wurden die migrierten Zellen aus dem unteren Kom-
partiment entnommen, gegen CD3, CD4, CD8 und FoxP3 gefirbt und die absolute Zellzahl der

migrierten Zellen mit Hilfe von Counting Beads durchflusszytometrisch bestimmt.

2.3.8 siRNA-Knockdown

Fiir die Knockdown-Experimente wurden 0,5 x 10° bis 2 x 10° Tumorzellen (4T1 oder PaTu-8988T)
in 3 ml DMEM-Vollmedium ausplattiert und tiber Nacht adharent werden lassen. Vor der siRNA-
Transfektion wurde das Medium mit 2,5 ml frischem DMEM-Vollmedium ersetzt. Zur Herstellung
der siRNA-Lipid-Komplexe wurden die siRNA (25 pmol bei PaTu-8988T, 200 pmol bzw. bei Kom-
binationen 2 x 100 pmol bei 4T1) und 7,5 ul Lipofectamin RNAIMAX jeweils in 125 pl Opti-MEM
resuspendiert. Nach 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde beides gemischt, weiter
25 Minuten inkubiert und schlieSlich tropfenweise auf die Zellen gegeben. 24 und 48 Stunden
nach Transfektion wurde das Medium erneut gewechselt (je 3 ml DMEM-Vollmedium). Insgesamt
72 Stunden (4T1) bzw. 96 Stunden (PaTu-8988T) nach der Transfektion wurden die Zelliiberstande

abgenommen, und der siRNA Knockdown in den Tumorzellen mittels qRT-PCR bestatigt.

2.3.9 Kultivierung von Immunzellen in konditioniertem Medium

Im 96-Well-Format wurden 2 x 10° Splenozyten oder PBMC in 50 ul T-Zell-Medium resuspendiert
und 150 ul konditioniertes Medium (z. B. Uberstéinde von Tumorzellen nach siRNA Knockdown)
bzw. 150 ul DMEM-Vollmedium hinzugegeben. Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank wur-

den die Zelliiberstinde abgenommen und fiir weitere Analysen eingefroren.

Zur Generierung des konditionierten Mediums wurden Tumorzellen kultiviert und nach einer ge-

wissen Inkubationszeit das Kultivationsmedium abgenommen. Durch Zentrifugation (5 Minuten,
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400 g) wurden Zellreste pelletiert und die zellfreien Uberstinde gewonnen.

2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Bestimmung von Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels ELISA

Zur Messung von Zytokin- und Chemokinkonzentrationen in Zelliiberstinden oder Organlysaten

wurde ein Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) durchgefiihrt.

Hierfiir wurde eine Polysteren-Mikrotiterplatte zunachst mit 50 pl Capture- Antikorper gegen das
gesuchte Zytokin beschichtet und iiber Nacht inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte zur Blo-
ckade von unspezifischen Bindungsstellen auf der Platte eine mindestens einstiindige Inkubation
mit 150 pl serumhaltiger ELISA-Verdiinnungspuffer. Im Anschluss wurde nach erneutem Waschen
50 pl der Probe oder der Standard-Losung zugegeben und fiir 2 Stunden inkubiert, so dass das
in der Probe enthaltene Antigen den Capture-Antikorper auf der Platte binden konnte. Nach ei-
nem weiteren Waschschritt wurde 50 pl Detection- Antikorper, welcher ein anderes Epitop des Zy-
tokins bindet, fiir 1 bis 2 Stunden zugegeben. Hierdurch entsteht ein Sandwich-Komplex aus Cap-
ture-Antikorper, Antigen und Detection-Antikorper. Nach einer Inkubationszeit von 1 bis 2 Stun-
den und Entfernung des iiberschiissigen Antikorpers durch Waschen wurde 50 pl Streptavidin-
HRP (Horseradish peroxidase) als Reporterenzym hinzugegeben, welches tiber einen Avidin-Biotin-
Komplex den biotinylierten Detection- Antikérper bindet. Nach einer Inkubationszeit von 20 bis 30
Minuten und Entfernung des iiberschiissigen Enzyms durch Waschen wurde 50 ul Substrat (1:1
Mischung von Losung A, Wasserstoftperoxid und Losung B, TMB: 3,3)5,5’-Tetramethylbenzidin)
zugegeben. Die an den Antikorper-Antigen-Komplex gebundene Peroxidase konnte nun die Oxi-
dation des chromogene TMB zu einem farbigen Produkt katalysieren (Luttmann et al. 2014). Dabei
ist der Farbumschlag umso grofler, je mehr Antigen in der Probe enthalten ist. Die Reaktion wur-
de nach maximal 30 Minuten Inkubation im Dunklen durch Zugabe von 25 pl Schwefelsdure (2N)
abgestoppt, wodurch ein Farbwechsel des TMB von blau nach gelb erfolgte. Die optische Dichte
jedes Wells wurde unmittelbar im Anschluss bei 450 nm mit Hilfe eines Multilabel Plate Readers

bestimmt.

Zur Bestimmung der absoluten Zytokinkonzentration in den Proben wurde die optische Dichte der
Proben mit einer Standardreihe mit bekannter Zytokinkonzentration verglichen. Die Standardrei-
he wurde durch sechs serielle 1:1 Verdiinnungen einer Stock-Losung bekannter Zytokinkonzen-

tration mit ELISA-Verdiinnungspuffer hergestellt und auf jeder Platte mitgefiihrt. Proben, welche
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eine hohe Zytokinkonzentration aufwiesen, wurden mit ELISA-Verdiinnungspufter so verdiinnt,

dass die optische Dichte im Bereich der gemessenen Standardkurve lag.

Zum Entfernen von ungebundenen Reagenzien wurden die Platte nach jedem Schritt jeweils min-
destens 3 mal mit ELISA-Waschpufter gewaschen und nach jedem Waschschritt durch vorsichtiges
Klopfen getrocknet. Aufler wenn anders angegeben, erfolgten alle Inkubationsschritte bei Raum-

temperatur auf einem Plattenschiittler. Die Verdiinnung der Reagenzien erfolgte nach Hersteller-

angaben, weitere Details konnen der folgenden Tabelle entnommen werden.

BioLegend

R&D

gemessene Zytokine

Detection-Antik6rper

Capture-Antikorper

Streptavidin-HRP

héchste Konzentration der

Standardreihe

Interferon-y, GM-CSF

in ELISA-Coating-Buffer,
Inkubation bei 4°

in ELISA-Verdiinnungspuffer,
1 Stunde Inkubation

in ELISA-Verdinnungspuffer

20 Minuten Inkubation

Interferon-y: 1000 pg/mi
GM-CSF: 2000 pg/ml

CCL22 (human und murin)
in PBS, Inkubation bei
Raumtemperatur

in ELISA-Verdinnungspuffer,
2 Stunden Inkubation

in ELISA-Verdinnungspuffer
30 Minuten Inkubation im
Dunklen

hCCL22: 500 pg/ml
mCCL22: 500 pg/mi

Wurden Zytokinkonzentrationen in Organlysaten bestimmt, wurde in diesen zunéchst die Gesamt-
proteinkonzentration mittels DC™ Protein Assay bestimmt, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben. Die
Proben wurden dann so mit Lysepuffer (Bio-Plex) verdiinnt, dass sie, so fern moglich, eine einheit-
liche Gesamtproteinkonzentration aufwiesen. Im Anschluss wurden zu 17 pl verdiinnter Probe
38 ul Ziegenserum zugegeben. Die darin enthaltene Zytokinmenge wurde dann wie oben beschrie-

ben mittels ELISA bestimmt und pro mg Gesamtprotein angegeben.

2.4.2 Durchflusszytometrie

2.4.2.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie wurde fiir verschiedene funktionelle Untersuchungen, wie z. B. Migra-
tions- und Proliferationsassays, sowie fiir die Charakterisierung von Immunzellpopulationen ein-
gesetzt. Bei der Durchflusszytometrie wird eine Zellsuspension durch eine feine Kapillare aufge-

sogen und in einen laminaren Fliissigkeitsstrom gebracht, so dass einzelne Zellen von einem La-



34 Materialien und Methoden

ser erfasst werden konnen. Treten die Zellen durch den Laserstrahl, wird das auftreffende Licht
gestreut, die Grof3e der Zellen beeinflusst dabei das Vorwirtsstreulicht (FSC: forwardscatter), die
Granularitat der Zellen das Seitwirtsstreulicht (SSC: sidescatter). Zudem konnen Zellen zuvor mit
Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt werden oder verschiedene extrazellulire und intrazelluldre Antige-
ne mit Fluoreszenz-gekoppelten monoklonale Antikérpern markiert werden. Bei der Anregung
mit Laserlicht der passenden Wellenldnge (Absorptionsspektrum) emittieren die Fluorochrome
dann Fluoreszenzlicht in unterschiedlichen Emissionsspektren. Durch die Firbung mehrerer Im-
munzellmarker mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kdnnen verschiedene Immunzellpo-

pulationen unterschieden werden (Rothe 2006).

Bei der gleichzeitigen Farbung von Proben mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen wurden zusétz-
lich zu den Proben Einzelfarbungen vorbereitet. Diese wurden zur Anpassung der Kompensations-
und Lasereinstellungen eingesetzt, um falsch positive Signale durch die iiberlappenden Emissions-

spektren mancher Fluorochrome zu vermeiden.

Die Wahl der Messfenster (Gates) erfolgte je nach experimentellen Design. Bei jedem Experiment
wurde jedoch zunidchst in einem Dot-Plot FSC und SSC aufgetragen, um die weiteren Analysen
auf vitale Immunzellen zu beschrianken und Zelltrimmer zu exkludieren, siehe Abbildung 2.1A.
Zudem wurden Zelldubletten aus der Analyse ausgeschlossen. Dies erfolgte durch die Darstellung
von FSC-H (Hohe des FSC-Spannungspulses) und FSC-A (Area, das Integral der Hohe des FSC-
Spannungspulses tiber die Zeit) in einem Dot-Plot. Wihrend bei Einzelzellen FSC-A und FSC-H
korrelieren, weisen Dubletten bei gleichem FSC-H-Wert einem hoheren FSC-A Wert auf, da sie
tiber eine lingere Zeitdauer den Laserstrahl durchqueren (Shapiro 2005). Das Gating zur Exklusion
der Dubletten wird in Abbildung 2.1B gezeigt.
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Abbildung 2.1: Gating Strategie fiir durchflusszytometrische Analysen A Zunichst wurde im FSC-SSC-
Plot ein Live-Gate und ein Gate zur Identifikation der Counting-Beads gewahlt. B Ausgehend vom Live Gate
wurden im Folgenden die Dubletten exkludiert. C Zum Ausschluss toter Zellen wurde zum Beispiel eine
Farbung mit Propidium-lodid (Pl) vorgenommen und nur Pl-negative Zellen ausgewahlt. D Die Counting-
Beads zeigen eine starke Fluoreszenz in einem breiten Farbspektrum (hier sind PE und PE-Cy7 abgebildet).
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2.4.2.2 Firbung von extrazelluliren Antigenen

Fiir die Firbung von extrazelluliren Antigenen wurden 10° bis 107 Zellen mit PBS gewaschen,
in 50 pl PBS resuspendiert und 0,3 bis 0,5 pl Fluorochrom-gekoppelter Antikérper hinzugegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4° wurden die gefirbten Zellen erneut ein- bis
zweimal mit PBS gewaschen und anschliefSend direkt analysiert. Sollten die Zellen nach der Extra-

zellularfarbung fixiert werden, erfolgte dies mit 1 % PFA in PBS.

2.4.2.3 Farbung von intrazelluliren Antigenen

Fiir die zusitzliche Farbung von intrazelluldren Antigenen, wie dem Treg-Marker FoxP3, wurden
die Zellen nach der Extrazellularfirbung mit Hilfe des Foxp3 Staining Buffer Sets (eBioscience)
fixiert und permeabilisiert. Hierfiir wurden die Zellen nach dem letzten Waschschritt der Extra-
zellularfarbung in 200 ul Fixierungs-Permeabilisierungs-Reagenz (ein Teil Fixation/Permeabilizat-
ion Concentrate verdiinnt mit drei Teilen Fixation/Permeabilization Diluent) aufgenommen und
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 7 Minuten bei 400 g
wurde der Uberstand verworfen, die Zellen zweimal mit 200 ul Permeabilisierungs-Puffer (Perme-
abilization Buffer (10 x) 1:10 verdiinnt mit destilliertem Wasser) gewaschen und die Uberstinde je-
weils verworfen. Im Anschluss wurden 0,5 ul Antikorper hinzugegeben, 40 Minuten lichtgeschiitzt
bei Raumtemperatur inkubiert und erneut mit 200 pl Permeabilisierungs-Puffer gewaschen. Zur

Analyse am Durchflusszytometer wurden die Zellen in PBS aufgenommen.

2.4.2.4 Zellviabilitatsnachweis

Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen kamen zwei verschiedene Methoden zum Ein-
satz: die Farbung mit Propidium Iodid (PI) erfolgte nur bei unfixierten Zellen, wahrend die Firbung

mit einem Zombie Dye Farbstoft bei fixierten Proben eingesetzt wurde.

PI ist ein rot-fluoreszierender, DNA-interkalierender Farbstoff, der aufgrund der gestorten Plas-
mamembranintegritit in tote Zellen eindringen kann und diese anfarbt (Sasaki et al. 1987). Die
Farbung erfolgte unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse der Zellen durch Zugabe
von 1 pl PI zu den in PBS resuspendierten Zellen. Eine beispielhafte PI-Farbung ist in Abbildung
2.1C gezeigt.

Zombie Dye Farbstofte binden laut Herstellerangaben an primére Aminogruppen von Proteinen.
Bei lebenden Zellen werden hierbei nur plasmamembranstindige Proteine angefirbte, bei toten

Zellen kann der Farbstoff hingegen die Plasmamembran passieren und auch intrazelluldre Prote-
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ine farben, so dass tote Zellen ein stirkeres Fluoreszenzsignal aufweisen. Vor der Extrazelluldrfar-
bung wurde hierfiir Zombie Dye 1:1000 verdiinnt zu den in PBS resuspendierten Zellen zugegeben,
5 bis 10 Minuten bei 4° inkubiert und im Anschluss (ohne weitere Waschschritte) die Antikérper
tiir die Extrazellularfarbung zugegeben. Zum Abstoppen der Farbung wurde nach der Extrazellu-

larfairbung ein Waschschritt mit serumhaltigen Puffer durchgefiihrt.

