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Zusammenfassung

Interleukin-22 (IL-22) ist ein Zytokin der IL-10-Familie, das im Gegensatz zu vielen an-
deren Interleukinen nur von hamatopoetischen Zellen produziert wird, aber ausschliel3-
lich an Zellen nicht-hamatopoetischen Ursprungs bindet, insbesondere an Epithel- und
Stromazellen. Durch die Verbindung dieser beiden Zelltypen spielt IL-22 eine wichtige
Rolle als Mediator bei lokalen Entziindungsreaktionen, bei der Aufrechterhaltung der
epithelialen Schleimhautbarriere und bei der Immunantwort gegen extrazellulare Pa-
thogene. Aber auch bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie Asthma bronchi-
ale oder chronisch entzundlichen Darmerkrankungen scheint IL-22 unter anderem
(u.a.) zur Krankheitsentstehung beizutragen. In den letzten Jahren wurde IL-22 zuneh-
mend auch mit der Entstehung und Ausbreitung von Krebserkrankungen in Verbindung
gebracht. Hohe Konzentrationen von IL-22 waren mit einem schlechteren Krankheits-
verlauf und schnellerem Tumorwachstum assoziiert, zudem wurde die tumorférdernde
Rolle von IL-22 durch verstarkte Tumor- und Angiogenese, Stammzellaktivierung und

verstarkte Proliferation beschrieben.

Frihere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass IL-22 im Lungen- und
Brustkrebsmodell zwar keinen direkten Einfluss auf das Tumorwachstum, jedoch einen
Einfluss auf die Metastasierung von Tumoren hat. Bisher konnte jedoch kein genauer
Mechanismus identifiziert werden, durch den IL-22 seine metastasierungsférdernde
Wirkung entfaltet. Die vorliegende Arbeit identifiziert die IL-22 abhangige Hochregula-
tion des Oberflachenrezeptors CD155 als einen Mechanismus zur Férderung der Me-

tastasierung im Lungenkrebsmodell.

Diese Arbeit zeigt, dass die Expression von CD155 auf Tumorzellen durch die Stimula-
tion von IL-22 in vitro hochreguliert werden kann. Durch die Stimulation von IL-22 in
vitro konnten konnte sowohl eine starkere Exprimierung von Pvr auf genetischer Ebene
als auch eine vermehrte Expression von CD155 auf Proteinebene Uber 72 h nachge-
wiesen werden. In vivo konnte anschlieBend gezeigt werden, dass CD155 sowohl in
IL-227~ M&usen als auch in Wildtyp M&ausen eine entscheidende Rolle bei der Metasta-
senbildung spielt, da eine Deletion von CD155 in Tumorzellen zu einer Verminderung
der Metastasierung in beiden Mauslinien fihrte. Durch eine Reintroduktion von konsti-
tutiv und IL-22 unabhéangig exprimierten CD155 in CD155™ Zellen konnte dieser Effekt
wieder aufgehoben werden. Durch diesen hier gezeigten Zusammenhang von IL-22
und CD155 und deren Einfluss auf die Metastasierung ergeben sich neue vielverspre-
chende Therapieansatze zur Behandlung von Lungenkrebspatient:innen durch eine
Blockade von IL-22 oder CD155.
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Summary

Interleukin-22 (IL-22) is a cytokine produced exclusively by hematopoietic cells, but un-
like many other interleukins, it binds exclusively to cells of non-hematopoietic origin, in
particular epithelial and stromal cells. Because of the crosstalk between these two cell
types, IL-22 plays an important role as a mediator in local inflammatory responses, in
the maintenance of the epithelial mucosal barrier and in the immune response against
extracellular pathogens. In several autoimmune diseases such as bronchial asthma
and inflammatory bowel disease, IL-22 appears to contribute to disease development
and -progression. In recent years, IL-22 has also been increasingly associated with the
development and progression of cancer. High levels of IL-22 have been associated
with promotion of tumorigenesis and poor prognosis in various cancer entities. In addi-
tion, IL-22 has been suggested to increase angiogenesis, stem cell activation and in-

creased tumor-cell-proliferation.

In previous work our group has shown that IL-22 has no direct effect on tumor growth

in lung and breast cancer models but does influence metastasis formation. However, a
precise mechanism by which IL-22 exerts its metastasis-promoting effect has not been
identified yet. The present work identifies the IL-22-dependent upregulation of the sur-

face receptor CD155 as a mechanism for promoting metastasis in lung cancer models.

This thesis shows that the expression of CD155 on tumor cells can be upregulated by
stimulation of IL-22 in vitro. Stimulation of IL-22 in vitro resulted in both increased ex-
pression of Pvr at the genetic level and increased expression of CD155 at the protein
level over 72 hours. In vivo, CD155 was subsequently shown to play a critical role in
the development of metastases in both IL 227~ and wild-type mice, as deletion of
CD155 in tumor cells led to a significant reduction in metastasis in both mouse lines.
This effect was reversed by reintroduction of constitutively and IL-22 independently ex-
pressed CD155 into CD155" cells. The relationship between IL-22 and CD155 and
their influence on metastasis demonstrated here opens up new promising therapeutic

approaches for the treatment of lung cancer patients by blocking IL-22 or CD155.

Vi



1 Einleitung

1.1 Biologische Grundlagen zu IL-22

1.1.1 IL-22 als Zytokin der IL-10 Familie

Zytokine sind von Zellen produzierte Proteine, die zur Kommunikation und Signalver-
mittlung mit anderen Zellen, vor allem aber der Interaktion zwischen Immunzellen, die-
nen. Interleukine (IL) nennt man traditionell Zytokine, welche von Leukozyten produ-
ziert werden, obwohl inzwischen bekannt ist, dass diese auch durch eine Reihe ande-
rer Zellen gebildet werden kdnnen (Murphy and Weaver, 2017). IL-22 ist ein Interleukin
aus der IL-10 Familie, zu welcher weiterhin noch IL-10, IL-19, IL-20, IL-24 und IL-26
gezahlt werden (Ouyang et al., 2011). Anders als viele andere Interleukine dient IL-22
nicht der Kommunikation innerhalb des Immunsystems, wodurch es eine Sonderrolle
unter den Interleukinen einnimmt. Wahrend IL-22 ausschlieRlich von hamatopoeti-
schen Zellen produziert wird, findet man den transmembranen Rezeptor fir IL-22 nur
auf Zellen nicht-hamatopoetischen Ursprungs, vor allem auf Epithel- und Stromazellen
(Hernandez et al., 2018).

1.1.2 Signaltransduktion von IL-22

IL-22 bindet an einen zweiteiligen Rezeptor, der zum einem aus dem IL-22R1-Rezep-
tor und zum anderen aus dem IL-10R2c-Rezeptor besteht (Kotenko et al., 2001a).
Wahrend die Kombination der beiden Rezeptordomanen spezifisch fir den IL-22 Sig-
nalweg ist, werden beide Rezeptoren auch von anderen Zytokinen fir die Signaltrans-
duktion genutzt. IL-10, IL-26, IL-28 und IL-29 binden an Rezeptoren, die jeweils aus
IL-10R2c und einem weiteren Rezeptor bestehen. IL-22R1 bildet zusammen mit
IL-20R2 den Rezeptor von IL-20 und IL-24 (Sabat et al., 2014).

Die IL-22 Signaltransduktion wird weiterhin durch die Aktivierung von Januskinase 1
(JAK-1) und Tyrosinkinase 2 (TYK-2) und vor allem des Signal transducer and activa-
tor of transcription 3 (STAT3) Signalwegs vermittelt, aber auch STAT1 und STAT5 wer-
den zu einem geringeren Grad von |L-22 aktiviert (Pestka et al., 2004). Die IL-22 indu-
zierte Phosphorylierung und somit Aktivierung von STAT3-Molekilen erméglicht deren
Dimerisierung und Translokation in den Nukleus der Zellen, wo sie letztendlich die Ge-
nexpression ihrer Zielgene regulieren (Dumoutier et al., 2009, Ouyang and O'Garra,
2019) (Abbildung 1).



Abbildung 1 Signaltransduktion von IL-22 (Modifiziert von Ouyang and O'Garra (2019)

Durch Bindung von IL-22 an den zweiteiligen Rezeptor bestehend aus IL-22R1 Rezeptor und IL-10R2
kommt es zu einer Aktivierung von JAK-1 und TYK-2 und folglich zu einer Phosphorylierung von STAT3.
Diese IL-22 induzierte Phosphorylierung fiihrt zu einer Dimerisierung der STAT3-Molekile und deren
Translokation in den Nukleus (IL: Interleukin P: Phosphorylierung).

IL-22 kann aber auch zur Aktivierung des Nuclear factor kappa B (NF-kB), des Mitogen
activated protein kinase (MAPK)- und des Mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-
Signalwegs filhren (Markota et al., 2018). Uber diese verschiedenen Wege fiihrt IL-22
zu einer verstarkten Expression von Genen, die u.a. anti-inflammatorische, anti-

apoptotische und proliferative Eigenschaften entfalten (Lim and Savan, 2014).

1.1.3 Zellulédre Quellen von IL-22

IL-22 wird sowohl von Zellen des angeborenen, als auch des erworbenen Immunsys-
tems produziert. Zu diesen Zellen gehdren u.a. ap-T-Zellen, yd-T-Zellen, Nattirliche Kil-
lerzellen (NK-Zellen) und Lymphoide Zellen des angeborenen Immunsystems (/nnate
Lymphoid Cells, ILCs) (Ouyang and O'Garra, 2019).

Von den af-T-Zellen wurden im Menschen vor allem T-Helferzellen-1 (Th1) , Th17 und
Th22 als Produzenten von IL-22 identifiziert, wobei im peripheren Blut knapp 50 % der
IL-22 produzierenden Zellen CD4™ Th22 Zellen sind, welche ausschlieRlich IL-22 pro-
duzieren (Duhen et al., 2009). In Mausen konnte bisher keine eindeutige Th22 Popula-
tion identifiziert werden, vielmehr Gbernehmen hier Th17 Zellen den Grofteil der IL-22
Produktion (Chung et al., 2006, Liang et al., 2006). Neben den konventionellen af3-T-



Zellen produzieren auch ein Teil der yd-T-Zellen IL-22, vor allem nach Stimulation mit
IL-23, aber auch IL-23 unabhangig Uber die Toll-like-Rezeptoren des angeborenen Im-
munsystems (Martin et al., 2009, Mabuchi et al., 2011).

In den letzten Jahren konnte eine weitere wichtige zellulare Quelle von IL-22 identifi-
ziert werden: Die ILCs sind eine heterogene Gruppe an Immunzellen, die dem angebo-
renen Immunsystem angehéren und morphologisch grofe Ahnlichkeit mit Lymphozy-
ten haben, jedoch keine antigenspezifischen Oberflachenrezeptoren aufweisen. Es gibt
drei bisher bekannte Subtypen von ILCs. Fur die IL-22 Sekretion spielen nach heuti-
gem Stand jedoch nur ILC-Typ 3 (ILC3) eine Rolle, welche man vor allem in der
Schleimhaut des Darmes findet. Aufgrund der Tatsache, dass ILC3s in Abhangigkeit
von IL-1B und IL-23 IL-22 produzieren, werden sie oft als angeborenes Pendant der
Th17 Zellen gesehen (Spits and Cupedo, 2012, Panda and Colonna, 2019). Ohne Akti-
vierung durch Pathogene oder andere Stimulantien bilden ILC3 den Hauptanteil des
IL-22 in vivo (Cella et al., 2009, Diefenbach et al., 2014, Hernandez et al., 2018).

1.1.4 Regulierung der IL-22 Produktion

* CX3CR1

g lommmmmmemm e e e IL-22BP
I 2
"""""""" -y
----------- f
A
o =
=
Th22
\ Th17

y IL-22 Produzenten

Abbildung 2 Regulatoren der IL-22 Produktion (eigene Abbildung, Quellen: (Kotenko et al., 2001b,
Sutton et al., 2009, Kinnebrew et al., 2012, Manta et al., 2013, Dudakov et al., 2015, Hernandez et al.,
2018, Ouyang and O'Garra, 2019, Chiang et al., 2022))

Die Abbildung zeigt verschiedene Einflussfaktoren auf die IL-22 Produktion. CX3CR1-positive Zellen,
IL-23, IL-1B, IL-18 fordern entweder direkt die IL-22 Produktion oder férdern die Proliferation von IL-22
produzierenden Zellen (ILCs, Th22, Th17). IL-22 Binding-Protein (IL-22BP) hemmt durch seine hohe Affi-
nitat an IL-22 dessen Bindung an den Rezeptor.
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Die Produktion von IL-22 durch Th17 und Th22 Zellen ist direkt abhangig von einem
Zusammenspiel der Transkriptionsfaktoren RAR-related orphan receptor gamma
(RORyt) und des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors (AhR) am IL-22 Promotor (Qiu et al.,
2012). So konnten Studien zeigen, dass eine direkte Stimulation von Th17 Zellen mit
Liganden des AhR zu einer verstarkten Sekretion von IL-22 und einer gleichzeitigen
Reduktion der IL-17 Produktion dieser Zellen filhrte (Nograles et al., 2009). Ahnlich wie
bei den Th17-Zellen, wird die Menge an IL-22 Sekretion durch ILC3s auch von den
Transkriptionsfaktoren RORyt und AhR gesteuert, aber auch von anderen Zytokinen
(Satoh-Takayama et al., 2008, Sanos et al., 2009).

Einer der wichtigsten Induktoren der IL-22-Produktion ist das Zytokin IL-23. IL-23 akti-
viert, wie auch IL-22, den Transkriptionsfaktor STAT3. Durch die ahnlichen
Downstream-Signalwege ahneln sich auch die Phanotypen von IL-23-defizienten
(IL-237") und IL-22-defizienten (IL-227") M&usen sehr (Zheng et al., 2007, Buonocore
et al., 2010). IL-23 wird vorwiegend von Dendritischen Zellen produziert (Kinnebrew et
al., 2012), es gibt jedoch Studien die zeigen, dass auch nicht-dendritische Zellen, die
den Rezeptor CX3C motif chemokine receptor 1 (CX3CR1) exprimieren, fir die Produk-
tion von IL-23 von Bedeutung sind. CX3CR1 beeinflusst nicht nur die IL-23-Produktion,
sondern hat auch einen direkten Einfluss auf die IL-22 Produktion. So konnte gezeigt
werden, dass CX3CR1-defiziente Mause eine deutlich geringere IL-22 Expression zeig-
ten als die Wildtyp-Kontrollen (Manta et al., 2013).

