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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Neben Operation, Chemotherapie oder Bestrahlung nimmt die Bedeutung der
Immuntherapie in den letzten Jahren als neue Therapiesaule bei Tumorerkrankungen weiter
zu. Einer der dabei zu Grunde liegenden Mechanismen zielt auf die Blockade der
Immunkontrollpunkte CTLA-4 und PD-1 mittels monoklonaler Antikbrper wie Ipilimumab
bzw. Nivolumab oder Pembrolizumab ab. Gerade durch den kombinierten Einsatz dieser
Kontrollpunktinhibitoren wurden nicht nur bei soliden Tumoren, wie dem malignen
Melanom oder dem Mammakarzinom, sondern auch bei Tumoren, welche sich innerhalb des
Immunsystems bilden, groBe klinische Erfolge verzeichnet. Lange Zeit wurde als
Mechanismus der Therapie fast ausschliellich die Reaktivierung der im Tumormilieu
supprimierten T-Zell-Funktionen vermutet. Mittlerweile hat man herausgefunden, dass der
therapeutische Effekt der Immunkontrollpunkt-Inhibition zusatzlich von weiteren

Immunzellen und deren Zytokin-sekretion abhangt.

Unter der Therapie mit anti-CTLA-4- und anti-PD-1-Antikoérpern produzieren T-Zellen und vor
allem NK-Zellen vermehrt Interferon-y (Ahmetlic et al., 2021). Ausgangspunkt dieser Arbeit
ist, dass dies wiederum Einfluss auf die Eigenschaften dendritischer Zellen (DZ) ausliben
sollte. Diese spielen als Antigen-prasentierende Zellen (APZ) eine Schllsselrolle in der
Bekdampfung von Tumorzellen. Allerdings scheinen ihre phanotypischen und funktionellen
Eigenschaften in der Tumorumgebung verandert bzw. unterdriickt zu werden (Naujoks et al.,
2014). Es wurde daher untersucht, ob der Einsatz der therapeutischen Antikdrper zu einem
Wechsel der inhibitorischen Eigenschaften tumor-infiltrierender DZ (TIDZ) hin zu einer
gewlinschten inflammatorischen Reaktionskaskade fiihrt. Als Untersuchungsmodell wurden
transgene A-MYC-Mause verwendet, welche nach 80 bis 120 Tagen endogene B-Zell-

Lymphome entwickeln.

Zunachst wurde der Reifegrad der TIDZ aus mit Antikérpern behandelten \-MYC-Mausen
anhand der Expression von Oberflaichenmarkern charakterisiert. Dabei war das Verhaltnis
der CD11c"™® zur CD11c™" Population im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
signifikant verringert. Dies ist in funktioneller Hinsicht von Bedeutung, da die CD11c""®

Population als regulatorische und eher unreife Subgruppe bezeichnet wird, welche Anergie

\Y



Zusammenfassung

und Tumorzelltoleranz in T-Zellen induziert (Perrot et al., 2007). Zudem kam es unter
Therapie insbesondere in der CD11c"™*® Gruppe zu einer Hochregulation der
kostimulatorischen Marker CD80, CD86 und des Haupthistokompatibilitatskomplex-Il (MHC-

1), welche essentiell fir eine erfolgreiche T-Zell-Stimulation sind.

Auch konnte gezeigt werden, dass es durch IFN-y zu einer Umkehr des im Tumormilieu
verringerten IL-12-/IL-10-Verhaltnis in DZ kam, wodurch eine T,1-gesteuerte Antitumor-
Antwort beglinstigt werden sollte. Die Steigerung des IL12-/IL-10-Verhéltnisses konnte
dariiber hinaus auch durch die direkte Interaktion der therapeutischen Antikérper mit DZ
erreicht werden. Von besonderer Bedeutung war schlieBlich die klar verbesserte Fahigkeit
der TIDZ zur allogenen und auch peptidspezifischen T-Zell-Stimulation in vitro, welche aus
Mausen gewonnen wurden, die zuvor mit a-CTLA-4- und a-PD-1-Antikérpern behandelt

worden waren.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass dendritische Zellen unter Therapie mit
Immunkontrollpunktinhibitoren ihre im Tumormilieu unterdriickten Funktionen wieder er-
langen konnen. Gemeinsam mit NK-Zellen unterstiitzen DZ die Antitumor-Aktivitit der T-
Zellen und tragen daher maf3geblich zum therapeutischen Erfolg von a-CTLA-4- und a-PD-1-
Antikorpern im A-MYC-Lymphommodell bei.

\



Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1  Die Funktionsweise des Immunsystems

Uber unsere Umwelt ist der Kérper stindig Erregern ausgesetzt. Damit es dennoch nicht zu
einer Infektion kommt, besitzen wir das Immunsystem, welches sich in einen angeborenen
und einen erworbenen Arm unterteilen lasst. Zu den Bestandteilen des angeborenen
Immunsystems gehdren neben physiologischen Barrieren und I6slichen Faktoren wie
Zytokinen und Komplementfaktoren auch verschiedene Zelltypen wie Makrophagen, Natdir-
liche Killerzellen und Antigen-prasentierende Zellen. Wahrend Zellen des angeborenen
Immunsystems innerhalb kiirzester Zeit gegen Pathogene aktiv werden, aber unspezifisch
reagieren, antwortet das erworbene Immunsystem, zu dem T- und B-Zellen gehoéren, auf
Fremdkorper mit hoher Spezifitat. Wichtig fiir die erfolgreiche Bekdmpfung schadigender
Organismen ist letztendlich auch das Zusammenspiel beider Seiten des Immunsystems.

(Parkin & Cohen, 2001)

1.1.1. Reifung und Proliferation der T-Zellen

Die im Thymus gereiften CD4" bzw. CD8" T-Zellen sind zunichst Antigen-unerfahren und
bendtigen zur Aktivierung bestimmte Signale. Dazu wandern sie in sekundare lymphatische
Organe, wie Milz und Lymphknoten ein. Dort befinden sich Antigen-prasentierende Zellen,
welche zuvor ein kérperfremdes Molekdl in der Peripherie aufgenommen haben und dieses
nun als prozessiertes Peptid auf ihrer Oberfliche mittels des MHC prasentieren. Durch die
Erkennung dieses spezifischen Antigens durch den T-Zell-Rezeptor (TZR) werden in der T-
Zelle verschiedene Vorgange in Gang gesetzt (Steinman & Inaba, 1989). Zur vollstandigen
Aktivierung wird auBerdem ein zweites, kostimulatorisches Signal benétigt. Wurde lediglich
der TZR stimuliert, werden die T-Zellen anerg und sind nicht in der Lage, adaquat auf ein
fremdes Antigen zu reagieren (Mueller et al., 1989). Dieses zusatzliche fur die Aktivierung
obligatorische Signal wird tiber die Bindung des Oberflachenrezeptors CD28 auf der T-Zelle
an CD80 bzw. CD86 (B7-1 bzw. B7-2) der APZ induziert (Greenwald et al., 2005). Die nun
aktivierte T-Zelle proliferiert und bildet T-Effektorzellen (T.x). Diese wandern in peripheres

Gewebe, wo sie nun eigenstandig spezifische Molekiile detektieren kdnnen. Wurde ein
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Erreger erkannt und eliminiert, bilden manche T-Zellen Gedachtniszellen, welche in Zukunft
bei Kontakt mit dem gleichen Antigen schneller und effektiver eingreifen kénnen (Sallusto et
al., 1999).

Neben kostimulatorischen Molekiilen exprimieren T-Zellen auch koinhibitorische Rezepto-
ren, welche deren Aktivitat herabregulieren. Zu diesen gehoéren die Immunkontroll-
punktmolekile programmed cell death 1 (PD-1) und cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-
4). PD-1 wird von programmed cell death ligand 1 bzw. 2 (PD-L1/ PD-L2) gebunden, welche
sich beispielsweise auf der Oberfliche dendritischer Zellen oder auch Tumorzellen befinden.
Dagegen wird CTLA-4 aufgrund dhnlicher Struktur wie CD28 von CD80 (B7-1) bzw. CD86 (B7-
2) gebunden.

Diese kontroversen Signalwege sorgen letztendlich fiir ein Gleichgewicht zwischen T-Zell-
Aktivierung und -Toleranz. Dies dient unter physiologischen Bedingungen als Schutz vor
Autoimmunitat und wahrt die Selbsttoleranz. (Collins et al., 2002; Greenwald et al., 2005;

Keir et al., 2008; Pardoll, 2012; Parry et al., 2005)

1.1.1.1. T-Helferzellen

T-Helferzellen sind CD4" T-Effektorzellen und binden mit ihrem TZR an den MHC der Klasse I,
welcher sich nur auf bestimmten Zellen des Immunsystems befindet. Dazu gehdéren
dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Lymphozyten. Diese APZ nehmen Antigene aus
dem Interzellularraum auf und prasentieren sie den CD4" T-Zellen, welche daraufhin aktiviert
werden. Die anschlieRende Differenzierung der CD4" T-Zellen zu den verschiedenen
Zellsubtypen wird durch das lokal vorhandene Zytokinmuster beeinflusst. Dabei induzieren
Interleukin-12 (IL-12) sowie Interferon-y die Entwicklung zu T-Helferzellen vom Typ 1 (Tx1-
Zellen), welche vor allem fur die Bekampfung intrazelluldrer Pathogene wichtig sind. Ty1-
Zellen sezernieren Interleukin-2 (IL-2), wodurch sie die Bildung weiterer T-Effektorzellen
hervorrufen. Das zudem gebildete Interferon-y hemmt die Bildung von Typ-2-Helferzellen
(Ty2-Zellen) und aktiviert verschiedene APZ, welche wiederum zur Produktion von IL-12 und

IFN-y angeregt werden. (Adam et al., 2005; Kennedy & Celis, 2008)

Durch Interleukin-4 (IL-4) wird die Polarisierung zu T.2-Zellen geférdert, welche Uber
zusatzliche IL-4/-10-Sekretion die Entstehung weiterer T,2-Zellen beglinstigen und die Bil-
dung von Tu1-Zellen reduzieren (Pardoll & Topalian, 1998). Ty1- und T.2-Zellen besitzen

somit entgegengesetzte Funktionen: Tyl-Zellen fordern proinflammatorische Prozesse,
2
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welche wichtig fiir die Bekdmpfung pathogener Erreger oder entarteter Zellen sind. T42-
Zellen dagegen bremsen UberschieBende Immunreaktionen und verhindern die Zerstérung
korpereigenen Gewebes. Fiir die Homodostase des Organismus ist daher ein Gleichgewicht

beider Seiten notwendig (Shurin et al., 1999).

1.1.1.2. Regulatorische T-Zellen

Eine weitere Untergruppe der CD4" T-Lymphozyten sind die regulatorischen T-Zellen (T.e),
von denen ein Teil bereits im Thymusgewebe als natirliche T, entsteht (nT..,). Der andere
Teil sind sogenannte induzierte T, (iTi), Welche in der Peripherie unter dem Einfluss des
transformierenden Wachstumsfaktor 8 (TGF-R) gebildet werden (Marie et al., 2005; Schmitt
& Williams, 2013). T, dienen als Gegenspieler der T-Effektorzellen, indem sie deren
Proliferation und Zytokinproduktion hemmen. So kann die Gewebshomdostase aufrecht-
erhalten und beispielsweise der Gewebsschaden im Rahmen einer Entziindungsreaktion
reduziert werden (Kondélkova et al., 2010). Wird die T,.,-Bildung dagegen verhindert, kommt

es zu einer Multi-Organ-Autoimmunitat (Sakaguchi et al., 1995).

