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1. ZUSAMMENFASSUNG

Maligne Zellen bedienen sich einer Reihe immunmodulatorischer Mechanismen, um der Eliminierung
durch das Immunsystem zu entgehen. So kdnnen CD4*Foxp3* regulatorische T-Zellen (Tregs), deren
physiologische Aufgabe in der Aufrechterhaltung der Immunhomoostase besteht, durch Inhibition
anti-tumoraler Immunantworten deren Immunevasion fordern, was sie wiederum zu einem
vielversprechenden Ziel fiir immuntherapeutische Ansdtze macht. Um Tregs in einem murinen Modell
unter moglichst kliniknahen Bedingungen zu erforschen, wurden in der vorliegenden Arbeit transgene
A-MYC-M3use eingesetzt, welche infolge einer B-Zell-spezifischen Uberexpression des Proto-Onkogens
c-MYC im Alter von 10 bis 20 Wochen autochthone Lymphome entwickeln. Aus friiheren Arbeiten war
bekannt, dass A-MYC-Tregs infolge der Erkennung Lymphom-assoziierter Selbstepitope zur
Proliferation stimuliert werden und im Tumor einen grofReren Anteil am CD4* Zellkompartiment
ausmachen als bei Wildtyp (WT)-Mausen. Es konnte nun gezeigt werden, dass A-MYC-Tregs im Laufe
der Tumorprogression die Suppressions-assoziierten Molekiile Foxp3, CD25, CTLA-4 und IL-10
zunehmend hochregulierten. Die gleichzeitig bestehende hohe PD-1-Expression intratumoraler Tregs
war nicht mit einem Stabilitatsverlust im Sinne einer Foxp3-Reduktion und der Aufnahme einer IFN-y-
Produktion verbunden. Somit zeigten die intratumoralen A-MYC-Tregs trotz chronischer Stimulation im
Tumormilieu einen funktionalen Phanotyp. Im Rahmen von In-vitro-Analysen war ein steigender Treg-
Anteil mit einer starkeren Suppression der Responderzellen verbunden, zuséatzlich konnte A-MYC-Tregs
gegenlber WT-Tregs ein erhdhtes suppressives Potenzial auf Einzelzellebene bestatigt werden. Die
Suppression war abhangig von Zellkontakten und IL-10. Infolge der quantitativen Verschiebungen und
der phanotypischen Verdnderungen ist daher in A-MYC-Tumoren mit einer verstarkten
Immunsuppression durch die Tregs zu rechnen. Effektoren der anti-tumoralen Immunantwort —
CD4*Foxp3” und CD8* T-Zellen sowie Natirliche Killerzellen (NKs) — zeigten nach spezifischer Treg-

Depletion in vivo eine erhohte Proliferation und verstarkte IFN-y-Expression.

Im A-MYC-Modell hatte sich die kombinierte Immunkontrollpunkt-Inhibition aus aPD-1- und aCTLA-4-
Antikorpern — im Gegensatz zur jeweiligen Monotherapie — als hocheffektiv erwiesen. Angesichts der
Rolle von Tregs bei der Forderung der Immunevasion von A-MYC-Tumoren, wurde untersucht, ob die
0PD-1/aCTLA-4-Therapie auch das Treg-Zellkompartiment beeinflusst. Tregs aus behandelten A-MYC-
Mausen zeigten nach zweimaliger Antikorperinjektion eine signifikante Herunterregulation von Foxp3
und CD25, im Tumormilieu war ein Trend zu einer weniger ausgepragten Hochregulation von Foxp3,
CD25 und IL-10 zu verzeichnen. Das Suppressionspotenzial in vitro war nach der Kombinationstherapie
tendenziell reduziert. In vitro konnte zudem eine durch aPD-1-Monotherapie verstarkte Treg-

vermittelte Immunsuppression durch Kombination mit dem aCTLA-4-Antikorper verhindert werden.



Somit beeintrichtigte der kombinatorische Ansatz der PD-1/CTLA-4-Blockade die Entwicklung des
suppressiven Phanotyps und die Funktionalitdt der A-MYC-Tregs, was einen weiteren Aspekt des

therapeutischen Mechanismus darstellt.

Eine Reihe von IL-10-Produzenten — unter anderem die Tregs und die malignen Zellen selbst — tragen
zu erhohten IL-10-Konzentrationen im A-MYC-Tumormilieu bei. Durch Neutralisierung von IL-10 konnte
das Uberleben der A-MYC-Miuse signifikant verlingert und somit der Beweis fiir einen weiteren
tumoralen Immunevasionsmechanismus erbracht werden. Die alL-10-Therapie hatte eine verbesserte
Tumorinfiltration mit CD4*Foxp3- und CD8* T-Zellen sowie NK-Zellen zur Folge. Letztere zeigten unter
Therapiebedingungen zudem eine signifikant gesteigerte IFN-y-Expression. Interessanterweise war das
B-Zellkompartiment nach zweimaliger allL-10-Applikation nahezu vollstindig eliminiert. Da die
malignen Zellen an allen Tumormanifestationsorten den IL-10-Rezeptor exprimierten und eine
reduzierte Uberlebensfihigkeit in Abwesenheit von IL-10 zeigten, kénnte neben den immunologisch
vermittelten Effekten eine direkte Beeinflussung der Tumorzellen durch die alL-10-Therapie eine Rolle
spielen. Die Ergebnisse liefern somit eine Grundlage fiir den Einsatz von alL-10-Antikdrpern in der

Lymphomtherapie.



2. EINLEITUNG

2.1 Grundlagen der Immunologie

Das menschliche Immunsystem ist ein hochkomplexes Netzwerk aus lymphatischen Organen, Zellen
und humoralen Faktoren, dessen physiologische Aufgabe darin besteht, den Organismus vor
Infektionen zu schiitzen. Man unterscheidet das angeborene und das adaptive Immunsystem, die eng

miteinander interagieren (Parkin & Cohen 2001).

2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Uberwindet ein Pathogen die mechanische, chemische sowie mikrobielle Barriere der Epithelien und
dringt in den Korper ein, dient die angeborene Immunantwort der ersten Abwehr. Mechanismen der
Sofortreaktion gegen extrazellulare Erreger sind Komplementaktivierung und Phagozytose
(insbesondere durch Makrophagen und Granulozyten), wobei keine Spezifitat fiir einen bestimmten
Erreger besteht, sondern Pathogen-assoziierte Strukturen liber Mustererkennungsmolekiile erkannt
werden. Die mit Zytokin- und Chemokinsekretion einhergehende Aktivierung von Makrophagen fiihrt
zu einer Rekrutierung und Aktivierung weiterer Effektoren und es kommt zu einer
Entziindungsreaktion, die mitunter der lokalen Einddmmung des Pathogens dient, bis die adaptive
Immunantwort in Gang kommt. Bei der angeborenen Immunantwort gegen intrazelluldre Erreger oder
entartete Zellen nehmen natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und auf der humoralen Ebene Interferone
eine Schlisselfunktion ein. Wahrend intakte Koérperzellen durch Expression von MHC-I-Molekilen
(Major Histocompatibility Complex) vor der NK-Zellaktivitat geschiitzt sind, regulieren Virus-befallene
und maligne Zellen MHC-I herunter und werden — sofern gleichzeitig ein Stress-induziertes
aktivierendes Signal vorliegt — durch zytotoxische, Perforin- und Granzym-enthaltende Granula der NK-
Zellen lysiert. Das NK-Zell-Effektorzytokin Interferon-y (IFN-y) aktiviert Makrophagen und kann die

adaptive Immunantwort anregen (Vollmar et al. 2013; Murphy & Weaver 2017; Mocikat et al. 2003).

2.1.2 Das adaptive Immunsystem

Den am Infektionsort befindlichen dendritischen Zellen (DCs) kommt eine duale Rolle zu. Zum einen
kénnen sie als Phagozyten Teil der angeborenen Immunantwort sein, ihre Hauptaufgabe besteht
jedoch darin, die adaptive Immunantwort zu initileren. Nach Antigenaufnahme in der Peripherie
durchlaufen sie einen Reifeprozess mit Hochregulation kostimulatorischer Molekiile und migrieren als

funktionelle Antigen-prasentierende Zellen (APCs) in sekundéare lymphatische Organe, wo sie naive



Lymphozyten aktivieren und deren Differenzierung zu Effektorzellen induzieren (Banchereau &

Steinman 1998; Vollmar et al. 2013; Murphy & Weaver 2017).

Lymphozyten werden generell in B- und T-Zellen unterteilt. Jeder Lymphozyten-Klon exprimiert infolge
somatischer Rekombination einen einzigartigen hochspezifischen Antigenrezeptor, wodurch die
enorme Diversitat des adaptiven Immunsystems entsteht. B- und T-Zellen unterscheiden sich erheblich
in der Art der Antigenerkennung. B-Zellen kdnnen (iber ihren B-Zell-Rezeptor (BCR) Antigene direkt
erkennen und zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen heranreifen, je nach Antigen kann jedoch
eine T-Zellhilfe erforderlich sein. Die sezernierten Antikorper besitzen dieselbe Spezifitdit wie der BCR
und stellen die humorale Komponente des adaptiven Immunsystems dar. Dagegen unterliegen T-
Zellen der sogenannten MHC-Restriktion, d. h. der T-Zell-Rezeptor (TCR) kann nur Antigene

detektieren, die Uber MHC-Molekdle prasentiert werden.

Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekiilen, die Antigene unterschiedlichen Ursprungs prasentieren. Von
einer infizierten Zelle oder einer Tumorzelle synthetisierte endogene Antigene werden (iber MHC-I,
und exogene Antigene nach Prozessierung durch APCs tGiber MHC-II prasentiert. Die T-Zell-Reihe wird
anhand ihres jeweiligen Korezeptors ebenfalls in zwei Hauptklassen eingeteilt: CD8" und CD4* T-
Lymphozyten, wobei der TCR von CD8" T-Zellen an Peptid/MHC-I- und der von CD4* T-Zellen an
Peptid/MHC-II-Komplexe bindet. Diese Interaktion stellt das erste fir eine erfolgreiche T-
Zellaktivierung und -differenzierung erforderliche Signal dar. Das zweite Signal wird meistens durch
eine Interaktion von Molekilen der B7-Familie — B7-1/B7-2, auch CD80/86 genannt — auf reifen APCs
mit ihrem Rezeptor CD28 auf der T-Zelle vermittelt und als Kostimulation bezeichnet. Durch TCR-Signal
und Kostimulation wird eine erste Proliferation, die Synthese von Interleukin-2 (IL-2) und die
Expression der a-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) induziert. Naive T-Zellen exprimieren nur den aus
zwei Ketten bestehenden niedrig-affinen IL-2-Rezeptor (IL-2R), durch Zusammenlagerung mit CD25
entsteht die hochaffine Variante, die eine ausgepragte autokrine Wirkung von IL-2 ermoglicht, was
eine starke Proliferation (klonale Expansion) zur Folge hat (Bretscher & Cohn 1970; Meuer et al. 1982;

June et al. 1987; Vollmar et al. 2013; Murphy & Weaver 2017).

Die CD8"* T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Effektorzellen, diese konnen — wie die NK-Zellen —
Zielzellen durch zytotoxische Granula lysieren sowie IFN-y sezernieren. Fiir die CD4-Zelldifferenzierung
zu T-Helferzellen (Th-Zellen) ist das Zytokinmilieu entscheidend. Man unterscheidet Th1, Th2, Th17,
follikuldre Helferzellen und regulatorische T-Zellen (Tregs). Der wichtigste Subtyp bei der Abwehr
intrazelluldrer Erreger und bei der Eliminierung maligner Zellen ist der Th1-Subtyp, welcher unter
Einfluss von IL-12 und IFN-y entsteht. Das Thl-Effektorzytokin IFN-y inhibiert die Differenzierung von
Th2 und Th17-Zellen, sodass in dem Fall die benétigte Thl-Antwort dominiert (Murphy & Weaver

2017). Die Natur des Pathogens beeinflusst demnach entscheidend die induzierte T-Zellantwort, da sie
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zum einen die Art der Antigenprasentation Gber MHC-Molekiile bestimmt und zum anderen das bei

der Differenzierung herrschende Zytokinmilieu.

Ausdifferenzierte Effektor-T-Zellen verlassen die sekundaren lymphatischen Organe und migrieren
gezielt zum Infektionsort, bei Antigen-spezifischer Aktivierung entfalten sie ihre Effektor-
mechanismen, eine Kostimulation ist jedoch nicht mehr erforderlich. Wahrend Effektor-T-Zellen nach
Elimination des Pathogens absterben, persistieren langlebige Gedachtniszellen, sodass bei erneutem

Kontakt die adaptive Immunantwort sofort initiiert wird (Vollmar et al. 2013; Murphy & Weaver 2017).

2.1.3 Immunregulatorische Mechanismen und Selbsttoleranz

Die Aufrechterhaltung der Integritdt des Organismus erfordert Mechanismen, die es erlauben,
Immunantworten zu regulieren und dadurch UberschieBende oder fehlgeleitete Reaktionen zu
verhindern. Von entscheidender Bedeutung ist in diesem Kontext die Toleranz gegeniiber korper-
eigenen Selbstantigenen. Zudem ist der Mensch permanent kdrperfremden Strukturen ausgesetzt, die
unter normalen Umstdanden nicht pathogen sind — beispielsweise kommensalen Mikroorganismen der
Darmflora — und deren Gegenwart keiner Immunantwort bedarf. Die Sicherstellung dieser

Immunhomaoostase ist die Hauptaufgabe der Tregs (Murphy & Weaver 2017).

2.1.3.1 Regulatorische T-Zellen

Erstmals definiert wurden Tregs 1995 als eine CD4'CD25* Zellpopulation mit immunsuppressiven
Eigenschaften (Sakaguchi et al. 1995). Wie bereits beschrieben, wird CD25 jedoch generell im Rahmen
der T-Zellaktivierung hochreguliert. Im Jahr 2003 konnte den Tregs mit Foxp3 (forkhead box protein 3)
ein zellpopulationsspezifischer Transkriptionsfaktor zugeordnet werden. Foxp3 tragt entscheidend zur
Entwicklung und Funktionalitdit der Tregs bei, was eindricklich dadurch gezeigt wird, dass
konventionelle T-Zellen durch eine ektopische Expression von FoxP3 in vivo und in vitro eine Treg-
dhnliche suppressive Aktivitat erlangen (Hori et al. 2003; Fontenot et al. 2003). Umgekehrt zieht eine
Reduktion der Foxp3-Expression einen nahezu vollstdndigen Verlust der suppressiven Kapazitdt nach
sich (Wan & Flavell 2007). Inzwischen ist bekannt, dass Foxp3 mit weiteren Transkriptionsfaktoren und
epigenetischen Desoxyribonukleinsdure (DNA)-(De)Methylierungsprozessen in einem hochkomplexen
Netzwerk die Treg-spezifische Genexpression reguliert. Verschiedene Aktivierungs-assoziierte
Molekiile wie CD25 aber auch CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4) werden dadurch
konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression von IL-2 und IFN-y unter normalen Umstdanden
reprimiert wird (Sakaguchi et al. 2020). Mutationen, die in einer defizienten Expression von Foxp3,

CD25 oder CTLA-4 resultieren, fiihren zu autoimmunen Krankheitsbildern, welche sich in einer



eingeschrankten Funktionalitat der Tregs begriinden (Bennett et al. 2001; Wildin et al. 2001; Sharfe et
al. 1997; Schubert et al. 2014; Kuehn et al. 2014).

Bezliglich ihrer Ontogenese werden Tregs in zwei Subpopulationen unterteilt. In der Literatur sind zwei
Nomenklatursysteme vertreten (z.B. de Lafaille & Lafaille 2009; Shevach & Thornton 2014). In dieser
Arbeit wird nur das eine nachfolgend vorgestellte verwendet, die Bezeichnungen in den zitierten
Originalpublikationen kdonnen daher abweichen. Natlirliche Tregs (nTregs) differenzieren bereits im
Thymus aus, sofern der TCR einer Vorldufer-T-Zelle die wahrend der Thymusreifung prasentierten
Selbstantigene mit einer mittleren Affinitat erkennt. Zellen mit einer zu starken Eigenerkennung
werden als potenziell autoreaktive Zellen deletiert (negative Selektion), wahrend sich Zellen mit einer
niedrigeren Affinitdt zu naiven T-Zellen entwickeln (positive Selektion). Dementsprechend ist das
nTreg-TCR-Repertoire pradisponiert, Selbstepitope zu detektieren. Die nTregs werden in der Peripherie
bereits durch deutlich niedrigere Konzentrationen ihres Antigens aktiviert als naive T-Zellen der
gleichen Spezifitdat. Hierdurch wird sichergestellt, dass die Treg-vermittelte Selbsttoleranz dominiert
(Sakaguchi et al. 2020; Hsieh et al. 2012). In der Peripherie konnen CD4* T-Zellen bei Antigenkontakt
unter Einfluss von IL-2 und TGF-B (transforming growth factor) ebenfalls Foxp3 exprimieren. Diese
induzierten Tregs (iTregs) dienen vor allem der Einddmmung der Immunreaktion auf harmlose
korperfremde Antigene, wie sie in Geweben mit Barrierefunktion, wie der Darmmukosa, vorkommen.
Im Gegensatz zu den nTregs sind sie somit auf die Erkennung von Fremdantigenen ausgerichtet, und
die Foxp3-Expression kann transient sein. Sie entfalten ihre Wirkung maRgeblich lber Sekretion des
anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (Shevyrev & Tereshchenko 2020; Sakaguchi et al. 2020). Zur
Unterscheidung der beiden Subpopulationen kann die differenzielle Expression von Helios, einem
Transkriptionsfaktor der lkarus-Familie, herangezogen werden. Helios* Tregs werden zu den nTregs
gezdhlt, Helios® Tregs zu den iTregs (Thornton et al. 2010), wobei anzumerken ist, dass diese

Zuordnung von anderen Gruppen infrage gestellt wurde (Gottschalk et al. 2012; Akimova et al. 2011).

