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1 Einleitung

Die immunologischen Vorgange in und direkt um einen bdsartigen Tumor im
Menschen, insbesondere das sogenannte Tumor-Microenviroment, weckte in
den letzten Jahren zunehmend das Interesse der medizinischen Forschung.
Verschiedene Zellen der menschlichen Immunabwehr interagieren hier auf
unterschiedlichste Weise mit den Zellen des Malignoms, sezernierten
Zytokinen, Antikorpern sowie Liganden und Rezeptoren. Mittlerweile gibt es
Hinweise, dass Tumorzellen gezielt die korpereigene Immunabwehr
schwachen, indem sie immunmodulierende Faktoren sezernieren und so die
Abwehrreaktion in unmittelbarer Umgebung eines Tumors inhibieren. Die
Kenntnis dieser Faktoren ermoglicht die gezielte therapeutische Gabe von
Inhibitoren oder Aktivatoren, welche die Immunevasion des Tumors verhindern
konnten und so gegenuber der klassischen Chemotherapie eine
nebenwirkungsarmere Behandlung von Tumorleiden ermdglichen wurden.

Zwei Rezeptor-Liganden-Paare, PD-1/PD-L1 sowie CD137/CD137L, rlckten in
letzter Zeit aufgrund vielversprechender Ergebnisse in den wissenschaftlichen
Vordergrund. Sie regulieren Uber intrazellulére Signalwege die Aktivitat von T-
Zellen und sind somit direkt an der Immunreaktion beteiligt (Driessens et al.
2009). lhr Vorkommen beim kolorektalen Karzinom sowie ihre Bedeutung flr

eine potentielle Therapie soll diese Arbeit weiter erortern.

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist eine der haufigsten malignen
Tumorerkrankungen in Deutschland. Mit einem prozentualen Anteil von 10,6%
aller Krebssterbefalle spielt dieses Malignom eine bedeutende Rolle in der
medizinischen Versorgung. Im Jahr 2014 verstarben ca. 24.500 Menschen in
Deutschland am kolorektalen Karzinom (Statistisches Bundesamt 2014).Trotz
eines Ruckgangs der Zahl der Neuerkrankungen zeigen epidemiologische
Hochrechnungen, dass die Fallzahlen durch die steigende Lebenserwartung bis
2020 um 16% (Frauen) bzw. um 24% (Manner) steigen werden (Nowossadeck
et al. 2014).



Der Groldteil aller kolorektalen Karzinome entsteht sporadisch bei Patienten
nach dem 50. Lebensjahr im Rahmen einer Adenom/Dysplasie-Karzinom-
Sequenz, bei der das Karzinom aus einer intraepithelialen Neoplasie in Form
eines Adenoms hervorgeht. In 10% der Falle liegt eine genetische
Pradisposition vor, beispielsweise in Mutationen des Tumorsuppressorgens
APC bei der familiaren adenomatésen Polyposis oder DNA-Mismatch-
Reparaturproteinen beim hereditaren non-polyposen kolorektalen Karzinom
(Lynch et al. 1993; Burt et al. 1995; Yurgelun et al. 2017). Als Risikofaktoren fur
das sporadische Karzinom gelten neben einer Ernahrungsweise mit
ballaststoffarmer, fett- und fleischreicher Kost, Adipositas und Alkoholkonsum
auch Risikofaktoren bzw. -erkrankungen wie kolorektale Adenome und
langjahrige chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (Leitlinienprogramm
Onkologie AWMF 2014).

Die konventionelle Therapie des CRC fuldt auf chirurgischer Exzision, Chemo-
und Radiotherapie. Trotz Therapie lag die durchschnittliche 5-Jahres-
Uberlebensrate im Jahr 2012 bei 63% (Robert Koch-Institut 2015). Hinzu
kommt, dass das kolorektale Karzinom haufig insbesondere hepatisch
metastasiert. Einer groflen Metastudie zufolge stellt sich die Halfte der
Patienten bereits mit einer Metastase vor oder wird eine entwickeln. Nur 20-
30% dieser Patienten konnen in kurativer Absicht operiert werden und tragen
folgend ein Risiko von 60% fur intra- oder extrahepatische Rezidive (Antoniou
et al. 2007).

Aufgrund der Haufigkeit und Schwere der neoplastischen Erkrankung wird
Nicht-Risikopersonen neben einer jahrlichen digital-rektalen Untersuchung ab
dem 55. Lebensjahr ein Koloskopie-Screening im Abstand von 10 Jahren
angeboten, alternativ ein jahrlicher fakaler Okkultblut-Test (,Screening®).

Nach Diagnosestellung eines kolorektalen Karzinoms erfolgen Ublicherweise
weitere Untersuchungen, die die Beurteilung der Tumorausdehnung und
Operabilitat ermoglichen sollen (,Staging®). Dabei wird die Neoplasie anhand
der TNM-Klassifikation, einem prognose-orientierten Klassifikationssystem der
UICC, eingeteilt.



Tab. 1: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (Wittekind 2010)

TIS Carcinoma in situ: Intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria
T1 Tumor infiltriert die Submukosa

T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa

T4 Tumor infiltriert in andere Organe oder Strukturen

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Aus den erhobenen Befund-Ergebnissen erfolgt eine Einteilung in UICC-
Stadien, die aus statistischen Daten die Prognose der Erkrankung
einzuschatzen versucht, woraus sich die weitere Therapie ergibt. Daruber
hinaus erlaubt auch die histologische Beurteilung des Differenzierungsgrades
nach dem WHO-System in gut (G1), maRig (G2), schlecht (G3) differenziert
oder entdifferenziert (G4) eine Beurteilung der Prognose (,Grading®).

Dennoch hat sich gezeigt, dass der klinische Verlauf bei Patienten des gleichen
histologischen Stadiums groflen Schwankungen unterliegt; so kénnen einige
Patienten darunter lange Jahre im Zustand des Stable Disease uberleben,
wahrend andere eine sehr schnelle Progression der Erkrankung erleiden. Dies
konnte daran liegen, dass es nicht ausreichend ist, ausschlieBlich die
Tumorzellen zu beurteilen, sondern auch Faktoren, die das Wachstum des
Tumors begunstigen oder erschweren kdnnen, allen voran das Immunsystem.
So wurde festgestellt, dass die Dichte und Position der Immunzellen im
Tumorgebiet eines kolorektalen Karzinoms einen prognostischen Wert besitzen,
der die Aussagekraft der TNM-Klassifikation Ubertreffen kann (Galon et al.
2006; Mlecnik et al. 2011a, 2011b). Eine Untersuchung der Gewebeproben von
602 Patienten mit kolorektalem Karzinom im UICC-Stadium 1 und 2 konnte eine
hohe Dichte von CD8* zytotoxischen T-Zellen und CD45RO* T-

Gedachtniszellen mit verbesserter Prognose korrelieren (Pagés et al. 2009).




Ebenso konnte gezeigt werden, dass in hoheren T-Stadien des Tumors die T-
Zell-Dichte drastisch abnimmt (Mlecnik et al. 2011b). Dies lasst vermuten, dass
eine starkere Immuninfiltration des Tumors vor Progression schutzt.