Auch T., exprimieren das Immunkontrollpunkt-Molekil CTLA-4. Im Gegensatz zur
Unterdriickung der T-Effektorzell-Aktivitat hat die Bindung auf den T., einen férdernden
Einfluss. Wird CTLA-4 dagegen nur vermindert exprimiert oder beispielsweise durch Anti-
korper blockiert, bewirkt dies Lymphozytenproliferation und Tumorimmunitat (Wing et al.,

2008).

1.1.1.3. Zytotoxische T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen (CTL) sind CD8" T-Effektorzellen, deren TZR im Gegensatz zu den T-
Helferzellen an den MHC der Klasse | bindet. Der MHC-I befindet sich auf allen kernhaltigen
Zellen des Korpers und prasentiert intrazellulare Antigene der jeweiligen Zelle. Die durch
dendritische Zellen und CD4" T-Helferzellen aktivierten CTL patrouillieren Gber die
verschiedenen Lymph- und Blutbahnen durch den Kérper und priifen dabei den Zustand
verschiedener Zellen (de Vries et al., 1989). Befindet sich darunter eine virusbefallene Zelle
oder Tumorzelle, prasentiert deren MHC-I auch pathogene Antigenfragmente, welche die

Entartung der Zelle anzeigen. Die CTL leitet nach der Bindung des TZR an den MHC-| die
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Apoptose der Zielzelle ein. Dies geschieht entweder indirekt liber die Sekretion zytotoxischer
Substanzen, wie Granzyme und Perforine oder direkt (iber die Bindung des Fas-Rezeptors
(Todesrezeptor) auf der entarteten Zelle durch den Fas-Ligand auf der CTL-Oberflache.
Zudem koénnen CTL weitere Proteine wie Interferon-y ausschiitten und dadurch andere
Immunzellen, wie dendritische Zellen aktivieren. (Gerosa et al., 1996; Mailliard et al., 2002;

Parkin & Cohen, 2001)

1.1.2 Aufgaben der Natiirlichen Killerzellen

Eine weitere wichtige Population der zellvermittelten Immunabwehr stellen Natiirliche
Killerzellen dar. Diese zum angeborenen Immunsystem gehdrenden Zellen besitzen auf ihrer
Oberflache sowohl aktivierende als auch inhibitorische Rezeptoren. Entscheidend fiir die
Effektorfunktion der NK-Zelle ist daher das Verhiltnis der eingehenden Signale (Lanier,
2008). Damit NK-Zellen keine gesunden, korpereigenen Zellen zerstoren, konnen Letztere
Uber ihren MHC-I an inhibitorische Rezeptoren auf der NK-Zell-Oberflaiche binden. Dadurch
wird die Aktivierung der NK-Zellen unterdriickt und die Selbsttoleranz aufrechterhalten.
Abnormale Zellen, wie Tumorzellen, weisen im Vergleich eine verminderte Anzahl an MHC-|
auf ihrer Oberflache auf, um der Zerstérung durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen.
Aufgrund dieser Eigenschaft Giberwiegen nun die aktivierenden Signale und die entarteten
Zellen werden in den gerichteten Zelltod (Apoptose) getrieben. Neben der MHC-I-
abhangigen Aktivierung kann die Zytotoxizitit der NK-Zellen auch antikérpervermittelt
stimuliert werden. Dazu bindet der Fc-Ligand der NK-Zelle den Fc-Teil des gegen Pathogene
gerichteten Antikorpers. Auch Interaktionen mit anderen Immunzellen, wie T-Zellen,
dendritischen Zellen oder Makrophagen sowie das Zytokinmilieu der Umgebung beeinflusst
das Verhalten der Natiirlichen Killerzellen (Vivier et al., 2008). Uberwiegen die aktivierenden
Signale, kann die entartete Zelle direkt Gber Zell-Zell-Interaktionen eliminiert werden. Dazu
besitzt die NK-Zelle einen zur Tumornekrosefaktor-Familie gehdrenden Fas-Liganden,
welcher an den Fas-Rezeptor der Zielzelle bindet. Dadurch werden intrazelluldre Caspasen
aktiviert und die Zelle apoptotisch (Zamai et al., 1998). Alternativ sezernieren NK-Zellen
zytotoxische Molekiile, wie Perforine und Granzyme, welche die Zielzelle lysieren und die
Apoptose einleiten. NK-Zellen sind auRerdem die wichtigste Quelle von IFN-y. Durch dieses
proinflammatorische Molekiil aktivieren sie Makrophagen und stimulieren die Expression

von MHC-II-Molekiilen auf APZ und somit deren Antigenprasentation. Dadurch werden
4
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wiederum verstarkt CD4" T-Zellen aktiviert (Schroder et al., 2004). Auch im direkten Bezug
auf T-Zellen bt das produzierte IFN-y einen wichtigen Einfluss aus, indem es - wie oben

beschrieben - die Polarisierung von T-Helferzellen zum Subtyp 1 férdert.

1.1.3 Die Rolle der dendritischen Zellen

Dendritische Zellen, die zu den APZ gehdren, stellen ein wichtiges Bindeglied zwischen im
Korper befindlichen Antigenen und der Reaktion des Organismus auf diese dar. Die dem
Knochenmark entstammenden, zunichst unreifen DZ zeichnen sich durch eine geringe
Expression von MHC-II sowie kostimulatorischen Molekiilen, darunter CD80/ 86, CD40 und
CD83, aus. Sobald sie in der Peripherie ein fremdes Antigen phagozytiert und prozessiert
haben, werden diese Marker an der Oberflache verstarkt exprimiert und die nun reife
dendritische Zelle kann diese Peptidfragmente naiven T-Zellen prasentieren. Damit eine
effektive Antigenprasentation und folgende T-Zell-Antwort generiert werden kann, bend-
tigen DZ zusatzlich proinflammatorische Signale in ihrer Umgebung. Diese werden (iber ver-
schiedene Rezeptoren wie Toll-like-Rezeptoren wahrgenommen (Hasegawa & Matsumoto,
2018). Fehlen diese Stimuli, gelangen dendritische Zellen in einen tolerogenen Zustand,
wodurch sie eine Anergie in T-Effektorzellen induzieren und weitere stimulatorische
Vorgange unterdriicken. Dies ist aus physiologischer Sicht wichtig, damit GberschieBende
Immunreaktionen verhindert und die Gewebshomobostase gewahrt werden kann.
(Banchereau & Steinman, 1998; Sato et al., 2017; Steinman, 1991)

Dendritische Zellen werden unter anderem anhand der exprimierten CD11c-Menge in
CD11c"&-DZ und CD11c™"-DZ eingeteilt. Diese Unterscheidung ist sinnvoll, da beiden Sub-
gruppen unterschiedliche phanotypische und funktionelle Eigenschaften zugesprochen
werden (Perrot et al., 2007). Uber die Sekretion verschiedener Zytokine regulieren DZ die
Polarisierung der T-Helferzellen zu verschiedenen Subtypen und damit auch die Richtung der
Immunreaktion. Besonders das Verhaltnis von IL-12 zu IL-10 stellt den entscheidenden
Faktor fiir eine tiberwiegende Ty1- oder T,2-gesteuerte Antwort dar. Wihrend CD11c™% D7
vor allem IL-10 sezernieren und daher immunsuppressiven Funktionen nachgehen,

hoch ain IL-12-gewichtetes Zytokinmuster. [L-12 ist nicht nur potenter

produzieren CD11c
Initiator einer Tyl-gewichteten Immunreaktion, sondern fiihrt auch zur Aktivierung und

gesteigerten IFN-y-Produktion von T-Zellen und Natrlichen Killerzellen. (Fernandez et al.,
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1999; Gerosa et al., 1996; Heufler et al., 1996; Ma et al., 2015; Orange & Biron, 1996;
Wakkach et al., 2003)

1.2 Tumorimmunologie

Das Immunsystem besitzt eine Reihe effektiver Mechanismen, die es ermdglichen, den
Korper vor entarteten Zellen zu schiitzen. NK-Zellen und CTL besitzen die Fahigkeit, Tumor-
zellen selbststandig zu erkennen und diese zu zerstéren. Die dabei entstehenden Tumorzell-
Antigene werden von dendritischen Zellen aufgenommen und naiven T-Zellen im lympha-
tischen Gewebe prasentiert. Aktivierte T-Zellen wandern daraufhin in das Tumorbett, in
welchem sie die Krebszellen erkennen und lysieren kénnten. Diese, von Chen & Mellman als
Krebs-Immunitats-Zyklus bezeichneten Schritte leiten eine inflammatorische Immunreaktion
ein, welche sich gegen die vorhandenen Tumorzellen richtet. Bei vielen Krebserkrankungen
finden diese Prozesse allerdings oft nur in geringem MaBe oder mit wenig Erfolg statt. Der
Tumor proliferiert, metastasiert und fuhrt haufig zum Tod des Patienten (Topalian et al.,
2015). Um geeignete Therapeutika zu entwickeln, die diese Verlaufe aufhalten kénnen, muss
man zunachst verstehen, wie die Tumorzellen den Angriff des Immunsystems unterdriicken

und diesem entkommen kénnen.

1.2.1. Mechanismen der Immunevasion

Krebszellen haben bestimmte Eigenschaften entwickelt, um sich der Erkennung durch das
Immunsystem zu entziehen. Dazu gehort beispielsweise die Reduktion der exprimierten
MHC-I-Molekiile sowie das Herabregulieren von Genen, die fiir die Prasentation der intra-
zellularen Proteine auf der Zelloberflache zustandig sind. Dazu kommt, dass tumorassoziierte
Antigene (TAA) aus korpereigenen Zellen entstehen und daher eine Immunreaktion im
Rahmen der Selbsttoleranz unterdrtickt wird (Gabrilovich, 2004).