Des Weiteren spielen mehrere Zytokine der IL-1 Familie eine Rolle bei der IL-22 Regu-
lation. IL-1( fordert direkt die Produktion von IL-22 (Sutton et al., 2009), kann aber
auch die Proliferation von ILCs stimulieren und hat so einen indirekten Effekt auf die
Menge des freigesetzten IL-22 (Hughes et al., 2010). Auch IL-18 hat einen Einfluss auf
die IL-22 Regulation: Die IL-18 Expression ist signifikant von der IL-22 Expression ab-
hangig und neuste Studien konnten zeigen, dass die von IL-22 geférderte Pathogenab-
wehr u.a. durch Hochregulation von IL-18 induziert wird (Chiang et al., 2022). Interes-
santerweise fordert IL-18 seinerseits die ILC3 Proliferation sowie direkt die IL-22 Pro-
duktion via NF-kB (Victor et al., 2017). IL-18 ist sogar bei einigen Infektionen und in-
flammatorischen Prozessen, wie z.B. der Toxoplasma gondii Infektion im lleum, essen-
ziell fur die Freisetzung von IL-22, sodass hier ein komplexer Regelkreis zwischen
IL-18 und IL-22 entsteht, dessen Bedeutung noch Gegenstand aktuellster Studien ist
(Mufoz et al., 2015, Mihl and Bachmann, 2019, Chiang et al., 2022).
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Neben den Transkriptionsfaktoren und Zytokinen ist eines der wichtigsten Regulatoren
von IL-22 das IL-22-Binding-Protein (IL-22BP). IL-22BP ist die 16sliche Form des IL-22
Rezeptors, dessen Sequenz in etwa 35 % identisch ist mit der extrazellularen Doméane
des IL-22R1 (Kotenko et al., 2001b, Xu et al., 2001). IL-22 bindet dabei mit einer ca.
1000-fach héheren Affinitat an IL-22BP als an seinen transmembranen Rezeptorkom-
plex (Jones et al., 2008). IL-22BP wird von Zellen in verschiedensten Organen des
Korpers sekretiert, darunter auch Haut, Gastrointestinaltrakt, Lunge und Thymus. Vor
allem wird das IL-22BP auf Dendritischen Zellen gefunden, es gibt jedoch auch Be-
richte Uber die Expression auf epithelialen Zellen, Makrophagen und B-Zellen
(Dudakov et al., 2015). IL-22 und IL-22BP zeigen meist einen inversen Verlauf ihrer
Konzentrationen. Wahrend die IL-22 Konzentration in gesundem Gewebe niedrig ist
und bei Entziindungen rasch durch Produktion von ILC3s und CD4*-T Zellen gesteigert
wird, sind die IL-22BP Konzentrationen am hdchsten, wenn das Immunsystem nicht
aktiviert ist. In entzlindetem Gewebe oder bei Inflammation wird die Expression von
IL-22BP stark herunterreguliert, sodass IL-22 seine protektiven Wirkungen entfalten
kann (Huber et al., 2012, Zenewicz, 2021).

1.2 Funktionen von IL-22

1.2.1 Physiologische Funktionen

IL-22 spielt eine wichtige Rolle als Mediator bei lokalen Entzindungsreaktionen in ver-
schiedensten Organen wie Lunge, Darm oder Haut. Hierbei tragt es u.a. zur Aufrecht-
erhaltung der epithelialen Schleimhautbarriere und der Immunreaktion gegen extrazel-
lulare Pathogene bei (Aujla et al., 2008, Zheng et al., 2008). Dies geschieht u.a. durch
eine STAT3 abhangige, direkte Induktion von Muzin-Genen in epithelialen Schleim-
hautzellen (Sugimoto et al., 2008). Aulterdem fordert IL-22 zusammen mit anderen Zy-
tokinen wie IL-17 und Tumornekrosefaktor-alpha die Freisetzung von anti-mikrobiellen
Proteinen, wie beispielsweise p-Defensin-2 und S100 Proteinen, welche u.a. bei der
Pathogenabwehr in der Haut von grof3er Bedeutung sind (Wolk et al., 2006, Rutz et al.,
2014). Auch die geforderte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6,
Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor oder IL-1( tréagt zur Regulation der Ent-
zundungsreaktion durch IL-22 bei. So fuhrt IL-22 z.B. in der Lunge durch Regulation
von IL-6 und CCL3 direkt zu einer verbesserten lokalen Immunabwehr gegen extrazel-
lulare Keime wie Klebsiella pneumoniae (Aujla et al., 2008). Liang et al. (2010) konnten
zusatzlich zeigen, dass IL-22 in Hepatozyten die Ausschittung von Akute-Phase-Pro-

teinen, wie z.B. Fibrinogen, Haptoglobin oder Serum Amyloid induziert.
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Weiterhin gibt es Untersuchungen, welche die Relevanz von IL-22 in der Wundheilung
und Geweberegeneration hervorheben. IL-22 flihrte hierbei zur Hyperplasie von epi-
dermalen Zellen und férderte die Migration von Keratinozyten. Beides sind Eigenschaf-
ten, welche fiir die Geweberegeneration unabdingbar sind (Boniface et al., 2005). Es

~~ Mause eine verminderte Anzahl an intesti-

konnte auch gezeigt werden, dass IL-22
nalen Stammzellen und somit eine verminderte epitheliale Regenerationsfahigkeit wah-
rend akuten Entziindungen und Verletzungen aufweisen verglichen mit Wildtyp-Mause
(Zenewicz et al., 2008, Aparicio-Domingo et al., 2015). Weitere protektive Eigenschaf-
ten von IL-22 konnten u.a. bei verschiedenen Lebererkrankungen, Graft-versus-host-
disease, allergischer Lungenerkrankung und anderen inflammatorisch bedingten Er-

krankungen gezeigt werden (Rutz et al., 2014).

1.2.2 Pathologische Funktionen

Obwohl IL-22 viele anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt und wichtig fur die Ge-
weberegeneration ist, sind auch viele Falle bekannt, in denen IL-22 pro-inflammato-
risch wirkt und die Entstehung von Pathologien begunstigt. In der Haut wird IL-22 eine
Beteiligung bei der Entwicklung von Psoriasis zugeschrieben (Zheng et al., 2007,
Sabat et al., 2014). Frihere Studien konnten zeigen, dass die Konzentrationen von

IL- 22 bei T-Zell-assoziierten Dermatosen wie Psoriasis und atopischer Dermatitis er-
héht sind (Wolk et al., 2004, Nograles et al., 2009). Klinische Untersuchungen zeigten
auch, dass Patient:innen mit Psoriasis héhere IL-22 Konzentrationen im Blut aufwiesen
als gesunde Patient:innen und dass die Menge des nachgewiesenen IL-22 mit der
Schwere der Erkrankung korrelierte (Boniface et al., 2007, Lo et al., 2010, Shimauchi
et al., 2013).

Auch bei der Pathogenese des Asthmas bronchiale scheint IL-22 eine Rolle zu spielen.
So wurde die Entstehung von Asthma bronchiale durch hohe IL-22 Konzentrationen
gefordert, gleichzeitig waren hohe IL-22 Konzentrationen im Krankheitsverlauf ein pro-
tektiver Faktor bei Exazerbationen und Atemwegserkrankungen, sodass hier von einer
dualen Rolle des Interleukins ausgegangen werden muss (Besnard et al., 2011,
Dudakov et al., 2015).

Erhohte IL-22 Werte konnten auch in synovialem Gewebe und Serum von Patient:in-
nen mit Rheumatoider Arthritis gefunden werden (Ikeuchi et al., 2005, Shen et al.,
2009, Zhang et al., 2012). IL-22 flhrte dabei zu einer Proliferation der synovialen Fib-

roblasten und zusétzlich zu einer Férderung der Osteoklastogenese durch Induktion
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von Receptor Activator of NF-kB Ligand, beides Faktoren, welche die Pathogenese der
Rheumatoiden Arthritis férdern (lkeuchi et al., 2005, Kim et al., 2012).

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CEDs) scheint IL-22 auch eine duale
Rolle zu spielen. Brand et al. konnten schon 2006 zeigen, dass IL-22 in Gewebepro-
ben von Patient:innen mit Morbus Chron hochreguliert wird. IL-22 fuhrte im Darm bei
CED durch die Aktivierung von STAT3 zu einer raschen Verbesserung der akuten lo-
kalen Entziindungsreaktion in epithelialen Zellen des Kolons (Brand et al., 2006,
Sugimoto et al., 2008). Eine signifikante Erholung der gestérten Darmbarriere konnte
durch IL-22 allerdings nicht erreicht werden, da in Patient:innen mit CED auch die Ex-
pression des IL-22-neutralisierenden |IL-22-BP hochreguliert wurde. Erst nach einer
spezifischen Blockade von IL-22-BP fuihrten die protektiven Eigenschaften von IL-22
auf die Darmmukosa zu einer Verbesserung der Darmbarriere (Pelczar et al., 2016).
Andere Studien vermuten in IL-22 einen der Faktoren, der die Entstehung von CEDs
fordert, indem IL-22 die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen (u.a. IL-6, IL-8
und IL-11) via des NF-kB-, Activator protein 1-, und MAP-kinase abhangigen Signalwe-
ges induziert (Andoh et al., 2005).

1.3 IL-22 und Krebs

1.3.1 Grundlagen der immunologischen Tumorkontrolle

Seit den spaten 1950er Jahren ist bekannt, dass die Entstehung und das Fortschreiten
von Tumorerkrankungen eng verbunden ist mit dem Immunsystem. Seither ist auch
klar, dass das Immunsystem eine Kontrollfunktion innehat und stets versucht entartete
Zellen zu finden und zu eliminieren, bevor diese zu Tumoren heranwachsen kdnnen
(Burnet, 1957, Burnet, 1970, Thomas, 1982).

T-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen zahlen zu den Effektorzellen. Sie besitzen zyto-
toxische Eigenschaften und sind in der Lage, Tumorzellen und andere Zellen zu elimi-
nieren. Diese Effektorzellen werden durch Zellen, welche tumorspezifische Antigene
auf ihrer Oberflache tragen (sogenannte Antigen-prasentierende Zellen) aktiviert und
durch verschiedenste Zytokine moduliert (Murphy and Weaver, 2017). Die immunologi-
sche Tumorkontrolle stellt somit ein komplexes, bisher llickenhaft verstandenes Zu-
sammenspiel aus verschiedenen Immunzellen und Zytokinen dar und bietet viele An-

griffspunkte fur mégliche Tumortherapien.
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1.3.2 IL-22 als tumorforderndes Zytokin

Die proliferativen und anti-apoptotischen Eigenschaften von IL-22 machen das Inter-
leukin nicht nur zu einem wichtigen Zytokin bei der Geweberegeneration und Wundhei-
lung, sondern tragen auch dazu bei, dass es in den letzten Jahren immer mehr auch
mit der Tumorentstehung und -ausbreitung assoziiert wurde (Hernandez et al., 2018).
In vielen Organen, u.a. Lunge, Darm, Leber oder Magen, wurden in der Tumorumge-
bung sowohl hohe Mengen des IL-22RA1 als auch eine groRe Anzahl an IL-22 produ-
zierenden Lymphozyten gefunden (Erdman et al., 2003, Zhuang et al., 2012, Jiang et
al., 2013, Kobold et al., 2013). Hohe IL-22 Konzentrationen gingen dabei in den meis-
ten Fallen mit einem schlechteren Krankheitsverlauf und schnellerem Tumorwachstum
einher (Chen et al., 2018, Doulabi et al., 2018, Hernandez et al., 2018, Zeng et al.,
2020). Auch genetische Veranderungen am IL-22-Gen haben Einfluss auf die Tumor-
genese. So gingen IL-22 Einzelnukleotid-Polymorphismen mit einem erhdhten Risiko
einher, Lungen- (Liu et al., 2014), Magen- (Qin et al., 2015) und Blasenkrebs (Zhao et

al., 2015) zu entwickeln.

1.3.3 Potenzielle Mechanismen tumorfordernder Eigenschaften von IL-22
Mehrere Ansatze, wie IL-22 seine tumorférdernden Eigenschaften entfaltet, sind aktuell
bekannt: Uber eine Phosphorylierung von STAT3 fiihrt IL-22 zu verstarkter Migration
und Proliferation maligner Zellen. Durch Induktion der Transkriptionsfaktoren sex-de-
termining region Y-box 2 (SOX-2) und NANOG hilft IL-22 aul3erdem das Stammzellpo-
tential der malignen Zellen aufrecht zu erhalten (Kryczek et al., 2014, Rui et al., 2017,
Briukhovetska et al., 2021). Darlber hinaus konnten Studien zeigen, dass in Brust- und
Lungenkrebsmodellen Tumorzellen tber eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
und die Freisetzung von IL-18 die Produktion von IL 22 férderten und damit das Tu-
morwachstum beschleunigen konnten (Voigt et al., 2017). Im Darm konnten Gronke et
al. (2019) zeigen, dass das Entfernen des IL-22RA1 von intestinalen Epithelzellen die
Tumorentstehung férderte, indem bei DNA-Schaden die natirliche Einleitung der
Apoptose durch IL-22 supprimiert wurde. Auch eine fehlende Regulation der IL-22
Konzentrationen durch das IL-22BP zeigte in Mausmodellen die tumorférdernden Ei-
genschaften von IL-22 in Kolonkarzinomen (Huber et al., 2012). Zudem ist ein Einfluss
von IL-22 auf die Angiogenese von Tumoren bekannt. So fihrte eine Inhibierung des
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), einem wichtigen Mediator der Tumor-An-
giogenese, zu einer gesteigerten Konzentration von IL-22 in der Tumorumgebung, was
darauf schlieRen kdnnte, dass IL-22 einen alternativen Signalweg zur Angiogenese in

hypoxischem Tumorgewebe darstellt (Protopsaltis et al., 2019).
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1.3.4 Therapeutische Ansitze in der Krebstherapie durch IL-22 Blockade

Durch die diversen tumorférdernden Eigenschaften stellt die IL-22/IL-22R-Achse einen
potenziell wirksamen Angriffspunkt in der Entwicklung neuer Krebstherapien dar. Bis-
her konnte in klinischen Studien durch eine direkte Blockade von IL-22 mit dem neutra-
lisierenden Anti-IL-22 Antikérper Fezakinumab ein positiver Effekt auf den Krankheits-
verlauf von Atopischer Dermatitis gezeigt werden (Guttman-Yassky et al., 2018). Wei-
tere Studien zur Rheumatoiden Arthritis und Psoriasis laufen aktuell. Bisher sind je-
doch keine klinischen Studien zur direkten Blockade von IL-22 bei Krebspatient:innen
bekannt. Es existieren allerdings mehrere, bereits zugelassene Therapien, die einen
indirekten Einfluss auf die IL-22 Expression von Patient:innen haben. Tumorzellen fih-
ren durch Produktion von IL-13 zu einer gesteigerten IL-22 Produktion und so zu einem
gesteigerten Tumorwachstum. Eine IL-1 Blockade durch den bereits fur rheumatoide
Erkrankungen verwendeten IL-1-Rezeptor Antagonist Anakinra fuhrt folglich auch di-
rekt zu einer verminderten Konzentration an IL-22 (Voigt et al., 2017). Mehrere Phase |
und Il Studien untersuchen aktuell den Einfluss von Anakinra in Brustkrebs, metasta-
siertem kolorektalen Karzinomen und hamatologischen Krebserkrankungen mit teils
vielversprechenden vorlaufigen Ergebnissen (O'Shaughnessy et al., 2016, Isambert et
al., 2018, Fleischmann et al., 2022). Des Weiteren ist die Blockade von STAT3 Gegen-
stand aktueller Forschung und klinischer Studien. Auch wenn die STAT3 Blockade teils
sehr vielversprechende préaklinische Daten in der Therapie gegen Krebs zeigte, sind
die klinischen Ergebnisse bisher enttduschend (Furgan et al., 2013, Qin et al., 2019,
Hua et al., 2022).
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1.4 Ziele der vorliegenden Arbeit