Aus diesen Erkenntnissen ist es schlussig, auch fur die Therapie
prognoserelevante Immunfaktoren zu identifizieren und Wege zu finden, sie
therapeutisch zu modifizieren. Neue Ansatze wie die aktive Immunisierung mit
dendritischen Zellen oder die Gabe von immunstimulatorischen Antikérpern
zeigten sich in vorklinischen Studien als sehr vielversprechend und gut
kombinierbar mit einer konventionellen Chemotherapie (Mazzolini et al. 2007).
Fir bestimmte Neoplasien wie zum Beispiel dem malignen Melanom, flr das
umfangreichere  immunonkologische  Daten vorliegen, sind bereits
immunmodulierende Therapien von der Europaischen Arzneimittel-Agentur
zugelassen. Darunter zahlen die PD-1-Immun-Checkpoint-Inhibitoren
Nivolumab (Opdivo®) und Pembrolizumab (Keytruda®; European Medicines
Agency 2015a, 2015b). Zur Therapie des kolorektalen Karzinoms werden

verschiedenste Ansatze derzeit verfolgt.

1.2 Immunologischer Hintergrund der Tumorabwehr

Ein besonderer Forschungsschwerpunkt in den letzten Jahren war die Frage,
wie das Immunsystem auf den wachsenden Tumor reagiert. Histopathologische
Schnitte von CRC-Lungenmetastasen zeigen, dass eine grof3e Zahl an
dendritischen Zellen, Makrophagen und CD4*/CD8"-positiven T-Zellen in das
Tumorgebiet einwandern und der Tumor somit vom Immunsystem als
korperfremd erkannt wird. Dennoch war die Immunreaktion insofern inadaquat,
da die T-Zellen nur eine geringe IFN-y-Produktion zeigten und keinerlei
zytotoxische CD8*-T-Zell-Reaktion nachweisbar war (Jarnicki et al. 2006). Die
Immunreaktion im Umfeld des Tumors war also trotz Erkennung der Antigenitat
schwacher als erwartet, was mit einer Immunevasion des Tumors erklarbar
ware. Diese Tumorimmunevasion findet meist an den immunologischen
Synapsen statt, die auch als supramolekulare Adhasionskomplexe (SMAC)
bezeichnet werden. Hierbei bindet eine antigenprasentierende Zelle an eine T-

Zelle und moduliert deren Verhalten.



Eine naive T-Zelle bendtigt fur ihre Aktivierung mindestens zwei Signale: Neben
der Aktivierung von T-Zell-Rezeptoren, welche das Tumorantigen
hochspezifisch erkennen, wenn es ihnen an MHC-I-Moleklilen auf der
Oberflache antigenprasentierender Zellen prasentiert wird, braucht es
kostimulatorische Molekule wie CD28, das konstitutiv auf der Oberflache der
meisten T-Zellen exprimiert wird. Erst wenn dieses Molekul durch CD80 und
CD86 (B7-1 und B7-2) auf professionellen APCs gebunden wird, kommt es zur
Aktivierung der T-Zelle. Dadurch werden Checkpoint-Molekiule der
immunologischen Signalwege stimuliert, welche entweder ihrerseits zu einer
vermehrten T-Zell-Aktivierung, zur IL-2-Sekretion, Proliferation und klonalen
Expansion fuhren (z.B. CD137, OX40), oder die klonale Vermehrung inhibieren
(z.B. PD-1, CTLA-4). Diese Moglichkeit der Einflussnahme auf die T-Zell-
Aktivierung reguliert uberschiel3ende Immunreaktionen, die zu
Autoimmunerkrankungen flihren koénnen und beispielsweise bei CTLA-4-
defizienten Menschen gehauft vorkommen (Schubert et al. 2014). CTLA-4
ahnelt CD28 und bindet ebenso CD80 und CD86, allerdings mit deutlich
hdherer Affinitat und inhibitorischer Wirkung, und reduziert somit kompetitiv die
T-Zell-Aktivierung (van der Merwe et al. 1997).

Tumorzellen stehen unter dem Verdacht, durch die verstarkte Expression
immuninhibierender Faktoren bzw. die verminderte Expression
immunstimulierender Faktoren innerhalb des Tumor-Microenviroments die

korpereigene Abwehrreaktion aulRer Kraft zu setzen.

1.3 PD-1

PD-1 ist ein negativ kostimulatorischer Checkpoint-Rezeptor, der wie CD28 zur
B7/CD28-Superfamilie gehoért. Er reguliert die T-Zell-Antwort zu zwei
Zeitpunkten: Zuerst beim Kontakt der antigenprasentieren Zelle mit der naiven
T-Zelle, um die T-Zell-Rezeptor-Transduktion abzubremsen. Hierflr spricht,
dass die T-Zell-Aktivierung die PD-1-Expression erhoht, genauso wie eine PD-
L1/PD-1-Interaktion den T-Zell-Rezeptor herabreguliert. Zweitens reguliert der

Signalweg den Angriff der zytotoxischen T-Zelle, um den Schaden auf das



umgebende Gewebe zu begrenzen (Hebeisen 2013). Auf diese beiden Weisen
induziert der Signalweg Immuntoleranz bei aktivierten T-Zellen.

PD-1 wird unter anderem auf der Oberflache von aktivierten T-Zellen, B-Zellen,
NKT-Zellen und dendritischen Zellen, allerdings nicht auf ruhenden T-Zellen
exprimiert (Agata et al. 1996). Daruber hinaus wurde die Expression auf Zellen
des Gehirns, des Herzens, der Niere und der Leber beschrieben (Ling et al.
2000). Wenn die entsprechenden Liganden PD-L1 (auch B7-H1 und CD274
genannt) und PD-L2 (auch B7-DC und CD273) an den Rezeptor binden, wird
die T-Zell-Funktion inhibiert. PD-L1 ist gleichzeitig ein Ligand von CD80. Im
Unterschied zu PD-L2 wird PD-L1 konstitutiv exprimiert und kann durch
Entziindungsmediatoren wie IFN-a, -p und -y weiter hochreguliert werden (Keir
et al. 2007). Man konnte den Liganden auf antigenprasentierenden Zellen, aber
auch auf nicht-lymphoiden Gewebe wie Herz oder Lunge nachweisen. Er fand
sich auRerdem auf Tumorzellen verschiedener Neoplasien wie Glioblastom,
Pankreas-, Ovarial-, Mamma-, Nierenzell- und Osophagealtumoren und nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom (Droeser et al. 2013). Dabei variiert der Anteil
von PD-1-positiven Immunzellen im Tumormilieu von 0% beim Chondrosarkom
zu 93% bei Ovarialtumoren. Ebenso erhoéht sich die PD-1- und PD-L1-
Expression auf Tumorzellen bei abnehmender Differenzierung wie beim triple-
negativen oder TP-53-mutierten Mammakarzinom und Kolonkarzinomen mit
hoher Mikrosatelliteninstabilitat (Gatalica et al. 2014).