Krebszellen beeinflussen auBerdem das Milieu ihrer Umgebung durch die Sekretion ver-
schiedener Zytokine, wie IL-10, TGF-R und viele weitere. Neben T-Zellen oder NK-Zellen wirkt
sich das suppressive Milieu auch auf tumorinfiltrierende dendritische Zellen aus (Demoulin
et al., 2013; Vicari, Caux, et al., 2002; Yang et al., 2015). In verschiedenen Untersuchungen
prasentierten sich diese haufig in einem unreifen Status mit herabregulierter Expression
kostimulatorischer Marker und waren zu keiner adaquaten Antigenprasentation bzw. T-Zell-

Aktivierung fahig (Chaux et al., 1997). Die Entstehung dieser regulatorischen DZ wird
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zusatzlich Uber die Sekretion von TGF-B und Prostaglandin E2 (PGE2) von Tumorzellen
gefordert (Liu et al., 2009). Auch das Zytokinmuster tumorinfiltrierender dendritischer Zellen
wird durch das sie umgebende Milieu verandert. Ruffell et al. konnten zeigen, dass das im
Tumormilieu sezernierte IL-10 die Produktion von Interleukin-12 in TIDZ unterdriickt und zur
Hemmung der CD8" T-Zell-Antwort fihrt. AuBerdem wird das Verhaltnis von Tu1- zu T.2-
Zellen vermindert, wodurch eine antiinflammatorisch wirkende Immunantwort und die
Toleranz von Tumorzellen im Organismus gefordert werden. (Garcia-Hernandez et al., 2002;
Mellman et al., 2011)

Bei der Analyse von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) hatte sich auBerdem gezeigt,
dass diese im Vergleich zu Lymphozyten in gesundem Gewebe eine groflere Menge an PD-1
exprimieren. Gleichzeitig weisen Tumorzellen als adaptiven Schutzmechanismus auf das von
T-Effektorzellen sezernierte IFN-y verstirkt PD-L1/ PD-L2 auf ihrer Oberfliche auf. Uber diese
Bindung wird in den TILs eine Anergie oder Erschépfung mit gestorter Proliferation und
Zytokinausschittung hervorgerufen. (Blank et al., 2005; llcus et al., 2017; Mellman et al.,
2011; Topalian, Drake, et al., 2012)

Diese zahlreichen Mechanismen erschaffen eine Umgebung des Tumors mit einerseits aner-
gischen und seneszenten Effektorzellen, andererseits auch mit einem vergrofRerten Anteil
regulatorischer Zellen, welche eine gegen den Tumor gerichtete Immunreaktion unter-
driicken. So wird den Krebszellen ein Uberleben und Ausbreiten im Korper ermoglicht.

(Crespo et al., 2013; Dimri, 2005; Wherry, 2011; Zou, 2005)

T-Zelle APZ{Tumorzelle

o0t [ -~ oy

TZR MHC-II

o> CD80/86
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen T-Zellen und APZ/ Tumorzellen
Uber ihre jeweiligen Rezeptoren. Wahrend PD-1 und CTLA-4 eine inhibitorische Signalkaskaden in der
T-Zelle vermitteln, férdert die CD28/B7-Bindung die Zellaktivierung.

1.2.2. Tumorimmuntherapien

Chemotherapie, Operation oder Bestrahlung gehéren heutzutage zum festen Behandlungs-
schema bei einem Krebsleiden. Inzwischen haben sich neben diesen herkémmlichen Ver-
fahren weitere Therapeutika in der Tumorbehandlung etabliert, die auf die Modulation des
Immunsystems abzielen. Neben dem adoptiven T-Zell-Transfer erweisen sich besonders
Antikorper gegen verschiedene Oberflaichenmolekiile von Tumor- oder Immunzellen als er-
folgversprechend. Als erster Vertreter seiner Art wurde der monoklonale Antikérper Rituxi-
mab 1997 von der US Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung des Non-Hodgkin-
Lymphoms (NHL) zugelassen. Heutzutage ist dieser gegen das CD20-Molekiil auf entarteten
B-Zellen gerichtete AK aus der Therapie maligner Lymphome nicht mehr wegzudenken

(Batlevi et al., 2016).

Ein weiteres, vielversprechendes Ziel in der antikérperbasierten Immuntherapie ist die
Blockade der Immunkontrollpunkt-Molekiile CTLA-4 und PD-1. Diese auf der Immunzell-
oberflache befindlichen Rezeptoren dienen unter physiologischen Bedingungen dem Schutz
korpereigenen Gewebes, da sie liberschiel3ende, inflammatorische Zellaktivitaten verhindern
(Tivol et al., 1995). Sie werden deshalb auch von Tumorzellen stimuliert, um den Angriff des
Immunsystems zu unterdriicken. Wie in Abbildung 1.2 dargestellt, verhindern die Anti-
korper die Bindung an CTLA-4 und PD-1 durch Rezeptorblockade. Dadurch werden keine
hemmenden Signalkaskaden in der T-Zelle ausgelést und somit deren Aktivitdt aufrecht

erhalten (Pardoll, 2012).

Leach et al. entdeckten, dass es unter Blockade des inhibitorischen Rezeptors CTLA-4 zu
einer TumorabstoBung und Immunitit gegenliber sekundarer Tumorexposition kommt. In
spater folgenden Phase-llI-Studien fiihrte die CTLA-4-Blockade mit Ipilimumab zu einem
verlangerten Uberleben bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom, woraufhin der a-
CTLA-4-Antikorper als erstes Therapeutikum der Immunkontrollpunkt-Inhibition im Jahr
2011 von der US Food and Drug Administration (FDA) zugelassen wurde (Hodi et al., 2010;
Pardoll, 2012). Im Jahr 2014 folgte schlieBlich die Zulassung der PD-1-Antik6rper Nivolumab

und Pembrolizumab zur Behandlung des metastasierten Melanoms (Li et al., 2020).
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Aufgrund der unterschiedlichen Angriffspunkte und sich ergdnzenden Effekte von
Ipilimumab und Nivolumab, konnte das therapeutische Potential der Antikdrpertherapie
durch die kombinierte Immunkontrollpunkt-Blockade zusatzlich gesteigert werden (Larkin et

al., 2015).

Inzwischen finden a-PD-1- und a-CTLA-4-Antikdrper Anwendung bei vielen verschiedenen
Tumorerkrankungen (Postow et al., 2015; Topalian et al., 2015): Neben der Behandlung des
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC), sind sie auch fir die Therapie des
Nierenzellkarzinoms, des Mammakarzinoms und vielen weiteren zugelassen (Dyck & Mills,
2017; McArthur & Page, 2016; Pardoll, 2012; Topalian, Hodi, et al., 2012). Auch zur
Bekampfung von nicht-soliden Tumoren, darunter aggressive NHL wie das Burkitt-Lymphom,
werden die Immunkontrollpunkt-Inhibitoren erfolgreich eingesetzt (Topalian et al., 2014;

Witkowska & Smolewski, 2018).

T-Zelle APZ/Tumorzelle

aPD-1-AK

CD80/86
aCTLA-4-AK

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der therapeutischen Intervention mit a-CTLA-4-bzw. a-PD-
1-Antikorpern.

1.3. B-Zell-Lymphom im Mausmodell
Um die Funktionsweise und somit auch den Erfolg der Immunkontrollpunkt-Inhibition besser
verstehen zu kénnen, wird ein Untersuchungsmodell bendtigt, welches in Entstehung und

Verlauf einem menschlichen Tumor moglichst dhnlich ist. Dazu bietet sich das A-MYC-
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Mausmodell an, in welchem das MYC-Gen unter dem Einfluss des Verstarkers der Ig A-Kette
steht. Durch die Dysregulation mit Uberexpression dieses Proto-Onkoproteins entwickeln die
transgenen Tiere nach 80 bis 120 Tagen Lymphome, welche sich vor allem in Milz und LK
manifestieren. Diese Tumoren sind vergleichbar mit dem humanen Burkitt-Lymphom, bei
dem es durch eine Translokation des MYC-Gens ebenfalls zur gesteigerten Expression und

dadurch zum endogenen Tumorwachstum kommt (Hecht & Aster, 2000; Kovalchuk et al.,

2000).
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1.4. Fragestellung

Bei Untersuchungen dendritischer Zellen aus tumorkranken A-MYC-Md3usen stellte sich
heraus, dass diese im Vergleich zum Wildtyp einen verdnderten Phanotyp und funktionelle
Einschrankungen aufweisen. Mit einem erhdhten Anteil an regulatorischen CD11c"*"&-DzZ
und einer verstarkten Interleukin-10-Sekretion tragen tumorinfiltrierende dendritische
Zellen zu einem immunsuppressiven Milieu bei, in welchem die Krebszellen proliferieren
kénnen und vom Immunsystem unentdeckt bleiben (Naujoks et al., 2014). Durch die
Therapie mit Kontrollpunkt-Inhibitoren konnten allerdings bei verschiedenen
Tumorerkrankungen bereits vielfaltige, immunstimulierende Effekte nachgewiesen werden
(Topalian et al., 2015). Auch beim A-MYC-Tumormodell der Maus wurde unter anderem eine
deutliche Steigerung der Uberlebensrate im Vergleich zur nicht-therapierten Gruppe
erreicht. Daflir konnte das von T-Zellen und besonders von NK-Zellen produzierte IFN-y
verantwortlich gemacht werden (Ahmetlic et al., 2021). Da IFN-y einen direkten Einfluss auf
dendritische Zellen hat, dirften auch deren Eigenschaften im Rahmen der Behandlung

beeinflusst werden.

Zunachst sollte der Reifegrad der DZ aus behandelten Mausen anhand der Expression
kostimulatorischer Molekile bestimmt werden, welche fiir eine erfolgreiche T-Zell-
Aktivierung notwendig sind. Dariliber hinaus wurde auch die Sekretion der instruktiven Zyto-
kine IL-10 und IL-12 in dendritischen Zellen nach der Therapie gemessen. Insbesondere
deren Verhiltnis ist von groBer Bedeutung, da es die Polarisierung der T-Helferzellen und
somit die Richtung der Immunreaktion lenkt. Wahrend das Immunkontrollpunkt-Molekil PD-
1 auf der Oberflache bereits nachgewiesen wurde (Scheuerpflug et al., 2020), war es noch
unklar, ob auch CTLA-4 von dendritischen Zellen exprimiert wird. Sollte dies der Fall sein,
stellt sich die Frage, ob und welchen direkten Einfluss die therapeutischen Antikérper a-
CTLA-4 und a-PD-1 und auch deren kombinierter Einsatz auf die dendritischen Zellen haben.
AnschlieBend sollte die Fahigkeit zur adaquaten T-Zell-Stimulation von TIDZ aus behandelten
Mausen getestet werden, da dies eine wichtige Voraussetzung fiir die Einleitung einer
spezifischen Antitumor-Reaktion darstellt. Diese stimulatorischen Kapazitaten sollen sowohl

in allogenen als auch peptidspezifischen In-vitro-Ansatzen gemessen werden.