2.4.2.5 Ermittlung von absoluten Zellzahlen mittels Counting Beads

Zur Ermittlung der absoluten Zellzahl in einer Probe wurden vor der durchflusszytometrischen
Analyse Counting Beads hinzugegeben. Diese zeichnen sich in der FACS Analyse durch einen star-
ke Fluoreszenz in einem breiten Farbspektrum und einem hohen SSC-Wert aus. Das Gating der
Counting Beads wird in Abbildung 2.1A und 2.1D gezeigt. Die Berechnung der absoluten Zellzahl

erfolgte nach folgender Formel:

E Zell lati K ion B
Absolute Zellzahl — vents Zellpopulation onzentration Beads

Events Beads eingesetzte Menge Beads

Die verwendeten Counting Beads hatten eine Konzentration von 52000 Beads pro 50 ul, dabei

wurden jeweils 2,5 pl pro Probe eingesetzt.

2.4.2.6 FACS-Sort

Beim FACS-Sort (FACS: fluorescence activated cell sorting) wurden Zellen anhand ihrer Fluoreszenz
und ihrer Darstellung im FSC und SSC sortiert. Dies geschieht durch die elektrostatische Ablen-
kung von Tropfen, welche einzelne, zuvor analysierte Zellen enthalten. Die Probenaufbereitung
und Farbung erfolgte wie bei der gew6hnlichen Durchflusszytometrie. Die sortierten Zellen wur-
den in PBS (mit 4 % FCS) oder reinem FSC aufgefangen. Nach dem Sort wurde die Reinheit der

sortierten Zellpopulation durchflusszytometrisch tiberpriift.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolation

Die Extraktion von RNA aus kultivierten Tumorzellen sowie aus primédren Immunzellen erfolgte
mit der Phenol-Chloroform-Methode. Hierfiir wurden 10° bis 107 Zellen in 1 ml Trizol Reagenz
(PeqLab, TriFast) resuspendiert, nach 5 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur 0,2 ml Chlo-
roform hinzugefiigt, dies 15 Sekunden geschiittelt, weitere 2 bis 3 Minuten inkubiert und schlief3-

lich bei 12000 g fiir 15 Minuten bei 4° zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die wéssrige
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Oberphase, welche die RNA enthilt, abgenommen, die Phenol-Phase sowie die Interphase verwor-
fen. Zur Ausfillung der RNA wurden 0,5 ml Isopropanol hinzugegeben, dies 10 Minuten bei Raum-
temperatur oder mindestens zwei Stunden bei -20° inkubiert und erneut bei 12000 g und 4° fiir
10 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation liegt die RNA als Pellet vor, der Uberstand wur-
de abgenommen und verworfen. Im Anschluss wurden 1 ml 75 % Ethanol hinzugefiigt, gevortext,
bei 7500 g und 4° 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand erneut komplett abgenommen und
verworfen. Das RNA-Pellet wurde hierauthin 5 bis 10 Minuten an der Luft trocknen gelassen, im

Anschluss in 25 bis 40 pl Nuklease-freiem Wasser resuspendiert und 10 Minuten bei 55° inkubiert.

Nach der Aufreinigung wurden Konzentration und Reinheit der RNA mit Hilfe eines Nanophoto-
meters bestimmt. Die isolierte RNA wurde in der Regel direkt im Anschluss an die RNA-Isolation

in cDNA transkribiert, oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° oder -80° zwischengelagert.

2.5.2 cDNA-Synthese

Der reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgt mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthe-

sis Kit nach Herstellerprotokoll. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt die folgenden Bestandteile:

Inhalt Menge
RNA 500 ng bis 1 ug
Reaction Buffer 4 ul
dNTP Mix (10 mM) 2 ul
Oligo(dT);g (100 pum) 1ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/pl) 1ul
RevertAid RT (200 U/pl) 1yl
RNAse-freies Wasser Ad 20 pl

Innerhalb eines Experiments wurde von jeder Probe die gleich Menge RNA eingesetzt. Alle Re-
agenzien aufler Wasser und RNA wurden als Mastermix angesetzt. Die Reaktion erfolgte in einem
Thermocycler durch eine 60-miniitige Inkubation bei 42° mit einer abschlieffenden Erhitzung auf

70° fiir 5 Minuten. Die so generierte cDNA wurde zur quantitativen Real-time-PCR eingesetzt.

2.5.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die Bestimmung von mRNA-Expressionsniveaus erfolgte mittels quantitativer Real-time-PCR

(qQRT-PCR). Primer und Sonden wurden mit Hilfe des Universal Probe Library - Assay Design Cen-
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ter, Roche, entworfen. Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Inhalt Menge
cDNA 1 bis 2 pl
KAPA PROBE FAST gPCR Master Mix 5l
Genspezifischer Primer 1 0,4 pl
Genspezifischer Primer 2 0,4 pl
Genspezifische Sonde 0,2 pl
Wasser Ad 10 pl

Pro Gen wurde ein Mastermix angesetzt und nur die cDNA einzeln pipettiert. Pro Probe und Gen
wurden jeweils technische Duplikate angefertigt. Vor der PCR wurde die Platte jeweils wenige Mi-
nuten bei 500 bis 1000 g abzentrifugiert, um sicher zu stellen, dass Mastermix und cDNA sich am
Boden des Wells befinden. Die qRT-PCR erfolgte in einem LightCycler 480 iber 40 Zyklen mit dem
Standard Roche Protokoll Monocolor Hydrolysis Probe, UPL Probe II. Um die relative Genexpressi-
on zu berechnen, wurde die Expression des Zielgens jeweils auf ein Referenzgen, ein so genanntes

housekeeping Gen, wie [ -Actin normiert.

2.5.4 Lentivirale Transduktion

Die lentivirale Transduktion wurde zur stabilen genomischen Integration des rt TA-CSF2-Konstrukts

(mit Puromycin-Resistenz) in die murine Kolonkarzinom-Zelllinie CT26 eingesetzt.

Zur Herstellung der rekombinanten Lentiviren wurden zundchst HEK293T transient mit dem vi-
ralem Konstrukt, sowie Plasmiden, welche fiir virale Verpackungsproteine und die Virushiille ko-
dieren, transfiziert. Hierfiir wurden HEK293T im 96-Well-Format in antibiotikafreiem DMEM-
Vollmedium ausgesit (2 x 10 Zellen in 100 pl pro Well), nach 6 Stunden erfolgte die Transfektion

mit Hilfe von GeneJuice. Der Transfektionsansatz (pro Well) war wie folgt zusammengestellt:

Inhalt Menge

Geneduice (Novagen) 0,6
Delta 8.9 Plasmid (kodiert unter anderem flir viralen Gene gag, rev) 100 ng
VSV-G Plasmid (kodiert fiir Virushille) 10 ng
rtTA-CSF2-Plasmid 100 ng
Opti-MEM Ad 25 pl
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Die Plasmide VSV-G und Delta 8.9 wurden freundlicherweise von der Prof. Endres, PD Kobold, Ab-
teilung fiir Klinische Pharmakologie, zur Verfiigung gestellt. Die Bestandteile wurden vorsichtig ge-
mischt, 25 Minuten inkubiert und schliefSlich 25 ul Komplexlosung pro Well zu den HEK293T gege-
ben. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt und nach insgesamt 72 Stun-
den die virushaltigen Zelliiberstinde abgenommen und zur Entfernung von Zellresten durch eine
0,45 pl Filter gegeben. Im Anschluss wurden die virushaltigen Zelliiberstinde mittels Ultrazentrifu-
gation konzentriert. Hierfiir wurden 40 % Sucrose 1:1 mit TEN-Pufter gemischt, 2 ml der Mischung
in ein Zentrifugationsréhrchen gegeben, 3 ml des virushaltigen Zelliiberstandes aufgeschichtet und
2 Stunden mit 27.000 rpm bei 4° zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde der kon-

zentrierte Virus in 100 ul DMEM-Vollmedium aufgenommen.

Im néchsten Schritt erfolgte die Transduktion der CT26, also die stabile genomische Integration
des rtTA-CSF2-Konstrukts, durch die zuvor synthetisierten Lentiviren. Die CT26 wurden im 96-
Well-Format in DMEM-Vollmedium ausgesit und tiber Nacht adharent werden lassen, sodass die
Zellen zum Zeitpunkt der Viruszugabe eine Konfluenz von 60 bis 80 % aufwiesen. Am néchsten
Tag wurde der Zelliiberstand verworfen und zur Titration der Virusmenge pro Well je 100 ul Vi-
rusmedium in verschiedenen Verdiinnungen (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %), sowie 8 ug/ml Polybren
zugegeben. 24 Stunden nach Viruszugabe erfolgte zur Entfernung der Viren ein Mediumwechsel.
Zur Selektion der erfolgreich transduzierten Zellen wurde schlieSlich 36 Stunden nach Transduk-
tion Puromycin zugegeben (zunéchst 2 pg/ml, spéter 4 pug/ml). Die Selektion erfolgt fiir insgesamt
10 Tage, bis alle Zellen in der nicht transduzierten Kontrollkondition durch das Puromycin abge-

totet worden waren.

2.6 Statistische Analyse

Die Daten in dieser Arbeit sind jeweils mit Mittelwert und Standardfehler (standard error of the me-
an, SEM) dargestellt. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurden der zweiseitige t-Test,
sowie bei gepaarten, nicht normalverteilte Daten der Wilcoxon-Text verwendet. Ein p-Wert <0,05
wurde als signifikant angesehen. Signifikante p-Werte wurden in den Abbildungen durch die Sym-
bole * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) gekennzeichnet. Die statistischen Analysen wurden

mit Hilfe des Programms GraphPad Prism durchgefiihrt.






3 Ergebnisse

3.1 Induktion von CCL22 durch IL-1-sezernierende Tumorzellen

Das Chemokin CCL22 wird in einer Vielzahl von Tumorentititen produziert, darunter zum Bei-
spiel im Mammakarzinom (Gobert et al. 2009) und in verschiedenen gastrointestinalen Tumoren
(Maruyama et al. 2010; Mizukami et al. 2008). Auch Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten,
dass in vitro die Zelliiberstinde verschiedener humaner sowie muriner Tumorzelllinien auf Im-
munzellen zu einer Induktion von CCL22 fithren (Wiedemann et al. 2016). Es ist beschrieben, dass
das Zytokin IL-1 eine Rolle im immunologischen Mikromilieu von Tumoren spielt (Mantovani et
al. 2018) und in vitro zu einer CCL22-Induktion fithren kann (Rodenburg et al. 1998). Im Folgen-
den Abschnitt dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, welche Rolle IL-1 bei der tumoralen

CCL22-Induktion einnimmt.

3.1.1 CCL22-induzierende Tumorzelllinien exprimieren IL-1

Um den Mechanismus der tumoralen CCL22-Induktion zu untersuchen, wurde ein humanes, so-
wie ein murines Tumormodell eingesetzt: die Tumorzelllinien PaTu-8988T (PaTu), eine humane
Pankreaskarzinomzelllinie, und 4T1, eine murine Mammakarzinomzelllinie auf BALB/c Hinter-

grund.

Zunichst sollte bestitigt werden, dass auch diese Zelllinien eine CCL22-Induktion in Immunzellen
herbeifiihren. Hierfiir wurden humane PBMC und murine Splenozyten mit den Zelliiberstinden
der Tumorzelllinien oder, als Kontrollkondition, mit unkonditioniertem Medium kultiviert und die
Menge von CCL22 in den Kulturiiberstinden gemessen. In der Tat zeigte sich in beiden Modellen
eine signifikant hohere CCL22-Sekretion nach Kultivierung mit den Tumorzelliiberstanden als mit

Medium (Abbildung 3.1A und 3.1B).
Um zu untersuchen, ob die verwendeten Tumorzelllinien IL-1 produzieren, wurde aus den Tumor-
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zelllysaten RNA isoliert und mittels QRT-PCR die Expression von IL-1a und IL-1p gemessen. Es
zeigte sich, dass PaTu-8988T und 4T1 auf mRNA-Ebene IL-1a sowie IL-1f exprimieren (Abbil-
dung 3.1 C).

3.1.2 siRNA-Knockdown von IL-1a hebt Tumorzell-induzierte CCL22-Induktion in

humanen Immunzellen auf

Im néchsten Schritt sollte tiberpriift werden, ob das von den Tumorzellen exprimierte IL-1 un-
mittelbar fiir die CCL22-Induktion verantwortlich ist. Um die Bedeutung der tumoreigenen IL-1-
Produktion zu analysieren, sollte untersucht werden, ob eine reduzierte IL-1-Produktion der Tu-
morzellen die CCL22-Induktion durch die Tumoriiberstinde beeinflusst. Hierfiir wurde zunéchst
im humanen PaTu-8988T-Modell ein siRNA-Knockdown von IL-1a durchgefithrt. Um unspezifi-
sche Effekte zu minimieren, wurden die Tumorzellen mit drei verschiedenen siRNA gegen IL-1a
transfiziert, als Kontrolle wurde eine unspezifische, vom Hersteller mitgelieferte, Kontroll-siRNA
eingesetzt. Die so transfizierten Tumorzellen wurden zur Gewinnung von konditionierten Zell-
tiberstinden kultiviert und im Anschluss, 96 Stunden nach Transfektion, in den lysierten Zellen
die IL-1a-Expression mittels QRT-PCR iiberpriift. Schliefdlich wurden humane PBMC mit unkon-
ditioniertem Medium oder konditionierten Tumorzelliiberstinden inkubiert und nach 48 Stunden

die CCL22-Proteinmenge in den Kulturiiberstinden mittels ELSIA gemessen.

Die qRT-PCR-Analyse der lysierten Tumorzellen 96 Stunden nach der Transfektion mit den ver-
schiedenen siRNA zeigte, dass die Transfektion mit siRNA A und siRNA B zu einer deutlichen
Reduktion der IL-1a mRNA-Menge im Vergleich zur Kontroll-siRNA fiihrt. Die Transfektion mit
siRNA C fiihrte hingegen zu keiner deutlichen Abnahme der IL-1a Expression (Abbildung 3.2A).
Vorversuche hatten gezeigt, dass der IL-1a-Knockdown durch siRNA A und B bereits nach 48 Stun-
den zu einer reduzierten IL-1a-Expression fithrte (Daten nicht gezeigt). Man kann also davon aus-
gehen, dass wihrend der gesamten Zeit, in welcher der Zelliiberstand generiert wurde (48 bis 96 Stun-
den nach Transfektion), die mit siRNA A und B transfizierten Tumorzellen im Vergleich zu der

Kontroll-siRNA und der siRNA C Kondition, eine verringerte IL-1a Expression aufwiesen.