Gesunde Darmzellen exprimieren PD-L1 nur in geringer Menge, die Expression
ist vermutlich essentiell zur Abwehr autoimmuner Reaktionen auf das Gewebe.
In Tumorzellen kolorektaler Karzinome ist der PD-L1-Anteil deutlich erhoht (Hua
et al. 2012; Inaguma et al. 2017). So zeigte sich der Ligand in Uber 30% der
CRC deutlich erhdht, unerwarteterweise eher in fruthen Tumorstadien, ohne
Lymphknotenmetastasen, keiner Gefallinvasion und erhéhtem 5-Jahres-
Uberleben. Diese CRC-Zellen waren auferdem verstarkt von CD8*-T-Zellen
umgeben, welche jedoch den PD-1-Korezeptor nicht exprimierten (Droeser et
al. 2013; Hua 2012). In einer anderen Arbeit konnte durch die
immunhistologische Untersuchung von 454 primaren kolorektalen Karzinomen

nachgewiesen werden, dass PD-L1-positive Tumorzellen signifikant verknupft



waren mit schlechterer Differenzierung und Mikrosatelliteninstabilitat (Inaguma
et al. 2017). Eine Metaanalyse assoziierte PD-L1 mit verringertem
Gesamtliberleben bei soliden Tumoren (Wu et al. 2015). Bei Patienten mit
NSCLC sprach eine hohere Expression von PD-L1 bei widerspruchlicher
Datenlage fur eine schlechtere Differenzierung und reduziertes
Gesamtlberleben in bestimmten Populationen (Wang et al. 2015; Yang et al.
2017). Schlechtere Prognose bei PD-L1-Expression fand sich ebenfalls flr
renale Karzinome (Thompson et al. 2006), Brustkrebs (Ghebeh et al. 2006),
Magen- (Wu et al. 2006) und Osophagus-Karzinom (Ohigashi et al. 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass humanes PD-L1-lg-Fusionsprotein die anti-
CD3-vermittelte Aktivierung von aufgereinigten T-Zellen dosisabhangig
inhibieren kann (Freeman et al. 2000b). Eine andere Arbeitsgruppe wies nach,
dass PD-1/PD-L1-Interaktion die zytolytische Aktivitat von CD8*-T-Zellen
herabsetzen kann (Hirano et al. 2005). PD-1-positive Makrophagen im
Mikromilieu eines Kolonkarzinoms bei Mausen hatten eine reduzierte
Phagozytose-Aktivitat im Vergleich zu PD-1-negativen Makrophagen. Eine
verringerte Expression von PD-L1 resultierte ebenso in vermehrter
Phagozytose der Tumorzellen und reduzierter TumorgréfRe. Die Unterbrechung
des kostimulatorischen PD-1/PD-L1-Signalwegs mittels PD-1- oder PD-L1-
Antikorpern reproduzierte diesen Effekt im Tiermodell (Gordon et al. 2017).
Strittig ist derzeit, ob es sich bei der verstarkten Expression von PD-L1 auf
Tumorzellen um eine onkogen-induzierte konstitutive Erhéhung handelt. Eine
neuere These lautet, dass die Hochregulation eine Adaption der Tumorzelle auf
die endogene Entzindungsreaktion gegen Tumorantigene sein konnte, indem
der physiologische gewebeprotektive Mechanismus des Signalwegs genutzt
wird, um die Anti-Tumor-Reaktion abzubremsen (Topalian et al. 2012).

Sicher ist, dass die PD-L1-Expression des Tumors ein Marker fir ein immun-
aktives Mikromilieu ist und mit der Wirksamkeit von anti-PD-1-Therapie
korreliert. Andere Microenviroment-assoziierte Faktoren wie PD-L2, PD-1-
Expression tumorinfiltrierender Lymphozyten und die Anzahl der T- und B-Zell-
Infiltraten sind mit der PD-L1-Expression des Tumors oder tumorinfiltrierender

Immunzellen assoziiert, allerdings nicht direkt mit dem Ansprechen auf die



Therapie (Taube et al. 2014). PD-L1-positive Tumore sprachen auch auf
konventionelle Chemotherapie besser an (Carbognin et al. 2015). Erste
Studienergebnisse zur Wirksamkeit des PD-1-Antikdrpers Nivolumab sprechen
dafur, dass die Ansprechrate auf die Therapie nicht von dem Anteil PD-L1-
positiver Zellen abhangig ist. Stattdessen korreliert die Dauer des
progressionsfreien Uberlebens mit einer hohen Mutations-Rate des Tumors.
Hierbei war die Ansprechrate mit 47% fast doppelt so hoch wie nach einer
Platin-basierten Chemotherapie mit 28% (Carbone et al. 2017).

1.4 CD137

Bei CD137 (4-1BB, TNFR-Superfamilie) handelt es sich um einen
kostimulatorischen Rezeptor aus der Tumornekrosefaktor-Familie. Die Bindung
des Rezeptors auf T-Zellen durch seinen Liganden CD137L steigert die
Proliferation und zytolytische Aktivitat, was tUber IFN-y und zytolytische Proteine
zu einer verstarkten Aktivitat des Immunsystems und der Tumorabwehr fuhrt
(Sun et al. 2004). Darliber hinaus verlangert CD137 das Uberleben von CD8*
T-Zellen durch Aktivierung der antiapoptotischen Gene bcl-x. und bfl-1 Gber den
NF-kB-Transkriptionsfaktor (Lee et al. 2002). Neben der pro-inflammatorischen
Wirkung fuhrt die Aktivierung von CD137 zur Produktion von anti-
inflammatorischem IL-13 in CD4" und CD8"* T-Zellen (Shin et al. 2007). Diese
Kombination aus verstarkter T-Zell-Antwort bei gleichzeitiger Limitierung
autoimmuner Reaktion macht CD137 zu einem interessanten Ziel
immunonkologischer Forschung.

Die Expression von CD137-messenger-RNA konnte in allen aktivierten
hamatopoetischen Zellen nachgewiesen werden, CD137-Protein hauptsachlich
auf aktivierten T-Zellen insbesondere vom CD8*-Typ (Schwarz et al. 1995).
Tumor-infiltrierende und -assoziierte Lymphozyten hatten eine héhere CD137-
Expression als zirkulierende T-Zellen (Ye et al. 2014).

Auch Endothel- und Epithelzellen exprimieren bei Inflammation CD137 und
CD137L: Immunhistochemisch zeigte sich in malignen Tumoren die hochste
Konzentration, in benignen Tumoren und entziindetem Gewebe eine deutlich

niedrigere und in gesundem Gewebe gelang kein Nachweis. Dabei fand sich



CD137L lokalisiert auf Tumorzellen, CD137 auf Endothel- und GefalBmuskel-
zellen innerhalb des Tumors. So wurde die Hypothese aufgestellt, dass CD137
zur Monozytenaktivierung und deren Extravasation in das Tumorgewebe flhrt
(Broll et al. 2001). Eine andere Forschungsgruppe vermutete, die Interaktion
des Rezeptors mit CD137L auf Tumorgewebe begunstige Uber stimulierte IL-8-
Produktion die weitere Progression des Tumors (Wang et al. 2008). Dies konnte
widerlegt werden mit der Untersuchung, dass CD137L in NSCLC, gebunden
durch CD137-Fc, Uber einen negativen Ruckkopplungsmechanismus die
Proliferation inhibiert und Apoptose induziert (Qian et al. 2015).
Interessanterweise konnte sowohl beim Rektumkarzinom als auch beim
Kolonkarzinom eine gegenuber dem Normalgewebe reduzierte Expression von
CD137L und beim rektalen Karzinom eine signifikant hohere CD137-Expression
im Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen werden, wahrend die
Ergebnisse beim Kolonkarzinom statistisch nicht signifikant waren (Dimberg et
al. 2006). CRC-Zellreihen, welche nicht in Konfrontation mit Immunzellen
standen, wiesen erhohte CD137L-Spiegel auf (Salih et al. 2000).

Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom sprach eine hohe CD137L-
Expression fur gut differenzierte Tumore in frihen Stadien und fur ein langeres
Gesamtuberleben. Bei Tumoren des UICC-Stadiums IlI/IV war die CD137L-
Expression mit einem hoheren Gesamtuberleben assoziiert (Qian et al. 2015).
Eine Aktivierung des CD137-Signalwegs stimuliert zytotoxische T-Zellen,
welche Tumorgewebe infiltrieren und lysieren kdnnen (Curran et al. 2013). Die
Gabe von immobilisietem CD137-Protein und agonistischen CD137-
Antikorpern fuhrte im Mausmodell zur Tumorremission und nach primarer
Resektion zur Expansion Tumorantigen-spezifischer T-Gedachtniszellen
(Schwarz et al. 1996; Narazaki et al. 2010). Bei Patienten mit triple-negativem
Brustkrebs, d.h. ohne Nachweis von Ostrogen-, Progesteron- oder HER2-
Rezeptoren auf der Tumorzelloberflache, folgte der Injektion von anti-CD137
eine Zunahme der CD8*-Zellen und der zytotoxischen Wirkung (Harao et al.
2017). Eine Kombinationstherapie mit IL12 bei metastasiertem MCAZ26-
Kolonkarzinom heilte bei Mausen Leber- und Lungenmetastasen und
verlangerte das Uberleben (Martinet 2000; Chen 2000).



2 Fragestellungen der Arbeit

Die Expression der Checkpoint-Immun-Modulatoren PD-1/PD-L1 und
CD137/CD137L konnte fur einige Malignome nachgewiesen werden. Die
Therapie von soliden Tumoren mit hoher Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) und
weiterem Progress nach Erstlinientherapie durch den PD-1-Antikorper
Pembrolizumab (Keytruda®, Merck & Co.) wurde im Mai 2017 von der
amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehérde FDA im  beschleunigten
Verfahren genehmigt. Begrindung war die hohe Ansprechrate in den
KEYNOTE-Studien. Auch der PD-L1-Antikérper Avelumab (Bavencio®, Merck
KgaA) erhielt im Frahjahr 2017 die beschleunigte Zulassung zur
Erstlinientherapie des metastasierten Merkelzell- und Urothel-Karzinoms nach
deutlichen Erfolgen in der JAVELIN-Solid-Tumor-Studie (Heery et al. 2017;
Kaufman et al. 2016). CD137-Antikorper wie Urelumab (Bristol-Myers Squibb)
und Utomilumab (Pfizer) befinden sich in klinischen Studien.

Weiterhin ist jedoch fur das kolorektale Karzinom die Expression, die
prognostische Aussage und die therapeutische Nutzbarkeit der
kostimulatorischen Signalwege wenig erforscht und teils widerspruchlich. Ziel
dieser Arbeit war es, die Expression dieser Proteine und ihrer Gene im
Kolonkarzinom zu untersuchen. Zur angesprochenen Bedeutung der
Expression und moéglichen therapeutischen Nutzbarkeit der beiden Signalwege

wurden folgende Fragen in dieser Arbeit weitergehend bearbeitet:

1. Werden die fur das Zustandekommen einer Immunantwort beschriebenen
kostimulatorischen Signale PD-1 und CD137 bzw. deren Liganden PD-L1
und CD137L von Zellen humaner Kolonkarzinome exprimiert? Welche

Gemeinsamkeiten oder Unterschiede werden dazu beobachtet?

2. Zeigen sich Unterschiede in der Expression im Laufe des Tumorzell-

wachstums in vitro?
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3. Wie wirkt sich eine Reduktion des Nahrstoffangebots im Kulturmedium auf

die Expression in vitro aus?

4. Welches Expressionsverhalten zeigt sich fur die kostimulatorischen Signale
und deren Liganden bei einem Tumorwachstum in vivo und unterscheidet

sich dieses gegenuber dem Wachstum in vitro?
5. Welche Erkenntnisse leiten sich aus den in vivo und in vitro gewonnenen

Ergebnissen fur die kostimulatorischen Signalwege PD-1 und CD137 und

deren Liganden fur die Klinik ab?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellkulturen

In den Versuchen wurde die Genexpression kostimulatorischer Signalwege in
SW480, SW620 und HT-29 Zur

Normalisierung der RT-gPCR-Ergebnisse wurden FHC-Zellen aus epithelialem

den Kolonkarzinomen untersucht.
Kolongewebe verwendet. Die Zellen wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC) aus Rockville, MD bezogen. Die Anzucht erfolgte wie in 3.2.1
beschrieben.

Bei der Zelllinie SW480 handelt es sich um Zellen eines kolorektalen
Adenokarzinoms eines 50-jahrigen Kaukasiers, die Zelllinie SW620 wurde aus
isoliert. HT-29-Zellen

entstammen dem kolorektalen Adenokarzinom einer 44-jahrigen Kaukasierin.

einer Lymphknotenmetastase dieses Primartumors

3.1.2 Sonden und Antikorper

3.1.2.1 Verwendete Sonden fir die TagMan-RT-gPCR

Tab. 2: Verwendete Sonden fiir die TagMan-RT-qPCR

Target Gene Expression Assay Assay ID Hersteller
CD137/ TNFRSF9 TagMan Gene Hs00155512_m1 Life Technologies
TNFRSF9 Expression Assay (Carlsbad, CA)
CD137L/ TNFSF9 TagMan Gene Hs00169409_m1 Life Technologies
TNFSF9 Expression Assay (Carlsbad, CA)
CD274 / CD274 TagMan Gene Hs01125301_m1 Life Technologies
PD-L1 Expression Assay (Carlsbad, CA)
CD279/ PDCD1 TagMan Gene Hs01550088_m1 Life Technologies
PD-1 Expression Assay (Carlsbad, CA)
B2M B2M TagMan Gene Hs00984230_m1 Life Technologies
Expression Assay (Carlsbad, CA)
TBP TBP TagMan Gene Hs00427620_m1 Life Technologies
Expression Assay (Carlsbad, CA)
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3.1.2.2 Verwendete Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse

Tab. 3: Verwendete Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse

Target Antikorper Hersteller Konz.