Zusammengefasst ist das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Immunkontrollpunkt-

Inhibitoren auf die Eigenschaften der dendritischen Zellen in einem dem menschlichen
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Burkitt-Lymphom ahnlichen Mausmodell zu untersuchen. Letztlich soll dadurch der Beitrag

der DZ zum Therapieerfolg inmitten des immunologischen Netzwerkes dargestellt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.2.1. Gerate

Gerit

Hersteller

BD LSR Il Flow Cytometer

Becton Dickinson, Heidelberg

Brutschrank Hera cell 240

Heraeus Instruments, Hanau

EasySep® Magnet

Stemcell Technologies, Vancouver (Kanada)

Einmalpipetten 5/10/25ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Eismaschine AF 200

Scotsman, Mailand (Italien)

ELISA Gerat Sunrise

Tecan, Crailsheim

ELISA Platten

Maxi-Sorp Nunc, Wiesbaden

FACS-R6hrchen, klein

Greiner bio-one, Frickenhausen

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Scientific, Braunschweig

Kuihlschrank

Liebherr, Ochsenhausen

Kulturplatten, 96-Loch

Greiner, Frickenhausen

Kryorbhrchen

Nunc, Wiesbaden

Kihlzentrifuge Megafug 1.0R

Heraeus Instruments, Hanau

Mikroskop Aksioskop HE

Carl Zeiss Microscopy, Jena

Milli-Q® -Reinwasserherstellungssystem

Millipore, Schwabach

Petrischalen

Greiner, Frickinghausen

Pipetten Eppendorf/Gilson

Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg

Pipettenspitzen Gilson/Greiner

Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg
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Plattenzentrifuge Labofuge 400

Material und Methoden

Heraeus Instruments, Hanau

ReaktionsgefaRe 1,5/2 ml

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalle 15/50 ml

Becton Dickinson, Heidelberg

Schittler IKA®-Schuttler MTS 4

Frobel Laborgerate, Lindau

Schiittler Vortex Genie 2

Bachofer, Reutlingen

Sieb, Cell strainer (40 pm)

Becton Dickinson, Heidelberg

Spritze Omnifix® Luer Lock Solo 20m

B.Braun, Melsungen

Sterilwerkbank

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Tischzentrifuge Centrifuge 5424R

Eppendorf, Hamburg

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.2.2. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Life Technologies, Frankfurt

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Merck, Darmstadt

Brefeldin A

eBioscience, Frankfurt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Life Technologies, Frankfurt

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA),
Natrium-Salz

Merck, Darmstadt

Fetales K3lberserum (FKS)

Life Technologies, Frankfurt

IC Fixation Buffer

eBioscience, Frankfurt

lonomycin, Calcium-Salz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Merck, Darmstadt
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L-Glutamin Life Technologies, Frankfurt
MEM Medium Biochrom, Berlin
(I\;IEI(\)/)I()Non-Essential Amino Acid Solution Life Technologies, Frankfurt
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumcarbonat (Na2CO3) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumpyruvat Life Technologies, Frankfurt
OneComp eBeads eBioscience, Frankfurt
Penicillin-Streptomycin Life Technologies, Frankfurt
Permeabilization Buffer (10x) eBioscience, Frankfurt
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
RPMI 1640 ohne L-Glutamin Life Technologies, Frankfurt
Streptavidin-B-Galactosidase (500 U/ml) Roche Diagnostics, Mannheim
Trypanblau Life Technologies, Frankfurt
Tween 20 ICN, Eschwege

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

2.2.3. Medien und Puffer

Medium/ Puffer Zusammensetzung

Basismedium RPMI 1640 ohne L-Glutamin

5 bzw. 10 % FKS (hitzeinaktiviert)
100 U/ ml Penicillin-G-Natrium
100 pg/ ml Dihydrostreptomycinsulfat

5 ml L-Glutamin (200mM)

5 ml Natriumpyruvat (100mM)
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5 ml Nicht-essentielle Aminosiuren (100x)

500 pl 2-Mercaptoethanol (50mM)

Einfriermedium

90 % FKS (hitzeinaktiviert)

10 % DMSO

ELISA Puffer

500 ml DPBS

250 ul Polysorbat 20

Erythrozyten-Lysepuffer (pH 7,4)

16,5 g Ammoniumchlorid (NH4CI)
2,0 g Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
74,0 g Natrium-EDTA

ad 200 ml H20Odest

FACS Puffer

500 ml DPBS
10 ml FKS
5 ml Natriumazid

5 ml EDTA (0,5 M)

Waschpuffer fiir EasySep-Kits 500 ml DPBS
10 ml FKS

Waschpuffer fir MACS-Kits 500 ml DPBS
2,5 ml FKS

2 ml Na-EDTA (0,5M)

Tabelle 3: Medien und Puffer
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2.2.4. Mause

2.2.4.1. Nicht-transgene Wildtyp- und A-MYC-Mause

Die verwendeten Wildtyp-Mause und A -MYC-Mause haben den genetischen Hintergrund
C57BL/6 und stammen aus der Zucht des Helmholtz-Zentrums im Campus Neuherberg. Die A
-MYC-Mause exprimieren das humane Proto-Onkogen MYC unter Kontrolle des Transkrip-
tionsverstarkers der Ig-A-Kette und entwickeln nach 80 bis 120 Tagen B-Zell-Lymphome.

Diese dhneln dem menschlichen Burkitt-Lymphom.

2.2.4.2. BALB/c- und OT-Mause
Die M3use vom Stamm BALB/c mit dem MHC Haplotyp H2¢ stammen von dem Unternehmen

Charles River.

Die transgenen OT-lI- und OT-1l-Maduse wurden von der AG Brocker des Instituts fir
Immunologie der LMU geziichtet und uns grof3ztigigerweise zur Verfligung gestellt. Die OT-I-
Mause tragen das Gen fir einen T-Zell-Rezeptor, welcher das Peptid OVA257-264 (SIINFEKL)
im Zusammenhang mit dem MHC-I-Proteinkomplex erkennt, wahrend der T-Zell-Rezeptor
von OT-lI-Mausen das Peptid OVA323-339 (ber die Prasentation durch die MHC-Klasse I

erkennt.

2.2.5. Antikorper

2.2.5.1. Antikorper der In-vivo-Versuche

Antigen  Klon Spezies Isotyp Hersteller

CTLA-4 UC10-4B9 Arm. Hamster 1gG BioLegend

PD-1 143 Arm. Hamster IgG BioXCell

IFN-y XMG 1.2 Ratte IgG1 Plattform Monoklonale Antikorper,

Helmholtz-Zentrum Miinchen

Tabelle 4: Antikorper der In-vivo-Versuche
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2.2.5.2. Detektionsantikorper

Material und Methoden

Antigen Klon Spezies Isotyp Hersteller
CD11c N418 Z;Tr;ster lgG BioLegend
CD11b M1/70 Ratte Ig2b kappa BioLegend
CD19 1D3 Ratte 1gG2a BD

CD4 RM4-5 Ratte IgG2a BD

CD8a 53-6.7 Ratte IgG2a eBioscience
CD40 3/23 Ratte Ig2a, kappa BioLegend
CD80 16-10A1 Hamster I1gG2, kappa BD Pharmingen
CD83 Michel-19 Ratte IgG1 kappa BiolLegend
CD86 PO3 Ratte IgG2b Caltag

MHC Il (I-A/I-E) 2G9 Ratte IgG2a, kappa BD
PD-L1(B7-H1,CD274) MIH6 Ratte 1gG2a AbD Serotec
IL-10 JES5-16E3 Ratte 1gG2b BD Pharmingen
IL-12 C15.6 Ratte IgG1 BD Pharmingen
Ki-67 SolA15 Ratte 1gG2a, kappa eBioscience
FoxP3 FJK-16s Ratte I1gG2a, kappa eBioscience

Tabelle 5: Detektionsantikérper
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2.2.6. Kits

Material und Methoden

Kit

Hersteller

LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

CD11c MicroBeads UltraPure, mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CD8a* T cell Isolation Kit, mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

EasySep™ Mouse CD4" T Cell Isolation Kit

Stemcell Technologies, Vancouver (Kanada)

Mouse IFN-y ELISA Ready-SET-Go!®

eBioscience, Frankfurt

Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg Cytokine 17-
Plex Mouse ProcartaPlex™ Panel

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Tabelle 6: Kits

2.2.7. Peptide
Peptid Sequenz Hersteller
OT-1-Peptid SIINFEKL (OVA 257-264) GenWay Biotech, San Diego (USA)
OT-2-Peptid ISQAVHAAHEINEAGR (OVA 323-339) GenWay Biotech, San Diego (USA)

Tabelle 7: Peptide

2.2.8. Software

Methode Software Hersteller
Durchflusszytometrie BD FACSDiva™ Becton Dickinson, Heidelberg
FlowJo 8.8.6 Treestar Inc., Ashland (USA)

ELISA

Magellan™ 7.2

Tecan, Crailsheim

Auswertung und Statistik

GraphPad Prism 5

Graphpad Software Inc., La Jolla (USA)

Multiplex

Bio-Plex Manager™ 6.1

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Tabelle 8: Software
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2.2. Methoden

2.2.1. Behandlung der Mause mit Immunkontrollpunkt-Inhibitoren

Die Therapie der \-MYC-Mause erfolgte ab einem Alter von 55 Tagen mit je 100 pg a-CTLA-4-
und a-PD-1-Antikérpern, welche viermal in einem Abstand von etwa 10 Tagen i.p. gespritzt
wurden. Um die Friihphase der Therapie zu untersuchen, erhielten manche Tiere nur eine
zweimalige Antikdrpergabe und wurden anschlieBend abgetotet, auch wenn sie zu diesem

Zeitpunkt noch keine klinischen Krankheitszeichen entwickelt hatten.

Um das Zytokin IFN-y zu depletieren, wurden manchen A-MYC-Mausen zusatzlich zu den
Immunkontrollpunkt-Inhibitoren IFN-y-neutralisierende Antikérper (150 pg, 300 pg oder 500
ug XMG-1.2) gespritzt. Der Abstand und die jeweilige Menge dieser Antikorper-Behandlung
erfolgten nach dem abgebildeten Schema (Abbildung 2.1).

Die Antikérper wurden jeweils in einem Volumen von 100 pl PBS verabreicht.

2.2.2. Steriles Arbeiten und Zellkultur
Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank
mit sterilen Geraten und Materialien durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in

einem Brutschrank (37 °C, 5 % CO2-Gehalt, 95 % Luftfeuchtigkeit).

2.2.3. Gewinnung einer Einzelzellsuspension

Nach Einschldfern der Mause mittels CO, wurde die Milz steril entnommen und durch ein
Zellsieb mit 40 pum Maschenweite in MEM-Medium gedriickt. Nach Inkubation in
Erythrozyten-Lysepuffer und mehrmaligem Waschen mit PBS, wurden die Zellen anschlie-

Bend unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.
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A
i Organentnahme
* | 1 > .
A von Milz und LK
Alter in Tagen 55 65
B
* | | | | > T
Alter in Tagen 55 65 75 85
C
* i i ! i ! i 1 > T
Alter in 54 55 65 75 85 95 105
Tagen

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Therapie mit zweimaliger (A) bzw. viermaliger (B)
Antikorper-Gabe sowie die zusatzliche Verabreichung des IFN-y-neutralisierende Antikérpers XMG-
1.2 unter Therapie mit den Immunkontrollpunkt-Inhibitoren (C).
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2.2.4. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Um Zellen zu einem spéateren Zeitpunkt verwenden zu kénnen, wurden diese in Einfrier-

I6sung gegeben und in einem Kryordhrchen bei -80 °C eingefroren.

Eingefrorene Zellen aus dem -80 °C Kihlschrank wurden zunachst mit 37 °C warmem PBS

aufgetaut und die Einfrierldsung anschlieBend abgewaschen.

