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1.  Einleitung und Hintergrund

Das angeborene Immunsystem spielt in der Bekampfung von Pathogenen eine zentrale Rolle,
da es sehr schnell auf Eindringlinge reagieren und diese eliminieren oder eine hochspezifische
adaptive Immunantwort initiieren kann. Die Erkennung von Pathogenen beruht dabei auf
molekularen Strukturen, die beispielsweise auf Bakterien und Viren vorhanden sind oder von
diesen produziert werden. Diese pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) werden durch
Mustererkennungsrezeptoren (pathogen recognition receptors, PRR) des angeborenen
Immunsystems erkannt, zu denen unter anderen die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), NOD-like-
Rezeptoren (NLRs) und RIG-I-like-Helikasen (RLHs) gehoren. Allen ist gemein, dass sie bei
Aktivierung durch die konzertierte Ausschittung von Alarmsignalen und die Aktivierung weiterer
Immunzellen eine Immunantwort gegen Pathogene initiieren. Durch die Identitat dieser
Alarmsignale, auch Zytokine genannt, kann die Immunantwort so modifiziert werden, dass sie
fur die Abwehr der jeweiligen Pathogene optimal ist. So fuhrt die Aktivierung von RLHs nach
Erkennung viraler RNA neben einer humoralen Immunantwort auch zu einer zellularen
Immunantwort, die Virus-infizierte Korperzellen erkennen und beseitigen kann. Letztere ist auch
in der Eliminierung von Tumorzellen durch das Immunsystem von zentraler Bedeutung. Die
Uberlappung der Auspragung der Immunantwort kann man sich in der Tumortherapie zu Nutze
machen kann, in dem man durch Aktivierung dieser PRRs eine zellulare Immunantwort gegen
Tumorantigene initiiert.

Zusatzlich zur Abwehr von Pathogenen und entarteten Zellen vermitteln die Botenstoffe und
Zellen der angeborenen Immunitat wichtige Prozesse in der Homaoostase wie beispielsweise die
Elimination von apoptotischen Zellen/Proteinaggregaten in  Geweben, Reparatur und
Wundheilung, Angiogenese und Regulation der adaptiven Immunitat. Eine Fehlregulation der
angeborenen Immunitat kann schwerwiegende Folgen fir den Organismus haben, wie sich an
der Vielzahl von chronisch-entzindlichen und auto-inflammatorischen Erkrankungen
verdeutlicht. In Tumoren konnen inflalmmatorische Prozesse sowohl positive wie auch negative
Aspekte besitzen. Akute inflammatorische Prozesse konnen zu einer antitumoralen
Immunantwort flhren, wahrend chronisch-inflammatorische Signaturen, wie sie haufig in
Tumoren zu finden sind, das adaptive Immunsystem inhibieren. Besonders Zellen der myeloiden
Ontogenese reichern sich in Tumoren an und zeigen einen alternativ-aktivierten Phanotyp.
Sogenannte M2-polarisierte Makrophagen, oder auch Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMSs)
und unreifere Untergruppen von Monozyten und Neutrophilen, die im Tumor als myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) zusammengefasst werden, kénnen Uber diverse Mechanismen eine
antitumorale T-Zellantwort torpedieren. Die Immunzellsignatur ahnelt dabei Wundheilungs- oder
Entzindungs-Resolutions-Prozessen, die im Tumor chronifiziert ablaufen, durch Angiogenese
und Wachstumssignale das Tumorwachstum zusatzlich fordern und durch die
immunsuppressiven Eigenschaften dieser Zellen einen sogenannten immune escape des
Tumors ermoglichen (DeNardo & Ruffell, 2019; Schreiber et al., 2011; Veglia et al., 2018).

Fur eine erfolgreiche Tumorimmuntherapie ist deshalb nicht nur die Initiation einer
zielgerichteten und ausbalancierten Immunantwort erforderlich, sondern es ist essenziell, dass
diese auf eine nicht-immunsuppressive Umgebung im Gewebe trifft. Meine Forschung
fokussiert sich auf beide Aspekte — die fordernde und die hemmende Wirkung der angeborenen
Immunitat im Kontext der Tumorimmuntherapie. Das Ubergeordnete Ziel ist es, grundlegende
Mechanismen der angeborenen Immunitat besser zu verstehen, um mit diesen Erkenntnissen
effektive Tumorimmuntherapien zu entwickeln.



1.1 Mustererkennungsrezeptoren der angeborenen Immunitat

Nukleinsauren stellen eine wichtige Gruppe von PAMPs dar, besonders in der Erkennung von
viraler Replikation in der Zelle. Um Autoimmunreaktion zu verhindern, ist es von besonderer
Bedeutung, fremde Nukleinsduren von zelleigenen differenzieren zu konnen. Strukturelle
Merkmale wie Doppelstrangigkeit, chemische Modifikationen oder deren Ausbleiben und die
Lokalisation konnen dabei wichtige Unterscheidungsmerkmale gegeniber korpereigenen
Nukleinsduren sein (Roers et al, 2016). Man unterscheidet grundsatzlich die klassischen
Mustererkennungsrezeptoren, die Uber eine Signalkaskade Zytokine und Chemokine induzieren
und somit die Rekrutierung von weiteren Immunzellen vermitteln von RNA-Rezeptoren mit
direkter antiviraler Aktivitat, die Uber Translationsarrest in der Zelle eine weitere Replikation von
Viren verhindern (Chen & Hur, 2022; Schlee & Hartmann, 2016).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung wichtiger RNA-Rezeptoren und deren Signalwege. RNAs, die von
aufllen in die Zelle aufgenommen werden, konnen im endosomalen Kompartiment durch TOLL-like-
Rezeptoren erkannt werden. Zytoplasmatische Doppelstrang-RNAs (dsRNAs) werden durch die RIG-I-
like Helikasen, RIG-I und MDAS, detektiert. Durch Aktivierung dieser Rezeptoren wird eine Signalkaskade
ausgelost, die zur Translokation der Transkriptionsfaktoren NFkB und IRF3/7 in den Zellkern fihrt, die
die Expression von Alarmsignalen (Zytokine, Chemokine, Interferone (IFN-I)) vermitteln. IFN agiert auto-
und parakrin und fiihrt zur Induktion von Interferon-induzierten Genen (ISGs), die die Zelle in einen
antiviralen Alarmzustand versetzen und zu denen auch die dsRNA-Rezeptoren OAS und PKR geharen,
die durch die Inhibition der Translation antiviral wirken. Bei anhaltend hoher Konzentration von viralen
RNAs kann diese Translationsinhibition auch zum programmierten Zelltod fiihren. Modifiziert aus
Schlee and Hartmann, 2016.

Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten RNA-Rezeptoren und ihrer Signalwege. TOLL-
like Rezeptoren (TLR) detektieren RNAs aus extrazelluldaren Quellen im endosomalen
Kompartiment. TLR3 erkennt doppelstrangige (ds) RNA, wahrend die hauptsachlich in Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) exprimierten TLR7 und 8 einzelstrangige RNAs detektieren. Sie



leiten das Signal Uber Ihre Adapterproteine TRIF und MyD88 weiter. Im Zytoplasma tbernehmen
die RIG-I-like Helikasen (RLH), retinoic acid inducible gene | (RIG-) und melanoma differentiation-
associated gene 5 (MDAS), die Erkennung viraler dsRNA. RIG-I im Speziellen ist entscheidend fir
die Erkennung bedeutender humanpathogener Viren wie Influenzaviren (Kell & Gale, 2015). Es
ist ein ubiquitar exprimierter Sensor fur virale RNA, der kurze doppelstrangige RNA-Molekdule mit
einer fur virale RNA typischen 5-Triphosphat-Gruppe (3p-RNA) erkennt (Hornung et al., 2006;
Schlee et al., 2009; Schmidt et al., 2009). Zelleigene RNA hingegen wird durch eine 5-cap-
Struktur von der Erkennung abgeschirmt. Die Bindung eines Liganden an RIG-I fuhrt zur
Aktivierung einer Signalkaskade, die uUber die Bindung von RIG-I an das mitochondrial antiviral
signaling protein (MAVS) zur Aktivierung von IRF-3/-7, MAPK und NFkB und damit zur Sekretion
von Typ I-Interferonen (IFN-I) und anderen proinflammatorischen Zytokinen fihrt (Kato et al,
2006; Yoneyama et al., 2004) (vgl. Abbildung 1). Das sezernierte IFN-I aktiviert durch Bindung an
den Interferon-alpha-Rezeptor (IFNAR1/2) eine Feed-forward-Schleife und induziert die
Expression hunderter antiviraler Gene, zu denen auch die RLHs selbst zdhlen. Diese
sogenannten interferon-stimulated genes (ISG) dienen zum einen der Abwehr von viralen
Pathogenen in der Zielzelle selbst und zum anderen als Alarmsignal fiir Nachbarzellen. Zu den
ISGs gehoren auch weitere RNA-Sensoren mit direkter antiviraler Aktivitat wie protein kinase R
(PKR) und oligoadenylate synthetase 1-3 (OAS1-3) (Schlee & Hartmann, 2016). Diese Rezeptoren
inhibieren die virale Replikation, in dem sie einen Translationsarrest in der Zelle hervorrufen. PKR
vermittelt dies durch Phosphorylierung des eukaryotic translation initiation factor 2A (elF2A)
(Taniuchi et al., 2016), die drei homologen OAS1-3 produzieren nach Bindung doppelstrangiger
RNA den second messenger 2'-5-Oligoadenylat (2-5A) und bewirken damit die Aktivierung von
RNase L, die durch Abbau viraler und zellularer mRNA die Translation in der Zelle inhibiert (Burke
et al, 2019; Rath et al,, 2019; Schwartz & Conn, 2019). Die Aktivitdat von PKR und RNase L kann
zum Zelltod flhren. Eine einzelne Zelle wird dadurch zur Eindammung der Virusvermehrung fur
den Organismus geopfert.

Zytokininduktion und Zelltod fuhren gemeinsam zur effektiven Initiation einer adaptiven
Immunantwort. Chemokine locken dabei Immunzellen an den Infektionsort, werden durch das
Zytokinmilieu aktiviert, und das Sterben von infizierten Zellen erhoht die Verfigbarkeit von
Zellfragmenten mit spezifischen Antigenen fir die Aufnahme durch Antigen-prasentierenden
Zellen. Die Polarisierung der entstehenden Immunantwort gegen intrazellularen Pathogene ist
eine sogenannte Th1-Antwort, die auf der Aktivitat von zytotoxischen T-Zellen basiert. Diese Art
von Immunantwort ist nicht nur in der antiviralen Immunitat wichtig, sondern auch wahrend
einer Immunantwort gegen Tumore. Dabei zielt die Immunantwort nicht auf virale Antigene,
sondern auf Veranderungen in den Tumorzellen ab, die sie von gesunden Zellen unterscheidbar
machen, sogenannte Tumorantigene. Auf diesem Prinzip basieren die immuntherapeutischen
Ansatze der nachsten Kapitel.



2.  Forschungsprojekte
2.1 5'-Triphosphat-RNA-basierte in situ-Vakzinierung zur Tumorimmuntherapie

Die oben beschriebenen Mechanismen der Immunaktivierung konnen durch die gezielte
Ansteuerung von Mustererkennungsrezeptoren, wie den RIG-I-like Helikasen (RLH),
therapeutisch genutzt werden (Ellermeier et al., 2013; Fu et al., 2015; Poeck et al., 2008; Schnurr
& Duewell, 2013), um das immunsuppressive Tumormilieu zu reprogrammieren und eine
adaptive Immunantwort zu initiieren. Ein Vorteil der RLHs gegentber anderen
Mustererkennungsrezeptoren wie den TLRs besteht unter anderem darin, dass sie ubiquitar in
somatischen Zellen wie auch in Tumorzellen exprimiert werden. Synthetische Liganden — kurze
doppelstrangige RNAs mit 5-Triphosphatgruppe (3p-RNA) — konnen durch gezielte Applikation
eine virale Infektion im Tumorgewebe imitieren. Dabei beruht die antitumorale Wirkung
einerseits auf der direkten Induktion von Zelltod in Tumorzellen, auf die ich im nachsten Kapitel
noch im Speziellen eingehen werde, anderseits auf der Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen, die wie oben beschrieben APCs and Effektor-Immunzellen rekrutieren, aktivieren
und somit eine spezifische Immunantwort auslosen. Da die Wirkweise einer Vakzinierung
gleichkommt, spricht man auch von einer in situ-Vakzinierung.