Wahrend man urspriinglich davon ausging, dass es sich bei Tregs um eine terminal ausdifferenzierte T-
Zellpopulation handelt, deuten neuere Daten daraufhin, dass Tregs — auch nTregs — unter bestimmten
Umstdnden plastische Eigenschaften besitzen kdnnen. Man spricht auch von , Treg-Destabilisierung”,
,Treg-Fragilitdt” oder , Treg-Reprogrammierung” (Munn et al. 2018; Piconese et al. 2020; Zhang &
Zhou 2019). Gemeint ist — je nach Definition — ein Zustand mit reduzierter oder verlorengegangener
immunsuppressiver Aktivitdt, der den Verlust von Foxp3 einschlieRen kann und durch die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist (Moreno Ayala et al. 2019). Verschiedene
auslosende Faktoren sind beschrieben. So kénnen Tregs unter Einfluss von IFN-y, IL-12 oder IL-6 zur
IFN-y-Produktion induziert werden (Overacre-Delgoffe et al. 2017; Munn et al. 2018; Moreno Ayala et

al. 2019; Feng et al. 2011). Auch aktivierende Stimuli wie ein starkes/repetitives TCR- oder CD137-

6



Signal werden in diesem Zusammenhang genannt (Hoffmann et al. 2009; Akhmetzyanova et al. 2016;
Bailey-Bucktrout et al. 2013; Zhang et al. 2017). Bei Autoimmunerkrankungen kann dieser

,destabilisierte” Zustand pathogen sein (Zhou et al. 2009).

2.1.3.2 Koinhibitorische Rezeptoren

Zur Pravention UberschielRender Immunantworten ist die T-Zellaktivierung ein fein kontrollierter
Prozess. Inzwischen ist eine Vielzahl kostimulatorischer und koinhibitorischer Molekiile identifiziert,
die in ihrer Gesamtheit das TCR-Signal — und somit Aktivierung, Differenzierung und Effektorfunktion —
modulieren kénnen. Zu den koinhibitorischen Molekiilen gehoéren u. a. CTLA-4, PD-1 (programmed cell
death protein 1), TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain-3), LAG-3 (lymphocyte-activation
gene 3) und TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) (Chen & Flies 2013).

Der am langsten bekannte Vertreter der koinhibitorischen Molekiile ist CTLA-4. Die CTLA-4-Molekiile
befinden sich liberwiegend in intrazelluldaren Vesikeln der T-Zellen und werden nach Aktivierung an die
Zelloberflache transloziert. CTLA-4 interagiert hochaffin mit CD80/86 auf APCs und steht somit in
Konkurrenz zu der CD28-abhdngigen Kostimulation. Dariiber hinaus ist CTLA-4 wichtiger Bestandteil
des immunsuppressiven Mechanismus der Tregs. Diese konnen durch CTLA-4-vermittelte
Transendozytose CD80/86-Molekiile von der Oberfliche der APCs entfernen. Die verminderte
Verflgbarkeit von CD80/86 auf APCs hat letztlich ein Ausbleiben des kostimulatorischen Signals und
damit eine unvollstandige Aktivierung naiver T-Zellen zur Folge, welche in einen Zustand der Anergie
fallen und nicht mehr auf einen Antigenstimulus reagieren. CTLA-4 greift damit in einen friihen Schritt
der T-Zellaktivierung ein (Brunet et al. 1987; Krummel & Allison 1995; Linsley et al. 1996; Qureshi et al.
2011; Rowshanravan et al. 2018).

PD-1 wird im Sinne eines gegenregulatorischen Mechanismus bei der T-Zellaktivierung hochreguliert
und bindet an seine Liganden PD-L1 und PD-L2 (B7-H1, B7-H2) auf APCs. Das PD-1-Signal inhibiert die
TCR/CD28-vermittelte Signalkaskade und spielt eine wichtige Rolle bei Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz (Ishida et al. 1992; Freeman et al. 2000; Riella et al. 2012). Dieser Mechanismus
ist fir CD8* und CD4* T-Effektorzellen gut etabliert, die Rolle von PD-1 fiir Tregs ist im Vergleich
weniger erforscht, und die Ergebnisse hdangen stark vom Kontext ab. Das PD-1-vermittelte Signal
inhibiert auch bei Tregs die TCR/CD28-abhangige Aktivierung (Kumagai et al. 2020; Tan et al. 2021;
Sage et al. 2013), allerdings ist es fiir die Induktion von Tregs erforderlich (Stathopoulou et al. 2018)
und es kann sich positiv auf die Stabilitat des Treg-Phdnotyps auswirken (Lucca & Dominguez-Villar
2020). Dariber hinaus ist die PD-1-Expression nicht auf T-Zellen beschrdankt, auch Monozyten,
bestimmte DC-Subpopulationen, NK- und B-Zellen kdnnen PD-1 exprimieren, woraus sich in der

Gesamtheit vielfaltige Wirkungsmaglichkeiten ergeben (Riella et al. 2012).
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2.2 Tumorimmunologie

2.2.1 Tumorentstehung und Immunevasion

Maligne Neoplasien verzeichnen global eine steigende Inzidenz (Bray et al. 2018). Ursachlich fiir die
Tumorentstehung ist eine deregulierte Teilung einzelner entarteter Zellen. Im Jahr 2000 definierten
Hanahan und Weinberg die sogenannten ,Hallmarks of Cancer”, dabei handelt es sich um sechs
essenzielle Veranderungen der Zellphysiologie, aus denen die maligne Transformation einer Zelle
resultiert: Unabhangigkeit von extrinsischen Wachstumssignalen (Autarkie), Nichtansprechen auf anti-
proliferative Signale, Resistenz gegeniliber Apoptose, unbegrenzt replikatives Potenzial, Induktion und
Aufrechterhaltung von Angiogenese, Fahigkeit zur Gewebsinvasion und Metastasierung. Infolge des
Fortschritts der Forschung diskutierten die Autoren 2011 eine Erweiterung um vier Charakteristika:
Genominstabilitdt und Mutation, Umregulierung des zelluldren Energiemetabolismus, Induktion einer
Tumor-férdernden Entziindung und eben auch die Verhinderung der Zerstérung durch das

Immunsystem (Hanahan & Weinberg 2000; Hanahan & Weinberg 2011).

Die Idee der Erkennung und Eliminierung entarteter korpereigener Zellen durch das Immunsystem
geht letztlich bereits auf Paul Ehrlich zuriick (Ehrlich 1909). Etwa 50 Jahre spéater griffen Burnet und
Thomas unabhangig voneinander den Gedanken einer ,Tumor-Immuniberwachung” (cancer
immunosurveillance) wieder auf. Obwohl Spontanheilungen von Tumoren und die erhéhte Inzidenz
einiger maligner Neoplasien bei immunsupprimierten Patienten prinzipiell fiir die Hypothese sprachen,
lieR sie sich erst in den 90er Jahren experimentell belegen (Finn 2018; Dunn et al. 2002; Dunn et al.
2004). Dunn et al. pragten schlieRlich das erweiterte dreiphasige Konzept der ,Tumor-
Immuneditierung” (cancer immunoediting). Diesem zufolge werden maligne Zellen vom Immunsystem
erkannt und im besten Fall eliminiert (1. elimination). Ist dies nicht moglich, folgt ein dynamischer
Gleichgewichtszustand (2. equilibrium). Durch die fortbestehende antitumorale Immunantwort wird
ein Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausgeilibt, und mutierte Tumorzellen von geringerer
Immunogenitdt beginnen unkontrolliert zu expandieren, was die dritte Phase (3. escape) einleitet

(Dunn et al. 2002; Dunn et al. 2004).

Zusatzlich zu Mechanismen wie der Herunterregulation von Tumor-assoziierten Antigenen (TAAs) oder
MHC-I-Molekiilen, die mit einer geringeren Erkennung der malignen Zellen durch das Immunsystem
verbunden sind (Leone et al. 2013), generieren Tumoren ein hochkomplexes immunsuppressives
Mikromilieu. Im Tumor herrschende metabolische Stressoren wie Azidose, Hypoxie und
Nahrstoffdefizit haben bereits fir sich genommen suppressive Eigenschaften (Damgaci et al. 2018;

Gupta et al. 2017). Zudem kommt es zu einer Akkumulation von Tregs, Tumor-assoziierter



Makrophagen und MDSCs (myeloid-derived suppressor cells), die antitumorale Immunantworten
inhibieren (Lorenzo-Sanz & Munoz 2019). Tregs kdnnen CTLA-4-vermittelt das kostimulatorische
Potenzial der DCs modulieren, die daher keine effektive adaptive Immunantwort mehr induzieren
(Qureshi et al. 2011; Rowshanravan et al. 2018). Im Tumormilieu sind Effektor-T-Zellen zudem einer
persistierenden  TCR-Stimulation ausgesetzt, was zu einem progressiven Verlust ihrer
Proliferationsfahigkeit und Effektorfunktionen fiihrt. Dieser dysfunktionale Zustand — auch ,T-
Zellerschopfung” genannt — geht in der Regel mit einer hohen Expression verschiedener ko-
inhibitorischer Molekiile einher. Der Tumor seinerseits kann PD-L1 hochregulieren oder
immunsuppressive Zytokine wie IL-10 und TGF-f sezernieren, dadurch Effektor-T-Zellen direkt negativ
regulieren und ihre Erschopfung fordern (Wherry 2011; Wherry & Kurachi 2015; Murphy & Weaver
2017).

2.2.2 Immunkontrollpunkt-Inhibition

Die (Re-)Aktivierung intratumoraler Effektor-T-Zellen ist Ziel der sogenannten Immunkontrollpunkt-
Inhibitoren, welche koinhibitorische Molekiile blockieren und so die durch sie vermittelte
Immunsuppression unterbrechen. Antikérper gegen PD-1 (z.B. Nivolumab) oder CTLA-4 (Ipilimumab)
bieten inzwischen eine etablierte Therapieoption. Trotz des unbestreitbaren Erfolgs spricht ein
wesentlicher Teil der Patienten jedoch nicht auf die Monotherapie an (Hodi et al. 2010; Weber et al.
2015; Xu et al. 2017). Dass CTLA-4 in den Suppressionsmechanimus der Tregs eingreift und zu einem
friihen Zeitpunkt der T-Zellaktivierung agiert, wahrend PD-1 eher Effektor-T-Zellen in der Peripherie
reguliert (Abschnitt 2.1.3.2), ist ein Argument fiir den kombinatorischen Einsatz von PD-1- und CTLA-4-
blockierenden Antikérpern. Durch Kombination von Nivolumab und Ipilimumab konnte das
progressionsfreie Uberleben von Melanom-Patienten (niedrige PD-L1-Expression) verbessert werden
(Larkin et al. 2015), was zur ersten Zulassung der Kombinationstherapie fiihrte. Auch beim
Nierenzellkarzinom und malignen Pleuramesotheliom wirkte sich die kombinierte Therapie positiv aus
(Motzer et al. 2018; Baas et al. 2021) und ist inzwischen zugelassen. Weiterhin gilt es, die
Patientengruppen zu identifizieren, die am meisten von der Therapie profitieren. Hierfir ist ein noch
besseres Verstandnis der jeweiligen Wirkweisen erforderlich, denn trotz ihres langjahrigen Einsatzes in

der Klinik sind nicht alle therapeutischen Mechanismen vollstandig aufgeklart.

2.3 Vom Burkitt-Lymphom zu c-MYC-transgenen Tumormodellen

Lymphome sind Tumoren des lymphatischen Systems, die gemall WHO-Klassifikation in Hodgkin- und
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterteilt werden. Die heterogene Gruppe der NHL sind in etwa 85-

90 % der Falle auf eine Expansion maligner B-Lymphozyten zuriickzufiihren (Armitage et al. 2017). Bei
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dem nach seinem Entdecker Denis Burkitt benannten erstmals 1958 beschriebenen Burkitt-Lymphom
(BL) handelt es sich um ein sehr aggressives NHL der B-Zell-Reihe, das als Paradebeispiel fiir die MYC-
assoziierte Lymphomgenese gilt. Es ldsst sich in drei epidemiologisch unterschiedliche Subtypen
einteilen: das endemische BL (eBL), das sporadische BL und das HIV (Humanes Immundefizienz-Virus)-
assoziierte BL. Etwa 98% der eBL-Zellen tragen das Genom des Epstein-Barr-Virus (EBV), was fir
dessen Beteiligung an der Tumorgenese spricht. Das geteilte Charakteristikum aller drei Subtypen ist
die deregulierte Expression des Transkriptionsfaktors c-MYC, der, da an Prozessen wie Wachstums-
kontrolle, Proliferation und Differenzierung beteiligt, ein onkogenes Potenzial besitzt. Durch die
Translokation des c-MYC-Gens in einen Immunglobulin (lg)-Locus, kommt es zu einer Uberexpression
von c-MYC, wobei die Tumorentwicklung kooperierende Mechanismen erfordert (Klapproth & Wirth
2010; Ott et al. 2013). Aufgrund seiner sehr hohen Teilungssrate ist das BL in der Regel chemosensitiv,
mit Rituximab steht zudem ein gegen CD20 gerichteter monoklonaler Antikdrper als erganzende
Therapieoption zur Verfliigung. Die Heilungschancen stehen insbesondere bei padiatrischen Patienten
sehr gut. Bei trotz Standardtherapie progredienter oder rezidivierender Erkrankung bleiben die
Uberlebenschancen allerdings limitiert (Burkhardt & W&éRmann 2017). Ebenso haben Erwachsene mit
zunehmendem Alter eine schlechtere Prognose (Costa et al. 2013), was die Erforschung weiterer

Therapieoptionen erforderlich macht.

Mit transgenen Mausen, die das humane c-MYC-Gen unter der Kontrolle des B-Zell-spezifischen
Verstarkerelements der IgA-Kette exprimieren (im Folgenden ,A-MYC-Mause” genannt), ist ein murines
Modell des BLs verfligbar (Kovalchuk et al. 2000). Ein solches endogenes Tumormodell hat den Vorteil,
dass — im Gegensatz zu transplantierten Tumoren — die einzelnen Phasen der tumoralen
Immunevasion durchlaufen werden und die Etablierung eines immunsuppressiven Mikromilieus besser

abgebildet wird.

2.4 Aufgabenstellung

CD4*Foxp3* Tregs konnen durch Inhibition anti-tumoraler Immunantworten die Immunevasion
maligner Zellen fordern, was sie wiederum zu einem vielversprechenden Ziel fiir immuntherapeutische
Ansatze macht. Um Tregs in einem murinen Modell unter moglichst kliniknahen Bedingungen zu
erforschen, wurde in der vorliegenden Arbeit das transgene A-MYC-Lymphommodell eingesetzt
(Kovalchuk et al. 2000). Aus friiheren Arbeiten war bereits bekannt, dass (i) A-MYC-Tregs die tumorale
Immunevasion begiinstigen (Ahmetli¢ et al. 2019), (ii) die Tumorentwicklung duRerst effektiv durch die
Kombination aus PD-1- und CTLA-4-blockierenden Antikorpern verzogert oder sogar verhindert

werden kann (Brenner et al. 2020; Ahmetli¢c et al. 2021) und (iii) im Tumormilieu erhohte
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Konzentrationen von IL-10 vorzufinden sind (Naujoks et al. 2014). Folgende sich daraus ergebende

Fragestellungen wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

— Entwickeln die Tregs im Laufe der Tumorprogression phanotypische Veranderungen?

— Zeigen A-MYC-Tregs eine veranderte immunsuppressive Kapazitat?

— Welche Mechanismen liegen der Treg-vermittelten Suppression zugrunde?

— Welche Effektorzellen der anti-tumoralen Immunantwort unterliegen der Kontrolle der Tregs?

— Beeinflusst die kombinierte Immunkontrollpunkt-Blockade Phdnotyp und/oder Funktionalitat
der Tregs?

— Welche Auswirkungen hat eine Neutralisierung des Treg-Effektorzytokins IL-10 auf die

Tumorentwicklung?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Mause

Alle Mause wurden unter den spezifiziert Pathogen-freien Bedingungen der Tierhaltung des
Helmholtz-Zentrums Minchen in GrolRhadern gehalten, die Zucht erfolgte in der Tierhaltung des

Helmholtz-Zentrums Miinchen in Neuherberg.

Die Grundlage dieser Arbeit waren transgene A-MYC-Mause mit C57BL/6-Hintergrund, die fir die
Zuchtaufrechterhaltung mit Wildtyp-C57BL/6-M&usen (WT) verpaart wurden. A-MYC-Mé&use
exprimieren das humane Proto-Onkogen c¢c-MYC unter der Kontrolle des B-Zell-spezifischen
Verstarkerelements der Igh-Kette (Kovalchuk et al. 2000), was zu einer unkontrollierten Proliferation
der B-Zellen im Alter von zehn bis 20 Wochen nach der Geburt fiihrt. Die spontanen Tumoren werden
in Lymphknoten (LK), Milz und/oder Thymus manifest. Zeigte eine Maus Krankheitssymptome, wurde
sie beziglich ihres Erscheinungsbildes (u.a. Fellzustand, Atmung, Bewegungsablauf), Verhaltens (u.a.
Isolation von der Gruppe), weiterer klinischer Merkmale (z.B. apparente Raumforderungen der LK,
Abdomenschwellung) beurteilt und bei Erreichen eines Abbruchscores umgehend abgetotet. Als

Kontrollen dienten die nicht-transgenen C57BL/6-Mause aus gleicher Zucht.