Die wichtige Rolle von IL-22 in der Tumorentstehung und dem Tumorwachstum ist
durch viele Studien hinreichend belegt. Vorangegangene Arbeiten unserer Arbeits-
gruppe haben aulerdem gezeigt, dass IL-22 im Lungen- und Brustkrebsmodell zwar
keinen Einfluss auf das Tumorwachstum, jedoch einen erheblichen Einfluss auf die
Metastasierung von Tumoren hat (Briukhovetska et al., 2023). Obwohl dieser Effekt in
verschiedenen Experimenten gezeigt werden konnte, war es zu Beginn dieser Arbeit
nicht maéglich, einen spezifischen Mechanismus oder Signalweg zu identifizieren, tGber
den IL-22 diese metastasenférdernde Wirkung entwickelt. Die genaue Kenntnis dieses
Mechanismus ist jedoch essenziel, um neue Angriffspunkte flir mégliche Therapien
aufzuzeigen. Aufgrund dessen wurden folgende Ziele flr die vorliegende Arbeit defi-

niert:

1. Identifizierung differenziell exprimierter Gene in Tumorzellen nach IL-22-Stimu-
lation.

2. Auswahl der Gene, die aufgrund ihrer bekannten Funktion zusammen mit IL-22
die Metastasierung von Lungenkrebs férdern kdénnten.

3. Untersuchung dieser ausgewahlten Gene im Mausmodell auf ihre Metastasen-
fordernden Eigenschaften sowie Analyse ihres Zusammenspiels mit IL-22 in

vivo.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien
Bovines Serum Albumin (BSA)
Agarose LE

Trypsin-EDTA (0,25 %)

DMSO

Ethanol 100 %

FACSFlow

Glycin

Isofluran

Dulbecco’s Phosphate-buffered saline (PBS)
PBS-Pulver

Rotiphorese 50 x TAE-Puffer
TagMan™ Universal PCR Master Mix
TriDye 2-log DNA Ladder (0.1-10.0 kb)
TRIS-Hydrochlorid

Trypanblau

Tween-20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Schweiz

ThermoFischer Scientific, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
VWR Chemicals, Frankreich

BD Biosciences, San Jose, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
HENRY SCHEIN, Melville, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Lonza, Verviers, Belgien

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.2 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

6-Well-Platten (Zellkultur)
12-Well-Platten (Zellkultur)

24-Well-Platten (Zellkultur)

48-Well-Platten (Zellkultur)

96-Well-Platten (Zellkultur)

Combitips advanced (0,1 ml, 0,2 ml, 0,5 ml,
2,5ml, 5 ml, 25 ml, 50 ml)

FACS-Ro6hrchen

Kryoréhrchen

Nylon-Filter (100 pm, 70 pm, 30 um)
PCR-Tubes (0,2 ml)
Perfusionsspritzen-Luer-Lock Tip (50 ml)
Petrischalen (145 x 20 mm; 100 x 20 mm)

Petrischalen (35 x 10 mm)

Serologische Pipetten (25 ml)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml)
Spritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)

Costa Corning, New York, USA
Greiner-Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Costa Corning, New York, USA

Costa Corning, New York, USA

Costa Corning, New York, USA

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Kisker Biotech, Steinfurt/Sarstedt, Nimbrecht
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Costa Corning, New York, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Costa Corning, New York, USA
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
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Tubes (1,5 ml, 2 ml)
Tubes (15 ml, 50 ml)

Zell-Scraper

Zellkulturflaschen

2.3 Gerite
Axiovert-40C-Lichtmikroskop
CO:2 Brutschrank (BBD 6220)
FACS-Canto Il

Lamin Air

Mithras LB 940 Multimode Plate Reader

Multi fige X3 FR
MULTIFUGE 4 KR
Nanodrop 2000C

Neubauer Zahlkammer

Rotina 420 R

SHAKER DOS-10 L
TCS-SP5-Konfokalmikroskop
Thermocycler Gene Touch
Tischzentrifuge Fresco 17
Waage KB 240-3N
Wasserbad GFL 1083

2.4 Antikorper

Sarstedt, Nirmbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Sarstedt, Nirmbrecht

Costa Corning, New York, USA

Zeiss, Jena, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

BD Biosciences, New Jersey, USA
Heraeus, Hanau, Deutschland

Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermos Scientific, Waltham, USA

Optik Labor Frischknecht, Balgach, Deutsch-
land

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
BIOER, Hangzhou, China

Heraeus, Hanau, Deutschland

KERN, Balingen-Frommern, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten Antikdrper

Antikorper Klon Hersteller Isotyp Verdiin- Anwen-

nung dung
PE-Anti-mouse 4.241 BioLegend RatIgG2a 1:300 FACS
CD155

BV650-Anti-mouse RB6-8C5

Ly-6G/Ly-6C (Gr-1)
BV510-anti-mouse BM8
F4/80

PE/Cyanine7 anti- DX5
mouse CD49b

BioLegend RatIgG2b, 1:200 FACS

BioLegend RatIgG2b, 1:200 FACS

BioLegend RatIgM, 1:300 FACS

BV605 anti-mouse 17A2
CD3

BioLegend RatIgG2b, 1:400 FACS
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FITC anti-mouse QA17A26  BioLegend Mouse IgG1,k  1:400 FACS
CD45

Ultra-LEAF™ Puri- Poly21460 BiolLegend Rabbit Polyc- - NK-De-
fied anti-Asialo-GM1 lonal 1gG pletion

2.5 Kits und Assays
InviTrap Spin cell RNA Mini Kit Stratec, Berlin, Deutschland
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litauen

Universal Probe Library Roche, Mannheim, Deutschland
Mix2Seq Kit Eurofins Scientific, Hamburg, Deutschland
Zymo Pure Il Plasmid Maxi Prep Kit Zymo Research, Freiburg , Deutschland

Alle Kits und Assays wurden nach Herstellerangaben verwendet.

2.6 gPCR-Primer

Tabelle 2 Ubersicht iiber die verwendeten qPCR-Primer

Gen Sequenz (5‘ - 3Y) Sonde
Pvr (CD155) vorwarts TGA CCC TTT CCC AAC CCT AT 106
Pvr (CD155) rickwarts GAG GCC AACATACCAGTTGC 106

2.7 Zelllinien, Zusatze und Medien

2.7.1 Zusatze und Grundmedien

DMEM Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
RPMI 1640 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
VLE RPMI 1640 Biochrom Merck Millipore, Darmstadt
Fetales Kalberserum (FBS) Gibco Products, Grand Island, USA
L-Glutamin 200 mM Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Natrium Pyruvat Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Pen/Strep Penicillin und Streptomycin, je- ] )
Lonza, Verviers, Belgien
weils 10.000 U/ml

OPI-Media Supplement Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Opti-MEM Gibco Products, Grand Island, USA
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
HT Media Supplement (50 x) Thermo Fischer, Deutschland

Trypsin (10 x) Lonza, Verviers, Belgien
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MEM Non-Essential Amino Acids Solution
Gibco Products, Grand Island, USA

(100 x)

2.7.2 Zellkulturmedien

DMEM*** RPMI*
DMEM-Vollmedium 500 ml RPMI 1640 Vollmedium 500 ml
FKS 10 % FKS 10 %
Penicillin 1 1U/ml Penicillin 1 1U/ml
Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin 100 pg/mi
L-Glutamin 2mM L-Glutamin 2 mM
Kryo Medium PBMC Medium
FKS 900 pl VLE RPMI 1640 500 ml
DMSO 100 pl humanes Serum 10 %
Medium mit Zellen 1000 pl Penicillin 1 1U/ml
Streptomycin 100 pg/mi
L-Glutamin 2mM
NEAA (100 %) 1%
2.8 Zelllinien
Tabelle 3 Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien
Name Zelltyp Herkunft Medium
Line-1 Lungenkarzinom murin RPMI+++
Line-1-CD155- Line-1-CD155 Crispr-Knockout murin RPMI+++
Line-1-CD155* Line-1-CD155-Overexpression murin RPMI+++
4T1 Mammakarzinom murin RPMI+++
EO771 Mammakarzinom murin RPMI+++
PLAT-E Platinum-E Retroviral Packaging Cell Line  murin DMEM+++

2.9 Zytokine und Stimulanzien

Rekombinantes murines IL-22

2.10 Software
Adobe Creative Suite
BD FACSDiva
EndNote 20

Flow Jo 10.2.

PeproTech, Hamburg, Deutschland

Adobe Systems, San Jose, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Clarivate Analytics, Philadelphia, USA
FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA
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GraphPad PRISM® Version 9 GraphPad Software, La Jolla, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland & TU Minchen,
Deutschland

REST 2009

Microsoft Office 365 Microsoft, Redmond, WA, USA

Alle schematischen Darstellungen wurden mit BioRender.com im Rahmen einer akademischen

Lizenz erstellt.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Zur RNA-Isolation wurde das InviTrap Spin Cell RNA Mini Kit von Stratec nach Herstel-
lerangaben verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten Zellen aus der Zellkultur. Die
Konzentration der RNA konnte dann mithilfe des NanoDrop bestimmt werden. Zur
Herstellung von cDNA wurden anschlie3end Oligo-dTs zu 0,5 ug RNA gegeben, wel-
che an die Poly-A-Schwanze der RNA binden kénnen. Die auflerdem bendtigten En-
zyme und weitere Reagenzien sind in Tabelle 4 dargestellt. Ebenso sind die Tempera-
turstufen des Thermocyclers in Tabelle 5 zu finden. Fir die weitere Analyse durch
gPCR (quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion) wurde die cDNA 1:5 mit
ddH0 verdiinnt.

Tabelle 4 Reaktionsansatz fiir RT-PCR

Reagenzien Menge [ul]
RNA (0,5 pg) X

ddH20 11-x

5X Reaktions-Puffer 4.0

dNTPs 10 mM 20
Oligo(dT)18-Primer 1,0
RevertAid RT (200 U/pl) 1,0
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/pl) 1,0
Gesamtvolumen 20,0

Tabelle 5 RT-PCR Programm

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Transkription 42 60
Termination 70

Abkuhlung 4 0

3.1.2 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion

Durch die gPCR kann die gewonnene cDNA gleichzeitig amplifiziert und relativ oder
absolut quantifiziert werden. Durch ein Fluoreszenzsignal wird hierbei das Reaktions-
produkt in jedem Amplifikationszyklus in Echtzeit gemessen und die Expression des

Zielgens auf die Expression eines nicht regulierten Referenzgens normalisiert.
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Verwendet wurde der Hydrolysis Probe Assay von Roche, da dieser, durch die Ver-
wendung von hoch spezifischen Sonden, eine sehr genaue Quantifizierung moéglich
macht. Diese Sonden werden erst nach Spaltung durch die Tag-Polymerase fluores-
zierend und geben so ein genaues Bild Uber die Menge der amplifizierten cDNA. Die
Primersequenz fiir die untersuchten Gene sowie die zugehérigen Sonden wurden mit-
hilfe des ,Assay Design Center“bestimmt (Roche, 2019). Es wurden fir jedes Gen ent-
sprechend die Komponenten nach Tabelle 6 zusammen pipettiert und die gPCR an-
schlieBend auf dem Light Cycler 480 Il durchgefuhrt (Programmangaben siehe Tabelle
7).

Tabelle 6: Reaktionsansatz fiir qPCR

Reagenzien Menge [ul]
cDNA 2,0 pl
Primer vorwarts 0,4 pl
Primer rickwarts 0,4 pl
Sonde 0,2 ul
ddH20 3,0 ul
TagMan gPCR Master Mix 5,0 ul
Gesamt 11,0 pl

Tabelle 7 gPCR-Programm des Light Cycler 480 I

Schritt Zyklen Temperatur [°C] Inkubationszeit [Sek.]
Denaturierung 1 95 600

Amplifizierung 40 95 15

Kuhlung 1 40 60

Die Quantifizierung der cDNA erfolgt durch Messung des Crossing Point (CP)- Wertes,
welcher den Punkt beschreibt, an dem ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau er-
reicht ist. Die cDNA Menge ist an diesem Punkt bei allen Proben identisch (Schefe et
al., 2006). Die relative Veranderung der Expression in Bezug auf das Referenzgen so-
wie die Kontrolle (= Ratio) wurde nach der sogenannten ,delta delta CT (AACT)“ Me-
thode berechnet (Pfaffl, 2004):

ACP = CPZieIgen - CPReferenzgen
AACP = ACPExperiment' ACPkontrolle

Ratio = 244CP
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Zur Auswertung der Ergebnisse wurde REST 2009 von Qiagen und der Technischen

Universitat Minchen verwendet.