In einem Kooperationsprojekt mit Sanofi haben wir die therapeutische Anwendung von
synthetischen 3p-RNA fir die Therapie des Melanoms untersucht (Helms et al., 2019). Durch
eine Analyse von Datenséatzen des The Cancer Genome Atlas (TCGA) konnten wir zeigen, dass
die Expression von RIG-I neben der erwarteten Korrelation mit einer IFN-
Genexpressionssignatur auch mit der Infiltration von dendritischer Zellen, CD8* T-Zellen und NK-
Zellen korreliert. In einem Panel von sieben humanen Melanomzelllinien wurde das Ansprechen
von 3p-RNA untersucht. Besonderer Fokus lag dabei auf der Synthese der 3p-RNA, deren
Struktur, Sequenz und der Notwendigkeit der 5-Triphosphatgruppe fur die Entfaltung ihrer
therapeutischen Wirkung. Es konnte gezeigt werden, dass der RIG-I-Signalweg in fast allen
Zellen durch Transfektion mit diversen 3p-RNAs aktiviert wird, die Zellen aber unterschiedlich
auf das Vorhandensein einer Haarnadel-Struktur der RNA reagieren. In einigen Zellen konnte die
Haarnadel-RNA ein Fehlen der 5-Triphosphatgruppe kompensieren, wobei der Mechanismus
noch genauerer Aufklarung bedarf. Im murinen syngenen Melanommodell konnte die
intratumorale Applikation nicht nur den behandelten Tumor verkleinern, sondern auch einen
Tumor, der s.c. in die distale Flanke der Maus injiziert war. Dieser systemische Immuneffekt war
strikt abhangig von der 5-Triphosphatgruppe und korrelierte mit der Induktion von Typ | IFN,
Zytokinen und der Aktivierung von T- und NK-Zellen.

Bislang war die Anwendung von RIG-I-Agonisten lediglich in soliden Tumormodellen
beschrieben. Um herauszufinden, ob sich eine systemische Aktivierung von RIG-I auch eignet,
um nicht-solide Tumoren zu behandeln, haben wir ein syngenes praklinisches Modell der akuten
myeloiden Leukamie untersucht (Ruzicka, Koenig et al., 2020). Die iv.-Administration von
komplexierter 3p-RNA flihrte zu einer reduzierten Tumorlast, Verlangerung des mittleren
Uberlebens und in einigen Mausen zu einer kompletten Remission dieses sehr aggressiven
Tumormodells. Durch ein engraftment der Tumorzelllinie in immun-defizienten NSG-Mausen mit
anschlieBender 3p-RNA-Therapie, die keinerlei therapeutische Wirkung entfaltete, konnte die
essenzielle Rolle des adaptiven Immunsystem fur die Kontrolle der AML-Zellen gezeigt werden.
Eine Antikorper-basierte Depletion verschiedener Immunzellen ergab, dass der therapeutische
Effekt von CD4*- und CD8*-T-Zellen vermittelt wurde, nicht aber von NK- und B-Zellen. Da die



verwendete AML-Zelllinie, C1498, nicht durch komplexierte 3p-RNA transfizierbar ist, um den
therapeutischen Effekt zu erklaren, haben wir untersucht, inwiefern die Therapie von einer
intakten RIG-I- und Typ I IFN-Signalgebung in anderen Zellen abhangt. Mausen, denen der Typ |
IFN Rezeptor (IFNAR) fehlte, zeigten auch keinen Therapieeffekt mehr. Die Therapieeffizienz in
diesem nicht-soliden Tumor basiert folglich auf einer systemischen Aktivierung des adaptiven
Immunsystems mit einer essenziellen Bedeutung des IFN-signaling.

Neben der Aktivierung von RLHs ist auch der cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)-stimulator of
interferon genes (STING)-Signalweg in den Fokus der Immuntherapie gerlickt. cGAS ist ein
Sensor fur doppelstrangige DNA im Zytoplasma und kann durch die Synthese des second
messengers 2'3' cyclic GMP-AMP (cGAMP) das in der endoplasmatischen Membran lokalisierte
Protein STING aktivieren, was seinerseits eine Signalkaskade zur Induktion von IFN und anderen
Zytokinen und Chemokinen auslost. Agonisten von STING werden in mehreren klinischen
Studien zur Immuntherapie von Tumoren und als antivirales Agens erforscht (Naour et al.,
2020). cGAMP selbst wird nicht effektiv genug in Zielzellen aufgenommen und schnell von
extrazellularen oder viralen Endonukleasen abgebaut. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um
Thomas Carrell konnten wir zeigen, dass dideoxy-cGAMP-Derivate, dd-cGAMP und dd-cAAMP,
zwar eine geringere Affinitat zu STING haben, aber eine verbesserte Stabilitat gegentiber viralen
Endonukleasen und eine deutlich verstarkte Tumorkontrolle im Vergleich zu cGAMP in einem
murinen subkutanen Tumormodell bei intratumoraler Applikation besitzen (Stazzoni et al, 2022,
akzeptiert). Weitere Untersuchungen sollen den verbesserten Wirkmechanismus untersuchen.