CD137 NBP1-68012 Novus Biologicals (Littleton, 1:500
CO)

CD137L ab57932 abcam (Cambridge, MA) 1:200

CD274 NBP1-76769 Novus Biologicals (Littleton, 1:200
CO)

CD279 PAS5-20351 ThermoFisher Scientific 1:1.000
(Waltham, MA)

B-Actin B-Actin (13E5) Cell Signaling Technology 1:1.000

Rabbit mAb (Danvers, MA)

Sekundarantikorper goat anti-rabbit Santa Cruz Biotechnology 1:2.000

Anti-Rabbit IgG-HRP sc-2030 | (Dallas, TX)

Sekundarantikorper goat anti-mouse Santa Cruz Biotechnology 1:2.000

Anti-Mouse IgG-HRP sc-2005 | (Dallas, TX)

3.1.2.3 Verwendete Antikorper fir die FACS-Analyse

Tab. 4: Verwendete Antikorper fiir die FACS-Analyse

Target Antikorper Hersteller
CD137 CD137-PE Miltenyi Biotec

130-093-475 (Bergisch Gladbach, Germany)
CD137L CD137L-PE Miltenyi Biotec

130-103-720 (Bergisch Gladbach, Germany)
CD274 BD 561787 BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ)
CD279 CD279-PE Miltenyi Biotec

130-102-299 (Bergisch Gladbach, Germany)
Isotypkontrolle Anti-lgG1-PE, human, Miltenyi Biotec
1gG1 130-093-188 (Bergisch Gladbach, Germany)
Isotypkontrolle Mouse IgG2b-PE, Miltenyi Biotec
1gG2b 130-092-215 (Bergisch Gladbach, Germany)

13




3.1.3 Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen

Tab. 5: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lésungen

RIPA Puffer:

20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% (v/v) IGEPAL CA-630

1% (m/v) NaDOC

1% (m/v) SDS

5 mM (m/v) NaF

1 Tbl. protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) per 100 ml
Kurz vor Gebrauch hinzugeben: 1 mM DTT, 1 mM PMSF

0,05% TBS-Tween
(TBS-T):

500 mM Tris-HCI

1,5 M NaCl

0,05% (v/v) Tween 20
pH 7,4

Blockierungslosung:

5% (m/v) non-fat dried milk powder in TBS-T
- oder -
5% (m/v) BSA in TBS-T

10x TBE Puffer:

1 M Tris

100 mM EDTA
0,83 M Borsaure
pH 8,3

Promega Mastermix:

1,0 yl Random Primer
4,0 pl 5x Puffer

1,2 ul MgCl,

0,2 yl RNAsin

1,0 pl R-Transkriptase
1,0 yl dNTPs

TagMan PCR
Mastermix:

10 pl TagMan Gene Expression Mix (2x)
1 yl TagMan Gene Expression Assay (20x)
7 pl dH20

MACS-Puffer:

MACS BSA Stock Solution in autoMACS Rinsing Solution
1:20
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung der Zelllinien HT-29, SW480 und SW620

Tab. 6: Inkubationsmedien

Inkubationsmedium fur 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung
HT-29-Zellen: 10% fetales Kalberserum
in McCoy-Medium

Inkubationsmedium fur 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung
SW480-Zellen und SW620- 10% fetales Kalberserum
Zellen: , ,

in L-15 Medium
Inkubationsmedium fiir 10 ng/ml Cholera-Toxin
FHC-Zellen:

0,005 mg/ml Insulin

0,005 mg/ml Transferrin

100 ng/ml Hydrokortison

10 mM HEPES (Gesamtkonzentration 25 mM)
10% fetales Kalberserum

in DMEM/F-12-Medium

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter aseptischen Bedingungen in einer
Sterilwerkbank durchgefuhrt. Verwendete Medien und Ldsungen wurden vor

Verwendung auf 37°C vorgewarmt.

3.2.1.2 Auftauen der gefrorenen Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden entnommen und flr kurze
Zeit (<60 Sekunden) in einem 37°C warmen Wasserbad erwarmt. Direkt
danach wurden sie vorsichtig mit 50 ml Nahrmedium verdinnt und in ein 50 ml
Falcon-Rdéhrchen dberfuhrt. Anschliel3end wurden die Zellen fir 10 Minuten bei
300 x g zentrifugiert, der Uberstand abgegossen, das Pellet in 1 ml Medium
resuspendiert und auf 50 ml mit Medium aufgefullt. Nach erneutem
Zentrifugieren fir 10 Minuten bei 300 x g wurde der Uberstand abgegossen,
das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert und vollstandig in eine mit 15 ml

Medium befiilite 75 cm? Zellkulturflasche gegeben.
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3.2.1.3 Kultur und Splitten adharenter Zellen

Zellen der Zelllinie HT-29 wurden bei 37°C, 5% CO2 und verschlossener
Zellkulturflasche in McCoy-Medium mit 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung und
10% fetalem Kalberserum (FKS) kultiviert. Die Zelllinien SW480 und SW620
wurden bei 37°C, 5% CO2 und einer Zellkulturflasche mit filterlosem Deckel in
L-15-Medium mit 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung und 10% FKS kultiviert.

Zum Splitten adharenter Zellen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10
ml dPBS gewaschen und anschliellend nach Zugabe von 5 ml Trypsin-EDTA
bei 37°C 5 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml frischem Medium wurde
die Wirkung von Trypsin abgestoppt. Die Zellsuspension wurde nun in ein 50 ml
Falcon-Réhrchen Uberfihrt und fir 10 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgegossen, das Pellet in 1 ml Nahrmedium resuspendiert
und auf 10 ml aufgefullt. Nach Trypanblau-Farbung (siehe 3.2.1.4) wurden

4x10° bzw. bei FKS-freien Hungermedien 5x108 Zellen ausgesat.

3.2.1.4 Automatische Zellzahlung nach Trypanblau-Farbung

Zum Ermitteln der Zahl lebender Zellen wurde die Zellldsung 1:1 mit Trypanblau
gemischt und 20 pl der Ldsung in eine Cellometer SD100 Zahlkammer
uberfuhrt. Die Messung erfolgte mit einem Cellometer Auto T4 Plus, einem
mikroskopbasierten, automatischen Zellzahler mit CCD-Kamera. Trypanblau
kann durch die perforierten Zellmembranen in tote Zellen eindringen und sie

farben, wahrend lebendige Zellen kaum angefarbt werden.

3.2.1.5 Vorbereiten der adharenten Zellen zur Probenaufbereitung

Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte 3 (d1), 5 (d3) und 7 Tage (d5) nach
Aussaat. Zellen unter Mangelbedingungen wurden 48 Stunden nach Aussaat in
einem FKS-freien Medium kultiviert und 72h, 96h und 120h danach
aufgearbeitet.

Vorbereitend wurde das Medium abgesaugt, die adharenten Zellen mit 10 ml
dPBS gewaschen und nach Hinzugeben von 4 ml Accutase 10 Minuten bei
37°C inkubiert. Die nun vom Boden der Kulturflasche gelosten Zellen wurden
mit 11 ml dPBS verdinnt und in ein 50 ml Falcon-Réhrchen gegeben, das mit

weiteren 35 ml dPBS aufgeflllt und 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert wurde.
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Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml dPBS resuspendiert.
Nach Verdinnung mit 9ml dPBS wurden die Zellen nach Trypanblau-Farbung
gezahlt (siehe 3.2.1.4).