3.1.3 RNA-Sequenzierung und Analyse der differenziellen Expression

Die Bulkexpressionsanalyse der RNA-Proben wurde von Vaggelis Harokopos aus der
Genomics Facility of BSRC “Alexander Fleming” in Form eines Next Generation Sequen-
cing durchgefuhrt. Die Rohdaten der Sequenzierung sind in der NCBI's Gene Expression
Omnibus Datenbank (Edgar et al., 2002) unter der Nummer GSE202314
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE202314) hinterlegt. Die an-
schlieBende erste bioinformatische Aufarbeitung erfolgte durch Martin Reczko. Die Ana-
lyse der differentiellen Expression wurde mit dem Bioconductor-Paket metaseqR
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25452340) durchgefihrt. Die nach dem Short-
Read-Mapping erhaltenen BAM-Dateien, eine fur jede RNA-Seqg-Probe, wurden mithilfe
des Bioconductor-Pakets GenomicRanges zu einer 3'UTR-Read-Counts-Tabelle zu-
sammengefasst. Die Tabelle mit den Genzahlungen wurde flr inharente systematische
oder experimentelle Verzerrungen (z.B. Sequenzierungstiefe, Genlange, Verzerrung
des GC-Gehalts usw.) mithilfe des Bioconductor-Pakets DESeq normalisiert, nachdem
Gene entfernt worden waren, die in allen RNA-Seq-Proben Nullzédhlungen aufwiesen.
Vor dem statistischen Testverfahren wurden die Gen-Read-Zahlen auf mdgliche Arte-
fakte gefiltert, welche die nachfolgenden statistischen Testverfahren beeinflussen kénn-
ten. Die sich daraus ergebende Genzahlungstabelle wurde einer differenziellen Expres-
sionsanalyse fur die Unterschiede ,Stimuliert” versus ,Ctrl.“ unter Verwendung einer
Kombination aus den Bioconductor-Paketen DESeq, edgeR, limma, NBPSeq und NOI-
Seq unterzogen. Um die statistische Signifikanz der verschiedenen Algorithmen zu kom-
binieren, wurde die PANDORA-Methode (gewichteter p-Wert iber alle Ergebnisse) an-

gewendet.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

Die Zellkulturarbeiten sdmtlicher Zelllinien wurden unter einer sterilen Werkbank mit
Umluft betrieben. Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO:
und 95 % Luftfeuchtigkeit. Um adharente Zellen abzulésen, wurde nach dem Waschen
mit PBS eine Trypsin-EDTA-LSsung verwendet und fir 10 min bei 37 °C inkubiert. An-
schliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt und die Lésung
zentrifugiert (5 min, 500 g, Raumtemperatur).

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zellsuspension mit Trypanblau verdinnt und

auf eine Neubauer Zahlkammer aufgetragen und ausgezahlt. Tote Zellen farbten sich
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aufgrund der erhdhten Membranpermeabilitat blau und konnten so ausgeschlossen

werden. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte durch folgende Formel:

gezahlte Zellen
Anzahl der gezahlten Grof3quadrate

Absolute Zellzahl = ( )*VT v

V't = Verdliinnungsfaktor Trypanblau

Vwm = Volumen Zellsuspension

3.2.2 IL-22-Stimulationsversuche

Zur Stimulation mit IL-22 wurden 4 x 10° Line-1, 4T1- oder EO771-Tumorzellen pro
Well in einer 6-Well Platte ausgesat. Pro Bedingung wurden technische Replikate von
mindestens drei, besser sechs Wells angefertigt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation
(oder kurzer, je nach experimentellem Setup) wurde das Medium entfernt, die Zellen
mit PBS gewaschen und 1 ml OptiMEM Media pro Well hinzugegeben und fir eine
weitere Stunde inkubiert. Anschlielend wurde das Medium durch 1 ml neues OptiMEM
beziehungsweise 1 ml OptiMEM plus 100 ng/ml IL-22 ersetzt und fir 12 bis 72 h inku-
biert. Bei Stimulation tber 24 h wurde das Medium aufgrund der kurzen Halbwertszeit

von IL-22 alle 24 h durch frisches Medium und neues IL-22 ersetzt.

3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine Quantifizierung von Zellen aufgrund ihrer
GroRe, Granularitat und Fluoreszenz. Fir diese Arbeit wurde ein FACS-Canto Il oder
FACS-Fortessa Durchflusszytometer und fur die anschlieRende Analyse die Software
FlowJo 10.2. verwendet. Die gewunschten Zellen wurden zunachst wie in 3.2.1 be-
schrieben abgel6st und gezahlt. Pro Farbung wurden ca. 1 x 10° Zellen in 100 ul PBS
gegeben und anschlieRend mit 0,3 pl des Antikdrpers (siehe Tabelle 1) gefarbt und fur
30 min bei 4 °C und Dunkelheit inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und in 200 — 400 pl PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer

analysiert. Isotyp- und ungefarbte Kontrollen wurden immer mitgefthrt.

3.2.4 Scratch-Assay

Zur Durchflhrung des Scratch-Assay wurden die Zellen in einer 12-Well Platte ausplat-
tiert und bis zur Konfluenz inkubiert. Anschlieend wurde die Oberflache der Platte mit-
hilfe der Spitze einer 1 ml Pipettenspitze angeritzt und zur Entfernung der abgeldsten
Zellen die Platte mehrfach mit PBS gewaschen. Mikroskopische Aufnahmen wurden
anschlieRend am Zeiss LSM800 Mikroskop bei kontinuierlich 37 °C und 5 % CO liber
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48 h angefertigt, in denen automatisch jede Stunde ein Bild an der exakt selben Posi-
tion jedes Wells aufgenommen wurde. Abbildung 3 zeigt exemplarisch ein Well zu Be-
ginn und nach 48 h des Versuches mit eingezeichneter Wundflache. Die Wundflache
(manuell eingefugter Ritz) wurde mit Hilfe der Software ImageJ bestimmt. der Die ge-
fullte Wundflache (in Prozent) konnte mit folgender Formel berechnet werden:

Wundflache (0 h) — Wundflache (48 h)) x 100
% der gefiiliten Wundflache = <( (0 h) (48 h)) >

Wundflache (0 h)

Oh

Abbildung 3 Berechnung der gefiiliten Wundflache im Scratch Assay nach 48 h
Zu sehen sind die Wundflache (rot umrandet) zu Beginn der Aufzeichnung (A) sowie nach 48 h (B). Weil}

schraffiert ist die gefilllte Wundflache markiert, die durch Uberlagerung der Wundflache zu Beginn der Auf-
zeichnung und nach 48 h entsteht.

3.2.5 Herstellung der Line-1-CD155~ Zelllinie mit CRISPR/Cas9

Die Herstellung der Line-1-CD155™ Zelllinie sowie der Line-1 Kontrollzellen erfolgte mit-
hilfe des Ein-Vektor-CRISPR/Cas9 Systems mit einer verbesserten Cas9 (1.1)
(Slaymaker et al., 2016). Daftr wurde mit dem Programm chopchop (https://chop-
chop.cbu.uib.no/) eine single guide RNA (sgRNA) fir das Exon 3 des Pvr Gens ent-

worfen (Pvr-sgRNA: ggc caa gag att cgt cca gg) und anschliel®end via Bbs/ in einen
eSpCas(1.1)-2A-eGFP Plasmid kloniert (Labun et al., 2019). Line-1 Tumorzellen wur-
den in eine 6-Well Platte ausgesat und mit einem Transfektions-Mix (250 yL Opti-MEM
(Sigma-Aldrich), 5 pg Plasmid, 12 pL Lipofectamine 2000 (Thermofisher)) fur 18 h, ge-
folgt von 24 h in normalem RPMI-Medium, inkubiert. Die CD155~ Zellen wurden mit
dem anti-Maus CD155-PE Antikorper (BioLegend) angefarbt und mithilfe von FACS bis
zu einer Reinheit von >95 % angereichert. CD155-PE" (Line-1 CD1557) und CD155-
PE" (Line-1 Ctrl.) Zellen wurden fiir die Experimente in dieser Arbeit ausgewahlt.
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3.2.6 Herstellung von Line-1-CD155" Zellen

Zur Herstellung von Line-1-Zellen, die dauerhaft CD155 exprimierten (Line-1-CD155%),
wurden Line-1-CD 155 Zellen verwendet und retroviral transduziert. Hierfur wurde zu-
nachst das nétige Konstrukt (CD155-K2A-H2B-cerulean) von GeneScript erworben. Zu
Beginn des Prozesses wurde das Konstrukt gemaR dem Protokoll von Heckman and
Pease (2007) in den retroviralen Plasmid pMP71 (Addgene) kloniert. Die Uberpriifung
der erfolgreichen Klonierung erfolgte mittels Sanger-DNA-Sequenzierung nach Herstel-
lerangaben des Mix2Seq Kits (Eurofins). AnschlieRend wurde der Plasmid in kompe-
tenten E. coli DH5a (NEB) vermehrt und mit Hilfe des Zymo Pure Il Plasmid Maxiprep
Kit (Zymo Research) aufgereinigt. Fir die Retrovirale Expression wurde der pMP71-
CD155-K2A-H2B-cerulean Plasmid mithilfe von Lipofectamine 2000 nach Herstelleran-
gaben in PLAT-E-Zellen transfiziert. Nach 48 h konnte der Virusliberstand abgenom-
men und mit einem 45 pym Filter gefiltert werden. 2 mL frischer Virustiberstand wurden
dann zusammen mit 8 ug/mL Polybrene zu 5 x 10° Line-1 CD155~ Zellen gegeben, fiir
30 min bei 800 g zentrifugiert und anschlielend 48 h inkubiert. Nach mindestens vier
Stunden Inkubation wurde frisches Medium zur Kultur gegeben. 48 h nach der Trans-
duktion wurden die Cerulean-positiven Line-1-CD155"- Zellen mittels BD FACS Atria lll

bis zu einer Reinheit von > 95 % aufgereinigt.

3.3 Maus- und Tumormodelle
3.3.1 Intravenése Tumorzellinjektionen
Fir eine hdhere Anzahl an Metastasen wurden die Tumorzellen direkt intravends (i.v.)

~~ Mausen

verabreicht. Dafir wurden ca. 8 Wochen alten, weiblichen Balb/c oder IL-22
500.000 Tumorzellen i.v. in 100 pL PBS in die Schwanzvene gespritzt. In den folgen-
den Tagen wurde jeden zweiten Tag das Gewicht gemessen und der Allgemeinzu-

stand der Mause beurteilt.

3.3.2 Quantifizierung von Metastasen und Einzelzell-Isolation aus Lungen

Zur makroskopischen Quantifizierung der Metastasen in den Lungen der Mause wur-
den diese mit Isofluran anasthesiert und durch zervikale Dislokation getotet. Die Lun-
gen wurden mit eiskaltem PBS gespllt, um das Uberschussige Blut zu entfernen. An-
schlie3end erfolgte die Zahlung der Metastasen mit Hilfe von Lupenglasern.
Abbildung 4 zeigt beispielhaft drei Mauslungen nach Explantation mit eingezeichneten
Metastasen. Durch die makroskopische Zahlung konnte eine verlassliche Quantifizie-

rung der Metastasenlast in der Lunge erreicht werden.
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Abbildung 4 Mauslungen mit Metastasen nach Explantation und Spiilung mit PBS

Zu sehen sind Fotos von explantierten Mauslungen mit Metastasen (rot markiert) nach intravendser Injek-
tion von Tumorzellen.

3.3.3 Klonogene-Metastasen-Analyse
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des Versuchs zur Quantifizierung von Lungenmetastasen

Zur Isolierung von Einzelzellen aus den Lungen wurden diese in < 1 mm grof3e Stlicke
zerteilt und zusammen mit 1 mg/mL Kollagenase und 0,05 mg/mL DNase | in RMPI-
Medium fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die verdauten Lungen wurden anschliel3end
durch 100 uym und 30 um Zellsiebe gedriickt und mit PBS gewaschen. Durch die Zu-
gabe von Erythrocyte-lysis-buffer (Inkubation 3 min bei Raumtemperatur) wurden die
Erythrozyten eliminiert und die resultierende Einzelzell-Suspension konnte fur den
klonogenen Metastasen Assay verwendet werden. Fur die klonogene Metastasen-Ana-
lyse wurden die Einzelzellen aus den Lungen 1:10, 1:100 oder 1:1000 verdinnt. Diese
Verdinnung erfolgte in RPMI-Medium, welches mit 30 uM 6-Thioguanin versetzt
wurde, um das Wachstum von Nicht-Tumorzellen zu verhindern. Dieses Gemisch
wurde dann in 6-Well Platten ausgesat (drei Wiederholungen pro Probe) und fir 10-14
Tage inkubiert. Anschlielend wurden die gewachsenen Kolonien mit 70 % Ethanol fi-
xiert und mit 1 % Kristallviolett angefarbt. Beispielhaft zu sehen ist dies in Abbildung 6.

Die Gesamtzahl der Kolonien wurde gezahlt und zum Mittelwert der Kontrollgruppe
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normalisiert. Mit der klonogenen Metastasenanalyse kann im Gegensatz zur makro-
skopischen Zahlung der Metastasen auch die Metastasenlast im Inneren der Lungen
mit beurteilt werden, sodass sie eine gute Ergdnzung zur makroskopischen Zahlung
darstellt.
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Abbildung 6 Klonogene Metastasenanalyse nach Fixierung und Farbung der Kolonien

Zu sehen ist das Ergebnis einer klonogenen Metastasenanalyse nach Fixierung und Farbung der Kolonien
an Tag 32 nach Injektion. Es liegt eine 1:1000 Verdinnung der urspriinglichen Einzelzellsuspension vor.

3.3.4 NK-Zell Depletion

Die Depletion von NK-Zellen erfolgte mithilfe des Anti-Asialo-GM1-Antikérpers. Dazu
bekamen ca. 8 Wochen alte, weibliche Balb/c-Mause 25 ul unverdiinntem Anti-Asialo-
GM1 Antikorper (bzw. 25 pl Isotyp fir die Kontrollen) intraperitoneal gespritzt (Kasai et
al., 1981). Nach 24 h bekamen die Mause eine zweite Dosis des Antikdrpers (bzw. Iso-
typ) intraperitoneal, sowie 10° Line-1 Tumorzellen intravends injiziert. Vor Injektion der
Tumorzellen erfolgte die Kontrolle der Depletion mittels Durchflusszytometrie einer
Blutprobe der Mause.

Abbildung 7 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer NK-Zell-depletierten Maus (B) und ei-
ner Kontrollmaus (A).
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Abbildung 7 Validierung der NK-Zell-Depletion mittels Durchflusszytometrie

Zu sehen sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zur Validierung der NK-Zell-Depletion vor Injektion
der Tumorzellen aus einer Blutprobe der Mause. In A zu sehen ist die Blutprobe einer nicht depletierten
Maus mit normaler Menge an NK-Zellen (rotes Gate). B zeigt die Ergebnisse einer Maus nach erfolgrei-
cher NK-Zell-Depletion.