IFN hat eine Vielzahl von Funktionen in der Immuntherapie. Wie ich in Kapitel 2.5 beschreibe,
fuhrt IFN zu einer Reprogrammierung der myeloiden Zellen und fuhrt zu einer weniger
suppressiven tumor microenvironment (TME). IFN ist auch wichtig fur die Aktivierung von
dendritischen Zellen und der von ihnen bewirkten Kreuzprasentation von Tumorantigenen.
Jedoch hat IFN nicht nur positive Effekte in flr die Tumorimmuntherapie. Durch die enorme
Potenz des Immunsystems, ist die Regulation und Balance zwischen aktivierenden und
inhibierenden Signalen von besonderer Bedeutung, um eine Uberschiellende Immunreaktion
bzw. Autoimmunitat zu verhindern. Ein Beispiel dafur ist die IFN-induzierte Expression von
immuninhibierenden Rezeptoren wie PD-L1 (Minn, 2015) auf Immun- und Tumorzellen. Viele
praklinische Studien deuten darauf hin, dass IFN-I-induzierende Therapien, wie Liganden von
PRR des angeborenen Immunsystems, das Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI)
deutlich verbessern konnen (Bald et al, 2014). Diesen synergistischen Effekt durch die
Kombination aus 3p-RNA als IFN-I-induzierenden und immunaktivierenden RIG-I-Liganden und
anti-PD-1 als ICI konnten wir sowohl fir das oben beschriebene AML-Modell (Ruzicka, Koenig et
al., 2020) sowie im préaklinischen Modell des hepatozelluldaren Karzinoms (Koenig et al.,
Manuskript in Vorbereitung) beobachten (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Kaplan-Meier-Kurven des Uberlebens von C57BL/6-Mausen nach Therapie mit 3p-RNA, anti-
PD-1 Immuncheckpoint-Inhibitor oder der Kombination aus beiden in einem praklinischen Modell der AML
(C1498) (A) (modifiziert von Ruzicka et al., 2020) bzw. des hepatozelluldren Karzinoms (RIL-175) (B)
(unveroffentlicht).

2.2 Molekulare Mechanismen der Zelltodinduktion durch doppelstrangige 5'-Triphosphat
RNA

Die Aktivierung von RIG-I durch doppelstrangige 3p-RNA flhrt zur Freisetzung von IFN-I,
proinflammatorischen Zytokinen und zu einer immunogenen Form von Zelltod (Bek et al., 2019;
Duewell et al., 2014). Wahrend die Induktion von IFN-I und Zytokinen durch RIG-I in der Literatur
uberzeugend dargelegt ist, ist die Datenlage zu den Zelltodmechanismen unzureichend und teils
widersprichlich gewesen. Insbesondere waren bislang die beiden Signalwege zur IFN-I-
Induktion und zum Zelltod nicht voneinander diskriminiert.

Nach vorherrschender Meinung waren beide Prozesse direkten Signalwegen distal der RLH-
Aktivierung zugeordnet (Besch et al.,, 2009; Chattopadhyay et al., 2016; Tormo et al., 2009). Hier
sind vor allem die Arbeiten von Besch et al. (2009) und Tormo et al., (2009) von Bedeutung, die
erstmals zeigten, dass die Aktivierung von RIG-I und MDAS5 zu Zelltod in Melanomzellen flhrte.
Beide demonstrierten, dass die IFN-unabhangige Induktion von pro-apoptotischen BH3-
Proteinen PUMA und NOXA fur die Zelltodinduktion in Melanomzellen wichtig ist, wahrend sich
PUMA als entscheidend fur die Zelltodinduktion in Pankreaskarzinomzellen herausstellte
(Ellermeier et al., 2013). Eine erhohte Tumorzellspezifitat konnte dadurch erklart werden, dass
nicht-maligne Zellen durch eine hohere BCL-X_ -Expression teilweise vor der Aktivitat von PUMA
und NOXA geschutzt sind (Besch et al, 2009). In weiteren Arbeiten wurden verschiedene
Mechanismen beschrieben, die Zelltod in Tumorzellen in Abhangigkeit von RLHs induzieren, wie
die Hochregulation und Aktivierung von TRAIL (Matsushima-Miyagi et al, 2012), eine
Herunterregulation von BCL-2, BIRC3 und PRKCE (Kumar et al., 2019), eine direkte Interaktion
zwischen MAVS und Caspase 8 (Maadidi et al., 2014) sowie die direkte Bindung vom pro-
apoptotischen BAX und IRF3 (Chattopadhyay et al., 2010, 2016), die zur Folge hat, dass BAX und
BAK in der mitochondrialen Membran eine Pore bilden, wodurch Apoptose ausgelost wird.
Neben den Mechanismen der Induktion intrinsischer und extrinsischer Apoptose wurde auch
die prominente Rolle von Autophagie (Tormo et al., 2009) hervorgehoben sowie andere Arten
des Zelltods wie Nekroptose (Schock et al., 2017) und Pyroptose (Elion et al., 2018; Franchi et
al., 2014; Poeck et al., 2008; Pothlichet et al., 2013).



Durch systematische Analyse der Zelltodinduktion mittels CRISPR/Cas9-generierten knockout
(KO)-Zelllinien konnten wir die Mechanismen der Zytokin- und Zelltodinduktion nach 3p-RNA-
Transfektion deutlich detaillierter beschreiben. Hier kamen mir die langjahrigen Erfahrungen in
der Aufschlisselung von Signalwegen unterhalb des B-Zell-Rezeptors (Engels et al., 2009;
Engels, Konig et al., 2014) zugute. Bekanntermalien sind sowohl IFN-I-Produktion als auch
Zelltodinduktion von einer intakten RIG-I-Signalkaskade abhangig (Besch et al., 2009; Tormo et
al,, 2009). Uberraschenderweise fihrte jedoch die Co-Kultivierung von RIG-I-defizienten Zellen
mit Wildtypzellen zu einer Wiederherstellung der 3p-RNA-abhangigen Zelltodinduktion in RIG-I-
KO-Zellen. Dasselbe Ergebnis ergab sich, wenn RIG-I-defiziente Zellen durch exogenes IFN-I
vorstimuliert wurden. Unseren Untersuchungen zufolge fuhrt RIG-I Uber IFN-I zur
Hochregulation eines weiteren 3p-RNA-Sensors, der im zweiten Schritt Zelltod auslost. Durch
Affinitatsaufreinigung mit anschlieBender massenspektrometrischen Analyse konnte
Oligoadenylatsynthetase 1 (OAS1) als spezifischer Bindepartner von 3p-RNA identifiziert
werden. OAST ist ein dsRNA-Sensor, der Uber die Produktion des second messengers 2-5A zur
Aktivierung von RNase L fuhrt. RNase L bewirkt, wie in der Einleitung beschrieben, durch den
Abbau von zellularen RNAs einen Translationsarrest und Zelltod. Zellen, denen RNase L als
Effektorprotein von OAST fehlte, zeigten eine deutlich reduzierte Zelltodinduktion nach 3p-RNA-
Stimulation, was die Signifikanz dieses Signalwegs in der Zelltodinduktion nach 3p-RNA-
Erkennung unterstreicht (Boehmer et al, 2021). Unsere Daten zeigen, dass Zytokin- und
Zelltodinduktion klar voneinander abgegrenzt werden kdnnen und in einen Priming- und einen
Effektor-Schritt unterteilt werden kann (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Signalwege nach zellularer Detektion von 3p-RNA. Durch
unsere Vorarbeiten konnte bereits das bisherige Credo der Zelltodinduktion in direktem Zusammenhang
der RIG-I/MAVS-Signalkaskade widerlegt werden. Das neu aufgestellte Modell zur Wirkweise beinhaltet
einen durch RIG-I signaling ausgelosten Priming-Schritt, der einerseits uber die IFN-I-Induktion zur
Expression von OAS1 flhrt, anderseits durch die Hochregulation des pro-apoptotischen Proteins NOXA
ein mitochondrielles Priming hervorruft. Im zweiten Effektor-Schritt aktiviert 3p-RNA OAST, was uber die
Produktion des second messenger 2-5A RNase L aktiviert, welche durch den Abbau von mRNAs einen
Translationsarrest auslost und zusammen mit NOXA zum Zelltod fiihrt.