Zur spezifischen Erforschung von Tregs, wurden DEREG-Mause (Depletion of Regulatory T Cells) mit
C57BL/6-Hintergrund, urspringlich von Jackson Laboratory (Ben Harbor, USA) bezogen, mit A-MYC-
Mausen aus eigener Zucht gekreuzt. DEREG-Maduse exprimieren ein Fusionsprotein aus dem
Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) und dem GFP-Reporterprotein (griin-fluoreszierendes Protein). Dieses
DTR-GFP-Fusionsprotein steht unter der Kontrolle des foxp3-Genlocus, dadurch kénnen die Foxp3-
exprimierenden Tregs Uber GFP detektiert, ohne intrazelluldre Farbung sortiert oder durch Gabe von
Diphtherietoxin (DT) spezifisch depletiert werden (Lahl & Sparwasser 2011). Die unbehandelten A-
MYC/DEREG-Nachkommen entwickeln mit derselben Kinetik Tumoren wie A-MYC-Ma&use (Ahmetli¢ et

al. 2019).
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3.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Ausriistungsgegenstinde

Gerat

Hersteller

Absaugsystem neoVAQ

BD LSR Il Flow Cytometer

EasySep Magnet

Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-86 °C)

Heizschiittler Eppendorf ThermoMixer C
Inkubator Hera cell 240

Kahlschrank (4°C)

Kihlzentrifuge Hettich ROTANTA 460R
Gefrierbox Corning CoolCell LX
Lichtmikroskop Leica DM750
Mehrkanalpipetten (200/300 pl)
OctoMACS Separator (+ MACS MultiStand)
Thermocycler Biometra T Gradient
Pipetten (2/10/20/100/200/1000 pl)
Plattenzentrifuge Labofuge 400
Rontgenbestrahlungsanlage XSTRAHL RS225
SUNRISE Absorbance Reader
Sterilwerkbank

Stickstofftank

Tischzentrifuge Centrifuge 5424R
Vortexer Vortex Genie 2

Wasseraufbereitungssystem
Milli-Q Reference A+

Wasserbad

Zahlkammer nach Neubauer

Neolab, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada
Liebherr, Ochsenhausen

Sanyo, Moriguchi, Japan
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Liebherr, Ochsenhausen

Hettich, Tuttlingen

Corning, Corning, USA

Leica Microsystems, Wetzlar
Eppendorf, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Analytik Jena, Jena

Gilson, Middleton, USA

Heraeus, Hanau

Xstrahl, Ratingen

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Air Liquid, Disseldorf

Eppendorf, Hamburg

Bachofer, Reutlingen

Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Memmert, Schwabach

Neolab, Heidelberg
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Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Einmalkanilen (26G x % /23G x 1) Henke Sass Wolf, Tuttlingen
Einmalpipetten (2 ml) Corning, Corning, USA
Einmalpipetten (5/10/25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen
ELISA-Platten (96 Kavitaten) Thermo Scientific/Thermo Fisher Scientific,
Nunc MaxiSorp flat-bottom Waltham, USA

Kryoréhrchen (1,8 ml) Thermo Scientific/Thermo Fisher Scientific,
Nunc CryoTube Vials Waltham, USA

MACS-Saulen MS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Petrischalen (94/16 mm) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Pipettenspitzen (D10/DL10) Gilson, Middleton, USA
Pipettenspitzen (10-200/1000 pl) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Rohrchen (1,3 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Rohrchen mit Zellfilterkappe Falcon/Corning, Corning, USA

(5 ml, PorengroRRe: 35 um)

ReaktionsgefiRe (0,5/1,5/2 ml) Eppendorf, Hamburg

Spritzen (1/10 ml) B. Braun, Melsungen

Spritzen (10/20 ml, Luer-Lock-Verschluss) B. Braun, Melsungen
Sterilfilteraufsatze (PorengroRe: 0,22 pum) Merck Millipore/Merck, Darmstadt
Zellsiebe (PorengréRe: 40 um) Falcon/Corning, Corning, USA
Zellkulturflaschen Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturplatten (48 Kavitdten, Flachboden) Falcon/Corning, Corning, USA
Zellkulturplatten (96 Kavitaten, Flachboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturplatten (96 Kavitaten, Corning, Corning, USA
Doppelkammersystem)

Zellkulturplatten (96 Kavitaten, Rundboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zentrifugenrdhrchen, konisch (15/50 ml) Falcon/Corning, Corning, USA

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz/Puffer Hersteller

2-Mercaptoethanol Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Brefeldin A

Cell Proliferation Dye eFluor 450

CD11c MicroBeads UltraPure, mouse
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diphtherietoxin

DNA/RNA-Farbstoff peqGREEN
dNTP

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz
(EDTA)

Fetales Kalberserum (FKS)

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

lonomycin, Calcium-Salz
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs)
Ladepuffer 6x DNA Loading Dye

L-Glutamin
Lysereagenz DirectPCR

MEM Non-Essential Amino Acids Solution
(100X)

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Natriumazid (NaNs)
Natriumpyruvat

OneComp eBeads

Penicillin-Streptomycin
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Proteinase K

Reaktionspuffer 10x PCR Rxn Buffer
Reaktionspuffer 10x ThermoPol Reaction Buffer

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Carl Roth, Karlsruhe

Merck Millipore/Merck, Darmstadt
Peglab/VWR, Radnor, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific/ Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt

Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Thermo Scientific/ Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Viagen Biotech Inc., Los Angeles, USA
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt
Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt
VWR, Radnor, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
New England Biolabs, Ipswich, USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Salzsdure (HCl)

Taq DNA Polymerase

Trypanblau

Tween 20

3.1.4 Medien und Puffer

Tabelle 4: Hergestellte Medien und Puffer

Medium/Puffer

Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck Millipore/Merck, Darmstadt

Zusammensetzung

Basismedium

EasySep-Puffer

Einfriermedium

10x Erythrozyten-Lysepuffer (pH 7,4)

FACS-Puffer

MACS-Puffer

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

5 oder 10 % FKS (hitzeinaktiviert)

100 U/ml Penicillin-G-Natrium

100 pg/ml Dihydrostreptomycinsulfat
2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

0,1 mM Nicht-essenzielle Aminosauren
50 uM 2-Mercaptoethanol

PBS
2 % FKS (hitzeinaktiviert)

90 % FKS (hitzeinaktiviert)
10 % DMSO

8,25 g Ammoniumchlorid (NH4Cl)

1,00 g Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
37,0 mg Natrium-EDTA

ad 100 ml H,0O

PBS

2 % FKS (hitzeinaktiviert)
1 % Natriumazid (NaNs)
2 mM EDTA

PBS
0,5 % FKS (hitzeinaktiviert)
2 mM EDTA
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3.1.5 Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

ArC Amine Reactive Compensation Bead Kit

EasySep Mouse CD4* T Cell Isolation Kit

EasySep Mouse CD25 Regulatory T Cell
Positive Selection Kit

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer
Set

IFN gamma Mouse Uncoated ELISA Kit
IL-10 Mouse Uncoated ELISA Kit

LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell Stain Kit

3.1.6 Antikorper

3.1.6.1 Therapeutische Antikorper

Tabelle 6: In vivo verwendete Antikorper

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada
Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Antigen Klon Spezies und Isotyp Firma

PD-1 J43 Armenischer Hamster IgG BioXCell, West Lebanon, USA
CTLA-4 UC10-4B9 Armenischer Hamster IgG BioLegend, San Diego, USA
IL-10 JES5-16E3 Ratte 1gG2b, BioLegend, San Diego, USA

3.1.6.2 Antikoérper fiir In-vitro-Versuche

Die bereits genannten in vivo eingesetzen Antikdrper wurden auch fiir In-vitro-Versuche verwendet.

Tabelle 7: In vitro eingesetzte Antikérper

Antigen Klon Spezies und Isotyp Firma

Neuropilin-1 761704 Ratte IgG2a
(Nrp-1)

FcRill 4G8 Ratte IgG2b

Bio-Techne, Minneapolis, USA

Plattform Monoklonale Antikorper,
Helmholtz-Zentrum, Miinchen
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Tabelle 8: Antikorper fiir die T-Zell-Stimulation in vitro

Antigen Klon Spezies Firma

CD3 145-2C11 Armenischer Hamster Plattform Monoklonale Antikorper,
Helmholtz-Zentrum Miinchen

CD28 37N Syrischer Hamster Plattform Monoklonale Antikorper,
Helmholtz-Zentrum Miinchen

3.1.6.3 Antikorper fiur durchflusszytometrische Bestimmungen

Tabelle 9: Fluoreszenz-markierte Detektionsantikérper

Antigen Klon Spezies und Isotyp Konjugat Firma
CDh4 RM4-5 Ratte IgG2a, k PerCP BD Biosciences/Becton
Dickinson, Heidelberg
CD8a 53-6.7 Ratte IgG2a, k eFluor 450 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
CD8b H35-17.2 Ratte 1gG2b, Alexa Fluor 488 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
CD19 1D3 Ratte IgG2a, k eFluor 450 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
CD19 6D5 Ratte IgG2a, k PerCP BioLegend, San Diego, USA
CD25 PC61 Ratte IgG1, A PE BioLegend, San Diego, USA
CD152 UC10-4B9 Armenischer Brilliant Violet 421 BiolLegend, San Diego, USA
(CTLA-4) Hamster IgG
CD152 1B8 Armenischer PE Invitrogen/Thermo Fisher
(CTLA-4) Hamster IgG Scientific, Waltham, USA
CD210 1B1.3a Ratte 1gG1, PE BioLegend, San Diego, USA
(IL-10R)
CD279 RMP1-30 Ratte IgG2b, APC, PE Invitrogen/Thermo Fisher
(PD-1) Scientific, Waltham, USA
Foxp3 FJK-16s Ratte IgG2a, k Alexa Fluor 700, Invitrogen/Thermo Fisher
eFluor 450, Scientific, Waltham, USA
eFluor 660
Helios 22F6 Armenischer FITC Invitrogen/Thermo Fisher
Hamster IgG Scientific, Waltham, USA
IFN-y XMG1.2 Ratte 1gG1, FITC Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
IFN-y XMG1.2 Ratte IgG1, k APC BioLegend, San Diego, USA
IL-10 JES5-16E3  Ratte IgG2b, PE Invitrogen/Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA
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Ki-67 SolA15 Ratte IgG2a, k Alexa Fluor 700 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

NK1.1 PK136 Maus 1gG2a, K PE Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Nrp-1 3E12 Ratte IgG2a, k PE BioLegend, San Diego, USA

Semaphorin- 5E3 Maus IgG1, A APC BioLegend, San Diego, USA

4a

(SEMA4A)

TIGIT GIGD7 Ratte 1gG2a, « PE-Cy7 Invitrogen/Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA

Tabelle 10: Fluoreszenz-markierte Isotypkontrollen

Klon Spezies und Isotyp Konjugat Firma
HTK888 Armenischer Hamster IgG BrVio420 BioLegend, San Diego, USA
eBio299Arm Armenischer Hamster IgG FITC Invitrogen/Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA

R3-34 Ratte IgG1, k PE BD Biosciences/Becton
Dickinson, Heidelberg

eBR2a Ratte IgG2a, k PE-Cy7 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

eBR2a Ratte 1gG2a, « AF700 Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

eB149/10H5 Ratte IgG2b, PE Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

A95-1 Ratte IgG2b, APC Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

3.1.7 Murine rekombinante Zytokine

Tabelle 11: In In-vitro-Versuchen verwendete murine rekombinate Zytokine

Zytokin Quelle Firma
Rekombinantes IL-2 (rlL-2) Escherichia coli PeproTech, Hamburg
Rekombinantes IL-10 (rIL-10) Escherichia coli PeproTech, Hamburg

3.1.8 Peptide zur spezifischen T-Zell-Stimulation in vitro

Wie in Ahmetli¢c et al. (2019) beschrieben, konnten MHC-lI-bindende Lymphom-assoziierte
Selbstepitope identifiziert werden, die sowohl von CD4*Foxp3* Tregs, als auch von CD4*Foxp3™ T-
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Effektorzellen (Teffs) Gber den T-Zell-Rezeptor detektiert werden. Die vier nachfolgend aufgefiihrten
Peptide wurden zur spezifischen T-Zellstimulation flir In-vitro-Assays verwendet (alle Metabion,

Planegg).

Tabelle 12: Im Peptidmix zur spezifischen T-Zell-Stimulation enthaltene Peptide

Peptid Gen Codiertes Protein Synthetisierte Peptid-Kernsequenz
Peptid 3 Trim28 Transcription intermediary LERLDLDLTSDSQPPVF
factor 1-beta
Peptid 7 Mta2 Metastasis-associated protein VRPPVPLPASSHPASTNEPIVLED
MTA2
Peptid 8 Telo2 Telomere length regulation EAVLTGLVEA

protein TEL2 homolog

Peptid 10 Fxyd5 FXYD domain-containing ion RIEPLSPSKN
transport regulator 5

3.1.9 Primer

Alle Primer wurden von Metabion, Planegg, bezogen.

Tabelle 13: Fiir die Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendete Primerpaare

Primerpaar  Zielgen Fragmentgrolle  Funktion Sequenz
(Basenpaare)
B29-18F . _.op ﬁa“f"l‘:z'f'“hes GTGGCACGGAACTTCTAGTC
B29-9R = P rausnaftsgen, CTTGTCAAGTAGCAGGAAGA
interne Kontrolle

E2 intfwd -MYC ~ 450 b Identifizierung der  GCTCGTCTCAGAGAAGCTGG
12 rev - P A-MYC-Mause ATCTCTCCAGATCTGCTATCTC
P442 Identifizierung der = CCCAGGTTACCATGGAGAGA
P443 DTReGFP =500 bp DEREG-Mause GAACTTCAGGGTCAGCTTGC

3.1.10 Software

Tabelle 14: Verwendete Software

Methode Software Firma

BD FACSDiva

Durchflusszytometrie
FlowJo v10.6.2

Becton Dickinson, Heidelberg
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Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA)

Graphik

Graphik und Statistik
Multiplex

Text

3.2 Methoden

Magellan 7.2

Adobe lllustrator CS5

GraphPad Prism 8

Bio-Plex Manager 6.1
MS Office, Word 2013

3.2.1 Genotypisierung der Mause

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Adobe Systems, San José, USA

Graphpad Software Inc., La Jolla, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Microsoft, Redmond, USA

Beim Absetzen erhielten die Mause Ohrlochmarkierungen, das dabei anfallende Gewebestiickchen

wurde fiir die Genotypisierung mittels PCR weiterverwendet. Daflr wurde es zunachst Gber Nacht bei

55 °C in Lysereagenz (200 ul) und Proteinase K (0,3 mg/ml) im Heizschittler lysiert. Es folgte eine 45-

minUtige Inkubation bei 85 °C und die eigentliche PCR im Thermocycler.

Tabelle 15: Reagenzien und Temperaturverlauf der PCR zur Genotypisierung der A-MYC-Mause

Mastermix

10x Reaction Buffer

50 mM MgClz

10 mM dNTP Mix

Taq Polymerase

100 pM Primer E2 fwd
100 uM Primer 12 rev
100 pM Primer B29-18F
100 pM Primer B29-9R
H,0, steril

DNA

5ul

2 ul
1ul
0,3 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
38,2 pl
1,5 ul

Temperaturverlauf im Thermocycler

94 °C
94 °C
58 °C
72°C
72°C
4°C

4 min

45s
30s } 35 Zyklen

1min30s
10 min
Pause

Tabelle 16: Reagenzien und Temperaturverlauf der PCR zur Genotypisierung der DEREG-Mause

Mastermix

10x ThermoPol Reaction Buffer
10 mM dNTP Mix

Taq Polymerase

100 puM Primer P442

100 puM Primer P443

H,0, steril

DNA

2,5 ul
0,5 ul
0,4 ul
0,25 ul
0,25 ul
20,6 pl
0,5 ul
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Temperaturverlauf im Thermocycler

94 °C
94 °C
60 °C
72°C
72°C
4°C

5 min
1 min
1 min } 32 Zyklen
1 min

10 min
Pause



Im Anschluss wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese (A-MYC: 2 %-iges Agarose-
Gel, DEREG: 1,6 %-iges Agarose-Gel) aufgetrennt und die jeweiligen Genotypen ermittelt (Abbildung
1). Fir die A-MYC/DEREG-Nachkommen wurde sowohl eine MYC-PCR, als auch eine DEREG-PCR

durchgefiihrt.

50bp-

Leiter

c-MYC—> W 500bp

Cd79b—>R M

DTReGFP> R d
Cd79b — KR J

* 250bp

& & &
* & e & &
&

Abbildung 1: Genotypisierung von A-MYC- und DEREG-Madusen. (A) Exemplarisches Ergebnis einer
Gelelektrophorese nach MYC-PCR. In der ersten Spur ist das Ergebnis einer WT-Maus, die nur das Amplikon des
Maus-spezifischen Haushaltsgens Cd79b bei 300 bp zeigt. Die zweite Spur von einer heterozygoten A-MYC-Maus
weist daneben das Amplikon des humanen c-MYC bei 450 bp auf. (B) Exemplarisches Ergebnis einer
Gelelektrophorese nach DEREG-PCR. In der ersten Spur ist das Ergebnis einer heterozygoten DEREG-Maus, die
neben dem Amplikon von Cd79b bei 300 bp das Amplikon des DTReGFP-Fusionsproteins bei 500 bp zeigt. Die
zweite Spur einer WT-Maus weist nur das Amplikon von Cd79b bei 300 bp auf. Es wurde jeweils eine 50 bp-Leiter
verwendet. Die Genotypisierungen wurden von A. Geishauser durchgefiihrt.

3.2.2 Zellkultur und Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Sterilwerkbanken durchgefiihrt. Die B-Zell-Lymphom-Zelllinie 291
ist urspriinglich von C. Brenner aus kranken A-MYC-Mdusen generiert worden. Nach dem Auftauen
wurden die Zellen in Basismedium mit 5 % FKS im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit in Kultur gehalten. Als Suspensionszelllinie wurde sie alle zwei Tage im Verhaltnis

1: 10 mit frischem Medium versetzt.

3.2.3 Blut-Aufbereitung und Herstellung einer Einzelzellsuspension aus lymphoiden

Organen

Blut wurde post mortem aus der Vena cava entnommen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Sollten auch die zelluldren
Bestandteile analysiert werden, wurde das Zellpellet weiter aufbereitet. Auf eine zweiminiitige
Inkubation mit Erythrozyten-Lysepuffer folgten zwei Waschschritte mit PBS und die
Zellzahlbestimmung mithilfe der Neubauer-Zahlkammer. Die Zellen wurden direkt verwendet.
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Die Milz sowie gegebenenfalls mandibuldre, axillire, inguinale LK und/oder Thymus wurden
entnommen und durch ein Sieb (Porengréfe: 40 um) in RPMI-Medium gedrickt. Die erhaltenen Zellen
wurden zwei Minuten mit Erythrozyten-Lysepuffer inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und
residuale Gewebsfragmente durch Filtration (PorengrofRe: 35 um) entfernt. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte im Anschluss mithilfe der Neubauer-Zahlkammer. Sofern nicht direkt

weiterverwendet, wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren (2 - 10 x 107 / 1,8 ml Einfriermedium).