Wie zu erwarten fithrte die Inkubation der PBMC mit Tumoriiberstinden der Kontroll-siRNA-
transfizierten PaTu im Vergleich zu Medium zu einer signifikanten Erhéhung der CCL22-Level
in den Zelliiberstinden. Interessanterweise war die CCL22-Menge jedoch nach Inkubation mit
Uberstinden der PaTu, welche mit siRNA A und B transfiziert wurden, vergleichbar mit der Medi-

umkondition und signifikant reduziert im Vergleich zur Kontroll-siRNA-Kondition. Die CCL22-
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Abbildung 3.1: CCL22 in Kulturiiberstdanden von Immunzellen nach Kultivierung mit Tumorzelliiber-
stianden und IL-1-Expression der verwendeten Tumorzellen (A,B) 0,5 bis 2 x 10° PaTu-8988T (A) oder
4T1 (B) wurden ausgesat, nach 48 Stunden das Medium verworfen, neues Medium hinzugegeben und flr
weitere 48 Stunden (PaTu-8988T) oder 24 Stunden (4T1) Uberstande gesammelt. 2 x 10° humane PBMC
(A) oder murine Splenozyten (B) wurden mit DMEM-Vollmedium oder den Tumorzellliberstédnden inkubiert.
Nach 48 Stunden wurde CCL22-Proteinmengen in den Kulturliberstdnden mittels ELISA gemessen. Dar-
gestellt sind in (A) der Mittelwert von n = 6 Donoren (Zelliberstdnde aus drei unabhangigen Experimenten)
und in (B) der Mittelwert aus Triplikaten (Daten reprasentativ flr drei Experimente), jeweils + SEM. P-Werte
wurden mittels zweiseitigen t-Test bestimmt (* p < 0,05, ** p < 0,001). (C) Aus PaTu-8988T und 4T1 wurden,
nachdem die Zellen mindestens 24 Stunden (bis maximal 96 Stunden) in Kultur waren, RNA isoliert. IL-1a-
und IL-1B-mRNA-Mengen wurden mittels gRT-PCR bestimmt, als Referenzgen wurde B-Actin gemessen.
Dargestellt sind Mittelwert + SEM.
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Abbildung 3.2: CCL22 in Kulturiiberstinden von PBMC nach Kultivierung mit Tumorzelliiberstdnden
von Kontroll- oder IL-1a-siRNA-transfizierten PaTu-8988T 1 bis 2 x 10° PaTu-8988T (PaTu) wurden mit
Kontroll-siRNA oder drei verschiedenen siRNA gegen IL-1a transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion
wurde das Medium gewechselt und der Zelliberstand fiir weitere 48 Stunden gesammelt. (A) 96 Stunden
nach der Transfektion wurde aus den transfizierten PaTu RNA isoliert und die IL-1a-mRNA-Menge mittels
gRT-PCR bestimmt, als Referenzgen wurde B-Actin gemessen. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fiir
drei unabhingige Experimente. (B) 1 bis 2 x 10° PBMC wurden mit den Zelliiberstanden (PaTu U) oder
DMEM-Volimedium inkubiert, nach 48 Stunden wurden in den Kulturiiberstdnden CCL22-Proteinmengen
mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind Mittelwert (n = 6 PBMC-Donoren) + SEM, PaTu-Zelllberstédnde
wurden in drei unabhéngigen Experimenten generiert. P-Werte wurden im Vergleich zur Kontroll-siRNA-
Kondition mittels zweiseitigen t-Test bestimmt (** p < 0,01).

Menge nach Inkubation mit Uberstinden der PaTu, die mit siRNA C transfizierten wurden, unter-

schied sich nicht von der Kontroll-siRNA-Kondition (Abbildung 3.2B).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass ein Knockdown von IL-1a die CCL22-Induktion
in PBMC durch die Zelliiberstinde von PaTu-8988T aufhebt. Diese Daten zeigen, dass in dem
PaTu-8988T-Modell tumoreigenes IL-1a die CCL22 Sekretion von humanen PBMC induziert.

3.1.3 siRNA-Knockdown von IL-1 reduziert Tumorzell-induzierte CCL22-Induktion

in murinen Splenozyten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass im humanen PaTu-8988T-Modell tumoreigenes IL-1 zu ei-
ner CCL22-Hochregulierung auf Immunzellen fiihrt, sollte im Anschluss tiberpriift werden, ob
dieser Mechanismus auch im murinen 4T1-Modell relevant ist. Es sollte, &hnlich wie im huma-
nen Modell, untersucht werden ob eine mittels siRNA-Knockdown reduzierte IL-1-Expression die

CCL22-Induktion auf Immunzellen durch die Tumorzelliiberstinde beeinflusst.

Hierfiir wurden die 4T1 mit zwei verschiedenen siRNA gegen IL-1a (A und B), zwei verschiede-
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nen siRNA gegen IL-1P (A und B), sowie einer Kombination aus zwei siRNA, die gegen IL-1a
und IL-1p gerichtet sind, transfiziert, als Kontrollkondition erfolgte eine Transfektion mit unspe-
zifischer Kontroll-siRNA. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Konditionen zu gewiéhrleisten,
wurde bei der Kondition, in der zwei siRNA gleichzeitig transfiziert wurden, jeweils nur die halbe
Menge der einzelnen siRNA verwendet, sodass die Gesamtmenge an transfizierter siRNA in jeder
Kondition gleich war. Der Versuchsablauf verlief grof3teils analog zum humanen Modell. Die trans-
fizierten Tumorzellen wurden kultiviert, im Zeitraum 48 Stunden bis 72 Stunden nach Transfektion
Tumorzelliiberstand gesammelt und die Expression von IL-1a sowie IL-1f in den Tumorzellen 72h
nach Transfektion mittels qRT-PCR analysiert. Murine Splenozyten wurden mit den konditionier-
ten Tumorzelliiberstinden oder Medium inkubiert und schliefilich in den Zelliiberstinden nach

48 Stunden die CCL22 Proteinmenge mittels ELISA gemessen.

Die qRT-PCR Analyse (Abbildung 3.3A und 3.3B) zeigte eine erfolgreiche Reduktion der Expres-
sion von IL-1a sowie IL-1pB in den verschiedenen Konditionen im Vergleich zur Kontroll-siRNA-
Transfektion. Abermals fithrte die Inkubation von Splenozyten mit Tumoriiberstinden der Kontroll-
siRNA-transfizierten 4T1 im Vergleich zu Medium zu einer starken, signifikanten, Steigerung der
CCL22 Menge in den Kulturiiberstinden (Abbildung 3.3C). Die Inkubation mit Uberstinden der
verschiedenen IL-1a- oder IL-1B-Knockdown-Konditionen fiihrte im Vergleich zur Kontroll-siRNA-
Kondition zu reduzierten CCL22 Proteinlevel in den Splenozyteniiberstinden, teils war ein signifi-

kanter Unterschied, teils nur ein Trend zu beobachten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein Knockdown von IL-1a oder IL-1f zu einer re-
duzierten CCL22-Induktion in murinen Splenozyten durch 4T1-Tumoriiberstinde fiihrt. Im Ver-
gleich zum humanen PaTu-8988T-Modell konnte die CCL22-Induktion jedoch nur reduziert, nicht
jedoch komplett aufgehoben werden. Dies ldsst vermuten, dass tumoreigenes IL-1 im murinen Mo-
dell zwar eine Rolle in der tumoralen CCL22-Hochregulierung auf Immunzellen spielt, wohl aber

noch zusitzliche andere Faktoren involviert sind.

3.1.4 Blockade von IL-1 durch Anakinra im 4T1-Tumormodell

Nachdem in den vorherigen Experimenten die Rolle von IL-1 fiir die tumorale CCL22-Induktion in
vitro festgestellt werden konnte, war es nun von Interesse, ob dieser Mechanismus auch in vivo, also
bei tumortragenden Midusen, relevant ist. Es sollte daher untersucht werden, ob eine verminderte
IL-1 Wirkung zu verdnderten tumoralen CCL22-Level fithrt und ob dies einen Einfluss auf die

Infiltration des Tumors durch Tz und das Tumorwachstum hat. Um die IL-1-Wirkung in vivo
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Abbildung 3.3: CCL22 in den Kulturiiberstanden von murinen Splenozyten nach Kultivierung mit
Tumoriiberstinden von Kontroll- oder IL-1-siRNA-transfizierten 4T1 0,5 bis 2 x 1054T1 wurden mit
Kontroll-siRNA, je zwei verschiedenen siRNA gegen IL-1a oder IL-1 oder mit einer Kombination aus zwei
siRNA gegen IL-1a und IL-1 transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt
und der Zelliiberstand fir weitere 24 Stunden gesammelt. (A,B) 72 Stunden nach der Transfektion wurde
aus den transfizierten 4T1 RNA isoliert und die IL-1a- (A) und IL-1B3- (B) mRNA-Mengen mittels gRT-PCR
bestimmt, als Referenzgen wurde B-Actin gemessen. Die gezeigten Daten sind reprasentativ flr drei unab-
hangige Experimente. (C) 3 Wells mit 2 x 10° murinen Splenozyten wurden mit den Zelliiberstanden (4T1 U)
oder DMEM-Vollmedium inkubiert, nach 48 Stunden wurden in den Kulturiiberstanden CCL22 Proteinmen-
gen mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind der Mittelwert aus Triplikaten + SEM. P-Werte wurden im
Vergleich zur Kontroll-siRNA Kondition mittels zweiseitigen t-Test bestimmt (* p < 0,05, *** p < 0,001, ns
nicht signifikant). Die gezeigten Daten sind reprasentativ fiir drei unabhangige Experimente.
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modulieren zu kénnen, wurde Anakinra eingesetzt. Anakinra ist ein rekombinanter humaner IL-1-
Rezeptorantagonist, der kompetitiv an den Interleukin-1 Typ I Rezeptor bindet und dadurch die

Wirkung von sowohl IL-1a, als auch IL-1p hemmt (Dinarello et al. 2012).

Um den Einfluss von Anakinra zu untersuchen wurden BALB/c Midusen subkutane 4T1-Tumore
gesetzt und, sobald die Tumore gut tastbar waren, zwei Gruppen gebildet. Einer Gruppe wurde im
Anschluss taglich 0,5 mg Anakinra subkutan injiziert, die Kontrollgruppe erhielt eine dquivalen-
te Menge PBS. Nach 20 Tagen wurde der Versuch beendet, die Versuchstiere getdtet und mittels
ELISA die CCL22-Menge in den Lysaten der Tumore analysiert. Zudem wurden mittels Durch-

flusszytometrie die tumorinfiltrierenden T-Zell-Populationen analysiert.

Die durchschnittliche Tumorgrofle war in Behandlungs- und Kontrollgruppe wiahrend des gesam-
ten Beobachtungszeitraum vergleichbar (Abbildung 3.4A). Die Tumore der Mause, welche mit Ana-
kinra behandelt wurden, zeigten tendenziell eine verringerte tumorale CCL22-Menge im Vergleich
zur Kontrollgruppe, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Abbildung 3.4B).
Der Anteil von CD4+ und CD8+ T-Zellen an den tumorinfiltrierenden CD3+ T-Zellen blieb durch
die Anakinra-Therapie unverandert, insbesondere zeigte sich kein verdnderter Anteil an CD4+

FoxP3+ Tyeg (Abbildung 3.4C).

Zusammenfassend weisen die Daten darauf hin, dass auch in vivo eine Verminderung der IL-1-
Wirkung zu einer reduzierten intratumoralen CCL22-Sekretion fithren konnte, auch wenn hier
keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Dies miisste mit einer gréfieren Gruppe an Versuchs-
tieren bestatigt werden. Auf das Tumorwachstum scheint Anakinra im 4T1-Modell hingegen kei-
nen Einfluss zu haben. Interessanterweise blieben trotz der tendenziell verminderten CCL22-Level

der Anteil an tumorinfiltrierenden T,z unverandert.

3.1.5 Blockade von IL-1 durch Anakinra im Hepal-6 Tumormodell

Nachdem zuvor die Wirkung von Anakinra im 4T1-Modell analysiert wurde, sollte nun tiberpriift
werden, ob die Effekte in einem anderen Modell vergleichbar sind. Hierfiir wurde das Hepal-6
Modell, eine murine Hepatom-Zelllinie, gewéhlt. Im Gegensatz zu 4T1 exprimieren die Zellen in
vitro, auf QRT-PCR-Ebene, weder IL-1a noch IL-1f (Daten nicht gezeigt). Das Modell kénnte sich
also eher zur Analyse von systemischen IL-1-Effekten eignen. Wie im vorherigen Experiment, sollte
uberprift werden, welchen Einfluss eine Anakinra-Behandlung auf das Tumorwachstum, sowie auf

die CCL22-Menge in Tumor und Lymphknoten hat.
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Abbildung 3.4: Intratumorale CCL22-Level, T-Zell-Infiltration und Wachstumskurven von Anakinra-
behandelten, 4T1-tumortragenden Mausen Weiblichen BALB/c Mausen mit subkutanen 4T1-Tumoren
wurde ab dem 9. Tag nach der Tumorinduktion taglich 0,5 mg Anakinra subkutan appliziert (n =5), den Kon-
trolltieren eine &quivalente Menge PBS (n = 5). (A) Die Tumorflache wurde alle 2 bis 3 Tage gemessen. (B) Die
Mause wurden an Tag 20 nach Tumorinduktion getotet, die Halfte des Tumorgewebes lysiert und CCL22-
Mengen in den Lysaten mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert + SEM, p-Werte wurden mittels
zweiseitigen t-Test bestimmt (ns nicht signifikant). (C) Aus dem restlichen Tumorgewebe wurden die tumor-
infiltrierenden Leukozyten isoliert, gefarbt und die relativen T-Zell-Population mittels Durchflusszytometrie
analysiert (jeweils n = 3).