2.3 Aktivierung der angeborenen Immunitat verstarkt die Infiltration von CAR-T-Zellen ins
Tumorgewebe

Die beobachtete verstarkte Infiltration von T-Zellen in den Tumor nach 3p-RNA-Therapie hat uns
dazu motiviert, zu untersuchen, ob durch Kombination von 3p-RNA mit einer CAR-T-Zelltherapie
die Infiltration der CAR-T-Zellen in soliden Tumoren erhoht werden kann. Die limitierte Infiltration
von CAR-T-Zellen stellt eine grolde Hurde in der effektiven Anwendung von CAR-T-Zelltherapie
bei soliden Tumoren dar. Die Arbeitsgruppe von Prof. Sebastian Kobold konnte zeigen, dass eine
zusatzliche Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 in CAR-T-Zellen zu einer verstarkten
Infiltration in Tumoren fiihrt, die dessen Liganden CXCL16 sekretieren (Lesch et al., 2021). Mit
der Anpassung des Chemokinrezeptor-Repertoires auf Seiten der CAR-T-Zelle an das
Tumorgewebe kann folglich ein Chemokin-/-Rezeptor-Matching produziert werden. Eine andere
Moglichkeit ist, die Ausschittung von Chemokinen im Tumor so zu manipulieren, dass sie dem
Rezeptor-Repertoire auf CAR-T-Zellen (und endogenen T-Zellen) entspricht. Durch die gezielte
Aktivierung von RIG-I im Tumorgewebe durch die therapeutische Anwendung von 3p-RNA
werden wichtige Botenstoffe in der T-Zellrekrutierung wie CXCL9, CXCL10, CXCL11 und CCL5
induziert. Dies sind Liganden der Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCRS5 und fur die Infiltration
von T-Zellen ins Gewebe verantwortlich (Srivastava et al., 2020). In der Tat konnten wir durch
die Prakonditionierung des Tumorgewebes mittels 3p-RNA eine deutlich verbesserte CAR-T-
Zellinfiltration in verschiedenen praklinischen Modellen solider Tumoren zeigen, wodurch sich
gleichzeitig ein optimierter Therapieeffekt einstellte. Neben der verbesserten Infiltration der
CAR-T-Zellen konnte auch eine weitere Komponente der Kombinationstherapie eine wichtige
Rolle spielen: die Art des ausgelosten Zelltods. Je nach Begleitsignalen kann ein Zelltod
immunologisch aktivierend oder fir das Immunsystem unsichtbar ablaufen (Galluzzi et al.,
2016). Kdirzlich wurde veroffentlicht, dass ein T-Zell-Rezeptor-abhangig ausgeloster
Tumorzelltod zu einer immunogenen Form des Zelltods fuhrt und somit eine de novo-
Immunantwort auch gegen andere Antigene als das Ziel des primaren T-Zell-Rezeptors
auslosen kann (Jaime-Sanchez et al., 2020; Minute et al., 2020). Unsere in vitro-Ergebnisse legen
nahe, dass ein CAR-vermittelter Zelltod einige entscheidende immunogene Signale vermissen
lasst, wodurch auch der fehlende Antigen-spread mit nachhaltiger Immunkontrolle von Tumoren
bei einer CAR-T-Zelltherapie erklart werden konnte. Die Kombination aus 3p-RNA und CAR-T-
Zell-induziertem Zelltod zeigte in vitro wieder die Merkmale eines immunogenen Zelltods. Im
praklinischen Tumormodell, welches sowohl EpCAM als Zielstruktur des CARs als auch das
Modellantigen Huhner-Ovalbumin exprimierten, konnten nach Kombinationstherapie vermehrt
OVA-spezifische T-Zellen festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass es zu einem Antigen-
spreading kommt (Senz..Koenig, Manuskript in Vorbereitung).



2.4 Die Kehrseite der Medaille - Fehlregulierung der angeborenen Immunitat kann zu
Immundefekten und autoinflammatorischen Erkrankungen fiihren

Das gemeinsame Arbeiten an dem Protein OAST1 fuhrte zu einer Kollaboration mit PD Dr. Fabian
Hauck (Dr. von Hauner Kinderspital, LMU Klinikum, Miinchen). Dr. Hauck hat mehrere Patienten
mit einer heterozygoten de novo-Mutation in OAS1 gefunden (Abb. 6A), die sich mit
autoinflammatorischen Symptomen, Fieberschiben, Dermatitis, einer alveolaren Proteinose
und  humoralen  Immundefizienz = prasentierten.  Wir konnten gemeinsam  den
Pathomechanismus aufklaren und durch in vitro-Experimente zeigen, dass alle vier Mutationen
in OAST zu einer konstitutiv-aktiven Form (gain-of-function, GOF) von OAST fihren (Abb. 6B und
C). Vor allem Monozyten/Makrophagen und B-Zellen zeigten sich sensitiv gegentiber der OAS1-
GOF. Der Zelltod von alveolaren Makrophagen, die wichtig fur die Beseitigung von
Proteinablagerungen in der Lunge sind konnte das klinische Bild der alveolaren Proteinose
erklaren helfen, wahrend die Anfalligkeit der B-Zellen nach Aktivierung die
Hypogammaglubolindmie mechanistisch erklaren konnte (Magg, Okano, Koenig et al., 2021).
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Abbildung 4: Vier heterozygote de novo-Mutationen im Gen OAST in sechs verschiedenen Patienten (A)
manifestierten sich klinisch in einer alveolaren Proteinose und autoinflammatorischen Symptomen und
einer Dysfunktion von Monozyten und B-Zellen. Durch Klonierung der Mutationen und Untersuchung im
Zellkultursystem konnten wir zeigen, dass alle Mutation zu einer konstitutiv-aktiven Variante von OAST
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flhren, die RNase L aktiviert und zur Degradation von rRNA fihrt (B) und RNase L-abhéngig Zelltod
auslost (C) (modifiziert aus Magg et al, 2021).