3.2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch als FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting, Markenname von Becton
Dickinson) abgekiirzt, dient als Messmethode zur Identifizierung und Quantifizierung zellularer
Oberflachenantigene und intrazellularer Molekile. Sie beruht auf der Markierung der Zielstrukturen
mit spezifischen Fluorochrom-gekoppelten monoklonalen Antikérpern (mAk), welche dann am Gerat
detektiert werden konnen. Alle Messungen wurden am BD LSR Il Flow Cytometer durchgefiihrt. Die
generierten Daten wurden mit der FlowJo-Software ausgewertet. Es wurden zundchst die
Lymphozyten eingegrenzt und im Anschluss Dubletten sowie tote Zellen ausgeschlossen. Abbildung 2
zeigt exemplarisch die Gating-Strategie fir CD8* und CD4* T-Zellen einer WT- (Abbildung 2A) sowie
einer tumordsen A-MYC-Milz (Abbildung 2B). B-Zellen wurden als CD19*- und NK-Zellen als

NK1.1*CD19 Zellpopulation eingegrenzt.

Fur die Oberflachenfarbung (OF) wurden die zu untersuchenden Zellen (1 x 10° pro 50 pl PBS) mit den
entsprechenden mAK sowie dem Lebend-Tot-Farbstoff (LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain Kit)
flr 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die optimale Antikérperkonzentration wurde fiir jeden neuen
Antikorper zunachst austitriert. Zur Erfassung intrazellularer Molekiile, wie der Transkriptionsfaktoren
Foxp3 und Helios oder des nukledren Antigens Ki-67, wurden die Zellen im nachsten Schritt fir 30 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln fixiert und dann permeabilisiert (Foxp3/Transkription Factor Staining
Buffer Set). Die Intrazellularfarbung (IC) erfolgte mit den zugehérigen mAk in 50 pl
Permeabilisierungspuffer fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Im Anschluss wurden die Zellen
gewaschen, in 150 pl FACS-Puffer aufgenommen und vermessen. Als Kontrollen dienten passende

Isotypen- oder FMO-Farbungen (Flurorescence Minus One).

Die Detektion intrazellularer Zytokine (IL-10, IFN-y) erfordert eine der FACS-Farbung vorangehende
Stimulation. Dazu wurden die Zellen zunachst mit 1 pug/ml PMA, 1 pg/ml lonomycin und 3 pg/ml
Brefeldin A in Basismedium (10% FKS) fir 4 h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95 %
Luftfeuchtigkeit stimuliert. Die Negativkontrolle wurde gleichermalien behandelt, jedoch lediglich mit
Brefeldin A in Basismedium (10 % FKS) inkubiert. Die sich anschlieRende FACS-Farbung wurde wie

oben beschrieben durchgefiihrt.
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Abbildung 2: Gating-Strategie von T-Zellen bei der durchflusszytometrischen Analyse. Exemplarische Plots der
Splenozyten einer WT-Maus (A) und einer tumortragenden A-MYC-Maus (B). Nach Eingrenzung auf Lymphozyten
wurden Dubletten und tote Zellen ausgeschlossen und zwischen CD8* und CD4* Zellen unterschieden. Die CD4*
Zellen wurden weiter unterteilt in CD4*Foxp3* Tregs und CD4*Foxp3” Teffs.

3.2.5 In-vitro-T-Zell-Stimulation mit aCD3/aCD28-Antikdrpern

Antikorper gegen CD3 und CD28 dienen der unspezifischen T-Zellstimulation. Hierzu wurden pro
Kavitat 50 ul PBS mit aCD3/aCD28-Antikérpern (jeweils 2 pg/ml) in eine 96-Well-Rundbodenplatte
pipettiert und diese tGber Nacht bei 4 °C inkubiert, dabei beschichten die Antikérper den Boden, die
Uberstehende Losung wurde am folgenden Tag abgesaugt. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils
200 pl PBS und Basismedium (10 % FKS). In die fiir die unstimulierte Kontrolle vorgesehenen Wells
wurden zu Beginn lediglich 50 pl PBS gegeben, ansonsten wurden sie gleichbehandelt. Bei Platten mit
einem Zweikammersystem, wurden zur Beschichtung jeweils 100 ul der aCD3/aCD28-
Antikorperldsung pro Kammer eingesetzt. Die Waschschritte erfolgten ebenfalls mit 100 pl pro

Kammer.

3.2.6 Proliferationsbestimmung mittels Cell Proliferation Dye

Cell Proliferation Dye eFluor 450 (CPD) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an alle zellularen Proteine mit
primdren Aminen bindet. Teilt sich die Zelle, so wird der Farbstoff gleichmaRig auf die Tochterzellen
verteilt und die Fluoreszenzintensitat halbiert sich. Dadurch kdnnen bis zu sieben Generationen mittels
Durchflusszytometrie visualisiert werden. Fiir die Firbung wurden max. 20 x10° Zellen in 1 ml
vorgewadrmten PBS aufgenommen und im Verhaltnis 1 : 1 mit einer 20 uM CPD-L6sung (ebenfalls in
vorgewdrmtem PBS) gemischt. Es folgte eine 20-minitige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln

mit Abstoppen der Reaktion durch Zugabe des vier- bis flinffachen Volumens an kaltem Basismedium
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(10 % FKS) und anschlieBender finfmindtiger Inkubation auf Eis. Die gefarbten Zellen wurden dreimal

mit Basismedium (10 % FKS) gewaschen und dem Versuch entsprechend eingestellt.

3.2.7 Zellanreicherung

3.2.7.1 EasySep Magnetseparation

Das Grundprinzip der EasySep Magnetseparation besteht in einer Kopplung einer/mehrerer
Zielzellpopulation/en an magnetische Partikel z.B. Uber biotinylierte Antikérper. Die in dieser Weise
markierten Zellen werden in einem Magnetfeld an den Rand des Roéhrchens gezogen
(= Positivfraktion), die unmarkierten Zellen kénnen in ein neues Rohrchen Uberfihrt werden
(= Negativfraktion). Die CD4*-Zellsortierung ist eine Negativselektion, daran lasst sich, zur Gewinnung
der Tregs, eine CD25-Separation anschlieRen. Die CD4*CD25 Teffs bilden dann die Negativfraktion,
wahrend die am Rohrchen verbleibenden CD4*CD25* Tregs die Positivfraktion darstellen. Die EasySep-
Sortierungen wurden gemalR Herstellerprotokoll durchgefiihrt, die erzielten Reinheiten wurden bei

Inkulturnahme stets per FACS ermittelt und sind in Abbildung 3 exemplarisch dargestellt.

CD4*CD25*Fraktion CD4*CD25 ~-Fraktion
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Abbildung 3: Mittels EasySep-Magnetseparation erzielte Reinheiten. Durchflusszytometrische Prifung der
CD4*CD25*- und der CD4*CD25-Franktion in Hinblick auf die CD4- und die Foxp3-Expression. Dargestellt sind
exemplarische Plots nach Durchfiihrung einer CD4- und einer CD25-Separation mit den Splenozyten einer WT-
Maus.

3.2.7.2 MACS Separation

Das MACS-System (Magnetic Cell Separation) bietet eine weitere Moglichkeit der magnetischen
Zellseparation und wurde fiir die Positivselektion CD11c* DCs verwendet. Die zu isolierenden CD11c*
Zellen werden spezifisch mit MicroBeads magnetisch markiert und Gber eine in einem magnetischen
Feld plazierte Sadule geschickt. Wahrend sich die nicht markierten Zellen im Durchfluss befinden,
werden die markierten Zellen zuriickgehalten und kénnen, nach Entfernen der Sdule aus dem
magnetischen Feld, eluiert werden. Die Sortierungen wurden den Herstellerangaben entsprechend

durchgefihrt.
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3.2.8 In-vitro-Ansatze

3.2.8.1 Suppressionsassay mit CD3/CD28-Stimulation

Die suppressive Kapazitat der Tregs wurde mithilfe eines In-vitro-Suppressionsassays bestimmt. Hierzu
wurden CD4*CD25* Tregs aus WT- oder A-MYC-Milzen und CD4*CD25" Responderzellen aus WT-Milzen
magnetisch isoliert (Abschnitt 3.2.7.1), die CD4'CD25 Zellen CPD-markiert (Abschnitt 3.2.6) und
schlieBlich mit den Tregs in unterschiedlichen Verhaltnissen (1:10, 1:2, 1:1, 2:1, 10:1) unter
CD3/CD28-Stimulation (Abschnitt 3.2.5) kokultiviert. Es wurde dabei pro Kavitit einer 96-Well-
Rundpodenplatte eine konstante Gesamtzahl von 1x 10° Zellen in 200 ul Basismedium (10 % FKS)
eingesetzt. Nach 48 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde
der Uberstand abgenommen und fiir die spiatere Zytokinanalyse bei -20 °C eingefroren. Die CPD-
Markierung erlaubte eine Visualisierung sowie Quantifizierung der erfolgten Zellteilungen mittels
Durchflusszytometrie, wobei in der Auswertung die CPD*CD4*Foxp3~ Teffs eingegrenzt wurden. Teffs
mit einer gegeniiber der unstimulierten Kontrolle verminderten CPD-Fluoreszenzintensitit (CPD")
hatten mindestens eine Zellteilung durchlaufen. Durch Bezug auf die maximale Teff-Proliferation, d.h.
die in Abwesenheit von Tregs (0:1), lieB sich daraus die prozentuale Suppression errechnen:

% CPDY! Teffs (0:1) - % CPDY! Teffs (jeweiliges Verhiltnis)
% Suppression = x 100 %

% CPDY! Teffs (0:1)

Zur Ermittlung des Einflusses von Zellkontakten wurde der Suppressionsassay in einem
Doppelkammersystem durchgefiihrt. Ein solcher Ansatz erfolgte nach dem gleichen Vorgehen,
allerdings verhinderte eine Membran direkte Zellkontakte zwischen den Tregs und den Teffs, der
Austausch humoraler Faktoren blieb unbeeinflusst. Um eine gleiche Stimulation zu gewahrleisten,
wurden beide Kammern mit aCD3/aCD28-Antikérpern beschichtet. Je nach Fragestellung war das
Medium mit alL-10 (0,1 pg/ml) oder aNrp-1 (1 pg/ml) versetzt. Die Antikorper hatten in Ansitzen ohne

Tregs keine Auswirkungen auf das Proliferationsverhalten der Teffs.

3.2.8.2 Suppressionsassay mit Peptidstimulation

Tregs und CPD-markierte Teffs wurden wie in Abschnitt 3.2.8.1 in den genannten Verhéltnissen

eingesetzt. Die Stimulation erfolgte jedoch Peptid-spezifisch mithilfe von APCs. Dazu wurden CD11c*

DCs magnetisch aus WT-Milzen isoliert (Abschnitt 3.2.7.2), bestrahlt (30 Gy) und durch eine

dreistiindige Inkubation mit einem Peptidmix beladen. Dieser bestand aus vier Lymphom-assoziierten

Selbstpeptiden, die von Tregs, als auch von Teffs erkannt werden (Ahmetli¢ et al. 2019). Die Peptide

LERLDLDLTSDSQPPVF, VRPPVPLPASSHPASTNEPIVLED, EAVLTGLVEA und RIEPLSPSKN wurden zu je
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1 pg/ml in Basismedium mit 10 % FKS eingesetzt, als Kontrolle wurden DCs unter gleichen

Bedingungen, aber in Abwesenheit der Peptide inkubiert.

Insgesamt wurden pro Kavitit einer 96-Well-Rundbodenplatte 1,5 x 10°> T-Zellen mit 2 x 10* DCs in
200 pl Basismedium (10 % FKS) unter Zusatz von 50 U/ml rIL-2 kokultiviert. Nach sechs Tagen
Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde die erfolgte
Proliferation Uber die Ki-67-Expression der CPD-markierten CD4*Foxp3" Teffs durchflusszytometrisch

bestimmt. Die prozentuale Suppression wurde wie folgt berechnet:

% Ki-67* Teffs (0:1) - % Ki-67* Teffs (jeweiliges Verhéltnis)
% Suppression = x 100 %
PP % Ki-67* Teffs (0:1)

Gegebenenfalls war das Medium mit Antikorpern gegen PD-1 (1 pg/ml) und CTLA-4 (10 pg/ml)

versetzt.

3.2.8.3 In-vitro-Inkubation tumoroser B-Zellen mit rIL-10

Die Zellsuspensionen tumordéser Milzen wurden entweder mit rlL-10 (10 ng/ml) oder in Anwesenheit
eines all-10-Antikorpers (1 pg/ml) inkubiert. In Ansatzen zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden
pro Kavitat 1 x 10° Zellen in 200 pl Basismedium (10 % FKS) eingesetzt (96-Well-Rundbodenplatte), fiir
FACS-Farbungen 1 x 10° Zellen in 1000 pl Basismedium (10 % FKS) (48-Well-Flachbodenplatte). Nach
24-stundiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde entweder
die Gesamtzellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer bestimmt oder die Zellen wurden durchfluss-

zytometrisch analysiert.

3.2.9 Zytokinbestimmungen

3.2.9.1 Zytokinbestimmung mittels ELISA

Mittels ELISA lassen sich Zytokinkonzentrationen beispielsweise in Zellkulturiiberstanden bestimmen.
Hierflr wird eine ELISA-Platte mit Fangantikorpern, die gegen das zu bestimmende Zytokin gerichtet
sind, beschichtet. Unspezifische Bindungsstellen werden blockiert und die Standardverdiinnungsreihe,
die Proben sowie die Negativkontrollen aufgetragen. Der Fangantikorper bindet sein Ziel-Zytokin,
ungebundene Antigene werden durch Waschen entfernt. Im nachsten Schritt werden fiir das Zytokin
spezifische Detektionsantikorper hinzugefiigt, Gber die ein Enzym (Streptavidin-HRP) gekoppelt wird.
Durch Zugabe eines Substrates kommt es zu einer Farbreaktion, die nach Abstoppen der Reaktion (3 M

HCI), photometrisch erfasst wird. Mithilfe der gemessenen Absorption und der Standardreihe kann die
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sich in der Probe befindliche Zytokinkonzentration berechnet werden. Die abgenommenen
ZellkulturGberstiande aus Abschnitt 3.2.8.1 wurden gemaR Herstellerprotokoll auf die enthaltenen

IL-10- und IFN-y-Konzentrationen untersucht.

3.2.10 In-vivo-Versuche

Alle Tierversuche waren von der Regierung von Oberbayern genehmigt und erfolgten im Einklang mit

den tierschutzrechtlichen Bestimmungen.

3.2.10.1 Krankheitsstadien von A-MYC-Mausen

Bei unbehandelten Tieren wurden zwei Krankheitsstadien unterschieden. Als friihes Krankheitsstadium
wurden phanotypisch unauffallige Mause im Alter von 65-75 Tagen definiert. In diesem Zeitintervall
sind bereits vor dem Auftreten manifester Tumoren Veranderungen auf zelluldrer Ebene zu
verzeichnen (Naujoks et al. 2014; Ma et al. 2021). Sobald eine Maus auffallig war, wurde sie beziglich
ihres Erscheinungsbildes beurteilt und bei Erreichen eines Abbruchscores umgehend getotet (vgl.
Abschnitt 3.1.1). Waren bei der Sektion Tumoren — unabhéngig von Manifestationsort und Alter der

Mause — visuell erfassbar, wurden sie dem spaten Krankheitsstadium zugeordnet (Abbildung 4A).

3.2.10.2 Therapie mit aPD-1/aCTLA-4-Antikérpern

Durch die Therapie mit aPD-1/aCTLA-4-Antikérpern zeigen A-MYC-Mause ein signifikant verlangertes
Uberleben (Brenner et al. 2020; Ahmetli¢ et al. 2021). Um den Einfluss der Immunkontrollpunkt-
Inhibition auf die Tregs zu analysieren, wurde klinisch unauffalligen A-MYC-Mausen eine Kombination
aus aPD-1- und aCTLA-4-Antikérpern (jeweils 100 pug in 200 ul PBS) intraperitoneal (i. p.) gespritzt.
Beginnend mit dem 55. Lebenstag erfolgte die insgesamt viermalige Antikorpergabe alle zehn Tage.
Aufgrund der Aggressivitat des Tumormodells ist ein spaterer Behandlungsbeginn (nach dem Auftreten
von Symptomen) nicht moglich. Es wurden behandelte Mause mit apparenten Tumoren und
unbehandelte tumortragende Kontrolltiere verglichen. Zur Beurteilung der Immunreaktion in der
Frihphase der Therapie erfolgte die Analyse bereits nach zweimaliger Antikorpergabe im Vergleich zu

unbehandelten A-MYC-Mausen vergleichbaren Alters (Abbildung 4B).

3.2.10.3 Therapieversuch mit alL-10-Antikdrpern

Fir den Uberlebensversuch wurde klinisch unauffilligen A-MYC-M&usen ein IL-10-neutralisierender
Antikorper (100 ug in 200 ul PBS) i. p. gespritzt. Beginnend mit dem 55. Lebenstag erfolgte die
insgesamt viermalige Antikorpergabe alle zehn Tage. Zur Analyse der Tumor-infiltrierenden
Immunzellen wurden die im Uberlebensversuch eingesetzten behandelten Mause mit unbehandelten
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tumortragenden Kontrolltieren verglichen. Zur Beurteilung der Immunreaktion in der Friihphase der
Therapie wurden die Tiere bereits nach zweimaliger Antikdrpergabe im Vergleich zu unbehandelten

A-MYC-Mausen vergleichbaren Alters analysiert (Abbildung 4C).

3.2.10.4 Spezifische Treg-Depletion

Die spezifische Treg-Depletion fihrt bei A-MYC/DEREG-Ma&usen zu einem signifikant verlangerten
Uberleben (Ahmetli¢ et al. 2019). Um zu analysieren, welche Zellpopulationen von der Abwesenheit
der Tregs profitieren, wurden die Tregs durch i. p.-Injektionen von DT in A-MYC/DEREG-M4&usen
spezifisch depletiert. Die DT-Gabe (0,5 pg in 100 ul PBS) erfolgte in zwei Zyklen im Abstand von zwei
Wochen an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 50/51, Tag 64/65). Da ein weiterer DT-
Zyklus die Tregs nicht mehr effizient deletiert (Lahl & Sparwasser 2011; Riedel 2013), wurden die Tiere

am dritten Tag nach dem zweiten Zyklus abgetdtet und die Milzen analysiert (Abbildung 4D).