2.2.5. Oberflachenfarbung

Nach Zellisolierung aus der Milz wurden die Zellen gewaschen und gezihit.
Nachdem die optimale Antikérperkonzentration mittels Titration bestimmt worden war,
wurden 1 x 10° Zellen mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern in
50 wl PBS fiir 30 Minuten im Kuhlschrank (4°C) inkubiert. AnschlieBend wurden die
phanotypischen Eigenschaften per FACS analysiert. Die Unterscheidung zwischen toten und
lebenden Zellen wurde durch Verwendung der LIVE/DEAD® Fixable Blue -Losung
vorgenommen. Um die DZ in ihre Subpopulationen zu unterteilen, wurden diese bei der
Auswertung mit der FlowJo™-Soft-ware in Gruppen mit hoher und niedriger CD11c-

Expression getrennt (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Durchflusszytometrische Darstellung der DZ-Einteilung in CD11c™"® und CD11c™".
Zuvor wurden tote Zellen mittels der LIVE/DEAD® Fixable Blue - Losung von lebenden Zellen
abgegrenzt.
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2.2.6. Intrazellularfarbung

Um die Expression intrazelluldrer Zytokine zu messen, wurden isolierte Zellen aus der Milz
zunachst in Basismedium (10 % FKS) mit PMA, lonomycin und Brefeldin A (Verdiinnung
jeweils 1 : 1000) fir 4h im Brutschrank stimuliert. Brefeldin A ist ein Inhibitor des
intrazelluldren Proteintransports und sorgt dafiir, dass die produzierten Zytokine nicht aus
der Zelle gelangen und daher gemessen werden konnen. AnschlieBend wurde das
Stimulationsmedium abgewaschen und die Zellen, wie vorher beschrieben, in einer
Oberflachenantikorperlésung inkubiert. Danach wurden sie mit Fixationspuffer fixiert (30
Minuten, 4°C), die Zellmembranen mit einem Permeabilisationspuffer permeabilisiert und
die Zellen schlieBlich mit entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern
gegen die Zytokine in 50 pl Permeabilisationspuffer inkubiert (40 Minuten, 4°C). Um die
Zelltypen und deren jeweilige, intrazelluldre Proteine letztlich im FACS analysieren zu

kénnen, wurden sie erneut in FACS-Puffer aufgenommen.

2.2.7. Durchflusszytometrie

Um verschiedene Oberflacheneigenschaften sowie intrazellulire Marker zu bestimmen,
wurden die Zellen mit Antikdrpern, die einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden haben, gefarbt
und mit Hilfe des BD LSR Il Flow Cytometers analysiert. Die Daten wurden in der auch als
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) bekannten Methode unter Verwendung der BD
FACSDiva™-Software gewonnen und anschlieBend mit der FlowJo™-Software ausgewertet.
Um dabei ausschlieBlich dendritische Zellen zu analysieren, wurden folgende Gating

Strategien angewendet:
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Abbildung 2.3: Gating-Strategien der FACS-Auswertung am Beispiel von wt-Splenozyten. Die CD11c”

dendritischen Zellen wurden letztlich in CD11c"*"® und CD11c™" eingeteilt.

2.2.8. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die verwendeten Reagenzien stammen aus dem ELISA-Kit und wurden nach Angaben des
Herstellers entsprechend verwendet. Die ELISA-Platten wurden Uber Nacht mit 100 pl
Fangerantikoérper pro Loch bedeckt. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Locher am
nachsten Tag zunachst mit 200 pl Blockpuffer pro Loch inkubiert (1 h, Raumtemperatur),
bevor die Proben dazugegeben wurden. Nach Inkubation (2 h, Raumtemperatur) sowie
mehrmaligem Waschen und Ausklopfen, wurden 100 pl eines Detektionsantikdrpers pro
Loch hinzugegeben und ebenfalls 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden
100 pl eines Detektionsenzyms (Avidin-HRP) in jedes Loch pipettiert, 30 Minuten inkubiert,
gewaschen und letztlich noch 100 pl der TMB-L6sung (Substrat) zugefligt und 15 Minuten in-
kubiert.

Die Reaktion wurde abschlieBend mit 50 ul Stopplésung angehalten und die Platten bei 450
nm mit dem ELISA-Lesegerat und der Software Magellan™ 7.2 gemessen und ausgewertet.
Als Referenz zu den Lichtwerten der Proben wurde zusatzlich eine Standardreihe auf die

Platte pipettiert und abgelesen.
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2.2.9. Magnetische Zellseparation

Um bestimmte Zellpopulationen zu isolieren, wurden die Zellen aus der Milz lysiert und ge-
waschen. Fiir die Separation der dendritischen Zellen wurden bis zu 1 x 108 Zellen mit 100 pl
magnetgebundenen anti-CD11c-Antikérpern in 400 ul MACS Puffer 10 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und in einer MS-Saule in den Miltenyi-Magneten
platziert. Die gebundenen DZ blieben im Magnetfeld haften (positive Selektion), wahrend
CD11c-negative Zellen durch 3-maliges Splilen ausgewaschen wurden. Nachdem die Saule
aus dem Magneten entfernt worden war, konnten schlieBlich auch die CD11c-positiven DZ
ausgewaschen werden. Die Isolierung der CD4" und CD8a" T-Zellen erfolgte durch ein dhn-
liches Protokoll mit biotingebundenen und magnetgekoppelten Antikérpern. Dabei werden

Zellen gebunden, welche depletiert werden sollen (negative Selektion).

2.2.22. Anlegen einer In-vitro-Kokultur

Das Ansetzen einer Kokultur erfolgte unter sterilen Bedingungen an der Sicherheits-
werkbank. Hierbei wurden die Zellen mit Basismedium (10 % FKS) in der gewlinschten
Konzentration eingestellt und in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Diese wurde fiir 3 bzw. 5

Tage in einen Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C gestellt.

2.2.21. In-vitro-Inkubation mit therapeutischen Antikorpern

Um den direkten Einfluss der Immunkontrollpunkt-Inhibitoren a-CTLA-4- und a-PD-1-Anti-
korper auf dendritische Zellen zu testen, wurden 5 x 10° DZ mit jeweils 20 pug CTLA-4- und
PD-1-Antikérpern in 200 ul 10 % Medium inkubiert. Die Uberstinde wurden nach 3 Tagen
abgenommen und die Produktion der Interleukine 10 und 12 mit Hilfe des FACS- und Multi-

plex-Verfahren quantifiziert.

2.2.22. Allogene Stimulation

Um die allogene Stimulationsfahigkeit CD11c* dendritischer Zellen aus der Milz von Mausen
des C57BL/6-Stamms zu erfassen, wurden diese mit CD4* sowie CD8a* T-Lymphozyten ko-
kultiviert. Dabei wurde zwischen DZ aus Wildtyp-Mausen sowie tumortragenden Mausen vor
und nach Behandlung unterschieden. Die T-Zellen wurden aus der Milz von Mausen des

25



Material und Methoden

BALB/c-Stamms isoliert. Nach der magnetischen Selektion der jeweiligen Zellpopulationen
wurden 1 x 10* dendritische Zellen mit jeweils 2 x 10° CD4*, CD8a* oder CD4" und CD8a* T-
Zellen im Verhiltnis 1:1 in 200 pl Basismedium inkubiert. Die Uberstinde der Kokulturen
wurden nach 3 und 5 Tagen abgenommen und die IFN-y-Konzentration mittels ELISA

gemessen.

2.2.23. Peptidbeladung der dendritischen Zellen

Nach der magnetischen Selektion der dendritischen Zellen aus der Milz wurden diese in
Basismedium (10 %) mit einer Peptidkonzentration von 1 pg/ml aufgenommen und im Brut-
schrank inkubiert (3h, 37°C). Der eine Teil der dendritischen Zellen, welcher spater mit CD4"
T-Zellen aus einer OT-2-Maus inkubiert wird, wurde wahrend der Inkubation mit dem OT-2-
Peptid (OVAa23.339) beladen. Der andere Teil der DZ, welcher die CD8a* T-Zellen einer OT-1-
Maus stimulieren wird, mit dem OT-1-Peptid SIINFEKL (OVA257_264).

2.2.24. Peptidspezifische Stimulation

In einem weiteren Stimulationsversuch wurden dendritischen Zellen aus der Milz von
Mausen vom C57BL/6-Stamm mittels magnetischer Selektion isoliert und mit verschiedenen
Peptiden beladen. Auch hier wurde zwischen DZ aus Wildtyp-Mausen und tumortragenden
Maiusen vor und nach Therapie unterschieden. AnschlieBend wurden 5 x 10*DZ, die mit dem
Peptid SIINFEKL (OVA2s;-264) beladen wurden, mit 1 x 10° CD8a* T-Zellen, die aus einer OT-1-
Maus magnetisch isoliert wurden, in 200 pl Basismedium inkubiert. CD4" T-Zellen aus einer
OT-2-Maus wurden mit DZ, beladen mit dem OT-2-Peptid (OVA333-339), im selben Verhéltnis
stimuliert. Die Uberstinde wurden nach 3 und 5 Tagen abgenommen und deren Zytokin-

menge mittels ELISA quantifiziert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Analyse der Oberflaichenmarker dendritischer Zellen

3.1.1. Verhiltnis der DZ-Subpopulationen

Immunzellen zeichnen sich durch bestimmte phanotypische Eigenschaften aus, aufgrund
derer sie in verschiedene Populationen eingeteilt werden. Dendritische Zellen besitzen den
charakteristischen Marker CD11c, welcher in unterschiedlichen Mengen auf ihrer Oberflache
exprimiert wird. Durch die Quantifizierung der CD11c-Expression lassen sich daher zwei DZ-
Untergruppen bilden: CD11c"*- und CD11c""-exprimierende DZ, die sich in der Anzahl
ihrer Reifemarker und kostimulatorischen Molekiile unterscheiden und unterschiedlich
agieren. Tumorinfiltrierende CD11c™% DZ werden auch als regulatorische DZ bezeichnet,
die vor allem einen immunsuppressiven Einfluss haben. CD11c™" DZ besitzen im Vergleich
dazu einen eher férdernden Einfluss auf die Antitumorantwort. Sie befinden sich vermutlich
aufgrund der starkeren Expression mehrerer kostimulatorischer Molekiile in einem reiferen

Zustand und Uben vor allem immunstimulierende Funktionen aus.

Aufgrund dieser unterschiedlichen und teils entgegengesetzten Eigenschaften ist gerade das
Verhaltnis beider DZ-Subgruppen entscheidend fiir den Gesamteinfluss auf die Immun-
antwort. In der FACS-Analyse der DZ aus tumorkranken A-MYC-Ma&usen war das Verhaltnis
der CD11c™8- zur CD11c"™-Population im Vergleich zum Wildtyp erhéht (Abbildung 3.1a).
Dies bestarkt die Annahme, dass die T-Zell-Stimulation durch dendritische Zellen unter
Tumorlast nur noch eingeschrankt funktioniert. Durch die Behandlung mit Immunkontroll-
punkt-Inhibitoren bei tumorkranken Mausen konnte dieses Verhaltnis signifikant reduziert
werden (Abbildung 3.1a und b), was den positiven Einfluss der Immuntherapie auf die

immunstimulierende Funktion dendritischer Zellen unterstreicht.
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Abbildung 3.1: Verhiltnis der DZ-Subpopulationen CD11c"™® und CD11c™". (a) Vergleich der
Relation CD11c "e¥ / "oh zwischen Wildtyp (n = 33) und tumortragender Maus vor (n = 24) und nach
(n = 7) Behandlung. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM abgebildet. Die Signifikanz wurde
mithilfe des Student’s t-Testes berechnet und wird durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p <
0,001) dargestellt. (b) Einteilung beider Subpopulationen anhand des Punktediagramms. Der
Quotient CD11c™ / " hej der tumortragenden Maus betrigt 5,12. Nach Behandlung liegt er bei
2,87. Typisches Ergebnis von insgesamt 24 Experimenten.