In einer weiteren gemeinsamen Arbeit mit der AG Hauck haben wir eine autosomal-rezessive
Form einer loss-of-function-Mutation in STAT1 beschrieben (Boehmer et al., 2020). Die Mutation
fuhrt zu einem Verschieben des Leserasters und somit zum kompletten Fehlen von STAT1T im
Patienten. Klinisch wurde ein Immundefizienz mit wiederkehrenden starken viralen Infektionen
und einer hamophagozytische Lymphohistiozytose (HLH) beschrieben. PBMC des Patienten
reagierten wie erwartet nicht auf die Stimulation mit IFN-a. Durch die fehlende antivirale
Programmierung der Zellen wurde in einem in vitro-Virusmodell (Vesikulares Stomatitis Virus,
VSV) eine erhohte Permissivitat festgestellt. Wir stellten die Hypothese auf, dass es durch die
erhohte Viruslast zu einer verstarkten Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine kommt, die
die HLH erklaren konnte. In der Tat konnten wir eine verstarkte Sekretion von L1, IL-6 und IL-
18 in VSV-Infizierten Monozyten in vitro messen. Da diese Zytokine mit einer HLH assoziiert sind,
konnte dies ein Pathomechanismus der HLH im untersuchten Patienten darstellen.

Neben Defekten in Proteinen immunologischer Signalwege konnen auch andere zellulare
Prozesse immunologische Auswirkungen haben, wenn ihre Homoostase gestort ist. In den
letzten Jahren ist immer deutlicher geworden, dass bestimmte zellulare Stresssituation wie
beispielsweise die Auflosung der mitochondriellen Integritat, Replikationsstress oder DNA-
Doppelstrangbriche auch zur Aktivierung von Nukleinsaurerezeptoren der angeborenen
Immunitat fihren konnen, indem es zur Relokalisation oder Produktion von endogenen
Liganden kommt (Chen & Hur, 2022). Damit sind diese Rezeptoren nicht nur fir die Erkennung
von Pathogenen, sondern auch fir die Erkennung von Zellveranderungen entscheidend. Ein
Beispiel fur einen homdoostatischen Prozess, dessen Fehlen eine IFN-Antwort auslost, konnte
ich zusammen mit der Gruppe von Prof. Travis Stracker (IRB, Barcelona) beschreiben (Segura-
Bayona et al., 2020). Die Tousled-like kinases 1 und 2 (TLK1/2) kontrollieren die Funktionen von
H3/H4 Histon-Chaperonen und sind wichtig flr die Erhaltung der DNA-Stabilitat wahrend der
Replikation, DNA-Reparatur und Transkription. Bei Depletion von TLK1/2 kommt es zu einer
epigenetischen Deregulation, wodurch repetitive Elemente des Genoms, wie zum Beispiel
endogene retrovirale Elemente, non-coding (nc) RNA und extrachromosomale telomeric repeats,
wieder transkribiert werden. Die entstehenden Nukleinsauren werden Uber den
zytoplasmatischen DNA-Sensor cGAS erkannt, der Uber Aktivierung des Adapterproteins STING
eine IFN-Antwort auslost. Es konnte gezeigt werden, dass TLK1/2 in einigen Tumoren
dberexprimiert sind, um eine Erkennung durch das Immunsystem zu verhindern.

Mit diesen Beitragen konnten ich zum Verstandnis einiger autoinflammatorischer
Pathomechanismen beitragen und wichtige Hinweise auf die Funktionsweise verschiedener
Signalwege in der angeborenen Immunitat geben.
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2.5 Immunsuppression durch myeloide Zellen im Tumorgewebe

Spatestens durch den grof3en Erfolg von sogenannten Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) -
therapeutische Antikorper, die gegen CTLA-4 oder PD(-L)1 gerichtet sind - wurde deutlich, dass
das Immunsystem in der Lage ist, Tumorzellen von normalen Zellen zu unterscheiden und zu
eliminieren. Die ICI-Therapie fuhrt allerdings nur bei einem Teil der Patienten zum langhaltenden
Therapieerfolg. Die meisten Patienten profitieren nicht oder entwickeln im Therapieverlauf
Resistenzmechanismen (Sharma et al,, 2017). Die Griinde dafiir konnen vielfaltig sein, jedoch
zeichnet sich ab, dass Tumoren, die bereits eine Infiltration von Lymphozyten haben, ein
besseres Ansprechen auf die Therapie aufweisen. Aullerdem hat die tumor immune
microenvironment (TIME) einen grof3en Einfluss auf die antitumorale Immunantwort (Binnewies
et al,, 2018). Dabei kdnnen sowohl immuninhibierende Rezeptoren auf Tumorzellen wie der
beschriebene PD-L1-Rezeptor, als auch die Sekretion von inhibitorischen Zytokinen, wie IL-10
und TGF-B, sowie die Rekrutierung von immunregulatorischen Zellen, wie regulatorischen T-
Zellen (Tregs), myeloid-derived supressor cells (MDSCs) und Makrophagen dazu flhren, dass eine
Immunantwort gegen den Tumor unterdrlckt wird. Viele Studien zeigen, dass eine
Immunzellphanotypisierung von Tumoren einen genaueren prognostischen Wert besitzt als die
klassische Staging- und Grading-Klassifikation und eine Basis flr gezieltere Therapien liefern
konnte (Bruni et al., 2020; Thorsson et al., 2018).