Hierfiir wurden C57BL/6 Miusen subkutane Hepal-6-Tumore gesetzt und wiederum eine Anakinra-
Behandlungsgruppe und eine PBS-Kontrollgruppe gebildet. Den Médusen der Behandlungsgruppe
wurde ab einer durchschnittlichen Tumorgréfie von 10 bis 20 mm? tiglich tiglich 0,5 mg Anakinra
injiziert. Bei Erreichen einer durchschnittlichen Tumorgréfie von 80 bis 120 mm? wurden der Ver-

such beendet, Tumoren und Lymphknoten lysiert, und die CCL22-Level mittels ELISA analysiert.

Wie im 4T1-Modell lief? sich kein Unterschied in den durchschnittlichen Tumorgréf3en der beiden
Gruppen beobachten (Abbildung 3.5A). Wahrend die CCL22 Mengen in den Tumorlysaten der
beiden Gruppen vergleichbar waren, wiesen die Lysate der Lymphknoten der Anakinragruppe ten-
denziell niedrigere CCL22 Level auf als die der Kontrollgruppe, der Unterschied war jedoch nicht
statistisch signifikant (Abbildung 3.5B).

Auch im Hepal-6 Modell hat Anakinra also keinen Einfluss auf das Tumorwachstum. Die Hem-
mung der IL-1-Wirkung konnte jedoch systemisch, wie zum Beispiel im Lymphknoten, die CCL22-

Produktion verringern.
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Abbildung 3.5: CCL22 in Tumor und Lymphknoten sowie Wachstumskurven von Anakinra-
behandelten, Hepa1-6-tumortragenden Mausen Weiblichen C57BL/6 Mausen mit subkutanen
Hepa1-6-Tumoren wurde ab einer durchschnittlichen TumorgréBe von 10 bis 20 mm?2 taglich 0,5 mg
Anakinra subkutan appliziert, den Kontrolltieren eine aquivalente Menge PBS. (A) Die Tumorflache wurden
alle 2 bis 3 Tage gemessen, die abgebildete Tumorkurve ist reprasentativ flir drei unabhangige Experimente,
dargestellt sind Mittelwert (n = 5) + SEM. (B) Die M&use wurden bei einer durchschnittlichen TumorgréBe
von 80 bis 120 mm? getotet, Tumore und periphere Lymphknoten lysiert und CCL22-Mengen in den
Lysaten mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Messwerte aus drei Experimenten (n=12 in der
Anakinra-Gruppe und n=11 in der PBS-Gruppe) mit Mittelwert + SEM, p-Werte wurden mittels zweiseitigen
t-Test bestimmt (ns nicht signifikant).

3.2 CCL22-Induktion durch GM-CSF

Im vorangegangenen Abschnitt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CCL22 im Tumor durch
tumoreigenes IL-1 induziert werden kann. Die Daten aus den verwendeten murinen Modellen
weisen jedoch darauf hin, dass dies nicht der einzige Mechanismus der intratumoralen CCL22-
Induktion ist. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde daher die CCL22-Induktion durch verschie-
dene andere Zytokine in vitro gescreent. Dabei konnte das Zytokin GM-CSF als méoglicher potenter
CCL22-Induktor identifiziert werden (unveréftentlichte Daten). Die Rolle von GM-CSF sollte im

Folgenden genauer analysiert werden.

GM-CSF ist ein Zytokin aus der Familie der koloniestimulierenden Faktoren. Aufgrund seiner im-
munstimulierenden Wirkung wird der Einsatz von GM-CSF in antitumoralen Immuntherapien er-
probt. Es werden jedoch zunehmend auch protumorale und immunregulatorische Eigenschaften
von GM-CSF beschrieben, darunter die Expansion von Tyeg (Bhattacharya et al. 2015; Bhattacharya

etal. 2011).
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Abbildung 3.6: CCL22 in den Kulturiiberstdnden muriner Splenozyten nach Stimulation mit rekombi-
nantem GM-CSF 1 x 10° murine Splenozyten wurden in 200 pl T-Zell-Medium kultiviert und mit 20 ng/ml re-
kombinantem GM-CSF stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach 24 Stunden wurden die Zellliberstédnde
abgenommen und die CCL22-Proteinmenge mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind der Mittelwert aus
Triplikaten + SEM, der p-Wert wurde mittels zweiseitigem t-Test bestimmt (*** p < 0,001). Die gezeigten
Daten sind reprasentativ fir zwei unabhangige Experimente.

3.2.1 GM-CSF induziert CCL22 in Splenozyten in vitro

In einem ersten Schritt sollte untersucht werden, ob rekombinantes GM-CSF zu einer Induktion

von CCL22 in murinen Immunzellen fithrt. Hierfiir wurden murine Splenozyten mit 20 ng/ml GM-CSF

stimuliert und die CCL22-Menge in den Zelliiberstinden gemessen (Abbildung 3.6). Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Stimulation mit GM-CSF eine potente Steigerung der CCL22-Sekretion in

vitro bewirkt.

3.2.2 Applikation von GM-CSF induziert CCL22 in vivo

Im néchsten Schritt sollte tiberpriift werden, ob GM-CSF auch in vivo zu einer Stimulation der
CCL22-Produktion fiihrt. Hierfiir wurden C57BL/6 Miuse 5 Tage mit GM-CSF behandelt, Kon-
trolltiere mit dem gleichen Volumen PBS. Im Anschluss wurde die CCL22-Proteinmenge in den
Organlysaten mittels ELISA gemessen (Abbildung 3.7). In der Tat fithrte eine Behandlung mit
GM-CSF im Vergleich zu PBS zu einer signifikanten Steigerung der CCL22-Produktion in den
mesenterischen Lymphknoten. In Milz, sowie peripheren Lymphknoten lief sich eine tendenzi-
ell erhohte CCL22 Produktion beobachten, der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Es ist
durchaus denkbar, dass der ausgepragtere Effekt im mesenterischen Lymphknoten auf die intrape-

ritoneale Applikation zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 3.7: CCL22 in Organlysaten von GM-CSF- und PBS-behandelten Tieren C57BL/6 Mausen
wurden Uber einen Zeitraum von 5 Tagen téglich 2 yg GM-CSF intraperitoneal injiziert, Kontrolltiere erhielten
téglich aquivalente PBS-Injektionen. 24 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Tiere getétet, peri-
phere Lymphknoten (LN), mesenterische LN, und Milz entnommen und lysiert. In den Organlysaten wurden
mittels ELISA die CCL22-Proteinmengen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert (n = 13) + SEM, die Daten
sind gepoolt aus drei unabhangigen Experimenten. P-Werte wurden mittels zweiseitigem t-Test bestimmt
(** p < 0,01, ns nicht signifikant).

3.2.3 Generierung einer Doxycyclin-abhingig GM-CSF-exprimierenden

Tumorzelllinie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass GM-CSF in vitro wie in vivo zu einer CCL22-Induktion
fuhrt, sollte im Anschluss untersucht werden, ob diese Mechanismen auch im Tumormodell ei-
ne Rolle spielen. Hierfiir sollte eine Tumorzelllinie generiert werden, in der sich die GM-CSF-
Produktion gezielt induzieren ldsst. Wir wéhlten ein induzierbares Modell anstatt eines stabil tiber-
exprimierenden Modells, um ein Anwachsen der subkutanen Tumore in vivo ohne den Einfluss von
GM-CSF gewihrleisten zu konnen. Dies ist relevant, da Vorversuche gezeigt hatten, dass GM-CSF
tiberexprimierende Tumore teilweise bereits vor dem Anwachsen abgestofSen werden. Als Tumor-
zelllinie wurde CT26 gewihlt, eine murine Kolonkarzinom-Zelllinie auf BALB/c-Hintergrund. Zur
induzierbaren Expression von GM-CSF wurde das Prinzip der Tetracyclin-gesteuerten Genregula-
tion verwendet (Gossen et al. 1995), welches in unserer Arbeitsgruppe bereits zuvor etabliert wurde

(Rapp 2013).

Bei dem eingesetzten Tet-On-System wird die Genexpression des Gens Csf2, welches fiir GM-CSF

kodiert, in Anwesenheit von Doxycyclin, einem Antibiotikum aus der Klasse der Tetrazykline, ak-
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tiviert. Die Genexpression ist dabei von dem Promotor P abhingig. Dieser Promotor wird durch
das Binden von rtTA (reverse tetracyclin controlled transactivator) aktiviert. Bei Abwesenheit von
Doxycyclin kann rtTA nicht an den Promotor binden, so dass die Genexpression unterdriickt wird.
Bei Anwesenheit von Doxycyclin kommt es hingegen zu einer Konformationsinderung des rtTA,

so dass es an die Bindungsstellen des Promotors binden kann und die Genexpression aktiviert wird.

Dieses System sollte mittels eines viralen Konstrukts in die Tumorzelllinie integriert werden. Das
Konstrukt enthdlt dabei zum einen rtTA, welches durch einen CMV Promotor reguliert und da-
durch konstitutiv exprimiert wird. Zum anderen enthalt es den Pi-Promotor, welches die Gen-
expression von Csf2 steuert. Das beschriebene Plasmid war bereits wahrend Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe kloniert worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Konstrukt mittels lentiviraler
Transduktion stabil in die CT26 Tumorzelllinien integriert. Die generierte Tumorzelllinie wurde

als rtTA-CSF2-CT26 bezeichnet.

Zunichst sollte die Transduktion und die Funktion des Tet-On-Systems in vitro iiberpriift werden.
Hierfiir wurden die generierten rtTA-CSF2-CT26 mit unterschiedlichen Mengen von Doxycyclin
inkubiert und die GM-CSF-Produktion mittels ELISA in den Zelliiberstinden gemessen. Als Inku-
bationsmedium wurde dabei das serumfreie Medium Opti-MEM verwendet, da FSC-haltige Me-
dien Tetracyclin-Verunreinigungen aufweisen konnen. In der Tat konnte gezeigt werden, dass in
den rtTA-CSF2-CT26 GM-CSF Doxycyclin-abhidngig induziert werden kann und dass steigende
Doxycyclin-Dosen zu einer steigenden GM-CSF-Produktion fithren (Abbildung 3.8). Dies best-

tigte die erfolgreiche Generierung einer Tumorzelllinie mit induzierbarer GM-CSF-Expression.

3.2.4 GM-CSF-iiberexprimierende Tumore induzieren CCL22 in vivo

Die zuvor generierte Tumorzelllinie rtTA-CSF2-CT26 sollte in einem nichsten Schritt im Maus-
modell eingesetzt werden. Dabei sollte zunéchst die Funktionsfihigkeit des Systems tiberpriift wer-
den. Es sollte daher untersucht werden, ob die Tumorzellen im Mausmodell als subkutane Tumore
anwachsen und ob auch in vivo eine Induktion von GM-CSF mdglich ist. Zudem sollte in einem
weiteren Schritt untersucht werden, ob die GM-CSF-Produktion durch den Tumor zu einer CCL22-

Induktion fiihrt.

Hierfiir wurden BALB/c Miuse subkutane rtTA-CSF2-CT26-Tumore gesetzt. Nach dem sicheren
Anwachsen der Tumore wurde die Hilfte der Mause mit Doxycyclin behandelt. Das Doxycyclin
wurde dabei dem Trinkwasser der Tiere zugesetzt. Nach einer Behandlungsdauer von drei Tagen

wurden die Tiere getotet und GM-CSFE- sowie CCL22-Proteinlevel in den Organen analysiert.
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Abbildung 3.8: GM-CSF in Zelliiberstdnden von rtTA-CSF2-CT26 nach Titration von Doxycyclin
5 x 10* HTA-CSF2-CT26 wurden in 1 ml Opti-MEM ausgesat und mit verschiedenen Konzentrationen von
Doxycyclin (0,025 pg/ml, 0,125 ug/ml, 0,25 pg/ml, 2,5 pg/ml) inkubiert oder unstimuliert belassen. Nach
24 Stunden wurden die Zelliiberstande abgenommen und die GM-CSF Proteinmengen in den Uberstianden
mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind der Mittelwert aus Triplikaten + SEM, die gezeigten Daten sind
reprasentativ flr zwei unabhéngige Experimente.

Es konnte gezeigt werden, dass die neu generierte Tumorzelllinie rtTA-CSF2-CT26 in vivo an-
wichst (Abbildung 3.9A) und die Doxycyclin-Behandlung zu einer GM-CSF-Produktion durch
die Tumore fithrt (Abbildung 3.9B). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass in Tumor und
peripheren Lymphknoten die CCL22-Menge durch die Doxycyclin-Behandlung signifikant gestei-
gert werden konnte. In der Milz konnte ebenfalls eine Steigerung der CCL22-Menge beobachtet
werden, der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 3.9C). Dies impliziert, dass eine

tumorale GM-CSF-Produktion zu einer lokalen, sowie systemischen CCL22-Induktion fiihrt.

Ausblickend miissten diese Ergebnisse in einer Wiederholung des Versuches bestitigt werden. Zum
besseren Verstindnis des Models wire es relevant, Dauer und Dosis der Doxycyclin-Behandlung zu
modulieren. Dariiber hinaus wire es jedoch insbesondere interessant, die Auswirkung der GM-CSF-
Induktion auf das Tumorwachstum bei einem langeren Versuchsverlauf zu analysieren. Es sollte zu-
dem untersucht werden, ob die gesteigerten CCL22-Level einen Einfluss auf die Infiltration durch

Theg hat.