3.2.10.5 Spezifische Treg-Depletion in Kombination mit IL-10-Neutralisierung

Fiir die spezifische Treg-Depletion in Kombination mit der IL-10-Neutralisierung wurden die Tregs von
A-MYC/DEREG-Mausen wie in Abschnitt 3.2.10.4 mittels DT-Injektionen deletiert, zusatzlich wurde an
den Tagen 51, 58 und 65 ein IL-10-neutralisierender Antikorper gespritzt (Abbildung 4E). Die an den
Tagen 51 und 65 zusammenfallenden Injektionen wurden zeitlich getrennt. Als Vergleichsgruppe

dienten A-MYC/DEREG-M3use, die lediglich die zwei DT-Zyklen erhielten.
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Abbildung 4: Therapieschemata der In-vivo-Versuche. (A) Analysezeitpunkte der unbehandelten
Kontrollgruppen. Therapieschemata und Analysezeitpunkte bei Therapie von A-MYC-Mausen mit aPD-1/aCTLA-4
(B) oder alL-10 (C). (D) Therapieschema und Analysezeitpunkt fur die spezifische Treg-Depletion bei A-
MYC/DEREG-Mausen. (E) Therapieschema fiir die spezifische Treg-Depletion unter IL-10-Neutralisierung bei A-
MYC/DEREG-M4&usen.

3.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der GraphPad Prism 8-Software vorgenommen. Der Test
auf Normalverteilung erfolgte mittels Shapiro-Wilk test und QQ plots. Varianzunterschiede wurden
mithilfe des F test ermittelt. Fiir den Vergleich zweier voneinander abhangiger Gruppen wurde der
Paired t test, fiir zwei voneinander unabhangige Gruppen der Unpaired t test (gegebenenfalls mit

Welch’s correction bei signifikantem Varianzunterschied) herangezogen. Bei mehr als zwei Gruppen
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wurde der Ordinary One-way ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni’s multiple comparisons test
verwendet. Bei Therapiestudien mit aPD-1/aCTLA-4 oder all-10 wurden ausgewahlte Gruppen
untereinander verglichen. Signifikanzen von Kaplan-Meier-Diagrammen wurden mithilfe des Log-Rank
(Mantel-Cox) test ermittelt. Graphische Darstellungen der Signifikanzen erfolgten durch folgende

Markierungen:

* p<0,05
**  p<0,01
*%% 5 <0,001

Nicht-signifikante Unterschiede wurden mit ,ns“ oder nicht gesondert gekennzeichnet. Fehlerbalken

wurden als SEM (Standard Error of the Mean) dargestellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Tregs im murinen A-MYC-Lymphommodell

In A-MYC-Tumoren ist der Treg/Teff-Quotient zugunsten der Tregs verschoben. Durch spezifische
Depletionsexperimente konnte direkt gezeigt werden, dass die Abwesenheit von Tregs mit einem
signifikanten Uberlebensvorteil der A-MYC-M&use verbunden ist und die Tregs somit die
Immunevasion der endogenen Lymphome beglinstigen. Bei den Tumor-infiltrierenden Tregs handelt
es sich Uberwiegend um nTregs thymischen Ursprungs, die infolge der Erkennung unmutierter, jedoch
in Lymphomzellen pravalenter, MHC-II-bindender Selbstepitope aktiviert und zur Proliferation
stimuliert werden, woraus wahrscheinlich der erhohte relative Anteil der Tregs am CD4*-
Zellkompartiment resultiert (Ahmetli¢ et al. 2019). Ungeklart war, ob sich A-MYC-Tregs hinsichtlich
ihres Suppressionsvermogens von normalen WT-Tregs unterschieden. Vor diesem Hintergrund wurden
intratumorale Tregs zundchst auf phdnotypische Merkmale untersucht, die mit einer
immunsuppressiven Funktion assoziiert sind. Dies umfasste im Folgenden die Quantifizierung der

Molekdile Foxp3, CD25, CTLA-4 und IL-10.

4.1.1 Phanotypisierung intratumoraler Tregs

4.1.1.1 Verstarkte Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3

Tregs definieren sich Gber den Transkriptionsfaktor Foxp3, der entscheidend fiir die Ausbildung ihrer
suppressiven Eigenschaft ist (Hori et al. 2003; Fontenot et al. 2003). Fiir eine erste Einschdtzung des zu
erwartenden suppressiven Potenzials wurde anhand der durchflusszytometrisch erhobenen medianen
Fluoreszenzintensitaten (MFI) das Ausmal der Foxp3-Expression von A-MYC-Tregs friither und spéater
Krankheitsstadien im Vergleich zu WT-Tregs bestimmt. Dem friihen Krankheitsstadium wurden
phanotypisch unauffallige Mause im Alter von 65 bis 75 Tagen zugeordnet. In diesem Zeitintervall sind
bereits vor dem Auftreten manifester Tumoren Verdnderungen auf zelluldrer Ebene zu verzeichnen
(Naujoks et al. 2014; Ma et al. 2021). Sobald Tumoren unabhéngig von Manifestationsort und Alter

visuell erfassbar waren, wurden die Mause zum spaten Krankheitsstadium gezahlt.

Im Laufe der Tumorentwicklung regulierten A-MYC-Tregs Foxp3 zunehmend hoch. In friihen wie spaten
Krankheitsstadien war die Foxp3-Expression der A-MYC-Tregs gegeniiber der der WT-Tregs erhoht
(Abbildung 5A, B). Zur Analyse der Subpopulationen wurde die Foxp3-Expression in Abhadngigkeit von
Helios bestimmt. Im A-MYC-Tumormilieu zeigten die Helios* nTregs im Vergleich zu den Helios™ iTregs
eine hohere Foxp3-Expression (Abbildung 5C).
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Abbildung 5: Graduelle Hochregulation der Foxp3-Expression mit dem Krankheitsverlauf. Durchfluss-
zytometrische Analyse der Milzen von WT- und A-MYC-Ma&usen verschiedener Krankheitsstadien (Abschnitt
3.2.10.1). (A) Exemplarische Darstellung der Foxp3-Expression von CD4* Splenozyten einer WT- und einer
tumortragenden A-MYC-Maus. (B) Quantitative Darstellung der relativen Foxp3-MFI von CD4*Foxp3* Tregs,
Normierung auf Foxp3-MFl von CD4*Foxp3* WT-Tregs. (C) Relative Foxp3-MFI von CD4*Foxp3* Tregs in
Abhéangigkeit der Subpopulationen (Helios* nTregs vs. Helios™ iTregs), Normierung auf Foxp3-MFI von CD4*Foxp3*
WT-Tregs. Die Signifikanz wurde mithilfe des Unpaired t test berechnet. Darstellung der Mittelwerte einer
Gruppe * SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer Maus ab.

4.1.1.2 Hochregulation Suppressions-assoziierter Molekiile

Die erhdohten Foxp3-Mengen intratumoraler Tregs implizierten ein verstarktes immunsuppressives
Potenzial. Zwei essenzielle Treg-assoziierte Molekiile, welche unter der transkriptionellen Kontrolle
von Foxp3 stehen (Zheng et al. 2007) und mit einer immunsuppressiven Funktion in Verbindung
gebracht werden, sind CD25 und CTLA-4. Ein CD25-Signal ist fiir das Uberleben und die
Aufrechterhaltung der Suppressorfunktion ausgereifter Tregs erforderlich, zudem kénnen Tregs dem
Milieu CD25-vermittelt IL-2 entziehen, das im Rahmen der T-Zellaktivierung bendtigt wird (Fan et al.
2018; Chinen et al. 2016; Murphy & Weaver 2017). CTLA-4 moduliert die CD28-abhingige Ko-
stimulation (Rowshanravan et al. 2018). Da die Treg-abhangige Suppression auch Uber die Sekretion
anti-inflammatorischer Zytokine erfolgen kann und in Tumoriberstanden und Seren tumortragender
A-MYC-Méause erhohte Konzentrationen von IL-10 detektierbar sind (Naujoks et al. 2014; Brenner
2009), sollte getestet werden, ob Tregs als IL-10-Produzenten infrage kdmen. Entsprechend wurde die
CD25-, CTLA-4- und IL-10-Expression von WT- und A-MYC-Tregs der verschiedenen Krankheitsstadien
durchflusszytometrisch bestimmt. CTLA-4 kommt Uberwiegend in intrazelluldren Reservoirs vor und
wird nach Aktivierung an die Oberflache transloziert (Linsley et al. 1996), weshalb fiir CTLA-4 sowohl

die oberflachlich als auch die intrazellular exprimierten Mengen bestimmt wurden.

Wie reprasentativ in Abbildung 6A bis C dargestellt ist, war die CD25-, die CTLA-4- und die IL-10-

Expression intratumoraler A-MYC-Tregs erhoht. Die Quantifizierung zeigte fir CD25 und CTLA-4, wie
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bereits flir Foxp3, eine graduelle Hochregulation mit dem Krankheitsverlauf (Abbildung 6D, E),
wahrend die IL-10-Expression erst in spaten Krankheitsstadien anstieg (Abbildung 6F). Wie sich IL-10
auf die Lymphomgenese auswirkt und welche Rolle dabei von den Treg sezerniertes IL-10 spielt, wird

in Abschnitt 4.3 erortert.
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Abbildung 6: Hochregulation der CD25-, CTLA-4- und IL-10-Expression intratumoraler Tregs. Durchfluss-
zytometrische Analyse der Milzen von WT- und A-MYC-Mausen verschiedener Krankheitsstadien (Abschnitt
3.2.10.1). Exemplarisches Histogramm (A) und Quantifizierung (D) der CD25-Expression auf CD4*Foxp3* Tregs.
Exemplarische Histogramme (B) sowie Quantifizierung (E) des oberflachlich und intrazellular exprimierten CTLA-4
auf/in CD4*Foxp3* Tregs, dargestellt nach Normierung auf die jeweilige CTLA-4-Expression von CD4*Foxp3* WT-
Tregs. Exemplarisches Histogramm (C) und Quantifizierung (F) der IL-10-Expression von CD4*Foxp3* Tregs. Der
FACS-Farbung ging eine vierstiindige Ex-vivo-Stimulation mit PMA und lonomycin bei 37°C voran. (D,F) Die
Signifikanzen wurden mithilfe des Ordinary One-way ANOVA (Bonferroni) ermittelt. (E) Die Signifikanz wurde
mithilfe des Unpaired t test ermittelt. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM. Ein Punkt bildet den
Mittelwert einer Maus ab.

4.1.1.3 Stabilitat intratumoraler Tregs

Tregs regulierten im Laufe der Tumorgenese verschiedene Marker hoch, die Funktionalitdt implizieren,
gleichzeitig unterliegen sie im A-MYC-Tumormilieu einer persistierenden Stimulation durch Lymphom-
assoziierte Selbstpeptide und weisen eine hohe PD-1-Expression auf, was mit einer Destabilisierung im
Sinne einer Foxp3-Reduktion oder IFN-y-Produktion assoziiert sein kann (Ahmetli¢ 2018; Riedel 2013;
Ahmetli¢ et al. 2019; Lowther el al. 2016; Bailey-Bucktrout et al. 2013; Hoffmann et al. 2009). Da die
Ergebnisse zur Rolle von PD-1 bei Tregs kontrovers diskutiert werden und vom jeweils gegebenen
Milieu abhangen, wurden die PD-1-exprimierenden Tregs in A-MYC-Lymphomen genauer

charakterisiert.
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Ergebnisse

Aufgrund der Intensitat der PD-1-Expression konnten drei Populationen unterschieden werden, PD-1
negative (PD-17), PD-1 niedrig- (PD-1'°") und hochexprimierende (PD-1"¢") Tregs (Abbildung 7A), wobei
insbesondere der Anteil der PD-1"8" Tregs in A-MYC-Tumoren erhdht war (Abbildung 7B, vgl. auch
Riedel 2013). Im Gegensatz zu WT-Tregs zeigten intratumorale A-MYC-Tregs eine Korrelation der PD-1-
und Foxp3-Expression (Abbildung 7C). Trotz der ausgepragten PD-1-Expression war bei A-MYC-Tregs
keine gegenliber den WT-Tregs erhohte IFN-y-Expression detektierbar (Abbildung 7D, E), somit
konnten mittels Durchflusszytometrie keine Anzeichen einer Destabilisierung der PD-1* Tregs im A-
MYC-Tumormilieu festgestellt werden. Neben PD-1 und CTLA-4 wurden weitere koinhibitorische
Molekiile, wie Nrp-1 und TIGIT, von intratumoralen Tregs exprimiert (Abbildung 7F), welche im
Zusammenhang mit einer Stabilisierung des Treg-Phanotyps beschrieben sind (Delgoffe et al. 2013;

Lucca et al. 2019; Lucca & Dominguez-Villar 2020).
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Abbildung 7: Stabilitat intratumoraler A-MYC-Tregs. Durchflusszytometrische Analyse der Milzen von WT- und
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CD4*Foxp3* Tregs. Die Signifikanz wurde mithilfe des Unpaired t test ermittelt. (C) Logarithmische Darstellung der
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relativen Foxp3-MFI von PD-17°%/hehCD4*Foxp3* Tregs, Normierung auf Foxp3-MFI von PD-1"CD4*Foxp3* WT-
Tregs. Exemplarische Darstellung (D) und Quantifizierung (E) der IFN-y-Expression der CD4* Splenozyten. Der
FACS-Farbung ging eine vierstlindige Ex-vivo-Stimulation mit PMA und lonomycin bei 37°C voran. Auf Signifikanz
wurde mithilfe des Unpaired t test getestet. (F) TIGIT-bzw. Nrp-1-Expression von CD4*Foxp3* Tregs,
exemplarische Histogramme aus drei Farbungen. (B,C,E) Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM. Ein
Punkt bildet den Mittelwert einer Maus ab.

4.1.2 Funktionelle Analyse in vitro

4.1.2.1 Verstarkte Immunsuppression infolge des zunehmenden relativen Treg-Anteils und
eines erhohten suppressiven Potenzials der A-MYC-Tregs auf Einzelzellebene

Um die Relevanz der im A-MYC-Tumormilieu auftretenden quantitativen und phanotypischen
Veranderungen der Tregs fir die Beeintrachtigung der Teff-Aktivitdt zu untersuchen, wurde ein
standardisierter In-vitro-Suppressionsassay verwendet, der auf der Treg-vermittelten Hemmung der
CD3/CD28-induzierten Proliferation von Teffs basiert (vgl. Ahmetli¢ 2018). Um ndherungsweise den
wahrend der Tumorprogression zunehmenden Anteil an Tregs am CD4*-Zellkompartiment abzubilden,
wurden CD4*CD25* Tregs aus WT- oder A-MYC-Milzen und CD4*CD25" Responderzellen aus WT-Milzen
mittels immunmagnetischer Zellseparation isoliert, die Responderzellen CPD-markiert und mit den
Tregs (Suppressor) in unterschiedlichen Verhéltnissen (Suppressor : Responder, 1:10, 1:2, 1:1, 2:1,
10:1) unter CD3/CD28-Stimulation kokultiviert (Abbildung 8A). Die CPD-Farbung erlaubte eine

Visualisierung sowie Quantifizierung der erfolgten Zellteilungen mittels Durchflusszytometrie.

Ein steigender Treg-Anteil flhrte bereits bei Einsatz von WT-Tregs zu einem zunehmend
eingeschrankten Proliferationsvermoégen der Teffs (Abbildung 8B, C). Indem sich in A-MYC-Tumoren
der Treg/Teff-Quotient zugunsten der Tregs verschiebt, kann es somit auch bei unveranderter
suppressiver Kapazitdt zu einer verstarkten Suppression durch die Tregs kommen. Da im vorherigen
Kapitel die phanotypischen Veranderungen eine verstarkte immunsuppressive Funktion der A-MYC-
Tregs anzeigten, wurden im nachsten Schritt WT- und A-MYC-Tregs hinsichtlich ihres
Suppressionsvermégens miteinander verglichen. In beiden Fallen dienten CD4*CD25" Zellen aus
Wildtypen als Responderzellen, sodass die Tregs die einzige Variable darstellten. Die A-MYC-Tregs
reprasentierten ein frihes Krankheitsstadium, zeigten sich aber bei hohem Anteil signifikant
suppressiver als WT-Tregs (Abbildung 8C). Zudem waren in den Uberstinden der Kokulturen mit A-
MYC-Tregs gegeniber denjenigen mit WT-Tregs geringere Konzentrationen von IFN-y detektierbar
(Abbildung 8D). Darauf basierend, dass WT- sowie A-MYC-Tregs praktisch kein IFN-y exprimierten
(Abbildung 7D, E), waren die von den Responderzellen sezernierten IFN-y-Mengen reduziert. Somit ist
im A-MYC-Tumormilieu neben dem verstarkt suppressiven Effekt durch den erhéhten relativen Anteil

der Tregs auch eine starkere Suppression auf Einzelzellebene zu erwarten.
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Abbildung 8: Verstarkte Immunsuppression infolge des zunehmenden relativen Treg-Anteils und eines
erhohten suppressiven Potenzials der A-MYC-Tregs auf Einzelzellebene. Funktionelle Analysen in vitro. (A)
Schematische Darstellung des In-vitro-Suppressionsassays. (B) Exemplarische durchflusszytometrische Analyse
eines Suppressionassays mit WT-Zellen. Gezeigt sind die Histogramme der CPD-markierten CD4*Foxp3- Teffs in
den unterschiedlichen Kokulturen. Eingegrenzt wurden die Teffs mit einer gegeniber der unstimulierten
Kontrolle verminderten CPD-Intensitat. (C) Darstellung der prozentualen Suppression (vgl. Abschnitt 3.2.8.1)
durch Tregs aus WT- und A-MYC-Mausen in den unterschiedlichen Kokulturen. Zusammengefasste Daten aus
sieben Versuchen. Die Signifikanz wurde mithilfe des Paired t test berechnet. (D) Mittels ELISA gemessene IFN-y-
Konzentrationen der Zellkulturiberstande von Kokulturen mit WT- und A-MYC-Tregs bei einem Treg/Teff-
Verhidltnis von 10:1. Zusammengefasste Daten aus drei Versuchen. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe %
SEM.

4.1.2.2 Analyse immunsuppressiver Mechanismen in vitro

Um der Frage nachzugehen, welche Mechanismen der Treg-vermittelten Suppression zugrundeliegen,
wurde zunachst getestet, ob die in vitro beobachtete Suppression liber Zellkontakte vermittelt wurde.
Hierfir wurde der Suppressionsassay nach dem bisherigen Schema, jedoch in einem
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Doppelkammersystem durchgefiihrt. Eine Membran verhinderte dabei direkte Zell-Zell-Interaktionen

zwischen den beiden Populationen, wahrend der Austausch I6slicher Faktoren moglich blieb.