3.2.1.6 cDNA-Synthese

Der auf 5x10°% Zellen angesetzte Zellansatz wurde in 350 pl Buffer RLT
resuspendiert und die RNA gemal Herstellerprotokoll mittels Qiagen QlAcube
isoliert. Anschliel3end wurde die Konzentration der aufbereiteten RNA in einem
Nanodrop 2000c gemessen. Hiervon wurden 1000 ng RNA in Wasser auf ein
Volumen von 11,6 ul verdinnt und mit 8,4 pyl Promega Mastermix (angesetzt
gemald Herstellerprotokoll) zu insgesamt 20 pl vermengt. Die cDNA-Synthese
erfolgte in einem Mastercycler Gradient fur 5 Minuten bei 25°C, 59 Minuten bei
40°C und 15 Minuten bei 70°C. Die synthetisierte cDNA wurde erneut mit einem
Nanodrop 2000c vermessen und auf eine Konzentration von 50 ng/ul verdinnt.
Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.1.7 Real Time Quantitative PCR (RT-qPCR)

Der TagMan PCR Mastermix wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen
gemal} Herstellerprotokoll vorbereitet und unter Lichtschutz auf Eis aufbewahrt.
Jeweils 2 ul der verdinnten cDNA (entsprechend 100 ng) wurden in eine
96-Well PCR-Platte pipettiert und 18 ul des Mastermix hinzugegeben. Die
RT-gPCR erfolgte nach initialen 10 Minuten bei 95°C in 40 Zyklen a 15
Sekunden bei 95°C und 60 Sekunden bei 60°C mit anschlielender Messung.
Das verwendete Gerat war ein Biorad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System.

Zur Auswertung wurde der Ct-Wert (Cycle Treshold) verwendet, der den Teil
der exponentiellen Wachstumskurve beschreibt, in dem die Fluoreszenz
erstmals signifikant Uber den Hintergrundwert ansteigt. Die relative
Quantifizierung der Ct-Werte erfolgte mit den Housekeeping-Genen [(2-
Mikroglobulin  (B2M) und TATA-bindendem Protein (TBP). Hierzu wurde
entsprechend der AACt-Methode der Ct-Wert des Housekeepers vom Zielgen
subtrahiert und anschlieRend der ACt-Wert von FHC-Zellkulturen abgezogen.

Das Ergebnis wurde als n-fache Expression 2-22Ct prasentiert.
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3.2.1.8 Western Blot

3.2.1.8.1 Vorbereitung der Proben

Die restlichen aufgearbeiteten Zellen wurden je nach Grdlie des Pellets in 400-
1000 ml RIPA-Puffer resuspendiert, 10 Minuten auf Eis gelegt und der
Uberstand nach Zentrifugierung bis zur Western-Blot-Analyse in einem 1,5 ml

Eppendorf-Réhrchen bei -80°C gelagert.

3.2.1.8.2 SDS-Page

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Lysates erfolgte durch
photometrischen Bradford-Test im BioPhotometer. Danach wurden 50 ug
Proteinprobe gemaly Herstellerprotokoll mit Hilfe von NuPAGE reducing agent
und NuPAGE SDS-Puffer 10 Minuten bei 70°C denaturiert. Der SDS-Page
erfolgte im Kuhlraum bei 4°C in jeweils 2 NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gelen

pro Kammer bei 200 V und 125 mA wahrend einer Dauer von ca. 80 Minuten.

3.2.1.8.3 Western Blot

Der Transfer von NuPage-Gel auf Nitrocellulose-Membran erfolgte mit dem
iBlot Dry Blotting System gemal} Herstellerprotokoll. Die Membranen wurden
anschlieend zwei Mal in 0,1% TBS/T-Losung gewaschen und eine Stunde in
5% Magermilchlésung geblockt. Entsprechend der Konzentrationsangaben in
Tabelle 5 wurde der Primarantikorper in 8 ml 5% Magermilchlésung gegeben
und Uber Nacht bei 4°C im Kuhlraum inkubiert. Am kommenden Morgen wurden
die Membranen drei Mal mit 0,1% TBS/T-LOsung fur je 10 Minuten gewaschen
und anschlieBend mit dem Sekundarantikérper in 8 ml 5% Magermilchlésung
1 Stunde inkubiert. Nach weiteren drei Waschvorgangen wurden die
Membranen 5 Minuten unter Lichtschutz in SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, bestehend aus 4 ml Luminol und 4 ml Peroxide
Solution, gelegt und anschlieBend in der Dunkelkammer belichtet und
entwickelt. Analog erfolgte daraufhin nach 2 Waschvorgangen die Detektion
von B-Aktin nach Hinzugabe des Antikorpers in 5% BSA-LOsung und Inkubation
uber Nacht. Samtliche Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten auf einem

Schdttler bei ca. 60 rpm.
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3.2.1.9 Durchflusszytometrie

Die Bestimmung des prozentualen Anteils Target-positiver Zellen der
Zellkulturen SW480, SW620 wund HT-29 erfolgte analog zu den
Messzeitpunkten der RNA-Analyse per Durchflusszytometrie (FACS).

Zur Messung wurden jeweils 1x10°% gewaschene und in MACS-Puffer geltste
Zellen nach Zugabe des PE-konjugierten Primarantikdrpers bzw. der Isotyp-
kontrolle fir 20 Minuten unter Lichtschutz bei 4°C inkubiert. Die Messung

erfolgte gemal Herstellerprotokoll in einem Coulter EPICS XLFlow Cytometer.

3.2.2 Aufarbeitung der murinen Gewebeproben

Die verwendeten Proben entstammen aus subkutanen Balb/c-Nacktmaus-
Xenotransplantaten. Die Mause wurden gemal} der vom Institut vorgegebenen
und genehmigten Bedingungen gehalten.

Jeweils 1x108 Zellen wurden subkutan in die Flanken der Maus injiziert und
nach durchschnittich 20 Tagen wurden die Mause geopfert. Die
Tumorgewebeproben wurden in flussigem Stickstoff schockgefrostet und
asserviert.

Zum Aufarbeiten wurden die Gewebestlcke je nach Grofde mit 400 pl oder
800 yl Buffer RLT vermengt und mittels Kugelmihle zerkleinert. Nach
Zentrifugierung fir 10 Minuten bei 300 x g wurde der Uberstand in 2 ml
Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt und die RNA mittels QIAcube gemaf

Herstellerprotokoll isoliert.

3.2.3 Aufarbeiten der humanen Gewebeproben

Die verwendeten humanen Gewebeproben stammen von Patienten mit
histologisch gesichertem Kolonkarzinom, die sich im Zeitraum zwischen Januar
2001 und Juni 2004 in der Klinik far Allgemein- und Viszeralchirurgie einer
kurativen chirurgischen Resektion unterzogen. Die Klassifikation des Tumors
erfolgte histologisch nach UICC-TNM-Stadien. Von den 14 aufbereiteten
Proben wurden 6 Proben den UICC-Stadien | und Il zugeordnet, 8
Gewebeproben entsprachen Stadium Ill und IV. Alle Gewebespender stimmten

vor Operation schriftlich in die Probengewinnung und wissenschaftliche
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Verwendung ein. Patienten mit R1-Resektion oder neoadjuvanter Therapie
wurden von der Analyse ausgeschlossen.