3.3 Charakterisierung von CCL22-defizienten dendritischen Zellen

Neben den Mechanismen der tumoralen CCL22-Induktion, sollte im nachsten Abschnitt dieser

Arbeit die Rolle von CCL22 in DC untersucht werden. DC sind unter homoostatischen Bedin-
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Abbildung 3.9: Doxycyclin-Behandlung von rtTA-CSF2-CT26-tumortragenden Mausen

(A) Weibliche BALB/c Mausen mit subkutanen rtTA-CSF2-CT26 Tumoren wurden ab Tag 10 nach Tumor-
induktion mit 1 mg/ml Doxycyclin im Trinkwasser behandelt (n = 5), Kontrolltiere erhielten normales Trink-
wasser ohne Doxycyclin (n = 5). Die Tumorflache wurde alle 2 bis 3 Tage gemessen. (B, C) Nach 3 Tagen
Doxycyclin-Behandlung wurden die Mause getétet, Tumor, Milz und periphere Lymphknoten (LN) entnom-
men, die Organe lysiert und mittels ELISA die Proteinmengen von GM-CSF (B) und CCL22 (C) in den Organ-
lysaten gemessen. Dargestellt sind Mittelwert + SEM, p-Werte wurden mittels zweiseitigen t-Test bestimmt
(* p <0,05, ** p < 0,001).

gungen die Hauptproduzenten von CCL22 (Vulcano et al. 2001). In Vorarbeiten unserer Arbeits-
gruppe konnte zudem gezeigt werden, das BMDC (bone marrow-derived dendritic cells), welche
mittels GM-CSF und IL-4 aus dem Knochenmark von CCL22-KO-Miusen generiert wurden, in
Vakzinierungsexperimenten eine stirkere Immunantwort bewirken als BMDC aus WT-Maiusen.
Dabei waren WT-Miuse mit Ovalbumin-beladenen WT- und CCL22-KO-BMDC geimpft worden.
Eine Vakzinierung mit CCL22-KO-BMDC resultierte dabei in einem deutlich hoheren Anteil an
Ovalbumin-spezifischen und Interferon-y-positiven zytotoxischen T-Zellen (Rapp et al. 2019). Im
Folgenden sollten mogliche Mechanismen fiir den immunstimulierenden Phéanotyp von CCL22-

KO-BMDC identifiziert werden.

3.3.1 Expression von kostimulatorischen Markern und MHC-II auf dendritischen

Zellen ist unabhingig von CCL22

In einem ersten Schritt sollte liberpriift werden, ob der immunstimulierende Phénotyp von CCL22-
KO-BMDC auf die Expression von kostimulatorischen Markern CD80 und CD86 oder MHC-II
zurilickzufithren ist, da diese Oberflichenmolekiile eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von T-

Zellen durch DC spielen.
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Abbildung 3.10: Expression kostimulatorischer Marker und MHC-II auf WT- und CCL22-KO-BMDC
Aus dem Knochenmark von WT- und CCL22-KO-Mausen wurden BMDC generiert. Die Expression der ko-
stimulatorischen Marker CD80 und CD86, sowie MHC-Il auf CD11c+ Zellen wurden durchflusszytometrisch
analysiert. Dargestellt sind Mittelwert (n = 4 unabhangig generierte BMDC) + SEM, p-Wert wurde mittels
zweiseitigen t-Test berechnet (ns nicht signifikant).

Hierfiir wurden aus dem Knochenmark von WT- und CCL22-KO-Miusen BMDC generiert und
mittels Durchflusszytometrie der Anteil von CD80- und CD86-positiven Zellen sowie die Expressi-
on von MHC-II gemessen. Da sich bei der Farbung von MHC-II keine klaren Populationen unter-
scheiden lieflen, wurde die mittlere Fluoreszenz der Farbung (MIF: Mean Intensity Fluorescence)
bestimmt. Es zeigten sich bei keinem der analysierten Marker signifikante Unterschiede (Abbil-
dung 3.10). Die Daten zeigen, dass CD80, CD86 und MHC-II unabhéngig von CCL22 exprimiert

werden.

3.3.2 Fdhigkeit der Antigenprisentation und -prozessierung von dendritischen

Zellen ist unabhingig von CCL22

In einem nachsten Schritt sollte tiberpriift werden, ob sich die Fahigkeit der Antigenprésentation
und Antigenprozessierung von WT- und CCL22-KO-BMDC unterscheidet und dies fiir die star-
kere Immunantwort bei der Vakzinierung mit CCL22-KO-BMDC verantwortlich sein konnte. Als
Maf? dafiir sollte die Proliferation und Interferon-y-Produktion von T-Zellen nach Kontakt mit
BMDC analysiert werden. Hierfiir wurden Splenozyten von OT-1 Miusen eingesetzt. Diese expri-
mieren einen transgenen T-Zell-Rezeptor, welcher iiber MHC-I présentiertes Ovalbumin erkennt,
sodass die CD8+ T-Zellen in diesem Modell Ovalbumin-spezifisch sind (Clarke et al. 2000). Der

Kontakt mit Ovalbumin-présentierenden DC fiihrt also in diesem Modell zu einer Aktivierung
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und damit zu Proliferation und Interferon-y-Produktion der T-Zellen.

WT- und CCL22-KO-BMDC wurden auf zwei verschiedene Arten mit Antigen beladen und mittels
des TLR9-Ligand CpG maturiert. Um die Fahigkeit zur Antigenprasentation zu analysieren wur-
den die BMDC zum einen 6 Stunden mit SIINFEKL inkubiert. Dies ist ein Ovalbumin-Peptid, wel-
ches tiber MHC-I prasentiert wird. Zum anderen wurden BMDC mit dem Ovalbumin-Vollprotein
inkubiert, welches von den DC zunichst aufgenommen und prozessiert werden muss um schlief3-
lich iitber MHC-I présentiert werden zu konnen. In einer dritten Kontroll-Kondition wurden die
BMDC nicht mit Antigen beladen. Nach der Inkubation mit dem Antigen wurden die BMDC
mehrfach gewaschen, um ungebundenes, gelostes Antigen so weit moglich zu entfernen. Die Zel-
len wurden darauthin drei bis vier Tage mit CFSE-gefarbten OT-1 Splenozyten kultiviert. Durch
die CFSE-Férbung lief sich im Anschluss durchflusszytometrisch die Proliferation analysieren, da
der fluoreszierende Farbstoff bei jeder Zellteilung auf beide Tochterzellen aufgeteilt wird und so-
mit zu einer Reduktion der Fluoreszenz fithrt. Zudem wurde mittels ELISA in den Uberstinden

die Interferon-y-Menge gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation der OT-1 Splenozyten mit antigenprisentierenden
BMDC zu einer starken Proliferation (Abbildung 3.11A, Histogramme der CFSE-Dilution in Ab-
bildung 3.11C) und Interferon-y-Produktion (Abbildung 3.11B) fiihrte. Im Vergleich dazu war
die Aktivierung durch unbeladene BMDC deutlich schwicher, Splenozyten ohne BMDC-Kontakt
zeigten keine Proliferation. Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen WT- und CCL22-KO-
BMDC Konditionen festgestellt werden. Die Fahigkeit der BMDC zur Antigenprésentation und

-prozessierung ist also offensichtlich unabhéngig von CCL22.

3.3.3 Migration und Uberleben von dendritischen Zellen in vivo ist unabhingig von

CCL22

Im Anschluss sollte tiberpriift werden, ob WT- und CCL22-KO-BMDC in vivo ein unterschied-
liches Migrationsverhalten oder Uberleben aufweisen. Hierfiir wurde ein adoptiver Transfer von
gefiarbten BMDC durchgefiihrt, welche durch ihre Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie wie-

dererkannt und somit in vivo verfolgt werden konnten.

Dabei wurden WT- und CCL22-KO-BMDC mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoft eFluor 450 ge-
farbt und jeweils 4 bis 5 x 105 BMDC subkutan in die Oberschenkel von C57BL/6 Mausen injiziert.
Um vergleichbare Bedingungen wie in dem Vakzinierungsexperimenten herzustellen, erfolgte zu-

dem eine Injektion mit dem Adjuvanz Alum und dem TLR-Agonisten CpG (Rapp et al. 2019).
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Abbildung 3.11: Proliferation und Interferon-y-Produktion von OT-1-Splenozyten durch Kokultur mit
WT- und CCL22-KO-BMDC Aus dem Knochenmark von WT und CCL22-KO-M&usen wurden BMDC (DC)
generiert. 106 BMDG/mI wurden 6 Stunden mit 100 nM SIINFEKL oder 100 pg/ml Ovalbumin-Vollprotein be-
laden oder unbeladen gelassen. Eine Stunde nach Beginn der Inkubation mit dem Antigen wurde zusétzlich
mit CpG 1826 (6 ug/ml) stimuliert. Pro Kondition wurde in 3 Wells 10° CFSE-markierte OT-1-Splenozyten
mit 5 x 103 stimulierten BMDC kokultiviert, als Kontrolle wurden 10° Splenozyten ohne DC kultiviert (@ DC).
(A, C) Nach 3 Tagen wurde die Zellen gegen CD3 gefarbt und die Proliferation durchflusszytometrisch ana-
lysiert. In (C) sind reprasentative Histogramme der CFSE-Dilution der CD3+ OT1-T-Zellen dargestellt. (B) In
den Uberstéanden der Kokultur wurde die Interferon-y-Menge (IFN-y) mittels ELISA gemessen. Dargestellt
sind Mittelwert (aus Triplikaten) + SEM, Daten sind représentativ fir zwei 8hnliche, unabhangige Experimen-

te.
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Nach 36 Stunden wurden die Empfangermiuse getétet und mittels Durchflusszytometrie die Zahl
der migrierten, blau fluoreszierenden, BMDC im ipsilateralen Lymphknoten bestimmt. Mittels PI-

Farbung wurde zudem der Anteil der vitalen Zellen ermittelt.

Die Analyse im ipsilateralen inguinalen Lymphknoten erfolgte, nachdem in einem Vorversuch zu-
néchst untersucht worden war, wohin BMDC nach subkutaner Injektion in den Oberschenkel mi-
grieren. Wie in den FACS-Plots in Abbildung 3.12A zu sehen ist, lief3en sich insbesondere im ipsi-
lateralen inguinalen Lymphknoten die gefirbten BMDC wiederfinden. Es fand keine Migration in
den kontralateralen inguinalen Lymphknoten und in die Milz statt. Die Migration in die axilldren

Lymphknoten war vernachldssigbar gering.

In den ipsilateralen inguinalen Lymphknoten konnte kein Unterschied bei der Zahl der migrierten,
fluoreszierenden Zellen zwischen den Méusen, welchen WT-BMDC injiziert worden waren und
den Miusen, welchen CCL22-KO-BMDC injiziert worden waren, festgestellt werden. Der Anteil
an PI-negativen, also vitalen, BMDC an den migrierten Zellen unterschied sich ebenfalls nicht.

Migration und Uberleben der BMDC in vivo scheinen also unabhingig von CCL22 zu sein.

3.3.4 Verminderte Migration von regulatorischen T-Zellen zu Uberstinden von

CCL22-defizienten dendritischen Zellen

Zuletzt sollte untersucht, ob der unterschiedliche Phanotyp von WT- und CCL22-KO-BMDC bei
dem Vakzinierungsversuchen auf eine unterschiedliche Attraktion von Immunzellen zuriickzufiih-
ren ist. In einem Transwell-Migrationsassay sollte dabei das Migrationsverhalten von T-Zellen in
Richtung von Uberstinden von BMDC analysiert werden. Dabei waren insbesondere die folgenden
drei T-Zellpopulationen von Interesse: CD8+ zytotoxische T-Zellen, CD4+ FoxP3- konventionelle
T-Zellen, sowie CD4+ FOXP3+ Treg.

Fiir die Generierung der zellfreien Uberstinde wurden WT- und CCL22-KO-BMDC fiir 24 Stun-
den in Opti-MEM kultiviert. Opti-MEM wurde als serumfreies Medium gewahlt, um den mog-
lichen Einfluss von chemoattraktiven Proteinen, die in FCS enthalten sind, zu vermeiden. Die
Migration von T-Zellen wurde mittels eines Transwell-Migrationsassays analysiert. Hierbei wird
die Migration von Zellen, welche von einem oberen Kompartiment durch eine porése Membran
in Richtung eines unteren Kompartiments migrieren, beobachtet. Im oberen Kompartiment wur-
den 10° frisch isolierte Splenozyten eingesetzt, im unteren Kompartiment unkonditioniertes Medi-
um (Opti-MEM) oder Zelliiberstinde von WT- oder CCL22-KO-BMDC. Nach 6h wurden mittels

Durchflusszytometrie die migrierten T-Zell-Populationen untersucht.
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Abbildung 3.12: Migration und Uberleben von WT- und CCL22-KO-BMDC in vivo Aus dem Knochen-
mark von Wildtyp (WT) und CCL22-KO Mausen wurden BMDC generiert, maturiert, eFluor 450 gefarbt und
4 bis 5 x 108 BMDC subkutan in die Oberschenkel von C57BL/6 Mause injiziert. (A) Gefarbte BMDC wur-
den in einen Oberschenkel einer C57BL/6 Maus injiziert. Nach 36 Stunden wurde die Migration der Zellen in
den ipsilateralen und kontralateralen inguinalen Lymphknoten (ing LN), die Milz und die axillaren Lymphkno-
ten (LN) durchflusszytometrisch analysiert. Die migrierten Zellen stellten sich dabei als Pacific-Blue-positive
(PacB+) Zellen dar. (B) Gefarbte BMDC wurden in beide Oberschenkel von C57BL/6 Mausen injiziert (2 Mau-
se erhielten WT-BMDC, 2 weitere Mduse CCL22-KO-BMDC) und nach 36 Stunden die Migration in den
ipsilateralen inguinalen Lymphknoten durchflusszytometrisch untersucht. Die absolute Zahl der migrierten
PacB+ BMDC wurde mit Hilfe von Counting Beads berechnet. Durch Propidium-lodid-Farbung wurde der
Anteil der vitalen, Pl-negativen an den migrierten PacB+ BMDC bestimmt. Dargestellt sind Mittelwert + SEM,
die Daten sind représentativ fiir zwei &hnliche, unabhéngige Experimente.