In dem Doppelkammersystem war eine im Vergleich zur Einzelkammer verminderte Suppression zu
verzeichnen (Abbildung 9A). Da der Suppressionsassay auf der Messung der CD3/CD28-induzierten
Proliferation in Abwesenheit von APCs beruht, deutete es darauf hin, dass ein Teil der Suppression von
direkten Treg-Teff-Interaktionen abhangig ist. Fiir die weitere Analyse wurde das Interaktionspaar Nrp-
1/SEMAA4A in Betracht gezogen, da intratumorale Tregs Nrp-1 (Abbildung 7F) exprimierten und Teffs
SEMA4A im Tumormilieu signifikant hochregulierten (Anhang). Entsprechend wurde der
Suppressionsassay in Gegenwart eines Nrp-1-neutralisierenden Antikorpers durchgefiihrt, was in einer
verringerten Suppression resultierte, wobei jedoch kein solcher Riickgang wie in der Doppelkammer

erreicht werden konnte (Abbildung 9B).

Die verbleibende Suppression in der Doppelkammer zeigte, dass neben Zellkontakten humorale
Faktoren an der Treg-abhangigen Suppression beteiligt sind. Aufgrund der in Abschnitt 4.1.1.2
beschriebenen erhdhten IL-10-Expression intratumoraler Tregs wurden die Zellkulturtiberstande der
Suppressionsassays auf sezerniertes IL-10 untersucht. Die detektierten IL-10-Konzentrationen
korrelierten mit der beobachteten Suppression (Abbildung 9C), und die Durchfliihrung des
Suppressionsassays in Gegenwart eines IL-10-neutralisierenden Antikorpers kompensierte einen Teil
der Suppression (Abbildung 9D), wodurch sich die Beteiligung von IL-10 am immunsuppressiven

Mechanismus der Tregs bestatigt.
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Abbildung 9: Abhangigkeit der Treg-vermittelten Suppression von Zellkontakten und IL-10. Funktionelle In-
vitro-Suppressionsassays mit A-MYC-Tregs gemall Abbildung 8. (A) Prozentuale Suppression im Einzel-, bzw.
Doppelkammersystem. Reprdsentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. (B) Prozentuale Suppression in Gegenwart
eines aNrp-1-Antikorpers. Zusammengefasste Daten aus drei Versuchen. (C) Mittels ELISA gemessene IL-10-
Konzentrationen der Zellkulturiiberstdnde. Zusammengefasste Daten aus vier Versuchen. Die Signifikanz wurde
mithilfe des RM One-way ANOVA (Bonferroni) im Vergleich zum 0:1-Verhéltnis (gestrichelte Linie) geprift. (D)
Prozentuale Suppression in Gegenwart eines alL-10-Antikdrpers. Zusammengefasste Daten aus drei Versuchen.
Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM.

4.1.3 Spezifische Treg-Depletion in vivo

4.1.3.1 Verstarkte Proliferation von T- und NK-Zellen

Die funktionellen In-vitro-Analysen zeigten in Anwesenheit von Tregs eine deutliche Suppression der
Proliferation der CD4*Foxp3™ Responderzellen. Um dieses Ergebnis in vivo zu validieren und dariber
hinaus zu klaren, welche weiteren Immunzellpopulationen von den Tregs reguliert werden, wurde die
DEREG-Mauslinie, welche eine spezifische Treg-Depletion erlaubt, in die A-MYC-Linie eingekreuzt.
DEREG-Mause exprimieren ein DTR-GFP-Fusionsprotein unter der Kontrolle des foxp3-Genlocus, was
eine Fluoreszenz-basierte Detektion oder DT-induzierte Ablation der Foxp3* Tregs ermdglicht (Lahl &
Sparwasser 2011). Die unbehandelten A-MYC/DEREG-Nachkommen entwickeln mit derselben Kinetik

Tumoren wie A-MYC-Miuse, wihrend DT-Injektionen zu einem signifikanten Uberlebensvorteil fiihren
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(Ahmetli¢ et al. 2019). Da lediglich zwei DT-Zyklen die Tregs effizient zu depletieren vermogen (Lahl &
Sparwasser 2011; Riedel 2013), wurde die Milz zwei Tage nach dem zweiten Zyklus in Hinblick auf das
Proliferationsverhalten verschiedener Immunzellpopulationen analysiert (Abbildung 10A). Hierfir
wurde die Expression des nukledren Proliferationsmarkers Ki-67 von CD4*Foxp3™ und CD8" T-Zellen,
NK- und B-Zellen von DT-behandelten A-MYC/DEREG-Mausen durchflusszytometrisch erfasst. Als

Kontrolle dienten unbehandelte A-MYC-Mause vergleichbaren Alters sowie Wildtypen.

In Ubereinstimmung mit den In-vitro-Tests fiihrte die Abwesenheit von Tregs auch in vivo zu einer
verstarkten Proliferation der CD4*Foxp3” T-Zellen. Daneben proliferierten CD8" T-Zellen und NK- Zellen
vermehrt, wahrend sich fur die CD19* B-Zellen keine signifikant verdanderten Ki-67-Level abzeichneten

(Abbildung 10B-F).
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Abbildung 10: Erhohte Proliferation von CD4*Foxp3" Teffs, CD8* T-Zellen und NK-Zellen, jedoch nicht der B-
Zellen, nach spezifischer Treg-Depletion in vivo. Durchflusszytometrische Analyse der Milzen von WT-, A-MYC-
und DT-behandelten A-MYC/DEREG-Mausen. (A) Therapieschema. (B) Exemplarische Histogramme der Ki-67-
Expression von CD4*Foxp3°, CD8*, NK1.1* und CD19* Zellen. Quantifizierung der Ki-67-Expression von CD4*Foxp3°
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(C), CD8* (D), NK1.1* (E) und CD19* Zellen (F). Die Signifikanzen wurden mithilfe des Ordinary One-way ANOVA
(Bonferroni) errechnet. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer
Maus ab.

4.1.3.2 Gesteigerte IFN-y-Expression von T- und NK-Zellen

Da CD4'Foxp3” sowie CD8* T-Zellen und NK-Zellen in der Abwesenheit von Tregs eine verstarkte
Proliferation zeigten, sollten diese Zellpopulationen auch in Hinblick auf ihre Funktionalitat untersucht

werden. Hierfir wurde die jeweilige IFN-y-Expression bestimmt.

Alle drei Zellpopulationen zeigten nach Treg-Depletion einen erhohten Anteil IFN-y* Zellen (Abbildung
11). Somit profitierten CD4*Foxp3~ und CD8* T-Zellen sowie NK-Zellen nicht nur im Sinne einer
Proliferationssteigerung von der Abwesenheit der Tregs, sondern wiesen auch eine hoéhere IFN-y-

Expression auf.
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Abbildung 11: Erhohte IFN-y-Expression von CD4*Foxp3" Teffs, CD8* T-Zellen und NK-Zellen nach spezifischer
Treg-Depletion in vivo. Durchflusszytometrische Analyse der Milzen von WT-, A-MYC- und DT-behandelten A-
MYC/DEREG-Mausen (Therapieschema vgl. Abbildung 10). Der FACS-Farbung ging eine vierstiindige Ex-vivo-
Stimulation mit PMA und lonomycin bei 37°C voran. (A) Exemplarische Histogramme der IFN-y-Expression von
CD4*Foxp3’, CD8* und NK1.1* Zellen. Quantifizierung der relativen IFN-y-Expression von CD4*Foxp3- (B), CD8* (C)
und NK1.1* (D) Zellen aus den Milzen von WT-, A-MYC- und DT-behandelten A-MYC/DEREG-Mé&usen. Normierung
auf IFN-y-Expression der jeweiligen Zellpopulation aus WT-Milzen. Die Signifikanzen wurden mithilfe des
Unpaired t test gepriift. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer
Maus ab.
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Zusammenfassend konnte bisher gezeigt werden, dass A-MYC-Tregs im Laufe der Tumorgenese Marker
hochregulierten, die mit einer immunsuppressiven Funktion assoziiert sind. Die gleichzeitig
bestehende hohe PD-1-Expression intratumoraler Tregs war nicht mit einem Stabilitdtsverlust im Sinne
einer Foxp3-Reduktion und der Aufnahme einer IFN-y-Produktion verbunden. Entsprechende
funktionelle In-vitro-Analysen bestatigten A-MYC-Tregs gegeniiber WT-Tregs eine signifikant erhohte
immunsuppressive Kapazitat, und /n-vivo-Untersuchungen ergaben, dass neben CD4*Foxp3~ Zellen
auch CD8" T-Zellen sowie NK-Zellen, in der Abwesenheit von Tregs verstarkt proliferierten und mehr
IFN-y exprimierten. Diese regulierten Populationen sind essenzieller Bestandteil der Immunantwort
gegen maligne Zellen. Der durch die Treg-Depletion erzielte Uberlebensvorteil (Ahmetli¢ et al. 2019)

verdeutlicht das Potenzial einer auf die Modulation der Tregs abzielenden anti-tumoralen Therapie.
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4.2 Tregs und Immun-Kontrollpunkt-Inhibition

Mit Antikorpern gegen u.a. CTLA-4 und PD-1 stehen in der Klinik zugelassene Immunkontrollpunkt-
Inhibitoren als Therapieoption zur Verfigung. Im A-MYC-Modell vermittelte die jeweilige
Monotherapie von PD-1- und CTLA-4-blockierenden Antikérpern jedoch keinen Uberlebensvorteil,
wohingegen sich die Kombinationstherapie aus beiden als hocheffektiv erwiesen hat (Brenner et al.
2020; Ahmetlic et al. 2021). Angesichts der im Laufe der Tumorentwicklung auftretenden
phanotypischen und funktionellen Veranderungen von Tregs, der Rolle von Tregs bei der Forderung
der Immunevasion von A-MYC-Tumoren (Ahmetli¢ et al. 2019) und des Vermoégens der kombinierten
Immunkontrollpunkt-Blockade, das Wachstum von A-MYC-Tumoren zu verzégern (Brenner et al. 2020;
Ahmetli¢ et al. 2021), stellte sich die Frage, ob die Immunkontrollpunkt-inhibierende Therapie auch
das Treg-Zellkompartiment beeinflusst. Da A-MYC-Tregs im Tumormilieu CTLA-4 (Abschnitt 4.1.1.2) und
PD-1 (Abschnitt 4.1.1.3) hochregulierten, kdonnten therapeutische Antikorper gegen die beiden
Molekiile direkt auf die Tregs abzielen und deren Funktion und Stabilitdt beeinflussen (Lucca &
Dominguez-Villar 2020). Daher wurde untersucht, wie sich die in den Abschnitten 4.1.1.1 und 4.1.1.2
identifizierten, im Tumormilieu hochregulierten Marker Foxp3, CD25 und IL-10 unter der Therapie

verhielten.

4.2.1 Phéanotypische Veranderungen von Tregs nach kombinierter aPD-1/aCTLA-4-

Therapie in vivo

4.2.1.1 Verminderte Foxp3-Expression

Um den Einfluss der In-vivo-Immunkontrollpunkt-Inhibition auf die Tregs zu analysieren, wurde A-MYC-
Mausen beginnend mit dem 55. Lebenstag insgesamt viermalig im Abstand von zehn Tagen eine
Kombination aus aPD-1- und aCTLA-4-Antikdrpern appliziert. Beim Auftreten von Tumoren wurden die
Milzen behandelter A-MYC-Mause mit denen unbehandelter tumortragender Kontrolltiere verglichen.
Zur Beurteilung der Immunreaktion in der Friihphase der Therapie erfolgte die Analyse bereits nach
zweimaliger Antikérpergabe im Vergleich zu unbehandelten A-MYC-Mausen vergleichbaren Alters

(Abbildung 12A).

Bereits eine zweimalige Antikorperinjektion fUhrte zu einer im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren signifikant verminderten Foxp3-Expression. Die in Abschnitt 4.1.1.1 beschriebene
erhohte Foxp3-Expression intratumoraler Tregs erschien unter Behandlung tendenziell weniger
ausgepragt (Abbildung 12B). Bei Betrachtung der Subpopulationen war die Foxp3-Expression
intratumoraler nTregs und iTregs unter der aPD-1/aCTLA-4-Therapie reduziert (Abbildung 12C, D).
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Abbildung 12: Reduzierte Foxp3-Expression nach aPD-1/aCTLA-4-Therapie in vivo. Durchflusszytometrische
Analyse der Milzen von WT-, unbehandelten und aPD-1/aCTLA-4-therapierten A-MYC-Ma&usen. (A) Therapie-
schema. Quantitative Darstellung der relativen Foxp3-MFI von CD4*Foxp3* Tregs (B), CD4*Foxp3*Helios* nTregs
(C) und CD4*Foxp3*Helios iTregs (D), Normierung auf Foxp3-MFI von CD4*Foxp3* WT-Tregs. Die Signifikanzen
wurden mithilfe des Ordinary One-way ANOVA (Bonferroni) berechnet. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe
+ SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer Maus ab.

4.2.1.2 Reduzierte CD25- und IL-10 Expression

Ein der Foxp3-Expression entsprechendes Bild zeigte sich bei der durchflusszytometrischen
Quantifizierung von CD25. In frihen Krankheitsstadien fihrte die Kombinationstherapie zu einer
signifikanten Herunterregulation von CD25, in spaten Tumorstadien war ein Trend zu einer geringeren
Hochregulation zu beobachten (Abbildung 13A). Fiur IL-10 konnte, wie bereits flir Foxp3 und CD25, in
spaten Tumorstadien eine tendenziell geringer ausfallende Hochregulation beobachtet werden

(Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Reduzierte CD25- und IL-10-Expression nach aPD-1/aCTLA-4-Therapie in vivo. Durchfluss-
zytometrische Analyse der Milzen von WT-, unbehandelten und aPD-1/aCTLA-4-therapierten A-MYC-Md&usen
(Therapieschema vgl. Abbildung 12). (A) Quantifizierung der CD25-Expression der jeweiligen CD4*Foxp3* Tregs.
(B) Quantifizierung der IL-10-Expression der jeweiligen CD4*Foxp3* Tregs. Der FACS-Farbung ging eine
vierstiindige Ex-vivo-Stimulation mit PMA und lonomycin bei 37°C voran. Die Signifikanzen wurden mithilfe des
Ordinary One-way ANOVA (Bonferroni) ermittelt. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe * SEM. Ein Punkt
bildet den Mittelwert einer Maus ab.

4.2.2 Der Einfluss der aPD-1/aCTLA-4-Therapie auf die Treg-Funktionalitat in vitro

4.2.2.1 Leicht verminderte suppressive Kapazitat nach aPD-1/aCTLA-4-Therapie in vivo

Um zu testen, ob sich die infolge der aPD-1/aCTLA-4-Therapie beobachteten phéanotypischen
Veranderungen auf die Funktionalitdt auswirkten, wurden die Tregs zweimalig behandelter A-MYC-
Mause mit denen unbehandelter Kontrolltiere gleichen Alters hinsichtlich ihres Suppressions-
vermogens in vitro (vgl. Abschnitt 4.1.2) verglichen. Da sich die suppressive Kapazitdt von A-MYC-Tregs
nur bei einem hohen Treg-Anteil gegeniiber WT-Tregs signifikant erhoht gezeigt hat, wurde das

Treg/Teff-Verhaltnis von 10:1 betrachtet.

Aus behandelten A-MYC-Mausen isolierte Tregs wiesen gegeniliber Tregs unbehandelter Kontrolltiere
ein leicht reduziertes suppressives Potenzial auf. Dabei ist jedoch zu berticksichtigen, dass die CTLA-4-
vermittelte Suppression, welche auf einer Verminderung des kostimulatorischen CD28-Signals durch
Reduktion der Verfugbarkeit von CD80/86 auf APCs beruht, durch die AntikGrper-vermittelte CD28-

Stimulation umgangen wird.
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Abbildung 14: Leicht reduzierte suppressive Kapazitdt in vitro nach aPD-1/aCTLA-4-Therapie in vivo.
Funktioneller In-vitro-Suppressionsassay gemaR Abbildung 8. Prozentuale Suppression durch Tregs aus WT-,
unbehandelten A-MYC- und zweifach aPD-1/aCTLA-4-behandelten A-MYC-Mdausen (Therapieschema vgl.
Abbildung 12) bei einem Treg/Teff-Verhiltnis von 10:1. Zusammengefasste Daten aus zwei Versuchen.
Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe + SEM.

4.2.2.2 Suppressive Kapazitat unter Peptid-spezifischer Stimulation

Die PD-1-Blockade in Monotherapie reaktiviert nicht nur intratumorale Teffs, sondern steigert auch
das Suppressionsvermogen der Tregs, was sich nachteilig auf den therapeutischen Erfolg auswirken
kann (Kamada et al. 2019; Kumagai et al. 2020). Vor diesem Hintergrund sollte getestet werden, ob der
Effekt der gesteigerten suppressiven Kapazitat der Tregs nach alleiniger PD-1-Blockade in vitro
nachgestellt und im gegebenen Fall durch die etablierte Kombination mit dem aCTLA-4-Antikorper
verhindert werden kann. Um auch die indirekten Uber die Modulation der APCs vermittelten
Suppressionsmechanismen von CTLA-4 abzubilden, wurde zu einem physiologischeren In-vitro-System
mit Stimulation durch DCs (ibergegangen (Abbildung 15A). Tregs und Teffs wurden wieder
immunmagnetisch angereichert, die Teffs CPD-markiert und die beiden Populationen in den bisherigen
Verhéltnissen eingesetzt (vgl. Abschnitt 4.1.2). Die Stimulation erfolgte mithilfe magnetisch sortierter
CD11c* DCs. Diese wurden nach Bestrahlung mit Lymphom-assoziierten, MHC-II-bindenden
Selbstpeptiden beladen, die sowohl von Tregs als auch von Teffs erkannt werden (Ahmetli¢ et al.
2019). Die Analyse erfolgte an Tag 6 durch die Messung der stattgefundenen Proliferation Gber die
Ki-67-Expression der CPD-markierten CD4*Foxp3- Teffs.