Die Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff schockgefrostet, asserviert
und zur Analyse analog zu den murinen Gewebeproben aufgearbeitet (siehe
3.2.2).

3.2.4 Statistische Analyse

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Microsoft Excel und IBM SPSS
Statistics. Um in der RT-gPCR die Signifikanz der Unterschiede in der relativen
Genexpression zweier unabhangiger Messgruppen zu bestimmen, wurde der
Welch's T-Test verwendet. Der p-Wert einer einzelnen Stichprobe wurde mittels
T-Test in SPSS errechnet. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant

betrachtet.

20



4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der Wachstumsbedingungen auf die Expression der

kostimulatorischen Signalwege im Kolonkarzinom

4.1.1 PD-1-Expression in SW480, SW620 und HT-29 Kolonkarzinomzellen

4.1.1.1 SW480 Kolonkarzinom

SW480 Kolonkarzinome zeigten fluoreszenzzytometrisch bereits am ersten
Messtag in Standardmedium mit 28,7% einen hohen Anteil PD-1-positiver
Zellen, der sich mit zunehmender Konfluenz bis Tag 5 auf 41% noch weiter
erhohte. Unter Nahrstoffentzug fiel dieser Wert schon nach 72h auf 12,5% und
bei anhaltendem Hungerstress auf 5,6% nach 120h ab (Abb. 4A).

Analog stieg die relative Genexpression unter Standardbedingungen bei
zunehmendem Wachstum auf das bis zu 1,5fache (p < 0,05 bezogen auf die
Differenz zwischen Tag 1 und Tag 3). Bei Nahrstoffentzug reduzierte sie sich
auf das 0,2-0,5fache des Ausgangswertes an Tag 1 (Abb. 5A, p < 0,04).

Mittels Western-Blot waren die Veranderungen nicht in dieser Deutlichkeit
nachzuvollziehen. Zwar stieg der Proteingehalt der Probe bis Tag 3 bei
Standardbedingungen stark, nahm bis Tag 5 daraufhin allerdings deutlich ab.
Unter Mangelbedingungen fand sich nach 72h eine kraftige Expression, die

nach 96h wieder abgenommen hatte (Abb. 1).

SM sM SM HM HM HM
di1 d3 ds5 72h 96h 120h
15% 40% 60% 20% 20% 30%

B-AKTin [ S——————

Abb. 1: Reprasentativer Western-Blot der PD-1-Proteinexpression in SW480
Kolonkarzinomzellen.

Die PD-1-Expression stieg bei Wachstum in Standardmedium (SM) bis Tag 3 an und fiel
danach bei weiter steigender Konfluenz deutlich ab. Unter Nahrstoffentzug (HM) kam es nach
96h zunachst zu einem Abfall des Gesamtproteins, nach 120h erreichte es erneut den

Ausgangswert.
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4.1.1.2 SW620 Kolonkarzinom

Der Nachweis von PD-1*-Zellen bei SW620 Kolonkarzinomzellen gelang an den
Messtagen 1 und 3 fluoreszenzzytometrisch nicht (Abb. 4B). An Tag 5 fanden
sich ca. 4% PD-1*-Zellen in der Probe. Unter Mangelbedingungen waren nach
72h Nahrstoffentzug noch 3,1% PD-1*-Zellen zu detektieren, deren Anteil nach
96h auf 2,3% abfiel und nach insgesamt 120h unterhalb der Nachweisgrenze
lag.

Die relative Genexpression steigerte sich unter Standardbedingungen bis Tag 5
auf das 4,1fache des Ausgangswertes (Abb. 5B, p < 0,006). In
nahrstoffreduziertem Medium lag dieser Wert nach 72 und 96 Stunden beim
0,4fachen dieses Wertes (p < 0,005). Nach 120h Nahrstoffentzug stieg die
relative Genexpression allerdings auf das 1,3fache des Referenzwertes von
Tag 1 an.

Im Western-Blot (Abb. 2) zeigte sich eine deutliche Steigerung der Expression
bei zunehmender Konfluenz in Standardmedium. Unter Hungerbedingungen in
FKS-freiem Medium erhdhte sich mit zunehmender Konfluenz nach 96h der
PD-1-Proteingehalt, nahm nach 120h allerdings deutlich ab.

SMm sM SM HM HM HM
d1 d3 d5 72h 96h 120h
20% 40% 90% 25% 35% 30%
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Abb. 2: Reprasentativer Western-Blot der PD-1-Proteinexpression in SW620
Kolonkarzinomzellen.

Bei zunehmender Konfluenz kam es unter Standardbedingungen (SM) zu einem Anstieg der
PD-1-Proteinexpression. Bei Nahrstoffentzug (HM) stieg diese zwischen 72h und 96h an, fiel
nach 120h allerdings deutlich ab.

4.1.1.3 HT-29 Kolonkarzinom

In HT-29 Kolonkarzinomzellen konnte an Tag 1 in Standardmedium
fluoreszenzzytometrisch ein Anteil von 1,9% PD-1*-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 4C). An Tag 3 und 5 lag der Wert unterhalb der Nachweisgrenze.

Dies war auch bei den Messungen nach 72h und 120h Nahrstoffentzug der Fall.
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Zwischen diesen beiden Messungen fanden sich nach 96h in Hungermedium
4% PD-1*-Zellen in der Probe.

Die relative Genexpression von PD-1-RNA stieg bis Tag 3 auf das Doppelte des
Ausgangswertes (p < 0,02) und fiel bis Tag 5 wieder auf das 1,2fache ab. Unter
Mangelbedingungen war die Genexpression nach 72h erst leicht erhéht und
sank danach unter den Referenzwert an Tag 1 (Abb. 5C).

Im Western-Blot liel} sich eine Steigerung der PD-1-Proteinexpression bei
zunehmender Konfluenz sowohl in Standard- als auch in serumfreiem Medium
erkennen (Abb. 3).

sMm sM SM HM HM HM
d1 d3 dd 7V2h 96h 120h
30% 70% 90% V0% 75% 80%

PD-1 « S W~ « -

B_Aknn —— — —— — ——

Abb. 3: Reprasentativer Western-Blot der PD-1-Proteinexpression in HT-29
Kolonkarzinomzellen.

Bei zunehmender Konfluenz kam es sowohl unter Standardbedingungen (SM) als auch unter

Nahrstoffentzug (HM) zu einem Anstieg des PD-1-Proteingehaltes.

4.1.1.4 Vergleich der PD-1-Expression innerhalb der verschiedenen

Kolonkarzinome

Die Expression von PD-1 unterschied sich zwischen dem Kolonkarzinom
SW480 und den Karzinomen SW620 und HT-29 deutlich. Wahrend SW480
Karzinomzellen in Standardmedium zu 35,5% + 6,3% PD-1* waren, gelang der
Nachweis von PD-1 im SW620- und HT-29-Karzinom nur in geringem Male.
Unter Mangelbedingungen kam es zu ahnlichen Messergebnissen, wobei hier
auch der Anteil PD-1-positiver SW480 Zellen reduziert war (8,4% % 3,6%).