3.3.5 Statistische Auswertungen

Die statistischen Analysen erfolgten mithilfe der Software Graphpad Prism Version 9.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Die experimentellen Daten wurden als
Mittelwerte und die Fehlerbalken als Standardfehler des Mittelwerts (standard error of
the mean, SEM) dargestellt. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde bei

n > 5 der ungepaarte Student‘s T-Test herangezogen. Bei n <5 wurde zur Berechnung
der Signifikanz der Mann-Whitney-Test verwendet. Unterschiede wurden als signifikant
betrachtet bei p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von IL-22 auf die Expression einzelner Gene in 4T1-Zellen

Initial sollte erforscht werden, welche Proteine mdglicherweise von IL-22 beeinflusst
werden. Um demnach zu untersuchen, welche Effekte IL-22 auf die Genexpression
verschiedener Gene hat, wurde eine RNA-Bulkexpressionanalyse durchgeflhrt (siehe
3.1.3). Dafur wurden 4T1-Brustkrebszellen mit 100 ng/ul IL-22 stimuliert und die RNA
der Zellen isoliert (siehe 3.1.1 und 3.2.2). Als Kontrolle wurden nicht-stimulierte 4T1-
Brustkrebszellen verwendet. Abbildung 8 gibt einen Uberblick Uber die Ergebnisse der
RNA-Analyse in Form eines Volcano-Plots mit einer Auswahl von Genen mit signifikant
veranderter Genexpression nach Stimulation mit IL-22. Insgesamt konnte bei 147 Ge-
nen eine signifikante Veranderung in der Genexpression gefunden werden. Hierbei
wurden nur Gene als signifikant differentiell exprimiert angesehen, welche einen p-
Wert von < 0,05 sowie einen Log2 Fold-Change von * 1 aufwiesen (siehe 3.1.3). 133
Gene zeigten eine verstarkte Expression, 14 Gene eine verminderte Expression nach
IL-22 Stimulation.
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Abbildung 8 Darstellung differenziell exprimierter Gene nach IL-22 Stimulation

Zur ldentifizierung von Genen, welche nach Stimulation mit IL-22 eine vermehrte Expression zeigen,
wurde eine RNA-Einzelzellanalyse durchgefiihrt. Der Plot vergleicht IL-22 stimulierte 4T1-Zellen mit einer
nicht stimulierten Kontrollgruppe. Hier dargestellt sind der Fold-Change sowie die P-Werte der differenziell
exprimierten Gene. Insgesamt konnte bei 147 Genen eine signifikante Veranderung in der Genexpression
gefunden werden (Signifikanzkriterien: P-Wert < 0,05 und Log2 Fold-Change * 1). Adaptiert nach
Briukhovetska et al. (2023).
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Die Expressionsveranderung der im Vergleich zur Kontrolle am meisten veranderten
Gene im Vergleich zur Kontrolle wurde anschlieRend mittels RT-qgPCR (siehe 3.1.2) va-
lidiert. Abbildung 9 zeigt auszugsweise die Ergebnisse dieser RT-qPCR. Fur die am
meisten hochregulierten Gene wurde eine ausfihrliche Literaturrecherche Gber Funkti-
onen und mdgliche Wirkungen auf die Metastasierung von Tumoren durchgefihrt. In
Zusammenschau der RNA-Analysen sowie der Literatur konnte Pvr als eines der viel-
versprechendsten Gene identifiziert werden (rot markiert in Abbildung 8 und Abbildung
9). Pvr kodiert fur das Protein CD155, welches in verschiedenen Tumoren Gibermafig
exprimiert wird und fur welches sowohl Tumor- als auch Metastasen-férdernde Eigen-
schaften beschrieben sind (Molfetta et al., 2020, O'Donnell et al., 2020). Aufgrund die-
ser Parallele zu den Eigenschaften von IL-22 wurde der Zusammenhang von IL-22 und

CD155 in weiteren Experimenten genauer untersucht.

Fold change

-_—

Abbildung 9 Verdnderung der Expression ausgewahlter Gene nach Stimulation von 4T1-Zellen mit
rekombinantem murinem IL-22

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Genexpressions-Analyse von 4T1-Zellen mittels RT-qPCR nach
Stimulation mit IL-22 (100 ng/mL IL-22, 24 h). Abgebildet sind hier ausgewahlte Gene, welche in einer vor-
herigen mRNA-Sequenzierung signifikante Expressionsveranderungen gezeigt hatten. Zu sehen ist der
Fold-Change im Vergleich zur nicht-stimulierten Kontrolle. Abgebildet ist der Fold change als Minimum,
Maximum, Median und Quartil (insgesamt jeweils vier technische Replikate pro Gen, zu sehen ist das re-
prasentative Ergebnis eines Replikates (insgesamt zwei Wiederholungen)). Adaptiert nach Briukhovetska
et al. (2023).

4.2 Einfluss von IL-22 auf die Genexpression von Pvr in Line-1 Zellen

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung und
RT-gPCR um einen zellspezifischen Effekt handelt, wurden auch Line-1 Lungenkrebs-
zellen mit IL-22 stimuliert. Auch bei Stimulation der Line-1 Lungenkrebs-Zelllinie mit
IL-22 konnte eine Veranderung der Genexpression von Pvr festgestellt werden (Daten
hier nicht gezeigt). Um die Kinetik hinter dieser Hochregulation des Gens genauer zu
untersuchen, wurde eine erneute RT-qPCR-Analyse durchgefiihrt, in welcher die Ver-

anderung der Genexpression von Pvr Uber die Zeit gemessen wurde (Abbildung 10).
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Als positive Kontrolle wurde das Suppressor of cytokine signaling 3 (Socs3) -Gen ver-
wendet, welches bekanntermalRen durch IL-22 Stimulation hochreguliert wird (Naher et

al., 2012) und fur das immunmodulatorische SOCS3-Protein kodiert.
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Abbildung 10 Veranderung der CD155 Expression nach IL-22 Stimulation von Line-1-Zellen iiber
die Zeit

Zur Beurteilung der Kinetik der veranderten Genexpression von Pvr nach IL-22 Stimulation wurden Line-1-
Lungenkrebszellen fir bis zu 48 h mit 100 ng/ml rekombinantem murinen IL-22 stimuliert. Zu verschiede-
nen Zeitpunkten (0 h, 0,5h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h, wurde die Stimulation beendet. Die RNA der
Zellen wurde isoliert und zu cDNA umgeschrieben. AnschlieRend erfolgte die Analyse der Genexpression
mittels RT-gPCR. Dargestellt ist der Fold-Change im Vergleich zum Haushaltsgen und normalisiert zur Ba-
seline-Expression.

In Abbildung 10 ist hierbei eine Hochregulation des Pvr Gens besonders in den ersten
sechs Stunden (Abbildung 10A) zu sehen. Auch das Kontrollgen Socs3 zeigt wie er-
wartet einen deutlichen Anstieg der Genexpression nach IL-22 Stimulation (Abbildung

10B).

4.3 Effekt von IL-22 auf die Expression von CD155 in Line-1 Zellen

In den bisherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass IL-22 zu einer Hochregu-
lierung der Expression des Pvr-Gens fuhrt. Um zu untersuchen, ob diese veranderte
Expression auch einen Effekt auf Proteinebene hat, wurde die Expression des Proteins
CD155 vor und nach Stimulation mit IL-22 gemessen. Da es sich bei CD155 um einen
Oberflachenrezeptor handelt, bot sich fiir diese Analysen die Durchflusszytometrie an

(Siehe 3.2.3).
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Abbildung 11 CD155 Expression in 4T1, Line-1 und E0771-Zellen nach Stimulation mit rekombinan-
tem murinen IL-22 fiir 72 h in vitro

Fur die CD155-Expressionsanalyse mittels Durchflusszytometrie wurden 4T1, Line-1 und E0771 Zellen mit
100 ng/ml rekombinantem IL-22 in vitro stimuliert. Nach 24, 48 und 72 h wurden ein Teil der Zellen mit
dem CD155-PE Antikorper angefarbt und die CD155 Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Die Abbildung ist reprasentativ fir n = 3 voneinander unabhangigen Experimenten. Adaptiert nach
Briukhovetska et al. (2023).

Die Histogramme in Abbildung 11 zeigen einen deutlichen Anstieg der CD155 Expres-
sion auf 4T1-, Line-1 und EO771-Tumorzellen nach Stimulation mit IL-22 Gber 72 h. In
den nicht stimulierten Kontrollzellen ist nur ein minimaler Anstieg der CD155-Expres-

sion in den ersten 24 h zu sehen, danach veranderte sich die Expression nicht weiter.

In Abbildung 12 wird dieser Anstieg der CD155-Expression noch einmal quantitativ
dargestellt. Zu sehen ist, dass in allen drei Zelllinien die mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI1) von CD155-PE im Vergleich zur Kontrolle um mindestens das 1,8 -fache an-
steigt. Daraus lasst sich schliel3en, dass eine Stimulation mit IL-22 auch auf Protein-

ebene zu einer Hochregulation von CD155 flhrt.
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Abbildung 12 Veranderung der CD155 Expression in 4T1, Line-1 und E0771-Zellen nach Stimulation
mit rekombinantem murinen IL-22 fiir 72 h in vitro

Fur die CD155-Expressionsanalyse mittels Durchflusszytometrie wurden 4T1, Line-1 und E0771 Zellen mit
100 ng/ml rekombinantem IL-22 in vitro stimuliert. Nach 24, 48 und 72 h wurden ein Teil der Zellen mit
dem CD155-PE Antikorper angefarbt und die CD155 Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Abgebildet ist die Mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) des CD155-PE Antikdrpers normalisiert zur Base-
line und zur nicht-stimulierten Kontrolle. Darstellung der Mittelwerte (+ SEM) (n = 3 unabhangig durchge-
fuhrte Experimente, P-Werte berechnet mit dem gepaarten t-Test). Adaptiert nach Briukhovetska et al.
(2023).

4.4 Abhangigkeit des Line-1 Tumormodells von NK-Zellen

Viele der tumor-fordernden Wirkungen von CD155 auf Tumorzellen gehen mit einer
Bindung von CD155 auf Tumorzellen an CD96, CD226, oder TIGIT auf der Oberflache
von NK- und T-Zellen einher, womit die Immunantwort dieser Zellen verandert wird
(Chan et al., 2014, O'Donnell et al., 2020). Um zu testen, ob auch das etablierte Line-1
Metastasen-Modell NK-Zell abhangig ist, wurden NK-Zellen durch Applikation des Anti-
Asialo-Gm1 Antikorpers depletiert (siehe 3.3.4) (Kasai et al., 1981). 48 h nach Deple-

tion wurden den Mausen Line-1 Tumorzellen intravenos verabreicht.

Die NK-Zell-depletierten Mause zeigten in dem Versuch makroskopisch mehr Metasta-
sen in den Lungen als die Kontrollmause (Abbildung 13A). Dieses Ergebnis zeigte sich
auch in der anschlielenden klonogenen Metastasen-Analyse, bei der in der Gruppe
ohne NK-Zellen mehr Kolonien wuchsen als in der Kontrollgruppe (Abbildung 13B). So-
mit kann davon ausgegangen werden, dass NK-Zellen auch in dem verwendeten Tu-

mormodell eine wichtige Rolle in der Tumorabwehr spielen.
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Abbildung 13 Untersuchung der Abhangigkeit der Lungenmetastasen von NK-Zellen im Lungen-
karzinom-Modell

Zu sehen sind die Anzahl der Lungenmetastasen nach Line-1-WT Injektion i.v. mit NK-Zell-Depletion (rot)
und ohne Depletion (schwarz). (A) zeigt die Anzahl der Lungenmetastasen 14 Tage nach Injektion der Tu-
morzellen pro Maus. Abbildung (B) zeigt die Anzahl der Kolonien in der klonogenen Metastasen-Analyse,
normalisiert zur nicht depletierten Kontrolle. Daten zeigen die Ergebnisse eines Experimentes (+ SEM).
Jeder Punkt reprasentiert eine Maus (n = 5 fiir Ctrl.; n = 4 fir aGM1). P-Werte berechnet mithilfe des
Mann-Whitney-Tests.

4.5 Die Rolle von CD155 und IL-22 in der Metastasenentstehung

4.5.1 Einfluss von CD155 auf die Metastasenentstehung

Um den Effekt von CD155 auf die Entstehung von Metastasen zu untersuchen, wurde
Pvr aus Line-1 Zellen (Line-1-CD1557) mittels CRISPR-Cas9 (siehe 3.2.5) deletiert und
somit eine Ziellinie generiert, welche keinen funktionierenden CD155-Rezeptor mehr
exprimierte. Zusatzlich wurde eine Zelllinie generiert, welche den CRISPR-Cas9-Vor-
gang ebenfalls durchlief, jedoch keine Deletion von Pvr aufwies (Line-1 Ctrl.). Der Er-

folg der Depletion wurde mittels Durchflusszytometrie bestatigt (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Valdierung des Depletionserfolges mittels Durchflusszytometrie

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der CD155-PE positiven Tumorzellen an allen lebenden Ein-
zelzellen. A zeigt die Ergebnisse vor Aufreinigung, B die Ergebnisse nach Aufreinigung mittels BD FACS
Aria Ill.

Zunachst wurde Uberprift, ob das Fehlen von CD155 auf den Tumorzellen einen Ein-
fluss auf ihre Proliferation hat, um auszuschlief3en, dass eventuelle Unterschiede im
Metastasierungsverhalten ausschlief3lich auf eine veranderte Proliferation der Zellen
zurtickzufuihren sind. Hierfur bat sich ein Scratch-Assay an, in dem die Proliferation
von Zellen Uber 48 h unter einem Mikroskop beobachtet und anschliel’end die von Zel-
len geflllte Flache Uber die Zeit berechnet werden konnte (siehe 3.2.4). Abbildung 15
zeigt beispielhaft jeweils eine Platte von Line-1-Ctrl. und Line-1-CD 155" Zellen zu Be-

ginn der Aufnahmen und nach 48 h.

A B

Line-1 Ctrl.
Line-1-CD155-

Oh 48 h Oh 48 h

Abbildung 15 Mikroskopische Darstellung der Proliferation von Line-1-Ctrl. und Line-1-CD155~ Zel-
len mithilfe eines Scratch-Assays

Mikroskopische Darstellung der Zellen im Scratch Assay. Zu sehen sind jeweils beispielhaft ein Well der
Line-1-Ctrl. (A) sowie der Line-1-CD155~ -Zellen zu Beginn (0 h) und nach 48 h. Rot markiert ist die Wund-
flache. Weil} schraffiert zu sehen ist die gefiilite Wundflache nach 48 h (n = 5).
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In der quantitativen Analyse des Scratch-Assays (Abbildung 16) konnte kein Unter-
schied in der Proliferation von Line-1-Ctrl. und Line-1-CD155~ Zellen gefunden werden,

sodass mit der Testung der Zellen in vivo fortgefahren werden konnte.
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Abbildung 16 Darstellung der Proliferation von Line-1 WT und CD155~ Zellen im Scratch Assay
liber 48 h

Quantitative Darstellung der gefiillten Wundflache nach 48 h im Vergleich zur Wundflache zu Beginn (in
%) Uber 48 h (Messung alle 1 h). Schwarz: Line-1-Ctrl.-Zellen, Rot: Line-1-CD155~ (Dargestellt sind die
Mittelwerte von jeweils 5 technischen Replikaten + SEM eines Experimentes) .