Mit dem Peptidmix beladene DCs induzierten eine im Vergleich zu unbeladenen DCs signifikant
gesteigerte Proliferation der Responderzellen (Abbildung 15B). Das In-vitro-System zeigte sich
geeignet, da ein erhéhter Treg-Anteil - wie bei dem Ansatz mit CD3/CD28-Stimulation - eine geringere
Proliferation der Responderzellen zur Folge hatte, lediglich das 10:1-Verhaltnis war aufgrund der
geringen Anzahl lebender Teffs nach sechstdgiger Stimulation nicht auswertbar. Die Gegenwart des
oPD-1-Antikorpers in der Kokultur fihrte zu einer verstarkten Suppression. Dieses Ergebnis konnte

durch Wiederholung des Versuchs mit aus PD-1-defizienten Mausen isolierten Tregs sowie den Einsatz
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von mit aPD-1 vorinkubierten Tregs in dem Suppressionsassay mit CD3/CD28-Stimulation bestétigt
werden (nicht gezeigt). Durch Kombination mit dem CTLA-4-blockierenden Antikorper lieR sich der

Effekt verhindern (Abbildung 15C).
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Abbildung 15: Verhinderung der durch PD-1-Blockade gesteigerten Treg-vermittelten Suppression durch
Kombination mit dem aCTLA-4-Antikérper. (A) Schematische Darstellung des In-vitro-Suppressionstests mit
Peptid-spezifischer Stimulation. (B) Anteil der Ki-67* Zellen von den CPD-markierten CD4*Foxp3" Teffs in
Gegenwart von mit dem Peptidmix beladenen oder unbeladenen CD11c* Stimulatorzellen. (C) Darstellung der
prozentualen Suppression (vgl. Abschnitt 3.2.8.2) in den jeweiligen Verhéltnissen, ggf. in Gegenwart von aPD-1 +
o CTLA-4-Antikorpern. Zusammengefasste Daten aus drei Versuchen mit WT-Zellen. Darstellung der Mittelwerte
einer Gruppe + SEM.

Zusammenfassend war die Hochregulation der mit einer immunsuppressiven Funktion assoziierten
Molekule Foxp3, CD25 und IL-10 unter der aPD-1/aCTLA-4-Kombinationstherapie geringer ausgepragt.
Der weniger suppressive Phanotyp der Tregs behandelter Mause spiegelte sich in einer leicht
verringerten Suppression der CD3/CD28-induzierten Teff-Proliferation in vitro wider. In einem
physiologischeren In-vitro-System mit Peptid-spezifischer Stimulation durch Tumor-assoziierte
Selbstantigene konnte die durch eine aPD-1-Monotherapie vermittelte Steigerung der suppressiven

Kapazitat der Tregs durch Kombination mit dem aCTLA-4-Antikorper verhindert werden.
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4.3 Die Rolle von IL-10 im A-MYC-Modell

Neben koinhibitorischen Rezeptoren koénnen anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 die
Immunantwort modulieren. In Tumoriiberstanden sowie Seren tumortragender A-MYC-Mause sind
erhohte IL-10-Konzentrationen detektierbar (Naujoks et al. 2014; Brenner 2009). In Abschnitt 4.1.1.2
konnte eine erhohte IL-10-Expression intratumoraler A-MYC-Tregs nachgewiesen werden, das in
funktionellen In-vitro-Tests Teil ihres suppressiven Mechanismus war (Abschnitt 4.1.2.2). Daher sollte

untersucht werden, inwiefern IL-10 die Lymphomgenese der A-MYC-Mause beeinflusst.

4.3.1 Uberlebensvorteil nach IL-10-Neutralisierung in vivo

Um zu testen, wie sich eine Abwesenheit von IL-10 auf das Uberleben auswirkt, wurde A-MYC-M3usen
beginnend mit dem 55. Lebenstag ein IL-10-neutralisierender Antikorper gespritzt. Die Injektionen

erfolgten insgesamt viermalig jeweils im Abstand von zehn Tagen (Abbildung 16A).

Im Vergleich zu den unbehandelten A-MYC-Kontrolltieren zeigten die therapierten A-MYC-Mause ein
signifikant verlingertes Uberleben (Abbildung 16B). Zwei der behandelten Tiere hatten sogar ein
anhaltendes Ansprechen bis Tag 200. Zudem konnte der durch eine Treg-Depletion erzielte
Uberlebensvorteil mittels additiver IL-10-Neutralisierung tendenziell weiter verbessert werden
(Abbildung 16D), was verdeutlicht, dass neben Tregs weitere IL-10-Produzenten an der Bildung des
immunsuppressiven Tumormilieus beteiligt sind. Die IL-10-Neutralisierung bietet somit eine effektive
Moglichkeit, dieses Netzwerk zu inhibieren. Um IL-10 nur in dem Zeitraum zu neutralisieren, in dem
auch die Treg-Depletion erfolgreich ist, wurde der allL-10-Antikérper in diesem Versuch lediglich

dreimal verabreicht (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: Signifikant verlingertes Uberleben der A-MYC-Miuse nach IL-10-Neutralisierung in vivo. (A)
Therapieschema IL-10-Neutralisierung, als Kontrolle dienten unbehandelte A-MYC-Mause. (C) Therapieschemata
Treg-Depletion und Treg-Depletion unter IL-10-Neutralisierung. (B,D) Uberlebenskurven in Form von Kaplan-
Meier-Diagrammen. Die Signifikanzen wurden anhand des Log-rank (Mantel-Cox) test geprift.

4.3.2 Von IL-10-Neutralisierung profitierende Zellpopulationen

Um herauszufinden, welche Zellpopulationen an der Vermittlung des Uberlebensvorteils beteiligt
waren, wurden als nachstes die relativen Zellanteile von Tumor-infiltrierenden Immunzellen der im
Uberlebensversuch eingesetzten A-MYC-Mé&use mit denen tumortragender unbehandelter A-MYC-
Kontrolltiere verglichen. Zusatzlich wurde die IFN-y-Expression bestimmt. Zur Evaluation der Effekte in
der Frihphase der Therapie wurden A-MYC-Mé&use nach zweimaliger alL-10-Applikation im Vergleich

zu unbehandelten A-MYC-Mausen gleichen Alters analysiert.

Nach zwei- sowie viermaliger alL-10-Injektion zeigte sich eine Expansion des CD8*- und des CD4*Foxp3-
T-Zellkompartiments (Abbildung 17A, B), wobei die IFN-y-Expression unverandert war (nicht gezeigt).
Der Anteil der NK-Zellen war ebenfalls zu beiden Zeitpunkten erhoht, sie wiesen zudem im
Tumormilieu eine signifikant gesteigerte IFN-y-Expression auf (Abbildung 17C). Dagegen war das B-

Zellkompartiment nach zweimaliger Antikérperapplikation nahezu eliminiert (Abbildung 17D).
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Abbildung 17: Infolge der IL-10-Neutralisierung erhohtes Immunzell-Infiltrat bei Reduktion des B-
Zellkompartiments. Durchflusszytometrische Analyse der Milzen von WT-, unbehandelten und alL-10-
therapierten A-MYC-Mausen (Therapieschema vgl. Abbildung 16). Quantifizierung des relativen Anteils CD8* (A),
CD4*Foxp3™ (B) T-Zellen. Quantifizierung des relativen Anteils und der IFN-y-Expression von NK1.1* Zellen. Fur die
Zytokinbestimmung ging der FACS-Farbung eine vierstlindige Ex-vivo-Stimulation mit PMA und lonomycin bei
37°C voran. (D) Quantifizierung des relativen Anteils der CD19* B-Zellen. Die Signifikanzen der Zellanteile wurden
mithilfe des Ordinary One-way ANOVA (Bonferroni) berechnet. Die der IFN-y-Expression mithilfe des Unpaired t
test. Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe * SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer Maus ab.

4.3.3 Effekte von IL-10 auf maligne A-MYC-B-Zellen

Es ist beschrieben, dass IL-10 das Uberleben und die Proliferation von B-Lymphozyten verbessert (Go
et al. 1990; Rousset et al. 1992). Daher stellte sich die Frage, ob IL-10 auch eine direkte Wirkung auf
die malignen A-MYC-B-Zellen ausiibt. Um zu testen, ob die B-Zellen die Voraussetzung fir ein direktes
Ansprechen auf IL-10 haben, wurde gepriift, ob der IL-10-Rezeptor (IL-10R) auf der Zelloberflache

tumordser B-Zellen detektierbar war.

Die B-Zellen wiesen an allen drei Tumor-Manifestationsorten (Milz, LK und Thymus), weniger im
peripheren Blut, eine hohe IL-10R-Expression auf. Auch die A-MYC-B-Zell-Lymphom-Zelllinie 291
exprimierte den IL-10R (Abbildung 18A).

Zur Klarung der Frage, welchen Effekt die Anwesenheit von IL-10 auf das Uberleben tumoraler A-MYC-
B-Zellen hat, wurden die Zellsuspensionen von tumordsen Milzen entweder mit rIL-10 oder dem

neutralisierenden alL-10-Antikdrper inkubiert. Ohne zusatzliche Stimulation sterben die Zellen binnen
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kurzer Zeit ab. Nach 24 Stunden wurde die Gesamtzellzahl lebender Zellen nach Trypanblau-Farbung

bestimmt oder der relative Anteil lebender CD19* Zellen durchflusszytometrisch gemessen.

In Abwesenheit von IL-10 war die Gesamtzellzahl signifikant reduziert (Abbildung 18B). Durch FACS-

basierte Identifizierung der CD19* Zellen konnte festgestellt werden, dass in jedem Ansatz der Anteil

lebender B-Zellen in Abwesenheit von IL-10 geringer war (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Expression des IL-10R auf B-Zellen aller Tumormanifestationsorte und der B-Zell-Lymphom-
Zelllinie 291 und reduziertes Uberleben maligner A-MYC-B-Zellen in Abwesenheit von IL-10. (A) Durchfluss-
zytometrische Analyse der Zellen aus Milz, LK, Thymus und peripherem Blut einer tumortragenden A-MYC-Maus
und der B-Zell-Lymphom-Zelllinie 291. Histogramme der IL-10R-Expression von CD19* B-Zellen. Reprasentatives
Ergebnis aus zwei Versuchen. (B,C) In-vitro-Inkubation von Zellsuspensionen tumordser A-MYC-Milzen mit rlL-10
oder dem allL-10-Antikorper. Gesamtzahl lebender Zellen nach Trypanblau-Farbung (B) und
durchflusszytometrisch ermittelter relativer Anteil lebender CD19* B-Zellen (C) nach 24-stlindiger Inkubation. Die
Signifikanz wurde mithilfe des Paired t test berechnet. Die verbundenen Punkte bilden die jeweiligen Mittelwerte
derselben Maus ab.
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5. DISKUSSION

Um die klinische Situation bestmoglich widerzuspiegeln, wurde in der vorliegenden Arbeit das
autochthone A-MYC-Lymphommodell verwendet. Bei transplantierten Tumoren induziert die hohe
initiale Tumorzelllast eine sofortige NK-Zell-Antwort, welche Uber IFN-y DCs zur IL-12-Sekretion
stimuliert, was eine Aktivierung des adaptiven Immunsystems mit einer zytotoxischen T-Zell-Antwort
zur Folge hat. Dieser Verlauf weist Parallelen zu den Mechanismen einer Virusinfektion auf (Mocikat et
al. 2003). Im Gegensatz dazu werden bei der A-MYC-Lymphomgenese die einzelnen Phasen der
tumoralen Immunevasion durchlaufen und die Etablierung eines immunsuppressiven Mikromilieus
besser abgebildet. Folgen sind progressive Einschrankung der NK-Zell-Effektorfunktionen (Brenner et
al. 2010; Przewoznik et al. 2012), Erschopfung intratumoraler T-Zellen (Riedel, 2013) sowie
Umprogrammierung von Thl-Zellen und DCs (Ma et al. 2021; Naujoks et al. 2014). Als mitunter
ursachlich wurden die drei nachfolgenden gegenregulatorischen Mechanismen identifiziert (Riedel
2013):

(i) Akkumulation von Tregs

(i) Hochregulation koinhibitorischer Rezeptoren

(iii) Gegenwart von IL-10

Der durch spezifische Treg-Depletion (Ahmetli¢ et al. 2019), kombinierte Immunkontrollpunkt-
Blockade (Brenner et al. 2020; Ahmetli¢ et al. 2021) oder IL-10-Neutralisierung (Abschnitt 4.3.1)
erzielte Uberlebensvorteil der A-MYC-Miuse verdeutlicht das Potenzial einer therapeutischen
Modulation der genannten Mechanismen, welche im Folgenden mit speziellem Fokus auf die Tregs

diskutiert werden.

5.1 Relevanz der verstarkten Treg-abhangigen Immunsuppression fur die

tumorale Immunevasion

Der im A-MYC-Tumormilieu vorhandene TCR-Stimulus durch die Lymphom-assoziierten Selbstepitope
bedingt ein differenzielles Proliferationsverhalten in Tregs und Teffs, das in einem zugunsten der Tregs
verschobenen Treg/Teff-Quotienten resultiert (Ahmetli¢ et al. 2019). In vitro hat ein solcher bereits fur
sich genommen eine verstarkte Suppression der Teffs zur Folge (Abbildung 8B), und auch beim
Menschen korreliert in der Mehrzahl von Tumorentitdten eine hohe Treg-Infiltration mit einer
schlechten Prognose (Metaanalyse von Shang et al. 2015). Daneben ist ein TCR-vermitteltes Signal fiir
die Entfaltung des vollen suppressiven Potenzials der Tregs erforderlich (Levine et al. 2014; Vahl et al.

2014). Foxp3 beeinflusst das TCR-abhadngige Transkriptionsprogramm und kontrolliert die Expression
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maRgeblicher Suppressions-assoziierter Molekiile (Levine et al. 2014; Zheng et al. 2007). In
verschiedenen Studien ist das AusmaR der Foxp3-Expression entscheidend fiir das suppressive
Verhalten der Tregs (Wan & Flavell 2007; Saito et al. 2016). A-MYC-Tregs zeigten eine mit der
Tumorprogression zunehmende Foxp3-Expression (Abbildung 5A, B). Die erhdhte Foxp3-Expression
war (berwiegend auf die Helios® nTregs zurlickzufiihren (Abbildung 5C), was im Einklang mit den
Daten aus Ahmetli¢ et al. (2019) steht, die den nTregs gegenliber den iTregs eine dominierende Rolle
in A-MYC-Tumoren zusprechen. Die Expression von durch Foxp3 beeinflussten Markern — CD25, CTLA-4
und IL-10 (Zheng et al. 2007; Md Sakib Hossain et al. 2013) — war auf/in intratumoralen Tregs ebenfalls
signifikant gesteigert (Abbildung 6). Die gleichzeitig bestehende hohe PD-1-Expression intratumoraler
Tregs war nicht mit einem Stabilitatsverlust im Sinne einer Foxp3-Reduktion und der Aufnahme einer
IFN-y-Produktion verbunden (Abbildung 7). Trotz chronischer Stimulation zeigten die intratumoralen A-
MYC-Tregs im Tumormilieu demnach insgesamt einen funktionalen Phanotyp. In-vitro-Analysen
bestatigten A-MYC-Tregs gegeniber WT-Tregs ein signifikant erhdhtes Suppressionspotenzial auf
Einzelzellebene. Somit kommt es in A-MYC-Tumoren infolge der quantitativen Verschiebungen und
phédnotypischen Veranderungen zu einer verstarkten Immunsuppression durch die Tregs. Die Relevanz
der Treg-vermittelten Suppression fir die A-MYC-Tumorprogression wird durch das verzogerte
Tumorwachstum nach spezifischer Treg-Depletion in vivo verdeutlicht (Ahmetli¢ et al. 2019). In der
Abwesenheit von Tregs zeigten CD4*Foxp3~ und CD8* T-Zellen sowie NK-Zellen jeweils eine verstarkte
Proliferation und eine erhdhte IFN-y-Expression (Abbildung 10, Abbildung 11). Diese regulierten
Zellpopulationen sind wichtige Effektoren der anti-tumoralen Immunantwort. Tregs tragen somit zur

tumoralen Immunevasion bei.

5.2 Suppressive Mechanismen von A-MYC-Tregs

Basierend auf Phanotyp und/oder funktionellen Untersuchungen spielen beim A-MYC-Modell
verschiedene suppressive Mechanismen zusammen, wobei die Beteiligung weiterer Mechanismen
nicht ausgeschlossen wird. Ein Mechanismus der Treg-vermittelten Suppression besteht in ihrem
Vermogen, die effektive Antigenprasentation der DCs einzuschranken. Dies kann Gber mehrere Wege
erfolgen. Da Tregs und Teffs im A-MYC-Tumormilieu dieselben MHC-lI-bindenden Selbstepitope
erkennen (Ahmetli¢ et al. 2019), erscheint eine Kompetition um den TCR-Stimulus als wahrscheinlich.
Infolge des mit der Tumorprogression zunehmenden Treg-Teff-Quotienten kdnnen die Teffs vermehrt
durch das Treg-Zellkompartiment verdrangt werden, dabei mag die bei der Thymusreifung selegierte
hohere Affinitdt zu Selbstantigenen (Sakaguchi et al. 2020) den Tregs einen zuséatzlichen Vorteil
verschaffen. Zudem kdnnen Tregs spezifisch Peptid-MHC-II-Komplexe von der Zelloberflache der DCs
entfernen und dadurch deren Fahigkeit einer effektiven Antigenpasentation reduzieren (Akkaya et al.
2019), was in diesem Kontext ebenfalls denkbar ware. Ein weiterer die Funktionalitdt der APCs
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modulierender Mechanismus betrifft die CD80/86-vermittelte Kostimulation. Intratumorale A-MYC-
Tregs exprimieren — sowohl oberflachlich, als auch intrazellular — vermehrt CTLA-4 (Abbildung 6B, E),
welches durch Transendozytose die CD80/86-Molekile von den DCs entfernen kann und so das fiir die

T-Zellaktivierung erforderliche kostimulatorische Signal verringert (Qureshi et al. 2011).