Das Pankreaskarzinom ist durch eine besonders starke immunsuppressive Stromabildung
charakterisiert. Insbesondere tragen sogenannte MDSCs zum immunsuppressiven Milieu des
Tumors bei (Jiang et al., 2016). MDSCs sind kurzlebige Zellen, die von ihrer Abstammung in
polymorphonukledre MDSCs (PMN-MDSCs) und monozytdre MDSCs (M-MDSCs) unterteilt
werden (Bronte et al., 2016). Bekanntermalien geht eine erhdhte Frequenz von suppressiven
Immunzellen mit einer schlechteren Prognose einher (Porembka et al., 2012). Durch vom Tumor
sezernierte Faktoren flhren zu einer Expansion dieser Zellpopulationen bei Tumorpatienten
(Markowitz et al., 2015) und zu einer verstarkten Rekrutierung in das Tumorgewebe (Jiang et al.,
2016). Dort inhibieren sie die Immunantwort gegen die Tumorzellen und fordern das
Tumorwachstum durch Aktivierung von Angiogenese- und Wundheilungsprogrammen. Ein Ziel
der Immuntherapie muss folglich sein, die immunsuppressive TIME so umzuprogrammieren,
dass eine antitumorale adaptive Immunantwort effektiv wirken kann. Aus diesem Grund haben
wir den Einfluss der oben beschriebenen RNA-Liganden von RLHs auf die immunsuppressiven
Eigenschaften von MDSCs untersucht. Dazu wurde die Immuninfiltration in einem praklinischen
orthotopen Mausmodell des Pankreaskarzinoms analysiert. Mit zunehmender Tumorgrolie
stieg auch die Anzahl der MDSCs in der Peripherie und im Tumor an und korrelierte im Tumor
invers mit dem Vorhandensein von Lymphozyten. Die MDSCs von Tumor-tragenden Mausen
zeigte eine deutliche Inhibition der T-Zellproliferation in in vitro-Experimenten.
Vergleichspopulationen von M- und PMN-MDSCs aus gesunden Mausen hatten diese
Eigenschaften nicht. Nach systemischer Gabe von polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l:C)),
einem synthetischen Doppelstrang-RNA-Analogon, welches MDAS aktiviert und analog zur RIG-
I-Aktivierung zur Ausschuttung von Typ | IFN und anderen proinflammatorischen Zytokinen
fuhrt, wurde die TIME deutlich umstrukturiert. Der Anteil an PMN-MDSCs wurde durch die
Therapie reduziert und die inhibitorischen Eigenschaften von PMN-MDSCs und M-MDSCs auf
T-Zellproliferation signifikant reduziert. Durch eine Transkriptomanalyse beider MDSCs-
Populationen konnten wir zeigen, dass die Zellen eine IFN-Signatur aufweisen und die
Genexpressionsmuster — weniger einer immunsuppressiven  M2-Signatur  als  einer
proinflalmmatorischen M1-Polarisation entsprechen, die mit einer antitumoraler Aktivitat
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verbunden ist. Die Daten zeigen, dass eine Aktivierung von RLH zu einer Reprogrammierung von
MDSCs in einen weniger immunsuppressiven Zustand fihren (Metzger et al., 2019). Dies kdnnte
ein weiterer Faktor in der erfolgreichen Kombination aus RIG-I-Liganden mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren sein, wie sie in Kapitel 2.1 aufgezeigt wurde.

Neben der direkten Umprogrammierung von MDSCs in der TIME kdnnte unter Umstanden auch
die Differenzierung von Vorlauferzellen in MDSCs als therapeutisches Ziel genutzt werden.
Interferon regulatory factor 4 (IRF4) ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor in der Entwicklung von
B- und T-Zellen, aber auch myeloiden Zellen. Die IRF4-Expression wird durch Zytokine induziert,
die eine M2 Makrophagenpolarisation vermitteln (IL-4 und IL-13) (Chartouni et al., 2010). IRF4
reguliert selbst die M2-Polarisation, indem es M2-Effektorgene wie Arg1 induziert (Satoh et al.,
2010). Eine Studie gab Hinweise darauf, dass IRF4 die Differenzierungs- und
Suppressionsfunktion von MDSCs regulieren kann (Nam et al., 2016), was uns veranlasst hat,
die Rolle von IRF4 spezifisch fur PMN- und M-MDSCs zu untersuchen. Wir konnten zunachst
zeigen, dass Mause mit globalem IRF4-knockout ein deutlich beschleunigtes Wachstum von
Tumoren in einem orthotopen Pankreaskarzinom (PDAC)-Mausmodell aufzeigen. Dies ging mit
einer erhohten Anzahl von PMN-MDSCs in der Milz und im Tumor der Mause einher. Um den
zellspezifischen Effekt der IRF4-Expression in PMN- und M-MDSCs zu untersuchen, haben wir
Mause mit zellspezifischer IRF4-Defizienz in PMN- (Ly6GClrf4"™) und M-MDSCs (LysMClrf47/f)
erzeugt. Wir konnten zeigen, dass - anders als publiziert - M-MDSCs, aber nicht PMN-MDSCs,
IRF4 exprimieren. Die zellspezifische Deletion von IRF4 hatte jedoch keinen Einfluss auf das
Tumorwachstum. IRF4 ist fur die Immunsuppressivitat von MDSCs folglich nicht von Bedeutung
(Metzger et al., 2020).

In einer eher technischen Arbeit konnten wir einen wichtigen Fallstrick in der Untersuchung der
Wirkweise von ICI aufzeigen. Aufgrund der enormen Erfolgen der PD-(L)1-Blockade in der
Immuntherapie wurde im Versuch der mechanistischen Aufklarung die Expression von PD-1 auf
einer Vielzahl von Immunzellen untersucht. Einige Publikationen zeigten die Expression auf einer
kleinen Population von myeloiden Zellen und Tumorzellen. Beim Versuch der Reproduktion, eine
PD-1-Expression auf myeloiden Zellen nachzuweisen, ist aufgefallen, dass vor allem tote Zellen
positiv wurden. Wir konnten zeigen, dass der allgemein genutzte anti-PD-1 Antikorper (Klon:
29F.1A12) ein intrazelluldres Antigen erkennt, sobald die Membranintegritat gestort ist. Eine PD-
1-Farbung auf Zellen setzt folglich einen sehr sorgfaltigen Ausschluss von toten Zellen wahrend
der durchflusszytometrischen Analyse voraus, um falsche Interpretation der Daten zu
vermeiden (Metzger et al., 2018).