Bei der subkutanen Injektion von CD155" Zellen konnte erneut kein Unterschied im Tu-
morwachstum gegenuliber den Kontrollzellen festgestellt werden, sodass anschlie3end
nur noch die intravendse Applikation von Tumorzellen angewendet wurde, um eine ho-
here Zahl an Metastasen zu erreichen. Nach intravendser Injektion der Line-1-CD155~
sowie Line-1-Ctrl. Tumorzellen in Wildtyp- und IL-227~ M&use konnte gezeigt werden,
dass die Mause mit Tumoren ohne CD155 deutlich weniger Metastasen entwickelten
als die Kontroll-Mause mit Tumoren mit funktionierendem CD155-Rezeptor (Abbildung
17). Dieser Effekt lieR sich sowohl in den IL-227", als auch in den Wildtyp M&ausen be-
obachten. Zudem zeigte sich, dass im Gegensatz zu den Line-1-Ctrl-Zellen, bei den
Line-1-CD155™ -Zellen kein Unterschied in der Metastasenzahl zwischen Wildtyp- und

IL-227--M&usen mehr bestand.
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Abbildung 17 Einfluss von CD155 und IL-22 auf die Entstehung von Lungenmetastasen in vivo

Um den Effekt von CD155 und IL-22 auf die Entstehung von Lungenmetastasen zu untersuchen, bekamen
Balb/c Wildtyp- (WT) und IL22--Mause jeweils 2 x 10° Line-1-Kontroll-Zellen oder 2 x 10° Line-1-CD155~
Zellen i.v. gespritzt. Nach 20 Tagen wurden die makroskopischen Lungenmetastasen gezahlt (A). Abbil-
dung (B) zeigt die Anzahl der Kolonien in klonogenen Metastasen-Analyse. Jeder Punkt stellt die Daten
eines Tieres dar. Die Abbildung zeigt die gepoolten Daten von drei unabhangigen Experimenten mit Mittel-
werten = SEM. P-Werte berechnet mithilfe des ungepaarten t-Tests. Adaptiert nach Briukhovetska et al.
(2023).

4.5.2 Zusammenspiel von IL-22 und CD155 bei der Metastasenentstehung

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen IL-22 und CD155 in vivo
wurde zudem eine Zelllinie generiert, die IL-22 unabhangig hohe Levels an CD155 ex-
primiert (Line-1-CD155%), indem das Pvr-Gen wieder in die CD155~ Zellen kloniert

—/

wurde (siehe 3.2.6). Diese Zellen konnten wiederum in die Wildtyp- und IL-227~ Mause

injiziert werden.
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Abbildung 18 Untersuchung des Zusammenhangs von CD155 und IL-22 bei der Metastasenentste-
hung in vivo.

Fur die Untersuchung der Abhangigkeit des Tumor-férdernden Effekts von CD155 von IL-22, bekamen
Balb/c Wildtyp- (WT) und IL-227- - M&use jeweils 2 x 10° Line-1-Ctrl.-Zellen oder 2 x 10° Line-1-CD155*
Zellen i.v. gespritzt. Nach 20 Tagen wurden die makroskopischen Lungenmetastasen gezahit (A). Abbil-
dung (B) zeigt die Anzahl der Kolonien in der klonogenen Metastasen-Analyse. Jeder Punkt stellt die Da-
ten eines Tieres dar. Die Abbildung zeigt die gepoolten Daten von zwei unabhangigen Experimenten mit
Mittelwerten + SEM. P-Werte berechnet mithilfe des ungepaarten t-Tests. Adaptiert nach Briukhovetska et
al. (2023).

Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse dieses Versuches: Die Anzahl der Metastasen in
den IL-227--Mausen, denen Line-1-CD155" Zellen gespritzt wurden erhéhte sich im
Vergleich zu den vorherigen Versuchen auf ahnliche Werte, wie die Anzahl der Meta-

stasen in den Wildtyp-Mausen. Beide Versuche geben deutliche Hinweise darauf, dass

CD155 und IL-22 zusammen die Metastasierung von Tumoren beeinflussen.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
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Abbildung 19 Graphische Zusammenfassung der Arbeit
Adaptiert nach (Briukhovetska et al., 2023)

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression von CD155 auf Tumorzellen durch
eine Stimulation von IL-22 hochreguliert werden kann. Durch eine Stimulation von
IL-22 in vitro konnte sowohl eine starkere Expression von Pvr auf genetischer Ebene
als auch eine vermehrte Expression von CD155 auf Proteinebene Uber 72 h festge-
stellt werden. Dieser Effekt war in den nicht-stimulierten Zellen nicht zu sehen, weshalb
hier von einer IL-22 abhéngigen Uberexpression von CD155 ausgegangen werden
kann. In vivo konnte anschlieRend gezeigt werden, dass CD155 sowohl in IL-227-
Mausen, als auch in Wildtyp Mausen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von
Metastasen spielt, da eine Deletion von CD155 in Tumorzellen zu einer deutlichen Ver-
minderung der Metastasierung in beiden Mauslinien fuhrte. Durch eine Wiedereinfih-
rung von konstitutiv und IL-22 unabhangig exprimierten CD155 in CD155™ Zellen
konnte dieser Effekt riickgangig gemacht werden.

5.2 IL-22 fiihrt zu einer Hochregulation von Pvr in vitro

IL-22, das urspriinglich flr seine positiven Eigenschaften auf die Wundheilung und die
Geweberegeneration bekannt war, ist in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus
der onkologischer Forschung gertickt. Mehrere Studien zeigen, dass IL-22 das Wachs-
tum von primaren Tumoren beschleunigt und das Fortschreiten von Tumorerkrankun-
gen fordert (Fukui et al., 2014, Lim and Savan, 2014, Hernandez et al., 2018). Auch
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konnte bei Analyse klinischer Daten mehrerer Studien ein Zusammenhang zwischen
hoher IL-22 Aktivitat in Tumoren und schlechteren Krankheitsverlaufen bei Patienten
gefunden werden (Zhuang et al., 2012, McCuaig et al., 2020). Vorarbeiten unserer Ar-
beitsgruppe konnten zeigen, dass IL-22 vor allem einen starken Einfluss auf die Ent-
stehung und das Wachstum von Metastasen bei Lungen- und Brustkrebs hat. [L-227~
Mause zeigten nach Injektion von 4T1, Line-1 sowie E0771 Zellen deutlich weniger
Metastasen in den Lungen als die Wildtyp-Kontrollen (Briukhovetska et al., 2023).
Giannou et al. (2023) konnten diesen Einfluss von IL-22 auf die Metastasierung auch
fur Lebermetastasen von kolorektalen Karzinomen zeigen, wodurch die weitreichende

Bedeutung von IL-22 bei der Entstehung von Metastasen deutlich wird.

Metastasen sind verantwortlich fur ca. 90 Prozent der krebsbezogenen Todesfalle welt-
weit (Seyfried and Huysentruyt, 2013, Dillekas et al., 2019, Fares et al., 2020). In den
letzten Jahren wurde deutlich, dass die Metastasierung von Tumoren stark von den
Wechselwirkungen zwischen Immunsystem, Tumorzellen und den Tumor umgebenen
Zellen beeinflusst wird (Garner and de Visser, 2020). Vor allem die den Tumor infiltrie-
renden Immunzellen und die von ihnen produzierten Zytokine scheinen dabei eine
Schlisselrolle zu spielen, kdnnen dabei jedoch sowohl fordernd als auch hemmend auf
das Fortschreiten der Tumorerkrankung wirken (Dunn et al., 2004, Qian et al., 2011,
Chen et al., 2020). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass CD4" Zellen in der Tu-
morumgebung IL-22 produzieren und somit direkten Einfluss auf die Metastasierung

von Lungen- und Brustkrebs haben (Briukhovetska et al., 2023).

Zur Untersuchung des Mechanismus hinter diesen Metastasen-férdernden Eigenschaf-
ten von IL-22 wurden in dieser Promotionsarbeit die Gene angeschaut, die nach IL-22
Stimulation von Tumorzellen differenziell exprimiert wurden. Eines dieser Gene war
Pvr, welches nach IL-22 Stimulation eine signifikant gesteigerte Expression aufwies.
Pvr kodiert fur das Protein CD155, auch bekannt als Poliovirus receptor (PVR), ein
transmembraner Rezeptor, welcher der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet wird
(Mendelsohn et al., 1989). Zuséatzlich zu der transmembranen Form existiert auch eine
I6sliche Form von CD155, welche in verschiedensten Kérperflissigkeiten nachweisbar
ist (Koike et al., 1990, Baury et al., 2003). Diese l6sliche Form konnte jedoch bisher
nur bei Menschen, nicht jedoch bei Mausen identifiziert werden (Bowers et al., 2017).
Physiologisch reguliert CD155 die interzellularen Adharenz-Verbindungen zwischen
Epithelzellen (Maier et al., 2007), eine Eigenschaft, die das Protein auch in Hinblick auf

eine Metastasenentstehung sehr interessant macht. Zudem konnten Studien bereits
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zeigen, dass CD155 in vivo einen Einfluss auf die Metastasierung von Tumoren neh-
men kann und tumorférdernde Eigenschaften besitzt (Molfetta et al., 2020, O'Donnell
et al., 2020). Diese Parallelen waren ausschlaggebend fir die weitere Untersuchung

des Zusammenhanges der beiden Proteine.

Bisher sind einige Regulatoren bekannt, die zu einer Steigerung der CD155-Expres-
sion auf Zellen fihren. U.a. fihrten Interferon-y (IFN-y) und IL-1a in Studien zu einer
héheren CD155-Expression auf vaskularen Endothelzellen (Escalante et al., 2011).
Darlber hinaus konnten TLR-Agonisten wie Lipopolysaccharide die Expression von
CD155 auf Antigen-prasentierenden Zellen NF-kB-abhangig hochregulieren (Kamran
et al., 2013, Zhan et al., 2022). Auf Tumorzellen wird die CD155-Expression u.a. durch
die fir die Proliferation und Zelldifferenzierung wichtigen RAS- und c-Myc Signalwege
reguliert (Hirota et al., 2005, Zhang et al., 2021). In den hier durchgefihrten Analysen
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Pvr-Expression auf Tumorzellen nach IL-22-Sti-
mulation (siehe Abbildung 9) sowie eine Steigerung der CD155-Expression auf der
Zelloberflache durch eine direkte Stimulation der Tumorzellen mit IL-22 in vitro. Dies ist
insofern interessant, da es bisher noch unklar ist, ob auch die CD155-Expression auf
Tumorzellen abhangig von immunregulatorischen Faktoren wie TLR-Agonisten oder
IL-1a ist, oder ob dies nur auf die gesunden Zellen zutrifft (Sloan et al., 2004, Gao et
al., 2017, Zhan et al., 2022). Lediglich fur IFN-y konnte bisher gezeigt werden, dass
dadurch eine Hochregulation von CD155 auf Melanomzellen induziert werden konnte
(Inozume et al., 2016). Da auch die IL-22 Produktion durch Immunzellen IL-1a abhan-
gig ist (Voigt et al., 2017) und zudem NF-kB-abhangig gesteigert werden kann (Victor
et al., 2017), zeigen sich hier deutliche Ahnlichkeiten mit der Regulation von CD155
auf gesunden Zellen und deuten darauf hin, dass diese Regulationsmechanismen

auch bei Tumorzellen eine Rolle spielen kdnnten.

5.3 IL-22 fuhrt zu einer gesteigerten Expression von CD155 auf Tumorzellen und
somit zu einer Inhibierung von NK-Zellen

Eine wichtige tumorférdernde Eigenschaft entfaltet CD155 durch die Bindung an ver-
schiedene Oberflachenrezeptoren auf T-Zellen und NK-Zellen. Es ist schon seit einiger
Zeit bekannt, dass NK-Zellen eine essenzielle Rolle flur die Tumorkontrolle und Ein-
dammung von Metastasen in den meisten Tumoren spielen (Smyth et al., 2000). In kli-
nischen Studien zeigten sich eine inverse Korrelation der Anzahl an Metastasen in Pa-
tienten zur Menge an tumorinfiltrierenden NK-Zellen bei verschiedenen Tumorentita-
ten, darunter Magen-, Darm- und Prostatakarzinomen (Coca et al., 1997, Ishigami et

al., 2000, Gannon et al., 2009). Auch in Mausmodellen konnte die Bedeutung von NK-
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Zellen in der Metastasenentstehung mehrfach bestatigt werden. So entwickelten
Mause, die aufgrund einer Deletion von Mcl1 in NKp46*-Zellen keine NK-Zellen besa-
Ren (Sathe et al., 2014) deutlich mehr Metastasen nach Injektion von Melanomzellen
als die Wildtyp-Kontrollen (Delconte et al., 2016, Lépez-Soto et al., 2017, Putz et al.,
2017). Zusatzlich konnte in verschiedensten Tumormodellen bestatigt werden, dass
eine Depletion von NK-Zellen durch neutralisierende Antikérper wie Anti-Asialo-Gm1
zu einer hdheren Metastasenlast und einer schlechteren Prognose fiihrt (Lopez-Soto et
al., 2017). So ist es wenig Uberraschend, dass auch in dem in dieser Arbeit verwende-
ten Line-1-Tumormodell die Metastasenzahl stark von der NK-Zell-Funktion abhangig
war und die Depletion eben dieser Zellen zu einem sehr deutlichen Anstieg der Lun-
genmetastasen in vivo flhrte. In sich an diese Arbeit anschlieRenden Experimenten
konnte zusatzlich gezeigt werden, dass in dem Line-1 Tumormodell gerade das Fehlen
von NK-Zell produzierten zytotoxischen Substanzen wie IFN-y zu einer erhdhten Tu-
morlast flhrte, was sich fiir andere Zellarten (wie z.B. T-Zellen) nicht zeigen liel3
(Briukhovetska et al., 2023).

Die Aktivierung und Inhibierung von NK-Zellen erfolgt Giber das komplexe Zusammen-
spiel von vielen verschiedenen Rezeptoren und Liganden (Lanier, 2008). In der Tumor-
abwehr haben sich in den letzten Jahren vor allem die Rezeptoren CD226 (Shibuya et
al., 1996), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) (Yu et al., 2009)
und CD96 (Wang et al., 1992) als wichtige Mediatoren der NK-Zell Funktion heraus-
kristallisiert. Alle drei Rezeptoren teilen und konkurrieren um den gemeinsamen Ligan-
den CD155 (Bottino et al., 2003, Fuchs et al., 2004, Seth et al., 2007, Yu et al., 2009).
Trotz des gemeinsamen Liganden haben die Rezeptoren teils gegensatzliche Funktio-
nen. Wahrend CD226 kostimulatorisch auf NK-Zellen wirkt und ihre zytotoxische Funk-
tion bei der Tumorabwehr fordert (Lakshmikanth et al., 2009, Chan et al., 2010), wird
die NK-Zellfunktion durch TIGIT gehemmt. Dieses Gegenspiel der Rezeptoren wirkt
nach aktuellem Stand der Literatur am ehesten zur Vermeidung ibermafiger Immun-
antworten und so dem Schutz vor autoimmunen Reaktionen (Stanietsky et al., 2009,
Lozano et al., 2012). Auch CD96 hat einen hemmenden Einfluss auf die NK-Zellfunk-
tion, indem es mit CD226 um den Liganden CD155 konkurriert und die IFN-y-Produk-
tion der NK-Zellen inhibiert (Chan et al., 2014). Viele der Tumor-férdernden Wirkungen
von CD155 beruhen somit auf einer Uberexpression von CD155 auf Tumorzellen und
einer Inhibierung der NK-Zellen und auch T-Zellen durch Bindung an TIGIT und CD96
auf deren Zelloberflache (Chan et al., 2014, Gao et al., 2017, O'Donnell et al., 2020).