Da sich das suppressive Potenzial der A-MYC-Tregs nach unspezifischer CD3/CD28-Stimulation in
Abwesenheit von DCs verstarkt zeigte (Abbildung 8C, D), sind auch von APCs unabhingige
Suppressionsmechanismen relevant. Ein Teil der Suppression war von direkten Treg-Teff-
Zellinteraktionen abhéangig (Abbildung 9A), moglicherweise unter Beteiligung des auf A-MYC-Tregs
exprimierten Molekils Nrp-1 (Abbildung 7F, Abbildung 9B), welches an SEMA4A bindet (Delgoffe et al.
2013), das wiederrum von intratumoralen Teffs hochreguliert wird (Anhang). Durch Neutralisierung
von Nrp-1 konnte eine tendenziell verminderte Suppression erreicht werden, jedoch kein Riickgang auf
das Niveau der Doppelkammer. Neben Zellkontakt-abhangigen Mechanismen sind |6sliche Faktoren an
der A-MYC-Treg-vermittelten Suppression beteiligt (Abbildung 9A). Intratumorale A-MYC-Tregs zeigen
eine signifikant erhdhte Expression von IL-10 (Abbildung 6), welches in vitro am suppressiven
Mechanismus der Tregs beteiligt war (Abbildung 9C, D). Da in A-MYC-Tumoriberstanden und Seren
tumortragender A-MYC-Mause keine nennenswerten TGF-B-Konzentrationen nachgewiesen werden
konnten (Riedel 2013) und es sich bei den intratumoralen Tregs Gberwiegend um nTregs und weniger
um peripher induzierte iTregs handelt (Ahmetli¢ et al. 2019), scheint TGF-B in diesem Modell eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Die starke Hochregulation von CD25 auf intratumoralen A-MYC-Tregs
kénnte einen gesteigerten IL-2-Entzug nach sich ziehen, wie er bei der Regulierung der CD8*- (Chinen

et al. 2016) und NK-Immunantwort (Sitrin et al. 2013) beschrieben ist.

5.3 PD-1-Blockade und Tregs — ein zu bericksichtigender Einflussfaktor

Neben Tregs stellen koinhibitorische Rezeptoren einen weiteren — hdufig von malignen Zellen zur
Immunevasion ausgenutzten — gegenregulatorischen Mechanismus dar. So kénnen Tumoren in
Reaktion auf die IFN-y-Antwort der Effektor-T-Zellen den Liganden PD-L1 hochexprimieren, welcher
mit PD-1 auf den T-Zellen interagiert und diese inhibiert (Iwai et al. 2002; Blank et al. 2004; Blank et al.
2005). Antikorper gegen PD-1 oder PD-L1 unterbrechen den Mechanismus und bieten inzwischen eine
etablierte Therapieoption. Dennoch spricht ein groRer Teil der Patienten nicht auf eine PD-1/PD-L1-
Blockade an. Daher ist es wichtig, die zugrundeliegenden Mechanismen zu identifizieren und die
Wirksamkeit durch einen noch gezielteren Einsatz und geeignete Kombinationsstrategien zu
verbessern. Wahrend die PD-L1-Expression und Mutationslast der Tumoren als anerkannte

prognostische Faktoren gewertet werden (Doroshow et al. 2021; Samstein et al. 2019; Gibney et al.
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2016; Jiang et al. 2020), legen verschiedene Publikationen nahe, dass auch Tregs einen Einfluss auf die

Prognose haben.

Kumagai et al. (2020) zeigten, dass die Balance der PD-1-Expression von CD8* T-Zellen und Tregs
entscheidend den therapeutischen Erfolg der PD-1-Blockade beeinflusst, wobei sich eine zu
Therapiebeginn bestehende hohe PD-1-Expression auf Tregs nachteilig und eine hohe PD-1-Expression
auf CD8* vorteilhaft auswirkt. Dem liegt zugrunde, dass das PD-1-Signal — obwohl die genauen
Mechanismen noch nicht abschlieRend geklart sind — auch bei Tregs das TCR-Signal reguliert (Kumagai
et al. 2020). Dieses ist fiir die Differenzierung zu Effektor-Tregs und eine intakte suppressive Funktion
erforderlich (Levine et al. 2014; Vahl et al. 2014). Entsprechend ist die Treg-spezifische PD-1-Defizienz
mit einem proliferativen Vorteil und einem verstarkten immunsuppressiven Potenzial verbunden (Tan
et al. 2021; Kumagai et al. 2020; Kamada et al. 2019; Sage et al. 2013). Bei Magenkarzinom-Patienten
wurde zudem das seltene Phdnomen einer hyperprogressiven Erkrankung nach PD-1-Blockade mit
aktivierten, immunsuppressiven Tregs in Verbindung gebracht (Kamada et al. 2019).
Interessanterweise gibt es im Gegensatz dazu auch Berichte, wonach das Ansprechen auf eine PD-1-
Blockade durch destabilisierte Tregs beginstigt wird (Overacre-Delgoffe et al. 2017; Di Pilato et al.
2019; Lowther et al. 2016). Beispielsweise zeigten die PD-1"&" Tregs von Glioblastom-Patienten auf
transkriptioneller Ebene Anzeichen einer IFN-y-Exposition und sezernierten selbst IFN-y — ein Effekt,

der durch die PD-1-Blockade verstarkt wurde (Lowther et al. 2016).

Im A-MYC-Modell war die alleinige PD-1-Blockade nicht effektiv (Riedel 2013). Mit Sicherheit spielen
verschiedene Faktoren zusammen. Tregs wiesen in Hinblick auf die diskutierten Aspekte jedoch
schlechte Voraussetzungen fiir ein Ansprechen auf die PD-1-Blockade auf. So war im A-MYC-
Tumormilieu die PD-1-Expression der Tregs deutlich starker ausgepragt als die der CD8* T-Zellen
(Ahmetli¢ 2018) und intratumorale A-MYC-Tregs zeigten keine Anzeichen eines Stabilitatsverlustes
(Abbildung 7). Moglicherweise ist der stabile Treg-Phanotyp auf das verhaltnismaRig IFN-y-arme A-
MYC-Tumormilieu zuriickzufiihren, intratumorale T-Zellen halten zwar eine gewisse IFN-y-Produktion
aufrecht (Ma et al. 2021; Riedel 2013; Ahmetli¢ 2018), die Effektorfunktionen der NK-Zellen, welche
die Hauptproduzenten fiir IFN-y sind, sind jedoch stark eingeschrankt (Brenner et al. 2010; Przewoznik
et al. 2012). Gleichzeitig exprimierten intratumorale A-MYC-Tregs hohe Mengen PD-1, TIGIT, Nrp-1 und
CD25 (Abbildung 7A, B, F; Abbildung 6A, D), welche alle den Treg-Phdnotyp stabilisieren (Lucca &
Dominguez-Villar 2020; Munn et al. 2018; Overacre-Delgoffe et al. 2017; Moreno Ayala et al. 2019;
Lucca et al. 2019). Auch in anderen Modellen herrschen im Tumormilieu die Treg-stabilisierenden
Signale vor (Munn et al. 2018), in solchen Fillen konnte anstelle der alleinigen PD-1-Blockade eine

Kombinationsstrategie mit Treg-inhibierenden Therapeutika von Vorteil sein.
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5.4 Beeintrachtigung des suppressiven Phanotyps und der Funktionalitat von A-
MYC-Tregs durch die kombinierte Immun-Kontrollpunkt-Blockade

Im Gegensatz zur jeweiligen Monotherapie erwies sich die Kombination von PD-1- und CTLA-4-
blockierenden Antikorpern im A-MYC-Modell als hocheffektiv, wobei der therapeutische Erfolg
maRgeblich von der gesteigerten IFN-y-Produktion intratumoraler T- und NK-Zellen abhangt (Brenner
et al. 2020; Ahmetli¢ et al. 2021). Dieses vermag den IL-10/IL-12-Quotienten intratumoraler DCs
glnstig zu beeinflussen (Scheuerpflug et al. 2021) und hat durch Seneszenzinduktion
(zellzyklusarretierung) auch einen direkten inhibierenden Effekt auf die malignen B-Zellen (Ahmetli¢ et
al. 2021). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Immunkontrollpunkt-Blockade
zudem das Treg-Zellkompartiment beeinflusst, das beide Marker stark exprimiert (Abbildung 6B, E;
Abbildung 7A, B). Die Foxp3-Expression war infolge der Therapie reduziert (Abbildung 12). Dies betraf
die iTregs (Abbildung 12D), fur deren Induktion ein PD-1-Signal benétigt wird (Stathopoulou et al.
2018; Sasidharan Nair et al. 2020), aber auch die nTregs (Abbildung 12C), die im A-MYC-Modell von
grofRerer Bedeutung sind. Es ist denkbar, dass die reduzierte Foxp3-Expression Tregs durch die
Therapie-induzierte Verschiebung hin zu einem pro-inflammatorischen Milieu bei gleichzeitigem
Wegfall des zellintrinsischen stabilisierenden Effektes von PD-1 bedingt ist (Lucca & Dominguez-Villar
2020). Daneben fiel die Hochregulation von CD25 und IL-10 im Tumormilieu unter Therapie geringer
aus (Abbildung 13), wobei es sich um sekundare Effekte der reduzierten Foxp3-Expression handeln
kénnte (Zheng et al. 2007; Md Sakib Hossain et al. 2013). Das suppressive Potenzial von Tregs aPD-
1/aCTLA-4-behandelter Mause war in vitro tendenziell reduziert (Abbildung 14), jedoch bildet die
CD3/CD28-Stimulation die CTLA-4-vermittelte Suppression nicht ab. Daftr lieB sich in
Suppressionstests mit einer Stimulation durch Peptid-beladene DCs die aPD-1-vermittelte Steigerung
der suppressiven Kapazitat durch Kombination mit dem aCTLA-4-Antikérper verhindern (Abbildung
15). Bei der kombinierten Immunkontrollpunkt-Blockade kénnen also erschépfte intratumorale
Effektor-T-Zellen reaktiviert werden, ohne dass der Effekt mit einer gleichzeitig gesteigerten Treg-

abhangigen Suppression kompetiert.

5.5 Die IL-10-Neutralisierung als therapeutische Option beim B-Zell-Lymphom

IL-10 wird infolge seiner Fahigkeit, proinflammatorische Th1-Antworten zu inhibieren (Fiorentino et al.
1989), klassischerweise eine Tumor-férdernde Rolle zugeschrieben. Dagegen stehen Berichte einer
immunstimulierenden, tumorprotektiven Wirkung von IL-10, die auf eine verbesserte CD8-
Zellinfiltration und IFN-y-Antwort zurlickgefiihrt wurde. Die kontroversen Effekte kdnnten von der
Tumorentitdt und den jeweils beteiligten zellularen Netzwerken abhidngen (Emmerich et al. 2012;

Mumm et al. 2011; Naing et al. 2018; Saraiva et al. 2020). Die IL-10-Konzentrationen in den
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Uberstianden von A-MYC-Tumoren sowie Seren tumortragender A-MYC-Mause waren erhdht (Naujoks
et al. 2014; Brenner 2009), der IL-12/IL-10-Quotient intratumoraler DCs zugunsten von IL-10
verschoben (Naujoks et al. 2014), intratumorale Tregs exprimierten vermehrt IL-10 (Abbildung 6), und
auch die malignen Zellen zeigten sich zur IL-10-Produktion befdhigt (Naujoks et al. 2014). Zudem
wurden potenziell Tumor-reaktive IFN-y* Thl-Zellen im A-MYC-Tumormilieu zu immunsuppressiven
IFN-y/IL-10-koexprimierenden Trl-Zellen (T regulatory type 1 cells) umprogrammiert — eine
Konversion, die praexistentes IL-10 erforderte. Auch trug das IL-10 zur Erschopfung intratumoraler T-
Zellen bei (Ma et al. 2021). Somit implizierte die Gesamtheit der beobachteten Mechanismen fir IL-10
eine Tumor-férdernde Funktion in A-MYC-Lymphomen. Durch die Neutralisierung von IL-10 konnte nun
der definitive Beweis fiir eine Beteiligung von IL-10 an der tumoralen Immunevasion maligner A-MYC-
B-Zellen erbracht werden: Die A-MYC-Mause zeigten nach IL-10-Neutralisierung ein signifikant
verldngertes Uberleben (Abbildung 16B). Dass dieser Effekt bereits durch eine zeitlich begrenzte
Monotherapie erzielt werden konnte, ist — angesichts der Aggressivitdt des Tumormodells — beachtlich
und verdeutlicht eine grundlegende Beteiligung von IL-10 an der Immunevasion in A-MYC-Lymphomen.
In Ovarialkarzinom- und CLL-Modellen (Chronisch Lymphatische Leukdmie) war beispielsweise erst die
Kombination aus PD-1/PD-L1- und IL-10-Blockade effektiv (Lamichhane et al. 2017; Rivas et al. 2021),
und PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) von Melanompatienten sezernierten ebenfalls erst
nach der kombinierten In-vitro-Behandlung mit aPD-1- und allL-10R-Antikdrpern deutlich erhdhte
Konzentrationen IFN-y und TNF-a (Sun et al. 2015). Im A-MYC-Modell hatte die IL-10-neutralisierende
Therapie eine verbesserte tumorale Immunzellinfiltration zur Folge. So war der relative Anteil Tumor-
infiltrierender CD4*Foxp3~ und CD8" T-Zellen, sowie der der NK-Zellen, therapierter Mausen erhoht
(Abbildung 17A, B, C). Die IFN-y-Expression intratumoraler NK-Zellen, deren Immunantwort essenziell
fur die Tumorkontrolle erforderlich ist (Brenner et al. 2010), war unter Therapiebedingungen
signifikant gesteigert (Abbildung 17C). Es waére interessant, ob dies — wie bei der kombinierten
Immunkontrollpunkt-Blockade — eine Zytokin-induzierte Seneszenz der Tumorzellen bedingt (Ahmetli¢
et al. 2021; Brenner et al. 2020). Dagegen war das B-Zellkompartiment nach zweimaliger all-10-
Injektion nahezu vollstandig reduziert (Abbildung 17D). Auf den malignen B-Zellen konnte an allen
Tumormanifestationsorten eine  hohe IL-10R-Expression  detektiert werden und ihre
Uberlebensfahigkeit war in Abwesenheit von IL-10 reduziert (Abbildung 18). Da IL-10 das Uberleben,
die Proliferation und Antikérperproduktion von B-Zellen verbessern kann (Go et al. 1990; Rousset et al.
1992), erscheint somit ein zusatzlicher direkter Effekt von IL-10 auf die malignen Zellen selbst als
wahrscheinlich. Es ware demnach denkbar, dass IL-10 bei Lymphomen zum einen das Tumorwachstum
fordert und gleichzeitig die Bildung des immunsuppressiven Tumormilieus unterstitzt. Eine IL-10-
Neutralisierung unterbrdche beide Mechanismen, was die hohe Effektivitat erkarte. Das A-MYC-Modell

spiegelt in vielerlei Hinsicht die klinische Situation des humanen Burkitt-Lymphoms wider (Kovalchuk
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et al. 2000). Ein Subtyp — das endemische Burkitt Lymphom — ist EBV-assoziiert (Klapproth & Wirth
2010). Interessanterweise kann EBV in infizierten B-Zellen eine IL-10-Produktion induzieren (Sairenji et
al. 1998; Burdin et al. 1993). Daneben wurde IL-10 eine Rolle am autonomen Wachstum EBV-
transformierter B-Zelllinien zugeschrieben (Beatty et al. 1997). Eine IL-10-Neutralisierung konnte sich

bei malignen EBV-abhangigen B-Zell-Lymphomen entsprechend positiv auswirken.

5.6 Ausblick

Gegenstand dieser Arbeit waren grundlegende tumorale Immunevasionsmechanismen und ihre
therapeutische Modulation. Tregs entwickelten wahrend der Lymphomgenese einen zunehmend
suppressiven Phanotyp, korrelierend mit einer verstarkten suppressiven Funktion, was die kombinierte
Immunkontrollpunkt-Blockade aus PD-1- und CTLA-4-blockierenden Antikdrpern teilweise verhinderte.
Desweiteren konnte eine Grundlage flir den Einsatz von allL-10-Antikdérpern in der Lymphomtherapie

geliefert werden. Es bleiben allerdings noch einige Fragen zu klaren:

— Um die Rolle von PD-1 bei intratumoralen Tregs besser zu verstehen, kdnnen die drei
identifizierten Treg-Populationen PD-1, PD-1°% und PD-1"8" von tumortragenden A-
MYC/DEREG-Mausen FACS-sortiert und hinsichtlich ihres Suppressionspotenzials untersucht
werden.

— Um festzustellen, ob aktivierte Tregs flir das Therapieversagen der PD-1-Monotherapie
mitverantwortlich sind, sollte der Einfluss der PD-1-Blockade auf die Tregs ermittelt werden.
Ebenso kénnte untersucht werden, ob A-MYC/DEREG-Mause nach Treg-Depletion von einer
Therapie mit dem PD-1-blockierenden Antikérper profitieren.

— Ist die durch die PD-1/CTLA-4-Blockade induzierte Verschiebung zu einem pro-
inflammatorischen Milieu ursachlich fiir die beobachteten phanotypischen Veranderungen der
Tregs? Hierzu kbénnen Tregs nach PD-1/CTLA-4-Blockade bei gleichzeitiger IFN-y-
Neutralisierung untersucht werden (vgl. Ahmetli¢ et al. 2021).

— Wie verhdlt sich die 291-Lymphomzelllinie nach einem IL-10R-Knockout oder unter IL-10-
Neutralisierung?

— Bedingt die IL-10-neutralisierende Therapie wie die kombinierte Immunkontrollpunkt-Blockade
eine Zytokin-vermittelte Seneszenzinduktion in den malignen Zellen?

— Um zu klaren, ob das von Tumorzellen oder das von anderen Zellpopulationen sezernierte
IL-10 ausschlaggebend fiir die tumorale Immunevasion ist, kénnte man A-MYC-Mause mit
einer B-Zell-spezifischen IL-10-Defizienz zlichten und erforschen, wie sich diese auf die

Lymphomgenese auswirkt.
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Hochregulation von SEMAA4A auf intratumoralen CD4*Foxp3" Teffs. Durchflusszytometrische Analyse der Milzen
von WT- und tumortragenden A-MYC-Mausen. Exemplarisches Histogramm (A) und Quantifizierung (B) der
SEMAA4A-Expression auf CD4*Foxp3- Teffs. Die Signifikanz wurde mithilfe des Unpaired t test berechnet.
Darstellung der Mittelwerte einer Gruppe £ SEM. Ein Punkt bildet den Mittelwert einer Maus ab.
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