Es konnte gezeigt werden, dass eine signifikant hohere Anzahl an Ty in Richtung den Uberstéin-
den von WT-BMDC im Vergleich zu den Uberstinden von CCL22-KO-BMDC migrierten. Bei der
Zahl der migrierten konventionellen T-Zellen (T¢ony), sowie der migrierten zytotoxischen T-Zellen
(CTL) lief3 sich hingegen kein signifikanter Unterschied beobachten. (Abbildung 3.13B). Auch der
relative Anteil von FoxP3+ Tz an den migrierten CD3+ T-Zellen war bei der Migration in Rich-
tung von WT-BMDC-Ubersténden signifikant hoher als bei der Migration in Richtung von CCL22-
KO-BMDC-Uberstinden (Abbildung 3.13A). Mittels CCL22-ELISA konnte bestitigt werden, dass
in den Uberstinden der WT-BMDC CCL22 vorhanden war, wihrend die Uberstinde der CCL22-
KO-BMDC, wie zu erwarten, kein CCL22 enthielten (Abbildung 3.13C).
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Abbildung 3.13: Migration muriner T-Zellen in Richtung der Uberstinde von WT- und CCL22-KO-
BMDC (A, B) Aus dem Knochenmark von Wildtyp- (WT) und CCL22-KO- (KO) Mausen wurden BMDC
generiert, mit einer Konzentration von 10% Zellen/ml ausgesat und nach 24 Stunden die Ubersténde abge-
nommen. In einem Transwell-Migrationsassay wurde die Migration von murinen WT-Splenozyten in Richtung
der Ubersténde untersucht. Relative (A) und absolute Zellzahlen (B) der migrierten T-Zellen wurden durch-
flusszytometrisch analysiert. Dabei wurden die Populationen CD3+ CD4+ FoxP3+ Tgq, CD3+ CD4+ FoxP3-
Teonv (konventionelle T-Zellen) und CD3+ CD8+ CTL (zytotoxische T-Zellen) untersucht. Dargestellt sind Mit-
telwert (n = 6 unabhéngige Experimente, n = 3 fiir die Kondition Medium) + SEM. Die p-Werte wurden mittels
Wilcoxon Test berechnet (* p < 0,05, ns nicht signifikant) (C) In den eingesetzten Uberstanden der WT- und
CCL22-KO-BMDC wurde mittels ELISA die CCL22 Menge gemessen. Abgebildet sind Mittelwert (n = 4) +
SEM, p-Werte wurden mittels zweiseitigen t-Test bestimmt (** p < 0,001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Uberstinde von CCL22-KO-BMDC zu einer
reduzierten Migration von Ty, fiihren als die der WT-BMDC. Die verminderte Migration der Treg

konnte dazu beitragen, dass CCL22-KO-BMDC eine stirkere T-Zell-Immunitét hervorrufen.

3.3.5 CCL22-Expression in Subtypen von dendritischen Zellen

In vorangegangen Teil dieser Arbeit wurde insbesondere die Funktion von BMDC als in-vitro-
Modell fiir DC analysiert. Physiologischerweise sind jedoch eine Vielzahl von Subtypen von DC
bekannt, welche unterschiedliche Funktionen aufweisen (Merad et al. 2013). Um die Funktion von
CCL22 besser verstehen zu konnen, war es daher zusétzlich von Interesse, welcher Subtyp von DC
in lymphatischen Geweben fiir die Produktion von CCL22 verantwortlich ist. Hierfiir sollten mit-
tels FACS-Sort fiinf verschiedene Subpopulationen von CD11c+ Zellen aufgereinigt werden und

mittels QRT-PCR die CCL22 Expression gemessen werden.

Zur Aufreinigung wurden aus Milz, peripheren sowie mesenterischen Lymphknoten von C57BL/6

Miusen zundchst mittels MACS-Technik CD11c+ Zellen isoliert. Die Sorting-Strategie beim an-
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schlieflenden FACS-Sort ist in Abbildung 3.14A dargestellt: In einem ersten Schritt wurden nur
CD11c+ Zellen ausgewihlt, schliefllich wurden fiinf Subpopulationen gegated: zuniachst wurden
B220- ¢cDC von B220+ pDC getrennt. Unter den ¢cDC wurden weiterhin zwei Subtypen unter-
schieden: CD8+ CD11b- ¢cDC sowie CD8- CD11b+ ¢DC. Unabhingig davon wurden unter den
CD11c+ DC zudem zwei Populationen anhand des Oberflaichenproteins CD103 aufgereinigt: Die
CD103+ DC, sowie die CD103- DC.

Die CCL22-Expression, welche im Anschluss mittels QRT-PCR in den Lysaten der Subpopulatio-
nen gemessen wurden, ist in Abbildung 3.14B dargestellt. Es zeigte sich, dass alle analysierten Sub-
populationen CCL22 exprimierten. Interessanterweise zeigten die CD103+ DC die stirkste CCL22-
Expression, wohingegen die CD103- DC sowie B220+ pDC nur eine deutlich geringere CCL22
Expression aufwiesen. Diese Daten zeigen, dass die unterschiedlichen Subtypen von DC nicht glei-

chermaflen CCL22 produzieren.
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Abbildung 3.14: CCL22-Expression von DC-Subtypen Aus Einzelzellsuspensionen von Milzen sowie pe-
ripheren und mesenterischen Lymphknoten von zehn weiblichen C57BL/6 Méusen wurden mittels MACS-
Technik CD11c+ DC angereichert. (A) Aus diesen wurden durch FACS-Sort finf verschiedene Subtypen
von DC aufgereinigt: a) CD11c+ B220- CD11b+ CD8-, b) CD11c+ B220- CD11b- CD8+, c) CD11c+ B220+,
d) CD11c+ CD103-, €) CD11c+ CD103+. (B) Aus den aufgereinigten Zellen wurde mit Hilfe der Trizol Metho-
de RNA isoliert und mittels gRT-PCR die CCL22-mRNA-Menge gemessen, Referenzgen war dabei B-Actin.
Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir zwei unabhéngige, dhnliche Experimente.
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4.1 CCL22-Induktion durch intratumorales IL-1

4.1.1 Tumoreigenes IL-1 induziert CCL22

Maligne Tumore nutzen eine Vielzahl von Mechanismen, um der Erkennung und Bekdmpfung
durch das Immunsystem zu entgehen. Wichtiger Bestandteil des Tumormilieus sind Treg, ein spezi-
eller Subtyp von T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften. Die Infiltration des Tumorgewe-
bes durch Tz wurde fiir eine Vielzahl von Tumorentititen beschrieben. Dabei ist eine hohe Teg-
Infiltration hdufig mit einer schlechten Prognose assoziiert (Tanaka et al. 2016). Das Chemokin
CCL22 bewirkt die Migration von Tieg tiber den Rezeptor CCR4 (Iellem et al. 2001). So wurde be-
reits durch verschiedene Autoren gezeigt, dass die Akkumulation von Tieg in Tumor durch CCL22
vermittelt werden kann (Curiel et al. 2004; Anz et al. 2015). In der Tat weisen verschiedene humane
Tumore eine erhohte CCL22-Produktion auf, darunter zum Beispiel das Ovarialkarzinom (Curiel
et al. 2004), das Mammakarzinom (Gobert et al. 2009; Ohara et al. 2009; Faget et al. 2011), das Ma-
genkarzinom (Mizukami et al. 2008), das kolorektale Karzinom (Wagsiter et al. 2008), das Osopha-
guskarzinom (Maruyama et al. 2010) oder das Hodgkin-Lymphom (Ishida et al. 2006). In mehreren
Studien konnte dabei eine Korrelation zwischen CCL22-Level und Treg-Infiltration nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus wurde CCL22 bereits als negativer prognostischer Faktor bei Brustkrebs

(Li et al. 2013) und Magenkarzinom (Wu et al. 2018) beschrieben.

Uber die Mechanismen der intratumoralen CCL22-Induktion ist bisher wenig bekannt. Im ers-
ten Teil dieser Arbeit wurde die Induktion von CCL22 durch IL-1a und IL-1p untersucht. IL-1a
und IL-1f sind Teil der IL-1-Zytokinfamilie und nehmen eine zentrale Position bei dem Ablauf
von Entziindungsreaktionen ein (Dinarello 2013). Neben der Rolle bei autoimmunen und autoin-
flammatorischen Erkrankungen wird zunehmend eine Beteiligung von IL-1 im immunologischen

Tumormilieu diskutiert (Mantovani et al. 2018; Dinarello 2010).

63
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die humane Pankreaskarzinom-Zelllinie PaTu-8988T,
sowie die murine Mammakarzinom-Zelllinie 4T1 sowohl IL-1a, als auch IL-1f exprimieren. Die
Inkubation von humanen PBMC sowie murinen Splenozyten mit den Uberstinden der IL-1-ex-
primierenden Tumorzelllinien fithrte zu einer starken Induktion der CCL22-Sekretion. In der Fol-
ge konnte ein effizienter siRNA-Knockdown von IL-1 in beiden Tumorzelllinien etabliert werden.
Die Blockade der IL-1-Expression bewirkte sowohl im humanen, als auch im murinen Modell
eine Reduktion der CCL22-Sekretion durch die Immunzellen nach Inkubation mit den Tumor-
zelliiberstinden. Bemerkenswerterweise konnte die CCL22-Induktion im humanen PaTu-8988T-
Modell durch die Blockade des intratumoralen IL-1a komplett aufgehoben werden. Im murinen
4T1-Modell war ein Reduktion der CCL22-Sekretion insbesondere durch die gemeinsame Blocka-
de von IL-1a und IL-1f nachweisbar, jedoch war der Effekt weniger ausgeprégt als im humanen

Modell. Hier sind méglicherweise zusatzliche Mechanismen der CCL22-Induktion beteiligt.

Es ist bereits ldnger aus verschiedenen in vitro Arbeiten bekannt, dass Zytokine der IL-1-Familie
die Produktion von CCL22 stimulieren konnen. So konnte die Stimulation mit rekombinanten
IL-1a und IL-1P die CCL22-Expression und Sekretion auf verschiedenen Immunzellpopulationen
(Rodenburg et al. 1998; Andrew et al. 1998; Vulcano et al. 2001) und Epithelzellen (Berin et al.
2001) induzieren. Auch IL-33, ein weiteres Mitglied der IL-1-Familie kann eine CCL22-Induktion
bewirken (Kurokawa et al. 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass rekombinantes IL-1a zur

Aktivierung des CCL22-Promotors fithrt (Wiedemann et al. 2016).

Wihrend die Stimulation und Inhibition der CCL22-Sekretion durch verschiedene Zytokine und
mikrobielle Produkte in vitro vielfach untersucht wurde (Mantovani et al. 2000), ist iiber die Mecha-
nismen der CCL22-Induktion im Tumorgewebe nur wenig bekannt. Vorarbeiten unserer Arbeits-
gruppe zeigten, dass sowohl die Kokultur von Immunzellen und Tumorzellen, als auch die Kultur
von Immunzellen in zellfreien Tumoriiberstinden zu einer starken CCL22-Sekretion fithren (Wie-
demann et al. 2016; Wiedemann 2014). Die Experimente dieser Arbeit konnten diese Beobachtung

mit Uberstinden der Tumorzelllinien 4T1 und PaTu-8988T validieren.

Uber die Quelle des intratumoralen CCL22 herrscht in der Literatur Uneinigkeit. Einige Autoren
beschreiben, dass CCL22 durch die Tumorzellen selbst (Faget et al. 2011; Yang et al. 2012) produ-
ziert werden kann. Mehrere Studien identifizierten jedoch Immunzellen, insbesondere intratumo-
rale DC als Hauptproduzenten von CCL22 (Wiedemann et al. 2016; Anz et al. 2015; Xia et al. 2014;
Hanks et al. 2013). Als mogliche Faktoren, welche fiir die intratumorale CCL22-Sekretion durch

Immunzellen verantwortlich sein konnten, wurden dabei IL-27 (Xia et al. 2014) und TGF-P (Hanks
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et al. 2013) identifiziert. Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit die IL-1-Produktion
durch Tumorzellen als neuer Mechanismus der intratumoralen CCL22-Induktion identifiziert wer-

den (Abbildung 4.1).

Die Produktion von IL-1 durch Tumore ist bereits mehrfach beschrieben worden. So konnten eine
tumorale IL-1-Expression sowohl in verschiedenen Tumorzelllinien (Elaraj et al. 2006; Singer et al.
2006; Watari et al. 2014), als auch in humanen Tumorbiopsien, beispielsweise im malignen Mela-
nom, kolorektalem Karzinom, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (Elaraj et al. 2006; Gemma et
al. 2001), Magenkarzinom (Tomimatsu et al. 2001), Brustkrebs (Jin et al. 1997), sowie Kopf-Hals-
Karzinomen (Chen et al. 1999) nachgewiesen werden. Mitunter ist die IL-1-Produktion des Tumors

mit einem aggressiven Tumorphianotyp assoziiert (Gemma et al. 2001; Jin et al. 1997).

In der aktuellen Literatur werden eine Vielzahl von IL-1-vermittelten Effekten diskutiert, welche
Karzinogenese, Tumorwachstum, sowie -metastasierung begiinstigen konnten (Mantovani et al.
2018). Als mogliche protumorale Mechanismen wurden beispielsweise die IL-1-vermittelte Angio-
genese (Voronov et al. 2003) und die Akkumulation von immunsuppressiven myeloiden Zellen, wie
MDSC im Tumormilieu (Elkabets et al. 2010) beschrieben. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass intratumorales IL-1 zu einer Induktion von CCL22 fiihrt. Es ist bekannt, dass intratumorales
CCL22 die Akkumulation von immunsuppressiven Treg vermitteln kann (Curiel et al. 2004; Anz
et al. 2015). Die CCL22-Induktion durch IL-1 konnte einen weiteren, neuen Mechanismus fiir die

protumorale Effekte von IL-1 darstellen.

4.1.2 IL-1 als therapeutischer Angriffspunkt in der Tumortherapie

Im Anbetracht der Rolle von CCL22 im immunsuppressiven Tumormilieu stellte sich die Frage,
ob sich der neu beschriebene Mechanismus der intratumoralen CCL22-Induktion durch IL-1 auch
als therapeutischer Angriffspunkt nutzen lassen konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher

tumortragende Mause mit dem IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra behandelt.

Die Il-1-Blockade bewirkte im 4T1-Tumormodell im Trend eine Reduktion der intratumoralen
CCL22-Level Eine Beeinflussung der intratumoralen CCL22-Induktion durch IL-1-Blockade scheint
insgesamt also nicht nur in vitro, sondern auch in vivo moglich. Die Behandlung mit Anakinra hatte

jedoch keinen Einfluss auf die Tumorinfiltration durch Tieg.