2.6 Neutrophile in COVID-19 und potenzielle Therapie durch CXCR2-Antogonisten

In den ersten Monaten der Pandemie mehrten sich die Hinweise, dass eine uberschiellende
Immunreaktion deutlich zur Pathogenese von COVID-19 beitragt. Wahrend der Grofteil der
Arbeiten inflammatorische Monozyten untersuchten, gab es in mehreren Arbeiten deutliche
Hinweise auf eine Dysbalance der Immunantwort gegen SARS-CoV-2-infizierte Zellen. Dabei
bewirken Virusproteine selbst, dass die Produktion bestimmter antivirale Zytokine, vor allem Typ
| Interferon, inhibiert wird und stattdessen Zytokine und Chemokine produziert werden, die zwar
adaquat fur die Bekampfung einer bakteriellen Infektion geeignet sind, nicht aber einer
Virusinfektion. Passend dazu gab es Beschreibungen, dass Uberaktivierte Neutrophile, die durch
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Produktion von neutrophil extracellular traps (NETs) und reactive oxygen species (ROS) -
wahrend einer bakteriellen Infektion essenzielle Abwehrmechanismen — die beobachteten
Beschadigungen des Lungengewebes verursachen konnten (vgl. Abb 7). In einem Viewpoint-
Artikel im Journal of Experimental Medicine haben wir diese Hinweise zusammengefasst und die
Inhibition des Chemokin-Rezeptors CXCR2, der die Rekrutierung und Aktivierung von
Neutrophilen vermittelt, als mdgliche Therapieoption diskutiert (Koenig et al., 2020). Einige
Monate spater wurde eine klinische Studie mit Reparixin, einem von Dompé Farmaceutical
entwickelter CXCR2-Antagonist, initiiert. Ergebnisse liegen jedoch noch nicht vor.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der
Infiltration und Aktivierung von
Neutrophilen in  SARS-CoV-2-infizierte
Lungen. Nach Infektion produzieren
Epithelzellen der Lunge und Zellen des
angeborenen Immunsystems Chemokine
wie CXCL1, CXCL2, CXCL5 und CXCLS, die
neutrophile  Granulozyten durch ihre
e Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2
rekrutieren. Durch eine unbalancierte und
ubertriebene Aktivierung der Neutrophilen
Copliary kommt es zu einer Ausschittung von
antimikrobiellen Substanzen wie ROS,
Proteasen und NETs, die starke
Kollateralschaden im  Lungengewebe
verursachen konnen. Eine Blockade der
Neutrophilrekrutierung und -aktivierung
durch CXCR2-Antagonisten konnte somit
eine vielversprechende Therapieoption
darstellen (aus Konig et al. 2020).
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Meine wissenschaftlichen Beitrage tragen zum besseren Verstandnis von Prozessen der
angeborenen Immunitat im Kontext der Tumorimmuntherapie und autoinflammatorischen
Erkrankungen bei. Wir konnten zeigen, dass eine RIG-I-basierte Immuntherapie nicht nur in
soliden, sondern auch nicht-soliden Tumoren durch eine systemische Immunaktivierung
therapeutische Wirkung entfaltet. Die Aufschlisselung der Zelltodmechanismen nach 3p-RNA
in  Tumorzellen verbessert das Verstandnis der zellularen Entscheidung zwischen
Zytokininduktion und Zelltod wahrend einer viralen Infektion und legt den Grundstein fur
optimierte 3p-RNA-basierte Liganden fur die Tumorimmuntherapie. Mit dem Wissen, dass zwei
Rezeptorsystem, RIG-I und OAST, die unterschiedlichen Zelleffekte auslosen, kann die Balance
zwischen Zytokinachse und Zelltodachse durch Anpassung der Ligandeneigenschaften neu
justiert werden. Wir konnten bereits Zelltod-optimierte Liganden erstellen, die eine verbesserte
Wirkung in der Immuntherapie gegen Tumoren zeigen und verfolgen eine mogliche Translation
dieser Ergebnisse. Es ist davon auszugehen, dass eine nachhaltige Immuntherapie von
Tumoren nur mit einer Kombination verschiedener immuntherapeutischer Ansatze erzielt
werden kann. Wir konnten zudem zeigen, dass die Kombination mit ICI den Therapieeffekt einer
Monotherapie mit 3p-RNA oder ICI deutlich Uberlegen ist. Zusatzlich erhoht eine vorbereitende
Therapie mit 3p-RNA die Infiltration, Aktivierung und Persistenz von CAR-T-Zellen in soliden
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praklinischen Tumormodellen. Interessanterweise wurde auch die Immunogenitat des durch
CAR-T-Zellen in Tumorzellen ausgelosten Zelltods gesteigert, wodurch eine endogene de novo-
Immunantwort gegen verschiedene Tumorantigene erzeugt werden kann (Antigen-spreading),
die den Tumor unabhangig von der CAR-Zielstruktur angreifbar macht. Antigen-spreading gilt
als zentraler Faktor in der Entstehung einer nachhaltigen Immunantwort gegen Tumoren.

Die Therapie mit Liganden von RLHs fuhren zu einer Typ | IFN-abhangigen Reprogrammierung
von immunsuppressiven myeloiden Zellen im Tumorgewebe in einen weniger suppressiven
Zustand, was eine erfolgreiche Immuntherapie begunstigt. Myeloide Zellen wie MDSCs,
Neutrophile und Tumor-assoziierte Makrophagen sind in vielen Tumoren mit einer negativen
Prognose assoziiert. Erst in den letzten Jahren wurden die verschiedenen Subtypen dieser
myeloiden Zellen besser definiert und der Versuch unternommen, anti- und protumorale
Subpopulationen zu unterscheiden. Besonders neutrophile Granulozyten oder PMN-MDSCs
sind noch immer ungenugend definiert. In aktuellen Projekten untersucht meine Arbeitsgruppe
diese Zellen mit einem hochdimensionalen Oberflachenmarker-Screen phanotypisch und
funktionell, um neue spezifische Zielstrukturen fur die Inhibition protumoraler myeloider Zellen
zu definieren und die Immuntherapie von Tumoren mit starker immunsuppressiver TIME zu
verbessern.
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