3.1.2 Reife- und Aktivierungsmarker
Um die Wirkung der Immunkontrollpunkt-Blockade auf den Reifegrad der DZ-Subpopu-
lationen weiter zu untersuchen, wurden verschiedene kostimulatorische Molekiile auf der

Zelloberflache vor und nach Therapie analysiert.

Nachdem unreife dendritische Zellen ein fremdes Antigen aufgenommen und fragmentiert
haben, prasentieren sie die Peptidmolekiile auf ihrer Oberflache iber den MHC-II. Im Zuge
dieses Reifungsprozesses wird die Expression mehrerer kostimulatorischer Rezeptoren hoch-

reguliert. CD80 und CD86 sind Reifemarker und unterstiitzen die Aktivierung von T-Zellen,
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indem sie an deren CD28-Molekiil binden. Eine erhdhte Expression von CD80/86, aber auch
von Aktivierungsmarkern wie CD83 und CD40 wirkt sich daher férdernd auf die funktionellen
Eigenschaften der dendritischen Zellen aus. (Aerts-Toegaert et al., 2007; Cella et al., 1996;
Elgueta et al., 2009; Ma & Clark, 2009)

Perrot et al. zeigten, dass tumorinfiltrierende DZ des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms im
Vergleich zu DZ aus gesundem Gewebe eine deutlich verminderte Expression dieser
Molekiile aufwiesen. Auch bei Untersuchungen von Prostatakarzinomen besaBen die
eingewanderten DZ eine niedrige Rate an CD80, CD86 und CD83 auf ihrer Oberflache und
waren in ihren T-Zell-stimulierenden Funktionen stark eingeschrankt (Watkins et al., 2011).
Bei Naujoks et al. wiesen DZ aus dem B-Zell-Lymphom der A-MYC-Maus dagegen eine
erhoéhte Anzahl der kostimulatorischen Markern auf, waren allerdings dennoch nicht fihig,
die T-Zellen adaquat zu stimulieren. Es sollte nun untersucht werden, inwieweit sich der
Einsatz von a-CTLA-4- und a-PD-1-Antikérpern auf die Menge der exprimierten
Oberflaichenmolekiile auswirkt. Dabei scheinen die beiden Reifemarker CD80 und CD86
besonders auf den CD11c™% DZ nach Behandlung stirker exprimiert zu werden (Abbildung
3.2a+b), wihrend CD83 in der CD11c™* Subgruppe im Gegensatz dazu signifikant herab-
reguliert war (Abbildung 3.2c).
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Abbildung 3.2: Expression verschiedener kostimulatorischer Molekiile auf der Oberflache
dendritischer Zellen. Fir die Wildtypgruppe gilt n = 13, bei der tumortragenden Mausgruppe vor
Behandlung gilt n = 9 und nach Behandlung n = 4. (a) Vor allem in der CD11c"*"& Gruppe steigt die
CD80*-Expression nach Therapie an. (b) Hochregulation des Reifemarkers CD86 in beiden DZ-
Subpopulationen bei erkrankten Tieren, insbesondere nach Behandlung. (c) Verminderte Expression
des Aktivierungsmarkers CD83 nach Behandlung. In der CD11c™" Gruppe ist dies signifikant. Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test
berechnet und wird durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) dargestellt.

Der von dendritischen Zellen exprimierte Aktivierungsmarker CD40 besitzt verschiedene
Funktionen, darunter die Hochregulierung von CD80/86 sowie die Induktion der Interleukin-
12-Produktion. Durch die Bindung des CD40-Liganden auf T-Helferzellen wird zudem die
Expression von MHC-1I-Molekiilen gesteigert, deren Stimulation die IL-12-Produktion weiter
fordert. Letztlich bewirkt die gesteigerte IL-12-Menge eine Polarisierung der T-Helferzellen
zum Ty1-Subtyp und triggert somit eine inflammatorische Immunreaktion. (Caux et al., 1994;
Cella et al., 1996; Elgueta et al., 2009; Koch et al., 1996; Ma & Clark, 2009; Snijders et al.,
1998)
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Neben der Wirkung auf die DZ fiihrt die Bindung des MHC-Il durch den TZR auch zur
Aktivierung von CD4" T-Zellen, die daraufhin spezifisch gegen das prasentierte Antigen
gerichtet sind. Wie in Abbildung 3.3 zu erkennen ist, war die Menge des exprimierten CD40
wie auch des fiir die Antigenprasentation essentiellen MHC-II unter den CD11c"" DZ aus
kranken Mausen im Vergleich zum Wildtyp verringert. Dagegen konnte die Therapie mit
Immunkontrollpunkt-Inhibitoren die Expression von CD40 und MHC-Il sogar Uber das

Wildtyp-Niveau steigern.
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Abbildung 3.3: Expression des Aktivierungsmarkers CD40 (a) sowie des MHC-II (b). Nach der Therapie
steigt die Expression beider Molekiile an und erreicht Werte oberhalb des Wildtypniveaus. Fir die
Wildtypgruppe gilt n = 11, bei der Gruppe ohne Behandlung gilt n = 7 und mit Behandlung n = 4. Alle
Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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3.1.3 PD-L1- und CTLA-4-Expression auf dendritischen Zellen

T-Lymphozyten besitzen verschiedene Oberflachenmolekiile, die die Aktivitat der Zelle
beeinflussen. Neben aktivierenden Rezeptoren exprimieren sie auch die sogenannten
Immunkontrollpunkt-Molekiile PD-1 und CTLA-4. Werden diese gebunden, |6st dies jeweils
ein negatives Signal in der aktivierten T-Effektorzelle aus, wodurch deren inflammatorische
Funktion gebremst wird. Uber die Bindung von PD-1 durch dessen Liganden PD-L1 (B7-H1)
kénnen nicht nur Tumorzellen, sondern auch Antigen-prasentierende Zellen, darunter
dendritische Zellen, die Funktion der T-Zellen unterdriicken (Freeman et al., 2000). Die Blo-
ckade von PD-L1 auf dendritischen Zellen flihrte zu einer gesteigerten T-Zell-Aktivierung und
Zytokinproduktion, was die inhibitorische Wirkung des B7-1-Liganden nachweist (Brown et

al., 2003).

Bei der Analyse der dendritischen Zellen aus kranken A-MYC-Mausen zeigte sich besonders
bei der regulatorischen Subgruppe eine signifikant hohere Menge des PD-1-Liganden im
Vergleich zu DZ aus Wildtyp-Mausen. Nach Behandlung der tumorkranken Mause mit
Immunkontrollpunkt-Inhibitoren wurde dagegen eine signifikant verminderte PD-L1-
Expression unter den regulatorischen DZ gemessen (Abbildung 3.4a). Durch die Therapie
konnten demnach die hemmenden Eigenschaften dieser DZ-Subgruppe deutlich reduziert

werden.

Um zu untersuchen, ob neben T-Zellen und NK-Zellen (Stojanovic et al., 2014) auch
dendritische Zellen CTLA-4-Molekiile auf der Oberflache exprimieren, wurden diese aus
Wildtyp-Mausen und tumortragenden A-MYC-Mausen gewonnen und durchflusszyto-
metrisch analysiert. Dabei konnte vor allem in der CD11c"™*® Subgruppe aus kranken
Mausen gegentliber dem Wildtyp eine deutlich gesteigerte CTLA-4-Expression nachgewiesen
werden (Abbildung 3.4b und c). Dies unterstiitzt die Aussage, dass gerade diese Subgruppe
der dendritischen Zellen im Tumormilieu immunsuppressives Potential besitzt und somit die

Funktion der T-Effektorzellen unterdriicken kann.
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Abbildung 3.4: Expression von PD-L1 (a) und CTLA-4 (b) auf CD11c™"*® DZ verschiedener
Mausgruppen. Es gilt n = 25 (Wildtypgruppe), n = 15 (ohne Behandlung) und n = 7 (mit Behandlung)
bei der PD-L1-Analyse. Bei der CTLA-4-Bestimmung gilt n = 2 (Wildtypgruppe) und n = 3 (ohne
Behandlung). Dargestellt als Mittelwert + SEM. Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test
ermittelt und wird durch * (p < 005), ** (p < 001 oder ***
(p < 0,001) dargestellt. (c) Histogramm-Darstellung der in (b) gezeigten CTLA-4-Expression.
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3.2.Regulation der Immunantwort durch Zytokinexpression

3.2.1. IL-12-/IL-10-Verhiltnis der dendritischen Zellen aus In-vivo-Versuchen

Zytokine, die von vielen Zellen als Botenstoffe sezerniert werden, haben vielfaltige und auch
entgegengesetzte Wirkungen auf das Immunsystem. Sie beeinflussen Zell-Zell-Interaktionen

und steuern wichtige Ablaufe wie beispielsweise die Immunreaktion gegeniiber Krebszellen.

Das von einigen Immunzellen sezernierte IFN-y stimuliert u.a. die Interleukin-12-Produktion
in dendritischen Zellen. Dadurch wird die Polarisierung der T-Helferzellen zu Ty1-Zellen ge-
fordert und eine inflammatorische Immunreaktion beglinstigt. Przewoznik et al. konnten im
A-MYC-Mausmodell allerdings zeigen, dass die Menge des im Tumormilieu produzierten IFN-
y reduziert ist. Dies ist vermutlich ursachlich dafiir, dass auch das Zytokinexpressionsmuster
dendritischer Zellen im Vergleich zum Wildtyp ein eher immunsuppressives Profil aufweist,
bei dem das Verhaltnis der instruktiven Interleukine 12 und 10 zugunsten des letzteren
verschoben ist (Naujoks et al., 2014). Dadurch wird die Bildung von T.2-Zellen verstarkt,
welche die Antitumorantwort unterdriicken und zur Toleranzinduktion fihren. (Huang et al.,
1995) konnten zudem nachweisen, dass auch Tumorzellen verschiedene antiinflamma-
torische Zytokine, wie IL-4 und IL-10, sezernieren. Dadurch verstirken sie das immun-

suppressive Milieu und schiitzen sich so vor dem Angriff durch das Immunsystem.