Im Hepal-6 Tumormodell, welches in vitro, im Gegensatz zum 4T1-Modell, kein IL-1 exprimiert,

blieben die CCL22-Mengen im Tumor durch die Anakinra-Behandlung hingegen unverandert. Es
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Abbildung 4.1: Mechanismus intratumoraler CCL22-Sekretion: Tumorzellen sezernieren IL-1, welches
zur Induktion von CCL22 in dendritischen Zellen (DC) fuhrt (Wiedemann et al. 2016). CCL22 kann Uber den
Rezeptor CCR4 die Migration regulatorischer T-Zellen (Treg) bewirken (lellem et al. 2001; Curiel et al. 2004).

istalso denkbar, dass der Einfluss von Anakinra auf die intratumoralen CCL22-Level von dem IL-1-
Expressionsstatus des Tumors abhangt. Interessanterweise hatte die IL-1-Blockade mittels Anakin-

ra jedoch in keinem der beiden Modelle einen Einfluss auf das Tumorwachstum.

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass die Blockade von IL-1 das Wachstum von Tumoren be-
grenzen kann (Bar et al. 2004; Elaraj et al. 2006). Elaraj et al. hatten dabei in einem humanen
Xenograft-Tumormodell in athymischen Nacktmdusen zeigen konnen, dass die Applikation des
IL-1-Rezeptorantagonists Anakinra das Wachstum von IL-1-exprimierenden Tumoren inhibiert.
Anakinra hatte hingegen keinen Einfluss auf das Wachstum von Tumoren, welche kein IL-1 produ-
zierten (Elaraj et al. 2006). Diese Daten stehen im Kontrast zu den Tumorexperimenten in dieser
Arbeit, bei denen Anakinra auch im IL-1-exprimierenden 4T1-Modell keinen Einfluss auf das Tu-
morwachstum hatte. Elaraj et al. hatten jedoch deutlich hohere Dosen Anakinra (2,4 bis 5 mg pro
Tag) eingesetzt und die Therapie schon mit Injektion der Tumorzellen begonnen, wihrend in die-
ser Arbeit lediglich 0,5 mg pro Tag injiziert wurden. Zudem wurde die Therapie erst bei bereits
tastbaren Tumoren begonnen, so dass das Anwachsen der Tumore nicht beeinflusst wurde. Wo-
moglich spielt IL-1 in den murinen Tumormodellen, welche in dieser Arbeit untersucht wurden,

jedoch eine geringere Rolle fiir das Tumorwachstum als in humanen Tumoren.
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Es ist denkbar, dass eine effizientere IL-1-Blockade durch hohere Dosen von Anakinra oder eine
andere Art der Applikation auch eine deutlichere CCL22-Suppression bewirken konnte. Dartiber
hinaus ist aber anzunehmen, dass in murinen Tumormodellen auch weitere, IL-1-unabhéngige Me-
chanismen zur intratumorale CCL22-Induktion beitragen. Weiterhin ist davon auszugehen, dass
die Anreicherung von Tz im Tumorgewebe neben der IL-1-abhidngigen CCL22-Induktion auch
durch andere Faktoren reguliert wird. In der Tat ist es bekannt, dass die Migration von Treg auch

durch andere Chemokine, wie CCL1 oder CCL17, vermittelt wird (Iellem et al. 2001).

Aus kiirzlich erschienen klinischen Studien gibt es erste Hinweise, dass die Blockade von IL-1 ei-
nen vorteilhaften Effekt in der Tumortherapie haben konnte. So fithrte in einer Phase-I-Studie die
Behandlung von Patienten mit metastasiertem Tumorleiden mit einem neutralisierenden, gegen
IL-1-a gerichteten, monoklonalen Antikdrper zu einer verminderten Tumorkachexie (Hong et al.
2014). Die IL-1-Blockade mittels Anakinra bewirkte bei Patienten mit Smoldering Myeloma ein ver-
lingertes progressionsfreies Uberleben (Lust et al. 2009). Dariiber hinaus beobachtete Ridker et al.
in einer groflen randomisierten, kontrollierten Studie mit Arteriosklerose Patienten, dass Patienten,
welche mit dem IL-1B-Antikorper Canakinumab behandelt wurden, eine reduzierte Lungenkrebs-

Inzidenz, sowie eine reduzierte Lungenkrebs-Mortalitdt aufwiesen (Ridker et al. 2017).

Zusammenfassend stellt IL-1 also einen vielversprechenden therapeutischen Angriffspunkt in der
Tumortherapie dar. Die Daten dieser Arbeit liefern dabei Hinweise darauf, dass IL-1 nicht nur in
vitro, sondern auch in vivo zur intratumoralen Induktion von CCL22 beitréigt, welches wiederum

eine wichtige Rolle im immunsuppressiven Tumormilieu spielt.

4.2 CCL22-Induktion durch GM-CSF

CCL22 stellt einen wichtigen Bestandteil des immunsuppressiven Tumormilieus dar. Es ist daher
wichtig, ein besseres Verstdndnis {iber die Mechanismen der intratumoralen Induktion zu erlangen.
Neben der IL-1-abhéngigen CCL22-Induktion, welche im vorangegangen Abschnitt beschrieben
ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit zudem die Induktion von CCL22 durch das Zytokin GM-CSF
untersucht. GM-CSF gehort zur Zytokinfamilie der koloniestimulierenden Faktoren. Urspriinglich
wurde GM-CSF lediglich als hamatopoetischer Wachstumsfaktor charakterisiert, welcher die Dif-
ferenzierung und Proliferation von Granulozyten und Makrophagen aus hdmatopoetischen Vor-
lauferzellen des Knochenmarks stimuliert (Burgess et al. 1980). Inzwischen ist es jedoch bekannt,
dass GM-CSF auch auf eine Vielzahl von reifen myeloischen Zellen wirkt (Hamilton 2008). Insbe-

sondere begiinstigt GM-CSF die Entstehung von DC, sowie deren Ausreifung, Aktivierung und
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die Expression von kostimulatorischen Molekiilen (Inaba et al. 1992; Daro et al. 2000; Vremec et
al. 1997; Mach et al. 2000). Wiahrend GM-CSF klassischerweise als proinflammatorisches Zytokin
gilt, werden zunehmend auch immunregulatorische Effekte durch GM-CSF beschrieben (Hamil-

ton 2008; Bhattacharya et al. 2011; Shiomi et al. 2015; Bhattacharya et al. 2015).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass rekombinantes GM-CSF zu einer starken
Induktion von CCL22 fiihrt. Dies konnte zum einen in vitro durch die Stimulation von murinen
Splenozyten, zum anderen in vivo durch die Behandlung von C57BL/6-Miusen mit rekombinan-
ten GM-CSF beobachtet werden. Auch intratumoral fiihrte die induzierbare Uberexpression von

GM-CSF zu einer verstarkten CCL22-Produktion in Tumor und Lymphknoten.

In der Literatur existieren bisher lediglich vage Hinweise darauf, dass GM-CSF ein Induktor von
CCL22 sein konnte. So beobachteten Andrew et al. eine fragliche CCL22-Induktion nach Inkuba-
tion von humanen Monozyten mit GM-CSF (Andrew et al. 1998). Hirata et al. beschrieben zudem,
dass bei GM-CSF-defizienten Mausen die CCL22-Hochregulierung im Darmepithel nach einer In-
fektion mit Darmpathogenen ausbleibt (Hirata et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit unter-
streichen somit erstmals eindeutig die Rolle von GM-CSF als Induktor von CCL22 im murinen

Immunsystem und als méglichen Faktor der intratumoralen CCL22-Induktion.

Die Rolle von GM-CSF in Tumorbiologie und Tumor-Immuntherapie wird kontrovers diskutiert
(Bhattacharya et al. 2015; Yan et al. 2017; Hong 2016; Parmiani et al. 2007). Aufgrund der bekann-
ten pro-inflammatorischen Charakteristika sowie der aktivierenden Wirkung auf DC gilt GM-CSF
als potenter Aktivator der antitumoralen Immunitat (Mach et al. 2000; Dranoff et al. 1993). Der
Einsatz von GM-CSF wird daher in verschiedenen Tumorimmuntherapien erprobt und inzwischen
sind zwei GM-CSF-basierende Immuntherapien zugelassen: Sipuleucel-T, ein zelluldres Therapie-
verfahren des metastasierten Prostatakarzinoms mit DC, welche ex vivo mit einem GM-CSF-PAP-
Fusionsprotein inkubiert wurden (Cheever et al. 2011) sowie Talimogene laherparepvec, ein onko-
lytisches, GM-CSEF-sezernierendes Virus beim metastasierten malignen Melanom (Andtbacka et al.
2015). Dariiber hinaus wird die Vakzinierung mit GM-CSF-iiberexprimierenden Tumorzellen un-
tersucht. So hatten Dranoff et al. bereits 1993 zeigen konnen, dass die Vakzinierung mit GM-CSF-
iiberexprimierende B16-Melanomzellen im Mausmodell eine starke antitumorale Immunantwort
hervorruft (Dranoff et al. 1993). Die Vakzinierung mit GM-CSF-sezernierenden, bestrahlten Tu-
morzellen zeigte auch in ersten klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse (Soiffer et al. 1998;
Salgia et al. 2003; Lutz et al. 2011). Jedoch gibt es zunehmend Daten, darunter auch grofie Phase-III-

Studien, welche auf schédliche Effekte von GM-CSF-basierten Tumortherapien hinweise (Lassi et
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al. 2010; Faries et al. 2009), so dass zunehmend protumorale, sowie immunsuppressive Funktionen

von GM-CSF untersucht werden (Yan et al. 2017; Bhattacharya et al. 2015).

So konnte beispielsweise die Expression von GM-CSF durch verschiedene Tumore nachgewiesen

werden (Rokhlin et al. 1996; Pylayeva-Gupta et al. 2012). Dabei kann die Expression von GM-CSF

Tumorprogression oder einer verschlechterten Prognose verkniipft sein (Revoltella et al. 2012; Ninck
et al. 2003), in manchen Studien zeigten sich jedoch auch antitumorale GM-CSF-Effekte (Urdin-
guio et al. 2013). Mechanistisch konnten unter anderen immunsuppressive Effekte von intratumo-
ralen GM-CSF nachgewiesen werden, wie die Akkumulation von MDSC (Bronte et al. 1999; Mora-
les et al. 2010; Dufait et al. 2015) oder Ty (Jinushi et al. 2007). Allgemein existieren zunehmende

Hinweise auf tolerogene Effekte durch GM-CSE insbesondere durch die Induktion von toleroge-
nen DC und die Expansion von Tg (Bhattacharya et al. 2011; Gangi et al. 2005; Gaudreau et al.

2007; Vasu et al. 2003).

Zusammenfassend sind die genauen Mechanismen der inflammatorischen und tolerogenen Wir-
kungen von GM-CSF noch nicht abschliefSend verstanden. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt
werden, dass GM-CSF ein starker Induktor von CCL22 ist und auch intratumoral zu einer Hochre-
gulierung von CCL22 fiithrt. Die CCL22 Induktion konnte zu einer verstarkten Rekrutierung von
Theg fiihren. Dies wire ein moglicher Mechanismus fiir immunsuppressive Effekte von GM-CSF
und konnte die Wirksamkeit von GM-CSF-enthaltenden Tumorimmuntherapien begrenzen. Un-
ter Umstdanden konnten diese Therapien durch eine simultane Blockade von CCL22 verbessert wer-
den. Interessanterweise zeigten verschiedene Studien bereits, dass GM-CSF-basierte Immunthera-
pien durch die zusitzliche Inhibition oder Depletion von T,y verbessert werden konnen (Hodi et

al. 2014; Liang et al. 2013).

Ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit war die erfolgreiche Etablierung eines Tumormodells, in
dem sich GM-CSF Doxycyclin-abhingig induzieren lasst. Die gezeigten Daten der tumortragen-
den Mduse in dieser Arbeit sind aufgrund der kleinen Zahl an behandelten Tieren sicherlich eher
als explorativ anzusehen und weitere Experimente sind notig, um diese zu bestétigen und mogli-
che Konsequenzen der GM-CSF-abhingigen CCL22-Induktion zu analysieren. So wire es von gro-
flem Interesse zu untersuchen, ob die CCL22-Induktion zu einer veranderten Tumorinfiltration
durch Ty fiihrt. Dariiber hinaus sind langere Beobachtungszeitraume nétig, um mogliche Effek-
te der GM-CSF-Uberexpression auf das Tumorwachstum zu beobachten. Um zu untersuchen, ob
die CCL22-Induktion tatsichlich ein relevanter Mechanismus der immunsuppressiven GM-CSE-

Wirkung ist, sollten zudem Experimente mit GM-CSF-iiberexprimierenden Tumoren in CCL22-
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defizienten Méusen durchgefiihrt werden.

4.3 CCL22 in murinen dendritischen Zellen

DC nehmen eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer Immunantwort ein und haben mafigeb-
lichen Einfluss darauf, ob gegen ein spezifisches Antigen eine Immun- oder Toleranzreaktion aus-
gelost wird. Das Chemokin CCL22 wird vorrangig von DC produziert (Vulcano et al. 2001; Tang
et al. 1999). Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass die Vakzinierung mit CCL22-
Knockout-DC (CCL22-KO-DC) eine wesentlich stirkere Immunantwort auslost, als die Vakzinie-
rung mit Wildtyp-DC (WT-DC) (Rapp et al. 2019). Dies deutet darauthin, dass CCL22 in DC eine
immunregulatorische Funktion einnimmt und CCL22-defiziente DC einen immunstimulierenden
Phinotyp aufweisen. Im Rahmen des dritten Teils dieser Arbeit wurden mogliche Mechanismen

fiir diesen Phéinotyp untersucht und die Eigenschaften von CCL22-KO-DC charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass CCL22-KO-DC im Vergleich zu WT-DC keine Unterschiede bei
der Expression von kostimulatorischen Molekiilen, der Antigenprasentation- und prozessierung,
sowie dem Migrationsverhalten und Uberleben in vivo aufweisen. Uberstinde von CCL22-KO-DC

bewirkten jedoch eine verringerte Migration von Teg.