Zuséatzlich zur direkten Inhibierung der NK-Zellen fiihrt eine CD155 Uberexpression auf
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Tumorzellen durch anhaltende Stimulation von CD226 zu einer Internalisierung und ei-
nem Abbau von CD226 und so zu einem Verlust des kostimulatorischen Signals der
NK-Zellen (Braun et al., 2020). Dies konnte auch in weiterfihrenden Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe bestatigt werden, in denen eine verstarkte Expression von CD155 in der
Tumorumgebung zu einer verminderten Expression von CD226 auf NK-Zellen und

folglich einer verminderten Freisetzung von IFN-y fuhrte (Briukhovetska et al., 2023).

In sich an diese Arbeit anschlieRenden Untersuchungen konnte auf3erdem gezeigt
werden, dass ein Verlust von IL-22 zu einer Erhaltung der CD226-Expression auf
NK-Zellen und T-Zellen fihrt (Briukhovetska et al., 2023). Dies passt gut zu dem von
Braun et al. (2020) beschriebenen Verlust von CD226 durch exzessive Stimulation mit
CD155, da es durch IL-22 zu einer vermehrten Expression von CD155 und somit auch
zu einer erhohten Stimulation des CD226 Rezeptors kommen kénnte. Fehlt diese
IL-22-vermittelte Uberexpression von CD155, kommt es vermutlich auch zu einer durch
Uberstimulation verursachten verminderten Internalisierung von CD226, wodurch die
zytotoxische NK-Zellfunktion erhalten bleibt. Durch die hemmenden und stimulierenden
Signalwege, die CD155 durch Bindung an die unterschiedlichen Rezeptoren aktivieren
kann, ist es in Anbetracht der aktuellen Erkenntnisse wahrscheinlich, dass CD155 im

Laufe der Tumorentwicklung verschiedene Rollen einnehmen kann.

5.4 CD155 zeigt keinen direkten Einfluss auf die Proliferation von Line-1 Zellen in
vitro

CD155 wird in geringen Konzentrationen in verschiedenen Geweben, wie z.B. Leber
und Lunge, exprimiert. Eine Uberexpression von CD155 zeigt sich jedoch in diversen
Tumorentitaten (Gao et al., 2017, Molfetta et al., 2020, O'Donnell et al., 2020), aul3er-
dem sind mehrere tumorférdernde Eigenschaften des Oberflachenproteins bekannt.
Durch eine Cyclin-D vermittelte Kaskade fuhrt eine hohe CD155 Expression zu einer
verstarkten Tumorzellproliferation und somit zu einem vermehrten Wachstum von Tu-
morzellen (Kono et al., 2008). Ebenso kann es Nectin-3-abhangig zu einer verstarkten
Zellmigration fuhren (lkeda et al., 2003, Gao et al., 2017). Beides sind tumorférdernde
Eigenschaften, welche auch IL-22 zugeschrieben werden. Ahnlich wie bei IL-22, korre-
liert auch eine vermehrte Expression von CD155 mit einer gesteigerten VEGF-Kon-
zentration in Tumoren und einer folglich gesteigerten Angiogenese in vaskularen En-
dothelzellen (Kinugasa et al., 2012, Nishiwada et al., 2015). Hieraus kann geschlossen
werden, dass IL-22 und CD155 eine synergistische Funktion auf das Tumorwachstum

haben kénnen.
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In dieser Arbeit konnte jedoch kein direkter Einfluss von CD155 auf die Proliferation
von den von uns verwendeten Tumorzellen festgestellt werden (siehe Abbildung 16).
Die Line-1-CD1557-Zellen zeigten keine Unterschiede in denen von uns durchgefihr-
ten Proliferationsversuchen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Ursachen hierfur kdnn-
ten beispielsweise zellspezifischer Genese sein, da ein positiver Einfluss von CD155
auf die Proliferation von Melanomzellen (Wang et al., 2020) oder Kolonkarzinomzellen
(Zheng et al., 2018) in der Literatur bereits beschrieben ist. Zudem kdénnte der Effekt
von CD155 auf die Proliferation der Tumorzellen sehr milde ausgepragt sein und mit
der von uns gewahlten Methode des Scratch Assay nicht sensitiv genug detektiert wor-
den sein. Andererseits konnte in den in vivo Modellen zur Quantifizierung von Metasta-
sen auch kein Effekt von CD155 auf das Wachstum der Primartumore nachgewiesen
werden (Daten hier nicht gezeigt), was die Ergebnisse des Scratch-Assays durchaus

unterstitzen wirde.

5.5 CD155-Defizienz fuihrt zu einer verminderten Metastasenzahl in vivo

Der Einfluss von CD155 auf die Metastasenentstehung von Tumoren in vivo wurde in
der Literatur bereits mehrfach beschrieben. Schon Sloan et al. (2004) sahen in CD155
aufgrund seiner Mediatorfunktion in der Tumorzellinvasion und -migration einen wichti-
gen Regulator der Metastasenentstehung und Tumorprogression. In den folgenden
Jahren folgten einige Studien, welche die Signifikanz von CD155 auf die Tumorgenese
weiter bestatigten, sich jedoch meist eher auf die Tumorprogression und nicht auf die
Metastasierung beschrankten (Triki et al., 2019, Freed-Pastor et al., 2021). Zhuo et al.
(2018) zeigten jedoch deutlich, dass eine Uberexpression von CD155 zu einer ver-
mehrten Metastasierung bei Osteosarkomen fuhrt und sich dieser Effekt durch Gabe
von Anti-CD155 Antikérpern rickgangig machen lie3. Der relevante Einfluss von
CD155 auf die Metastasierung von Tumoren konnte in den von uns durchgefuhrten in
vivo Versuchen bestatigt werden. So zeigten sich in Mausen, denen Line-1-CD155~
Zellen gespritzt wurden, signifikant weniger Lungenmetastasen als in Mausen, die
Line-1-Ctrl.-Zellen erhielten. Betrachtet man die physiologischen Funktionen und Ei-
genschaften von CD155 etwas genauer, wirkt das zunachst wenig tberraschend.
Durch seine proliferativen, motilitdtssteigernden und adhéasiven Eigenschaften vereint
CD155 mehrere fur die Tumorentstehung wesentliche Eigenschaften. Da CD155 in ge-
sundem Gewebe jedoch nur in sehr geringen Mengen exprimiert wird und die Regula-
tion auf Tumorzellen bisher unzureichend untersucht ist (Gao et al., 2017, Ku€an Brli¢
et al., 2019), ist jedoch fraglich, ob diese Eigenschaften auch in der Tumorumgebung

ausschlaggebend fur dessen Einfluss auf die Metastasierung sind.
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Der Effekt von CD155 auf die Metastasierung war sowohl in IL-227--M&usen, als auch
in Wildtyp-Mausen zu beobachten. Zudem zeigte sich, im Gegensatz zu den
Line-1-Ctrl-Zellen, bei den Line-1-CD155™ -Zellen kein Unterschied in der Metastasen-
zahl zwischen Wildtyp- und IL-227--M&usen (siehe Abbildung 17). In Zusammenschau
mit den in vitro Daten dieser Arbeit bekraftigt dies die Annahme, dass CD155 im Sig-
nalweg der Metastasenentstehung nachgeschaltet von IL-22 ist. Dies ist interessant,
da CD155 als wichtiger NK-Zell-Ligand als Verbindung zwischen IL-22 und den Im-
munzellen dienen kénnte. IL-22 selbst bindet bekanntermalRen selbst nicht an Immun-
zellen, sondern ausschlief3lich an epitheliale Zellen, weswegen eine direkte Signalver-
mittlung durch IL-22 zwischen Immunzellen nicht mdglich ist (Hernandez et al., 2018).
IL-22 kénnte so durch Induktion der CD155-Expression auf Tumorzellen indirekt eine
Mediatorfunktion zwischen IL-22 produzierenden Immunzellen und zytotoxischen Zel-
len (wie NK-Zellen) in der Tumorumgebung einnehmen. Zusatzlich bestarkt wird die
Hierarchie von IL-22 und CD155 im Signalweg dadurch, dass eine IL-22 unabhangige,
dauerhaft bestehende Expression von CD155 auf Tumorzellen in folgenden Experi-

menten auch in IL-227~

Mausen zur vermehrten Metastasenbildung fuhrte (siehe Abbil-
dung 18). Eine hohe CD155-Expression auf Tumorzellen eliminiert also den positiven
Effekt der IL-22-Depletion auf die Metastasierung. In Kombination mit den in vitro Da-
ten dieser Arbeit, welche den direkten Zusammenhang zwischen IL-22 und der CD155-
Expression bezeugen, kann davon ausgegangen werden, dass IL-22 also auch in vivo
zu einer Hochregulation von CD155 auf Tumorzellen und so zu einer Hemmung der
NK-Zellfunktion fuhrt. Weiter bekraftigt wird dies durch nachfolgende Arbeiten der Ar-
beitsgruppe, die eine erhéhte CD155-Expression in explantierten Metastasen von Wild-
typ-Mausen, jedoch nicht in IL-227~ Mé&usen feststellen konnten (Briukhovetska et al.,

2023).

Die hier erhobenen Daten spiegeln jedoch lediglich die Funktionen des auf Tumorzel-
len exprimierten CD155 wider. Interessanterweise zeigen Okumura et al. (2020), dass
auch die I6sliche Form von CD155 (soluble CD155, sCD155) direkt auf die Metasta-
senentstehung einwirkt, indem es im humanisierten Mausmodel die NK-Zell-Funktion
durch direkte Inhibierung von CD226 hemmte. Diese I6sliche Form von CD155 wird
von Mausen nicht exprimiert, sodass sich die Frage stellt, ob dieser hemmende Effekt
auf CD226 das Aquivalent zur CD155-induzierten Herunterregulierung von CD226 im
Mausmodell ist, oder ob dieser Effekt in menschlichen Organismen zuséatzlich dazu be-
steht. In Zukunft ist eine weitere Diskriminierung der Funktionen von sCD155 und
membrangebundenem CD155 in Menschen sinnvoll, um die Mechanismen der NK-

Zell-Aktivierung und -Inhibition besser zu verstehen.
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5.6 CD155 und IL-22 stellen potenziell wirksame Angriffspunkte fiir die Entwick-
lung neuer Krebstherapien dar

Die tumorférdernden Eigenschaften von IL-22 und CD155 machen beide Proteine zu
einem moglichen Angriffspunkt fiir die Entwicklung neuer Krebstherapien. Die prognos-
tische Bedeutung von IL-22 wurde in mehreren Studien fur diverse Tumorentitaten be-
statigt, darunter Magen- (Zhuang et al., 2012), Bronchial- (Guillon et al., 2016) und
Pankreaskarzinome (Wen et al., 2014) sowie kolorektale (Kryczek et al., 2014) und he-
patozellulare Karzinome (Waidmann et al., 2014). In dieser Arbeit nachfolgenden sta-
tistischen Auswertungen aus klinischen Datenbanken konnte unsere Arbeitsgruppe zu-
dem zeigen, dass eine hohe Expression des IL-22-Rezeptors in Bronchial- und
Mammakarzinomen mit einer hohen Pvr-Expression einherging. Dies korrelierte gleich-
zeitig mit einem schlechteren Gesamtiberleben, vor allem in friheren Tumorstadien
(Briukhovetska et al., 2023), was die beiden Proteine neben den therapeutischen Mog-

lichkeiten auch zu moglichen prognostischen Faktoren macht.

Eine direkte IL-22 Blockade durch IL-22 Antikdrper wurde bisher in humanen onkologi-
schen Studien nicht untersucht. Giannou et al. (2023) konnten jedoch zeigen, dass der
humane monoklonale Anti-IL-22 Antikdrper Fezakinumab im Mausmodel die Extra-
vasation von Tumorzellen verhinderte. Da die Sicherheit von Fezakinumab bereits in
dermatologischen Studien bestatigt wurde (Guttman-Yassky et al., 2018), waren onko-
logische Studien mit dem anti-IL-22 Antikorper sinnvoll, um den direkten Effekt von
IL-22 auf die Metastasierung von Tumoren bei Menschen zu untersuchen. Ein wirksa-
mes Medikament zur Unterdriickung oder Verlangsamung der Metastasierung wirde
hierbei einen enormen Entwicklungsschritt in der Krebstherapie darstellen und das

Uberleben von vielen Krebspatient:innen positiv beeinflussen.

Auch wenn es noch keine klinischen Studien zur direkten IL-22-Blockade im Menschen
gibt, existieren bereits Studien, die durch ihre verwendeten Medikamente indirekt die
IL-22 Produktion hemmen. In der grol3 angelegten CANTOS-Studie (ClinicalTrials.gov,
NCT01327846) wurde die Wirksamkeit des IL-1B Inhibitors Canakinumab in gut 10.000
Patienten mit Atherosklerose zur Sekundarprophylaxe bei Myokardinfarkt untersucht
(Ridker et al., 2011). Neben den primaren Ergebnissen der Studie zum kardiovasula-
ren Risiko fiel auf, dass in der Canakinumab-Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum
von sieben Jahren sowohl die Inzidenz als auch die Mortalitdt von Lungenkrebs deut-
lich niedriger war als in der Placebo-Gruppe (Ridker et al., 2017). Trotz dieser vielver-
sprechenden Daten konnten die folgenden CANOPY-Studien (ClinicalTrials.gov,
NCT03447769, NCT03968419, NCT03631199, NCT03626545) bisher keinen Effekt
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von Canakinumab auf den Krankheitsverlauf von Lungenkrebspatient:innen feststellen
(Novartis International AG, 2021, Novartis International AG, 2022). Da IL-1p direkt die
IL-22-Freisetzung aus Tumorzellen férdert (Voigt et al., 2017), sollte folglich auch eine
Therapie mit IL-1B-Inhibitoren zu einer niedrigeren IL-22 Konzentration in der Tumo-
rumgebung flhren. Es ist also fraglich, ob auf Grundlage der aktuellen Ergebnisse eine
direkte Inhibition von IL-22 tberhaupt einen Vorteil in der Behandlung von Lungen-
krebs bringen wirde. Andererseits muss bedacht werden, dass die erntichternden Er-

gebnisse der bisher veroffentlichen CANOPY-A (ClinicalTrials.gov, NCT03447769) und
CANOPY-1 (ClinicalTrials.gov, NCT03631199) Studie die Ergebnisse von adjuvante

Gaben von Canakinumab in fortgeschrittenen Stadien von Lungenkrebs widerspiegeln,
in denen es bereits zu einer lymphogenen Metastasierung gekommen ist. Geht man
auf Grundlage der Daten dieser Promotionsarbeit davon aus, dass IL-22 seine Wirkung
vor allem durch die Forderung der Metastasenentstehung durch Mediation der NK-Zell-
kontrolle entfaltet, kdnnte eine Gabe von IL-22 oder auch IL-1B-Inhibitoren zu einem
frGheren Zeitpunkt der Erkrankung (NO, MO Status) sinnvoll sein, um somit die Entste-
hung von Metastasen von Anfang an zu unterbinden. Vorteile einer gezielten IL-22-Blo-
ckade gegentiber einer Blockade von IL-18 oder z.B. auch STAT3 sind ohne Zweifel
der geringere immunsuppressive Effekt durch weniger betroffene Signalwege innerhalb

des Organismus und somit auch vermutlich weniger zu erwartende Nebenwirkungen.