Durch den Einsatz von mAK gegen die Immunkontrollpunkte CTLA-4 und PD-1 kénnen
tumorantigenspezifische T-Effektorzellen reaktiviert werden. Diese zeigten im A-MYC-Maus-
modell neben den wiederhergestellten Effektorfunktionen eine gesteigerte Sekretion von
IFN-y (Ahmetlic et al., 2021). Um zu untersuchen, welche Auswirkungen dies auf die Zytokin-
produktion dendritischer Zellen hat, wurde eine durchflusszytometrische Analyse der
Interleukin-12- und -10-Menge sowie deren Relation in DZ aus behandelten \-MYC-Mausen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich nicht nur eine insgesamt erhéhte IL-12- und verminderte IL-
10-Sekretion (Abbildung 3.5a und b), sondern auch eine Steigerung des Verhéltnisses in der
regulatorischen DZ-Subpopulation (Abbildung 3.5c). Dies ist besonders bemerkenswert, da
gerade der CD11c"™*® Untergruppe eher immunsuppressive Funktionen zugeschrieben
werden (Liu et al., 2009). Um den essentiellen Beitrag von IFN-y fur die Umkehrung des
Verhaltnisses nachzuweisen, wurde die Zytokin-Sekretion zusatzlich in DZ aus A-MYC-

Mausen gemessen, welche neben der Kontrollpunkt-Blockade auch IFN-y-depletierende
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Antikérper (XMG-1.2) erhalten hatten. Tatsachlich blieb der Effekt der therapeutischen

Antikorper ohne die stimulierende Wirkung des Interferons aus. Das Verhaltnis IL-12 zu IL-10

entsprach etwa dem der nicht-therapierten Mausgruppe (Abbildung 3.5c).
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Abbildung 3.5: Expressionsmuster der instruktiven Zytokine IL-12 und IL-10 auf dendritischen Zellen

verschiedener Mausgruppen. (a) IL-12- (b) IL-10-Expression im Vergleich zwischen kranker und mit a-
CTLA-4- und a-PD-1-Antikérpern behandelter Maus. Jeweils dargestellt als Histogramm. (c) Vergleich
des IL-12-/IL-10-Verhiltnisses auf CD11c™"& DZ vor und nach Therapie mit CTLA-4- und a-PD-1-Anti-
korpern, als auch unter Behandlung mit IFN-y-depletierenden XMG1.2-Antikérpern. Es gilt n = 16

(Wildtypgruppe), n = 9 (ohne Behandlung), n = 6 (mit Behandlung) und n = 3 (mit Behandlung und
XMG1.2-Antikérpern). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM.
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3.2.2. Zytokinexpression nach In-vitro-Inkubation mit therapeutischen Antik6érpern

Da auch auf dendritischen Zellen PD-1- und CTLA-4-Molekiile exprimiert werden
(Scheuerpflug et al., 2020), wurde im Folgenden getestet, ob auch eine direkte Interaktion
mit den therapeutischen Antikérpern stattfindet. Dazu wurden dendritische Zellen aus A-
MYC-Mausen 3 Tage lang mit a-PD-1- und a-CTLA-4-Antikorpern inkubiert. AnschlieBend
wurde das Verhaltnis der Interleukine 12 zu 10 bestimmt. Wie in Abbildung 2.6 zu erkennen
ist, konnte dieses - wie auch nach der In-vivo-Behandlung der A-MYC-Mause (Abbildung 3.6)
- gesteigert werden. Dies zeigt, dass dendritische Zellen nicht nur indirekt liber eine erhéhte
IFN-y-Produktion, sondern auch direkt durch die therapeutischen Antikdrper stimuliert

werden und dadurch vermutlich zum Erfolg der Immunkontrollpunkt-Blockade beitragen.

1.5

1.04

Verhaltnis IL-12 /IL-10

0.5

ohne Antikdrper  mit Antikérpern

Abbildung 3.6: Direkter Einfluss der kombinierten Immunkontrollpunkt-Blockade mittels a-CTLA-4-
und a-PD-1-Antikérpern auf dendritischen Zellen aus A-MYC-Mausen. Es gilt jeweils n = 5. Nach der
Inkubation mit Antikorpern wiesen die dendritischen Zellen ein héheres Verhaltnis der instruktiven
Zytokine IL-12 zu IL-10 auf. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte £ SEM dargestellt.
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3.3 Funktionalitit dendritischer Zellen

Dendritische Zellen stellen eine Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem dar. Uber ihre Antigen-prisentierenden Fihigkeiten steuern sie die Akt-
vierung und Spezialisierung von T-Zellen und kdnnen so eine zielgerichtete Reaktion gegen

die Tumorzellen einleiten (Gabrilovich et al., 1996).

Da das Potential dendritischer Zellen zur T-Zell-Stimulation in kranken A-MYC-M&usen
reduziert ist (Naujoks et al., 2014), sollte nun untersucht werden, ob diese funktionelle

Beeintrachtigung mithilfe der therapeutischen Antikérper verbessert werden kann.

Fir diese Versuchsreihe wurden DZ aus therapierten A-MYC-Mausen und T-Zellen aus
unbehandelten Ma3usen eines anderen (allogenen) bzw. gleichen (syngenen) Stamms isoliert
und in verschiedenen In-vitro-Ansatzen kokultiviert. AnschlieBend wurde die Konzentration
von IFN-y in den Uberstinden als Maf3 einer erfolgreichen T-Zell-Stimulation nach 3 und

nach 5 Tagen bestimmt.

3.3.1 Allogene Stimulation

Fir diesen Ansatz wurden sowohl CD4", als auch CD8a* T-Zellen aus Mausen des BALB/c-
Stamms und dendritische Zellen aus Mausen mit C57BL/6-Hintergrund verwendet. Aufgrund
der unterschiedlichen Abstammung der Mause besitzen deren Zellen unterschiedliche
Gewebsmolekiile auf ihrer Oberflache. T-Zellen erkennen die Proteine der dendritischen

Zellen daher als fremd und werden nach deren Bindung aktiviert.

Waiahrend DZ aus Mausen ohne Behandlung in ihrer Stimulationskapazitat beeintrachtigt
waren, konnte durch die Immunkontrollpunkt-Blockade bereits ab Tag 3 eine deutliche
Steigerung erreicht werden. Dabei wurden sogar IFN-y-Werte (iber denen der Wiltyp-

Mausgruppe gemessen (Abbildung 3.7).

Unter den A-MYC-Mausen wurde zusatzlich zwischen klinisch gesunden und klinisch kranken
Individuen unterschieden. Auch hier zeigte die antikérperbasierte Immuntherapie eine stei-

gernde Wirkung auf die T-Zell-Aktivierung durch DZ (Abbildung 3.7b).
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Abbildung 3.7: Ergebnisse der allogenen Stimulation nach 3 bzw. 5 Tagen. Bestimmung der IFN-y-
Menge als Parameter einer erfolgreichen T-Zell-Stimulation durch die dendritischen Zellen aus
verschiedenen Mausgruppen. (a) Vergleich der klinisch kranken M3use ohne und mit Behandlung.
Dargestellt ist die Inkubation der DZ mit CD4* T-Zellen. Hier gilt n = 9 (Wildtypgruppe), n = 3 (ohne
Behandlung) und n = 6 (mit Behandlung). (b) Vergleich der klinisch gesunden M3use ohne (n = 2) und
mit Behandlung (n = 3). Hier erfolgte die Stimulation von CD4" T-Zellen. (c) Vergleich der klinisch
kranken Mause ohne (n = 3) und mit Behandlung (n = 5). Die Anzahl der Wildtypgruppe ist 9. Hier
dargestellt ist die Inkubation der DZ mit CD8a" T-Zellen. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +
SEM dargestellt.

3.3.2 Peptidspezifische Stimulation
In diesem Versuch wurden dendritische Zellen aus Mausen mit C57BL/6-Hintergrund isoliert.
Diese sollen T-Zellen aus einem transgenen OT-Mausmodell stimulieren, deren TZR gegen

ein spezifisches Ovalbumin-Protein (OVA-Protein) gerichtet ist.
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Eine Halfte der DZ wurde mit OVAjs7-264 (SIINFEKL) beladen und anschlieBend mit CD8a" T-
Zellen aus OT-I-Mausen inkubiert. Die andere Halfte wurde mit OVAs,;-330 beladen, welches
vom TZR der CD4" T-Zellen aus OT-II-M3usen erkannt wird. Dies wurde jeweils mit DZ aus
kranken, nicht-therapierten sowie therapierten A-MYC-Mausen durchgefihrt. Somit kann die
Antigen-prasentierende Fahigkeit dendritischer Zellen aus Mausen vor und nach Therapie
miteinander verglichen werden. Durch die Bindung dieses OVA-spezifischen T-Zell-Rezeptors
an den Protein-beladenen MHC der dendritischen Zellen wird ein stimulierendes Signal in
der naiven T-Zelle ausgel6st. Sie wird aktiviert und produziert daraufhin IFN-y. (Preynat-

Seauve et al., 2006)

Als Kontrolle wurden auch nicht-beladene DZ mit CD4* bzw. CD8a" T-Zellen inkubiert. Die
dabei sehr gering produzierten IFN-y-Mengen (hier nicht gezeigt) wurden von denen der

peptidspezifischen Stimulation abgezogen.

Wurden T-Zellen mit dendritischen Zellen aus kranken, nicht-therapierten A-MYC-Mausen
inkubiert, war deren IFN-y-Produktion deutlich beeintrachtigt. Dagegen konnte die Kapazitat
der dendritischen Zellen zur T-Zell-Stimulation verbessert werden, wenn die Mause vorher

Immunkontrollpunkt-Inhibitoren erhalten hatten (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Ergebnisse der peptidspezifischen Stimulation nach 3 bzw. 5 Tagen. Bestimmung der
IFN-y-Menge als Parameter einer erfolgreichen T-Zell-Stimulation durch DZ aus verschiedenen Maus-
gruppen. (a) Inkubation der DZ mit CD4" T-Zellen. Es gilt n = 5 (Wildtypgruppe), n = 1 bzw. 2 (Tag 3
bzw. 5 ohne Behandlung) und n = 3 (mit Behandlung). (b) Inkubation der DZ mit CD8a* T-Zellen. Fiir
die Wildtypgruppe gilt n = 3, in der Mausgruppe ohne Behandlung gilt n = 2 und in der behandelten
Mausgruppe ist n= 1. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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4. DISKUSSION

4.1 Bedeutung der Therapie mit Immunkontrollpunkt-Inhibitoren

Krebserkrankungen stehen nach kardiovaskuldren Ereignissen auf Platz 2 der haufigsten
Todesursachen (Statistisches Bundesamt, 2021). Daher besteht groRes Interesse an der
Entwicklung geeigneter und effektiver Behandlungsmaoglichkeiten von Tumoren. Neben den
herkémmlichen Verfahren scheint die Stimulation des Immunsystems dabei ein vielver-
sprechender Ansatz zu sein. In der Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms
beispielsweise gehort die Blockade der Immunkontrollpunkte CTLA-4 und PD-1 bereits zur
Standardtherapie, durch welche unter anderem eine Verlangerung des durchschnittlichen
Uberlebens erreicht werden konnte (Rogiers et al., 2019). Auch bei der Behandlung des
Lungenkarzinoms, einem der weltweit haufigsten und tédlichsten Tumorerkrankungen,
kommen Kontrollpunktinhibitoren vielfach zum Einsatz (Xiong et al., 2021). Dennoch
sprechen nicht alle Patienten auf die Behandlung mit a-PD-1- und a-CTLA-4-Antikdrpern mit
gleichem Erfolg an. Daher ist es notwendig, deren zugrunde liegenden Mechanismen
genauer zu verstehen, um die Erfolgsquote bei den individuellen Tumorerkrankungen besser

einschatzen und die Therapie letztlich weiter verbessern zu kénnen (Beavis et al., 2018).