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass das Chemokin CCL22 die Migration von Treg bewirkt
(Iellem et al. 2001; Layseca-Espinosa et al. 2013; Curiel et al. 2004). Auch zur Bedeutung von von
CCL22 fiir die Migration von T in Richtung von DC existieren bereits mehrere Untersuchungen
(Kang et al. 2010; Layseca-Espinosa et al. 2013; Muthuswamy et al. 2008; Iellem et al. 2001). So
hatten Kang et al. DC mittels IL-4 und GM-CSF aus humanen Monozyten generiert und zeigen
konnen, dass der selektive Knockdown von CCL22 mittels siRNA in DC die Migration von Treg
in Richtung der DC-Uberstinde reduziert. Dariiber hinaus konnte mehrfach gezeigt werden, dass
die Migration von Treg in Richtung von humanen DC-Uberstinden durch den Einsatz von CCL22-
blockierenden Antikdrpern gehemmt werden kann (Kang et al. 2010; Iellem et al. 2001). Auch im
Mausmodell beobachteten Layseca-Espinosa et al. eine reduzierte Migration von Ty, in Richtung
von CD8+ DC aus G-CSF behandelten Mausen nachdem CCL22 mittels intra- oder extrazelluldrer

Antikorper blockiert wurde (Layseca-Espinosa et al. 2013).

Neben der Anziehung von Tyeg kann CCL22 aus DC jedoch auch auf eine Vielzahl anderer Immun-
zellen wirken, darunter insbesondere auf Ty,-Zellen (Bonecchi et al. 1998b; Imai et al. 1999; Lebre

et al. 2005) sowie auf aktivierte T-Zellen (Chang et al. 1997; Schaniel et al. 1998; Tang et al. 1999).
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Interessanterweise zeigten Wu et al., dass die Bindung von aktivierten T-Zellen an DC durch die Zu-
gabe von CCL22-blockierenden Antikorpern inhibiert werden kann (Wu et al. 2001). Im Kontrast
zu den Experimenten unserer Arbeitsgruppe stehen aulerdem die Daten einer Publikation von Ki-
kuchi et al., welche mittels eines Adenoviruses humanes CCL22 in murinen DC iiberexprimierten.
Vakzinierung von Miusen mit Antigen-beladenen CCL22-iiberexprimierenden DC schiitzten bes-
ser vor einer Infektion der Tiere mit Pseudomonas aeroguinosa. Die CCL22-iiberexprimierenden
DC wiesen dariiber hinaus erhohte Level an kostimulatorischen Molekiilen und MHC-IT auf (Ki-
kuchi et al. 2001). In der Zusammenschau ist es denkbar, dass unter immunhomoostatischen Be-
dingungen CCL22 insbesondere die DC-Tg-Interaktion vermittelt, wihrend beispielsweise unter
allergischen oder infektiosen Rahmenbedingungen oder durch einen Exzess an CCL22 die Wir-

kung auf andere Immunzellpopulationen zunimmt.

Unsere Analysen unterstreichen die Rolle von CCL22 fiir die Migration von Teg in Richtung von
DC. Im Vergleich zu den oben beschriebenen Studien, welche mit siRNA oder blockierenden An-
tikérpern gearbeitet hatten, stellt der Einsatz von DC aus CCL22-Knockout-Mausen einen neuen
experimentellen Ansatz dar. Neben der eingeschrinkten T,e-Migration konnten keine weiteren
phanotypischen Unterschiede zwischen CCL22-KO- und WT-DC festgestellt werden. Weitere Ex-
perimente unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass in vitro wie in vivo CCL22-defiziente DC vermin-
derte Kontakte zu Ty ausbilden (Wintergerst 2017; Kunz 2017). Es ist bekannt, dass der Kontakt
zwischen Treg und DC essentiell fiir die Immunsuppression durch Theg ist (Sakaguchi et al. 2009).
Die verminderte Migration und Kontaktbildung mit Ty ist daher eine plausible Erkldrung fiir den
immunstimulierenden Phinotyp von CCL22-defizienten DC in den oben beschriebenen Vakzinie-

rungsexperimenten.

Fiir die oben beschriebene Experimente mit CCL22-KO-DC wurden in vitro generierte BMDC
eingesetzt. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit aber auch beobachtet, dass im lymphatischen
Gewebe verschiedene Subtypen von DC eine unterschiedliche CCL22-Expression aufwiesen. Da-
bei konnte gezeigt werden, dass CCL22 am stérksten von CD103+ DC, besonders schwach von

B220+ pDC exprimiert wurde.

In der Literatur ist die unterschiedliche Chemokin-Produktion von DC-Subtypen bereits teilweise
beschrieben. So zeigten Penna et al., dass pDC besonders wenig CCL22 im Vergleich zu konventio-
nellen DC produzieren (Penna et al. 2002). Ebenso wurde bereits fiir CD103+ DC, welche in vitro
aus Knochenmark generiert wurden (Rio et al. 2008), fir CD8+ CD103+ DC aus der Milz (Hao
et al. 2016), sowie fir CD103+ DC im Lungengewebe (Beaty et al. 2007) eine gesteigerte CCL22-
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Produktion beschrieben. Die Daten dieser Arbeit bestitigten dies nun fiir CD103+ DC, welche aus

Milz und Lymphknoten isoliert wurden.

Die genaue Einteilung und funktionelle Bedeutung der verschiedenen Subtypen von DC ist Gegen-
stand intensiver Forschung (Merad et al. 2013; Mildner et al. 2014; Heath et al. 2009). CD103+ DC
lassen sich in einer Vielzahl von nicht-lymphatischen Geweben, aber auch in Lymphknoten und
Milz finden (Rio et al. 2010). Funktionell nehmen sie eine wichtige Rolle in der Kreuzprisentation
von viralen Antigenen, aber auch von Eigenantigenen ein (Bedoui et al. 2009; Rio et al. 2007; Lu-
kens et al. 2009; Henri et al. 2010). Dariiber hinaus werden zunehmen immunregulatorische und
Treg-induzierende Eigenschaften von CD103+ DC beschrieben (Rio et al. 2010; Scott et al. 2011;
Evers et al. 2016; Khare et al. 2013). So konnen CD103+ DC, welche aus dem Darm in die mesen-
terischen Lymphknoten migriert sind, die Entstehung von T,y induzieren (Coombes et al. 2007)
und scheinen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung eines tolerogenen Milieus im Darm
einzunehmen (Jaensson et al. 2008; Annacker et al. 2005; Iliev et al. 2009). CD8+ CD103+ DC in
der Milz tragen zur Beseitigung von apoptotischen Zellen und zur Aufrechterhaltung der Toleranz
gegen Eigenantigene bei (Qiu et al. 2009; Hao et al. 2016). Hingegen wurde fiir CD103- DC eine
verstarkte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen beschrieben (Rio et al. 2008; Beaty et
al. 2007). Unsere Daten zeigen eine verstirkte Sekretion von CCL22 durch CD103+ im Vergleich
zu CD103- DC in Milz und Lymphknoten. Dies stellt einen weiteren moglichen Mechanismus fiir

den beschriebenen immunregulatorischen Phianotyp von CD103+ DC dar.

In der Zusammenschau liefern die Daten dieser Arbeit wichtige Hinweise, dass CCL22 in DC
immunregulatorische Eigenschaften einnimmt. Mechanistisch wird dies tiber die Anlockung und
Kontaktbildung mit Teg vermittelt. Da sich DC zunehmend in klinischer Erprobung befinden, sei
es zur Vakzinierung im Rahmen von Tumortherapien oder zur Behandlung von Autoimmuner-
krankungen oder TransplantatabstofSungen (Steinman et al. 2007; Gilboa 2007; Van Brussel et al.
2014; Li et al. 2015), ist es von essentieller Bedeutung die Mechanismen von Immuninduktion und

-regulation durch DC zu verstehen.



Zusammenfassung

Maligne Tumore entgehen einer effektiven Elimination durch das Immunsystem, indem sie ein
immunsuppressives Mikromilieu generieren. Ein wichtiger Mechanismus ist dabei die intratumo-
rale Akkumulation von immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen. Das Chemokin CCL22, wel-
ches vorrangig von dendritischen Zellen produziert wird, kann die Migration von regulatorischen
T-Zellen in den Tumor vermitteln. Erhohte Mengen von CCL22 konnten in einer Vielzahl von
Tumorentitdten nachgewiesen werden, mit unter war CCL22 dabei ein negativer prognostischer

Faktor. Uber die Mechanismen der intratumoralen CCL22-Induktion ist jedoch wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die intratumorale Induktion von CCL22 durch die Zytokine IL-1 und
GM-CSF zu analysieren. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe hatten zudem gezeigt, dass CCL22-
defiziente dendritische Zellen in Vakzinierungsexperimenten immunstimulierende Eigenschaften
aufweisen. Weiterhin sollte daher die Rolle von CCL22 fiir die Funktion von dendritischen Zellen

genauer untersucht werden.

Es konnte zunéchst gezeigt werden, dass IL-1 von einer humanen Pankreaskarzinom-, sowie von ei-
ner murinen Mammakarzinom-Zelllinie exprimiert wird und dass Uberstinde dieser Tumorzellen
in vitro zu einer Induktion von CCL22 auf Immunzellen fiihrt. Diese CCL22-Induktion konnte effi-
zient inhibiert werden, wenn die IL-1-Expression der Tumorzellen mittels siRNA blockiert wurde.
Die Behandlung von tumortragenden Miusen mit dem IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra hatte

jedoch keinen Einfluss auf das Tumorwachstum.

Im ndchsten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch GM-CSF CCL22 induzieren kann.
Rekombinantes GM-CSF fiihrte dabei in vitro und nach Applikation in vivo zu einer gesteigerten
CCL22-Produktion. Um den Einfluss intratumoralen GM-CSF in vivo analysieren zu konnen, wur-
de eine murine Kolonkarzinomzelllinie generiert, die GM-CSF induzierbar iiberexprimieren kann.
Die intratumorale Uberexpression von GM-CSF fiihrte bei tumortragenden Mausen zu erhéhten

CCL22-Niveaus in Tumor und Lymphknoten. Somit konnte sowohl in vitro als auch in vivo intra-
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tumoral eine Induktion von CCL22 durch GM-CSF gezeigt werden.

Die Charakterisierung von dendritische Zellen aus Wildtyp- und CCL22-Knockout-Miusen zeigte,
dass CCL22-defiziente dendritische Zellen in vitro eine verminderte Migration von regulatorischen
T-Zellen bewirken. Hingegen zeigten sich im Bezug auf Antigenprozessierung und -prisentation,
Expression kostimulatorischer Marker oder Migration und Uberleben in vivo keine Unterschied
zwischen CCL22-defizienten und CCL22-exprimierenden dendritischen Zellen. Unter den ver-
schiedenen Subtypen von dendritischen Zellen konnten CD103+ dendritische Zellen, fiir die im-
munregulatorische Eigenschaften beschrieben sind, als wichtigste Produzenten von CCL22 identi-

fiziert werden.

Zusammenfassend konnte die IL-1-Produktion durch Tumorzellen als neuer Mechanismus der in-
tratumoralen CCL22-Induktion identifiziert werden. Auch konnte eine potente CCL22-Induktion
durch GM-CSF nachgewiesen werden. Die Beobachtung, dass CCL22 in dendritischen Zellen fiir
die Anlockung von regulatorischen T-Zellen zustindig ist, und besonders von CD103+ dendriti-
schen Zellen exprimiert wird, unterstreicht die immunregulatorische Rolle von CCL22. Die Er-
kenntnisse dieser Arbeit tragen zum Verstindnis des immunsuppressiven Tumormilieus bei und

beschreiben CCL22, IL-1 und GM-CSF als wichtige Targets potentieller Immuntherapien.
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APC Allophycocyanin

ATCC American Type Culture Collection
BMDC Bone marrow-derived dendlritic cells
BSA Bovines Serumalbumin

CCL Chemokin-Ligand

CCL22-KO CCL22-Knockout

CCR Chemokin-Rezeptor

CD Cluster of differentiation

cDNA Copy-Desoxyribonukleinsaure

cDC Konventionelle dendritische Zelle
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
CMV Zytomegalievirus

CpG Oligonukleotide mit Cytosin-(Phosphat)-Guanin-Motiven
CSF Colony-stimulating factor

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
CTL Zytotoxische T-Zelle

DC Dendritische Zelle

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNAse Deoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

dT Desoxythymidin

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
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FACS Fluorescent-activated cell sorting
FCS Fetales Kalberserum
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FoxP3 Forkhead box P3
FSC Forwardscatter
FSC-A FSC-area
FSC-H FSC-Hbéhe
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HRP Horseradish peroxidase
IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase
IFN Interferon
IL Interleukin
IL-2-R Interleukin-2-Rezeptor
iTreg Induzierte regulatorische T-Zelle
KO Knockout
LN Lymphknoten
LPS Lipopolysaccharid
MACS Magnetic-activated cell sorting
MALT Mucosa-associated lympathic tissue
M-CSF Macrophage colony-stimulating factor
MDC Macrophage-derived chemokine
MDSC Myeloid-derived suppressor cells
MEM Minimum essential medium
MHC Major histocompatibility complex
MIF Mean intensity fluorescence
mRNA Messenger-RNA
n GroBe der Stichprobe
NEAA Non-essential amino acids
NK-Zelle Naturliche Killerzelle
ns Nicht signifikant
NTreg Natdrliche regulatorische T-Zelle
ODN Oligodesoxynukleotide
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OVA
PacB
PAMP
PaTu
PBMC
PBS
PCR
PD-1
PD-L1
pDC
PE
PFA

Pl

PRR
gRT-PCR
RNA
RNAse
rom
RPMI
rTA
SEM
SIINFEKL
siRNA
SSC
SSC-A
Teonv
TGF-B
Th
TLR
T™MB
TNF-a

Treg
UPL

Ovalbumin
Pacific Blue

Pathogen-associated molecular pattern

PaTu-8988T, humane Pankreaskarzinom-Zelllinie

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes
Phosphate-buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Programmed cell death protein 1
Programmed cell death 1 ligand 1
Plasmazytoide dendritische Zelle
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Propidium lodid

Pattern recognition receptors
Quantitative real-time-PCR
Ribonukleinséure

Ribonuklease

Rounds per minute

Roswell Park Memory Institute
Reverse tetracycline-controlled transactivator
Standardfehler

Ovalbumin OVA257-264 Peptid
Small interfering RNA
Sidescatter

SSC-Area

Konventionelle T-Zelle
Transforming growth factor 3
T-Helfer-Zelle

Toll-like-Rezeptor
Tetramethylbenzidin

Tumor necrosis factor a
Regulatorische T-Zelle

Universal probe library
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VLE Very low Endotoxin
WHO Weltgesundheitsorganisation
WT Wildtyp
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