Auf Grundlage der hier erhobenen Daten ware auch eine CD155-Blockade ein potenzi-
ell wirksamer Ansatz zur Therapie bzw. Pravention von Metastasen. Eine hohe CD155-
Expression konnte in klinischen Studien u.a. in fortgeschrittenen Stadien von Pan-
kreas-, Kolon-, Bronchialkarzinomen sowie Glioblastomen und Melanomen gefunden
werden (Masson et al., 2001, Nakai et al., 2010, Bevelacqua et al., 2012, Nishiwada et
al., 2015), wodurch es, in Zusammenschau mit seinen tumorférdernden Eigenschaften,
einen moglichen Angriffspunkt flir neue Krebstherapien darstellt. Zusatzlich konnten
frGhere Studien bereits zeigen, dass Tumorpatient:innen erhéhte Werte des I6slichen
CD155 im Blutserum aufwiesen (Iguchi-Manaka et al., 2016), eine Eigenschaft, die
CD155 zu einem wichtigen prognostischen aber auch potenziell diagnostischen Scree-
ningparamater in der Onkologie machen kénnte. Die Méglichkeit CD155 als prognosti-
schen und pradiktiven Marker zu verwenden, wird zurzeit auch in klinischen Studien
weiter untersucht (ClinicalTrials.gov NCT03789682, 2018), bisher wurden hierzu je-

doch keine Ergebnisse veroéffentlicht.

Da CD155 der einzige Rezeptor fur den Poliovirus ist, bietet er optimale Bedingungen

fur die Erprobung neuer Therapien mit onkolytischen Viren (Brown et al., 2014,
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Denniston et al., 2016). Desjardins et al. (2018) zeigten in einer Phase I-Studie, dass
eine intratumorale Injektion von PVSRIPO, einer rekombinanten, nicht-pathogenen Po-
lio-Rhinovirus Chimare, die an CD155 bindet, zu einer leicht verbesserten Uberlebens-
rate bei Patienten mit Glioblastom flhrte. Da es sich hierbei lediglich um eine Dosisfin-
dungs- und Toxizitatsstudie handelte, sind weitere Studien erforderlich, um die tatsach-
liche Wirksamkeit dieser viralen Anti-CD155 Therapie zu beurteilen. Aber nicht nur die
Moglichkeit einer viralen Therapie wird derzeit untersucht. Auch die direkte Blockade
von CD155 durch monoklonale Antikorper stellt einen potenziell wirksamen Therapie-
ansatz dar. So rekrutiert aktuell eine Phase | Studie aus Texas Patient:innen, in wel-
cher Dosis und Toxizitat von NTX-1088, einem monoklonalen Antikorper gegen
CD155, bei fortgeschrittenen soliden Tumoren evaluiert werden (ClinicalTrials.gov
NCT05378425, 2022). Damit ist dies die erste Studie, welche die direkte Hemmung
von CD155 bei Tumorpatienten untersucht. Angesichts der seit Jahren bekannten tu-
morfoérdernden Eigenschaften von CD155 ist dies durchaus Uberraschend. Griinde flr
die lange Zurickhaltung in diesem Bereich kénnten u.a. die nur sehr sparlichen Infor-
mationen Uber die Funktion von CD155 in gesundem Gewebe sein (Kucan Brli¢ et al.,
2019). Bekannt ist jedoch, dass gesunde Zellen unter Stressbedingungen vermehrt
CD155 exprimieren. Dazu gehoért auch Chemotherapie-induzierter Stress auf gesunde
Zellen (Soriani et al., 2009, Soriani et al., 2013, Niu et al., 2017). Eine Blockade von
CD155 koénnte also, u.a. durch Unterdriickung zellularer Schutzmechanismen, zu ver-
mehrten Chemotherapie-assoziierten Nebenwirkungen im gesunden Gewebe fiuhren.
Auch aufgrund der zahlreichen Bindungspartner von CD155 und seiner dualen Funk-
tion in der Immunregulation birgt eine vollstandige Blockade des Proteins das Risiko
einer Blockade der hemmenden Faktoren auf das Tumorwachstum, allen voran CD226
und kénnte somit sogar zu einer Tumorprogression fihren. Andererseits zeigen die
Daten unserer Arbeitsgruppe sowie weitere Studien, dass eine exzessive CD155-Sti-
mulation auch zu einer Herunterregulierung von CD226 fihrt (Sanchez-Correa et al.,
2012, Braun et al., 2020, Briukhovetska et al., 2023), sodass sich eine Blockade von
CD155 wiederum positiv auf die Tumorabwehr auswirken wirde. Hierbei muss auch
das bei Mausen fehlende sCD155 berlcksichtigt werden, das in humanen Modellen
unabhangig vom membrangebundenen CD155 inhibitorische Funktionen hat und bis-

her nur unzureichend untersucht ist.

Eine Blockade von IL-22 kénnte eine effektive Losung sein, um die vollstandige Blo-
ckierung von CD155 zu umgehen. Dies wirde gemafl den Ergebnissen dieser Arbeit
der Uberexpression von CD155 auf Tumorzellen entgegenwirken und folglich das Her-

unterregulieren von CD226 verhindern, ohne die positiven Effekte von CD155 auf die
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Tumorabwehr und die gesunden Zellen vollstandig zu eliminieren. Ein weiterer mogli-
cher Therapieansatz konnte die Blockade der inhibitorischen Bindungspartner von
CD155 sein, z.B. durch Inhibition von TIGIT. Neuere Studien zeigen hierflr ein grolRes
Potenzial in der Tumorabwehr auf (Chauvin et al., 2015, Blake et al., 2016, Dougall et
al., 2017, Wu et al., 2021). Es ist jedoch noch unklar, ob das gute therapeutische An-
sprechen von Anti-TIGIT-Therapien ausschlielich auf die Unterdriickung des TI-
GIT-CD155 Signals zurtickzufuhren ist, da TIGIT auch durch CD112 gebunden werden
kann (Bottino et al., 2003, Martinet and Smyth, 2015) und die TIGIT-Konzentration auf
Lymphozyten in CD155~~ M&use unverandert zu den CD155-kompetenten Mausen ist
(Nagumo et al., 2014).

Bei fehlender Wirksamkeit einer Monotherapie mit monoklonalen Antikérpern gegen
CD155 kann auch eine Kombinationstherapie einem PD-1-Inhibitor, z.B. Pembrolizu-
mab angezeigt sein. Die PD-1/PD-L1 Blockade hat sich in den letzten Jahren zu einer
der wirksamsten Immuntherapien auf dem Markt entwickelt (André et al., 2020). Meh-
rere Studien konnten zeigen, dass CD155 und PD-1 sowohl auf Tumor- als auch auf
Immunzellen koexprimiert werden (Lau et al., 2017, Noguchi et al., 2017). Da beide
Proteine tumorférdernd wirken, birgt eine Kombinationstherapie groRe Chancen, einen
synergistischen Effekt in der Tumorbekampfung zu erzielen (Chen et al., 2021, Zhan et
al., 2022). Ein entsprechender Arm (Pembrolizumab + Anti-CD155) in der Studie mit
monoklonalen Antikérpern gegen CD155 ist geplant (ClinicalTrials.gov NCT05378425,
2022).

5.7 Ausblick

In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit sowie weiterer aktueller Studien
wird die Relevanz von IL-22 und CD155 fir die zuklnftige Tumortherapie deutlich. Die
meisten Informationen Uber die Funktion der beiden Proteine stammen jedoch aus Ex-
perimenten mit Mausen. Erst die Daten aus klinischen Studien zur direkten Blockade
der beiden Proteine werden zeigen, ob die Daten aus den Mausmodellen auch auf den
menschlichen Organismus Ubertragbar sind. Der eindeutig negative Einfluss von IL-22
und CD155 auf die Prognose von Tumorerkrankungen (Gao et al., 2017, Hernandez et
al., 2018) sowie die deutliche Uberexpression von CD155 in verschiedenen Tumorenti-
taten (Zhan et al., 2022) birgt jedoch gro3e Chancen fiir eine neue, wirksame zielge-
richtete Therapie gegen die Metastasenentstehung und sollte in zukinftigen Studien

weiter untersucht werden.
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7 Anhang
7.1 Abkilirzungen

Y o] R USRRUPTTSRR Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor
B A ettt h e ae et ettt e st e eh e e s he e sae e she e bt e bt e be e beeabeeatesanas Bovines Serum Albumin
CDD ettt bbbt b bt e bt ettt e et e eh e e e bt e e heeebe e e bt e nbeeabeebeenteeas Cluster of differentiation
(ol ] PR komplementare Desoxyribonukleinsdure
(01 5 TR Chronisch entzlindliche Darmerkrankung
0ttt et h bbbt bt e bt ettt ea bt eh b e e h e e e haeeheenheeehe e bt e beebeeateeatenn Kohlenstoffdioxid
(00 T 01 5 SRR CX3C motif chemokine receptor 1
[ 1 USSP Dulbecco's Modified Eagle's Medium
] ] @ J PP Dimethylsulfoxid
[ D I SRS Ethylendiamintetraacetat
B ettt ettt ettt bbbttt e a e e a e e b e e bt e ehe e eh e e be e bt et e eabeeabeehaesheesheenheenteeteeas Fetales Kalberserum
P ettt ettt ettt a e e h e e h e bt e ehe e bt e bt et e e a bt eateea bt eateeheesheeehe e bt e be e beeabeetesatas Stunde
1R 28T PP OTP PR intravends
NS ettt ettt ettt e e ettt e e e et e e e e taeeeeetbeeeeabaeeeeatbeaaeataeaeaabaeeeaataaaeeataeeeaabaeeeabaeeaaantaeaaanns Interferon-y
L ettt bt bt bt bt ettt e a bt eateea b e eh e e eatesheeshe e bt e be e ke e beeabeeabeeatesateeaeesaeenbeenbeen Interleukin
TL=22BP ettt e ettt e e e e e e b e et e e e e e e s e habeteeeee e e e nnrareeeeeeeeaannnaees IL-22-Binding-Protein
ILC ettt Innate lymphoid cell, Lymphoide Zelle des angeborenen Immunsystems
IVIFLL ettt sttt et ettt et e st st e st e sat e sheesaeenbeenbeens Mittlere Fluoreszenzintensitat
22110 TP PP PP PPN Minuten
(00 OO OO T OOV OURPO RO POUPPRUPPRUPPTOPRO Milliliter
(0010 4 OO O OSSOSO OO OSSO OO TUEUE VOO URUPRUPPRUPPRUPIUPRPION Millimeter
(20117 IO O OSSO OO TSSOSO PO U OO PRUPTUPR Millimolar
INEAA ettt ettt bt h e b e ettt ettt e e a b e e atesae e saeeshe e bt e nbeebeeabean Nicht essenzielle Aminosauren
NF=KB ettt ettt ettt et e et e et e e e e be e e sbe e e sb e e e sabeesa b e e eatee s beeenbeeebaeebeeenateenreeennreennne Nuclear factor kappa B
07 <P PSP PO PP PPPPPPRTRPIOE Nanogramm
INK-ZEITEIN ettt ettt sae e b ettt e et e et e e aee st e e Natdrliche Killerzellen
[0 2 PRSP STI Phosphate-buffered-saline
[ 1 TSRS Polymerasekettenreaktion
(o 2 2 USRS SRRTP Quantitative Echtzeit-PCR
RN A ettt h e bt et ettt e e a b e e a b e sh e e she e sheeshe e bt e nbe e be e be e be e beeatesaeenaeene Ribonukleinsdure
(20031 USSP RAR-related orphan receptor gamma
YO0 13- TR soluble CD155/ 16sliches CD155
SEM ettt ettt ettt e ea e h e s he e she e ehe e bt e bt e bt eateeabeehbesatesheesheenbeebeeatean Standardfehler
Y= 2 NPT single guide RNA
Yo Tok3 TP UROPRRRTRE Suppressor of cytokine signaling 3
STAT3 ettt ettt e st e e be e e naeeeaeas Signal transducer and activator of transcription 3
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1 OSSR T-Helferzelle

1 T OSSR T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
T2 ettt st e et bt e e bt e e st e e st tee st ee e be e e tte e baeenateentteesnreenares Tyrosinkinase 2
U ettt bt a et et e be s heeh e et e ate At ekt eh e e At ent et e beeheeh e et eaEeeheebeeaeen s et e nbeebeeaeententetesaeebeenean Unit
VEGF ettt sttt ettt ettt s Vascular Endothelial Growth Factor
VLE ettt st e et e e et e e b et e aae e bteeaaeeatteeebeeabeeebeesbaeereeen Very low endotoxin
L PRSP Wildtyp
ST PP RTRUSRUR Mikrogramm
ST ST Mikrometer
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7.2 Publikationen
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hovetska et al. (2023)“ gekennzeichnet.

Briukhovetska, D., Suarez-Gosalvez, J., Voigt, C., Markota, A., Giannou, A. D., Schiibel,
M., Jobst, J., Zhang, T., Dérr, J., Markl, F., Majed, L., Mdiller, P. J., May, P., Gottschlich,
A., Tokarew, N., Liicke, J., Oner, A., Schwerdtfeger, M., Andreu-Sanz, D., Grinmeier,
R., Seifert, M., Michaelides, S., Hristov, M., Kbnig, L. M., Cadilha, B. L., Mikhaylov, O.,
Anders, H.-J., Rothenfusser, S., Flavell, R. A., Cerezo-Wallis, D., Tejedo, C., Soengas,
M. S., Bald, T., Huber, S., Endres, S. & Kobold, S. T cell-derived interleukin-22 drives
the expression of CD155 by cancer cells to suppress NK cell function and promote
metastasis. Immunity 2023; 56, 143-161.e11.
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