In dieser Arbeit wurde dafiir das murine A-MYC-Lymphommodell verwendet, dessen
klinisches Bild mit dem menschlichen Burkitt-Lymphom vergleichbar ist. Unter der Therapie
mit a-PD-1- und a-CTLA-4-Antikérpern kam es zu einer Hochregulation kostimulatorischer
Molekiile und einem Wechsel zu einem Ty1-polarisierenden Zytokinprofil der dendritischen
Zellen. Auch konnten deren Antigen-prasentierende und T-Zell-stimulierende Funktionen
regeneriert werden. Dies zeigt, dass hinter den Wirkmechanismen ein gro8es Netzwerk aus
Immunzellen und Botenstoffen steckt, welche vielfiltige Ansatzpunkte fiir eine spezifische

Therapie bieten.

4.2 Die Effekte von IFN-y

Endogen produziertes IFN-y spielt eine essentielle Rolle in der Bekampfung von spontan
entstehenden Tumorerkrankungen. In Mausen, denen die Sensitivitat bzw. der Rezeptor fiir

IFN-y fehlte, entwickelten sich Krebszellen schneller und haufiger als in normalen Mausen
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(Kaplan et al., 1998). Unter Immuntherapie konnte bei NSCLC- oder Melanom-Patienten
dagegen ein signifikant verlangertes, progressionsfreies Uberleben erreicht werden, wenn
bei diesen eine hohere IFN-y-Expression vorlag (Karachaliou et al., 2018). Auch im A-MYC-
Mausmodell konnte die Notwendigkeit von IFN-y fiir den Therapieerfolg gezeigt werden:
Zusammen mit dem Tumornekrosefaktor (TNF) wird ein Zellzyklusarrest in Krebszellen
induziert und eine im Sinne der Tumorbekdmpfung gewiinschte Ty1-Antwort gefordert

(Braumdiller et al., 2013; Brenner et al., 2020).

Fiir das verlangerte Uberleben der \-MYC-M3&use konnten auch NK-Zellen verantwortlich
gemacht werden, die unter Therapie vermutlich die Hauptquelle des produzierten IFN-y
darstellen (Ahmetlic et al., 2021). Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch dendritische Zellen
durch die Therapie beeinflusst werden und gemeinsam mit Natlirlichen Killerzellen zur T-

Zell-abhangigen Antitumorantwort beitragen.

Bei der Analyse der Oberflichenmarker tumorinfiltrierender DZ kam es unter Therapie zu
einer gesteigerten Expression der kostimulatorischen Molekiile (Abschnitt 3.1.2). Dafir
kénnte das unter der antikorperbasierten Therapie vermehrt produzierte IFN-y ursachlich
sein (Ahmetlic et al., 2021). Dieses bewirkte bereits in einer In-vitro-Inkubation eine
Hochregulation der Reifemolekiile CD80 und CD86 (Naujoks et al., 2014). Dennoch scheint
zumindest die alleinige Bedeutung der Markerexpression fir die Induktion einer adaquaten
Antitumorantwort fragwiirdig, da TIDZ aus unbehandelten Mausen teilweise ein ebenfalls
reifes Profil aufwiesen. Zudem ist die Expression der Oberflichenmolekiile, vor allem von
CD80 und CD86, abhingig von der Tumorentitat (Preynat-Seauve et al., 2006). Wahrend in
einem Mammakarzinommodell der Maus wie auch in dem hier verwendeten A-MYC-
Mausmodell ein GroBteil der TIDZ eine Hochregulation dieser Reifemarker aufwies, war die
Expression der kostimulatorischen Molekiile in einem endogenen Melanommodell der Maus

dagegen herabreguliert (Norian et al., 2009; Zhao et al., 2009).

Dagegen dirfte der Effekt von IFN-y auf das Zytokinprofil der dendritischen Zellen ent-
scheidend fiir den Therapieerfolg sein. Wahrend TIDZ aus nicht-behandelten A-MYC-Mausen
vermehrt IL-10 und weniger IL-12 bildeten, stieg das 1L12-/IL-10-Verhaltnis unter Therapie
deutlich an (Abbildung 3.5). Auch in anderen Tumormodellen bewirkte das von

benachbarten T-Lymphozyten sezernierte IFN-y eine erhéhte IL-12-Produktion in dendriti-
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schen Zellen, was wiederum eine T-Zell-vermittelte Antitumorreaktion einleitete (Garris et

al., 2018).

Fiir die entsprechende Umkehrung des Zytokinverhaltnisses konnte neben der indirekten
Wirkung von IFN-y auch die direkte Bindung von a-PD-1- und a-CTLA-4-Antikérpern an deren
Rezeptoren auf dendritischen Zellen verantwortlich sein. Wie auch in anderen
Tumormodellen (Han et al., 2014; Lamichhane et al., 2017) konnten die
Immunkontrollpunkt-Molekiile auf der Oberflache der DZ aus A-MYC-Mausen nachgewiesen
werden (Abbildung 3.4). In vorausgegangenen Studien wurde durch agonistische CTLA-4-
Antikorper eine Steigerung der IL-10-Produktion sowie Herabregulation der IL-12-Sekretion
in dendritischen Zellen bewirkt (Laurent et al., 2010). Mithilfe der inhibitorischen a-PD-1-
und a-CTLA-4-Antikérper konnte dieses unglinstige Zytokinverhaltnis wieder umgekehrt
werden (Abbildung 3.6). Allerdings scheint dieser antikérperbasierte Mechanismus nicht die
Hauptursache der erfolgreichen In-vivo-Behandlung zu sein, da die Depletion von IFN-y den

Therapieeffekt fast vollstandig verhinderte (Abbildung 3.5).

4.3 Stimulationskapazitit der DZ

Wie auch in einem HPV16-Tumormodell der Maus (Sun et al., 2019), war die Kapazitat zur T-
Zell-Stimulation deutlich effektiver, wenn die DZ aus therapierten A-MYC-M3usen gewonnen
wurden (Abbildung 3.7 und 3.8). Dazu tragen wahrscheinlich mehrere Faktoren bei. Zum
einen werden durch die Therapie auch Natirliche Killerzellen verstarkt reaktiviert, die die
Fahigkeit besitzen, Krebszellen direkt zu lysieren (Ohs et al.,, 2017). Die vermehrt
entstehenden Tumorzellfragmente kdnnen von DZ aufgenommen und fir die T-Zell-
Stimulation verwendet werden. Zum anderen diirfte das durch die Therapie verdanderte
Zytokinmilieu der Tumorumgebung flir eine vermehrte Bildung reifer dendritischer Zellen

flihren, welche zur effektiven T-Zell-Stimulation benétigt werden.

Auch in Melanommodellen hatte die vorausgehende Peptidbeladung dendritischer Zellen
einen positiven Effekt auf die Rekrutierung einer T-Zell-Antwort und die damit verbundene
Antitumorreaktion. Die Ag-Prasentationsfahigkeit konnte weiter verbessert werden, indem
die dendritischen Zellen zusatzlich zu den OVA-Proteinen mit Zell-penetrierenden Peptiden
inkubiert wurden. Im Vergleich zur Inkubation mit reinen OVA-Proteinen kam es dadurch zu

einer gesteigerten Ag-Aufnahme und -Prasentation und folgend zu einer signifikant erhéhten
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T-Zell-Proliferation und IFN-y-Sekretion. In nachfolgenden In-vivo-Versuchen konnte dadurch
eine Tumor-Metastasierung unterbunden und das Gesamtiiberleben der Mause verlangert
werden (Wang et al., 2002; Wu et al.,, 2019). Wurden dendritische Zellen mit tumor-
spezifischen Antigenen beladen, flihrte dies zu einer gesteigerten CD8a*-T-Zell-Antwort und -
Infiltration in das Tumorareal. Die Wachstumshemmung der transplantierten Krebszellen
durch die PD-1-Blockade mittels a-PD-1-AK konnte durch diesen synergistischen Effekt

weiter verstarkt werden (Wculek et al., 2019).

4.4 Fazit und Ausblick

Uber ihre Vermittlerrolle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort spielen DZ
eine zentrale Rolle in der Tumorbekdampfung. Eine erfolgreiche Antitumorreaktion erfordert
dabei eine wirksame Antigenprasentation und T-Zell-Stimulation. Durch das immun-
suppressive Milieu kénnen tumorinfiltrierende DZ dem allerdings nur unzureichend
nachkommen. In dieser Arbeit konnte in einem endogenen Lymphommodell der Maus
gezeigt werden, dass die Therapie mit Immunkontrollpunkt-Inhibitoren zu einer
Regeneration dieser unterdriickten DZ-Funktionen fiihrt. Dies wird unter anderem durch die
stimulierende Wirkung von IFN-y erreicht, welches unter Behandlung von reaktivierten T-
Zellen und vor allem von NK-Zellen vermehrt produziert wird (Ahmetlic et al., 2021). Auch
die dadurch beeinflusste Interleukinproduktion spielt eine tragende Rolle: Die Steigerung des
IL12-/IL-10-Verhaltnisses stellt eine wichtige Voraussetzung fir die Polarisierung einer Ty1-
gesteuerten Immunreaktion dar und steigert wiederum die IFN-y-Sekretion der NK-Zellen
(Gerosa et al., 2005; Walzer et al., 2005). Des Weiteren konnte gezeigte werden, dass eine
Zugabe von IL-12 auch die zytolytischen Fahigkeiten der NK-Zellen unter PD-1-Blockade
steigert (Ohs et al., 2017). Wie fur das menschliche Melanom beschrieben, scheinen
dendritische Zellen auch im A-MYC-Mausmodell daher mit den NK-Zellen eine gemeinsame

Achse zu bilden, welche die T-Zell-basierte Antitumorantwort unterstiitzt (Barry et al., 2018).

Da das von TIDZ und Tumorzellen gebildete Interleukin-10 die Immunsuppression und das
Tumorwachstum férdert (Han et al., 2014), sollte durch dessen Neutralisierung dieser
negative Effekt ausbleiben. Die Behandlung mit anti-IL-10-Antikorper erreichte tatsachlich

nicht nur die Regeneration paralysierter TIDZ, sondern konnte gemeinsam mit PD-1-
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blockierenden Antikdrpern zur Regression des Ovarialkarzinoms fiihren (Lamichhane et al.,
2017; Vicari, Chiodoni, et al., 2002). Auch bei nicht-soliden Tumorerkrankungen wie der
chronisch lymphatischen Leukdmie konnte die IL-10-Neutralisierung die Aktivitdt von T-
Effektorzellen, die Pravalenz von Gedachtniszellen sowie die Produktion von IFN-y erhéhen.
Zudem konnte eine Reduktion der Tumorzelllast im Plasma festgestellt werden (Rivas et al.,
2021). Im A-MYC-Tumormodell der Maus erbrachte die antikorperbasierte IL-10-
Neutralisierung ebenfalls eine verbesserte T-Zell-Funktion sowie signifikant verzogertes
Tumorwachstum (Ma et al., 2021). Aufgrund dieser Ergebnisse diirfte die Neutralisierung

von IL-10 eine vielversprechende Erweiterung in kommenden Therapieschemata darstellen.
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