Dies spiegelte sich auch in den Messwerten der RT-gPCR wider: Wahrend die
relative Genexpression in Bezug auf fetale Kolon-Standardzellen (FHC) in
Standardmedium bei SW480 Karzinomen noch 1,52 + 0,31 betrug, war diese
bei SW620 0,34 £+ 0,26 bzw. 0,13 + 0,05 bei HT-29. Auch unter
Mangelbedingungen hatten SW480 Karzinomzellen die hochste relative

Genexpression.
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Abb. 4: Darstellung der FACS-Ergebnisse zur PD-1-Expression in SW480, SW620 und HT-
29 Kolonkarzinomzellen.

(A) SW480 Kolonkarzinome erhdhten die Expression von PD-1 bei ansteigender Konfluenz
unter Standard-Wachstumsbedingungen (SM). Unter Nahrstoffentzug (HM) war der Anteil
PD-1*-Zellen bereits nach 72h stark reduziert und verringerte sich bei anhaltendem
Nahrstoffentzug. (B) Unter Standardbedingungen waren unter SW620 Kolonkarzinomzellen erst
an Tag 5 bei 95% Konfluenz PD-1"-Zellen nachweisbar. Bei anhaltendem Nahrstoffentzug sank
der Anteil PD-1*-Zellen, nach 120h waren keinerlei PD-1-exprimierende Zellen mehr zu
detektieren. (C) AulRer an Tag 1 lag bei HT-29 Karzinomzellen unter Standardbedingungen der
Anteil PD-1*-Zellen unterhalb der Nachweisgrenze. Unter Nahrstoffentzug konnten nur nach
96h PD-1*-Zellen nachgewiesen werden.

Messwerte unterhalb der IgG-Kontrolle wurden als 0 definiert.
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Abb. 5: Darstellung der PD-1-Genexpression in SW480, SW620 und HT-29
Kolonkarzinomzellen.
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(A) Die relative PD-1-Genexpression im SW480 Kolonkarzinom stieg bei zunehmender
Konfluenz in Standardmedium (SM) an. Bei Nahrstoffentzug (HM) reduzierte sie sich auf das
0,2-0,5fache des Ausgangswertes an Tag 1. (B) Bei SW620 Kolonkarzinomzellen kam es unter
Standardbedingungen zu einer Zunahme der relativen PD-1-Genexpression bei steigender
Konfluenz. Bei Nahrstoffentzug war die Genexpression deutlich niedriger, stieg nach 120h
allerdings wieder an. (C) HT-29-Karzinome zeigten eine Zunahme der relativen PD-1-
Genexpression unter Standardbedingungen bei steigender Konfluenz, die bei 90% Konfluenz
an Tag 5 leicht sank. Bei anhaltendem Nahrstoffentzug reduzierte sich die Genexpression.

Die relative Genexpression ist als 2%°4Cd dargestellt. Gezeigt wird der Mittelwert *
Standardabweichung aus drei unabhangigen Messungen. Bezugspunkt ist die PD-1-Expression
in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).

4.1.2 PD-L1-Expression in SW480, SW620 und HT-29 Kolonkarzinomzellen

4.1.2.1 SW480 Kolonkarzinom

SW480 Kolonkarzinomzellen wiesen fluoreszenzzytometrisch bei Wachstum in
Standardmedium bei ansteigender Konfluenz einen konstanten Anteil von
4,67% = 0,59% PD-L1*-positiven Zellen auf (Abb. 9A). Unter Nahrstoffentzug in
serumfreiem Medium war dieser Anteil sehr niedrig, allerdings zeigte sich ein
Hochstwert von 7,2% nach 96h Nahrstoffentzug.

PD-L1 wurde von SW480 Karzinomen im Vergleich zu fetalen Kolon-
Standardzellen (FHC) unter allen gegebenen Bedingungen deutlich verringert
exprimiert (maximale relative Genexpression 0,015; Daten nicht gezeigt).

Im Western-Blot blieb die PD-L1-Proteinexpression zwischen Tag 1 und Tag 5
konstant. Unter Nahrstoffmangel konnte nach 72h eine erhdhte Expression,
danach nur noch eine geringe Expression nachgewiesen werden (Abb. 6).

SM SM SM HM HM HM
di d3 d5 72h 98h 120h
15% 40% 60% 20% 20% 30%

PD-L1 s——n - —
B-AKLiN S ————

Abb. 6: Reprasentativer Western-Blot der PD-L1-Proteinexpression in SW480
Kolonkarzinomzellen.

Bei zunehmender Konfluenz blieb der PD-L1-Proteingehalt unter Standardbedingungen (SM)
konstant. Nach 72h Nahrstoffentzug (HM) war die PD-L1-Expression erhoht und sank bei

anhaltendem Entzug deutlich ab.
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4.1.2.2 SW620 Kolonkarzinom

Im SW620 Kolonkarzinom (Abb. 9B) konnten fluoreszenzzytometrisch nur
wenige PD-L1*-Zellen nachgewiesen werden. Die Messwerte schwankten
zwischen 1-3%, wobei der Anteil unter anhaltendem Nahrstoffentzug abnahm.
In der Probe vom dritten Tag bei Wachstum in Standardmedium konnten keine
PD-L1-positiven Zellen detektiert werden. Die relative Genexpression in Bezug
auf fetale Kolon-Standardzellen (FHC) war unter allen Bedingungen deutlich
reduziert (maximale relative Genexpression 0,014; Daten nicht gezeigt). Im
Western-Blot wurde eine vermehrte PD-L1-Gesamtproteinexpression an Tag 5
sichtbar. Unter Nahrstoffentzug kam es nur zu geringen Veranderungen im

Proteingehalt (Abb. 7).

SM SM SM HM HM HM
d1 d3 d5 72h 96h 120h
20% 40% 90% 25% 35% 30%
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Abb. 7: Reprasentativer Western-Blot der PD-L1-Proteinexpression in SW620
Kolonkarzinomzellen.

Unter Standardbedingungen (SM) zeigte sich bei 90% Konfluenz eine hohe PD-L1-
Proteinexpression. Bei Nahrstoffentzug (HM) traten nur geringe Veranderungen im
Proteingehalt auf.

4.1.2.3 HT-29 Kolonkarzinom

Ahnlich den Karzinomen SW480 und SW620 konnten fluoreszenzzytometrisch
(Abb. 9C) bei den Zellproben aus Standardmedium zwischen 1-3% PD-L17*-
Zellen nachgewiesen werden. Wie beim SW620-Karzinom kam es in der Probe
vom dritten Tag zu einem Abfall des positiven Zellanteils. Wahrend 72h
Nahrstoffentzug nur zu einer geringfligigen Erhéhung der PD-L1*-Zellen flihrte,
lieBen sich nach 96h und 120h 10% bzw. 9% PD-L1-positive Zellen
nachweisen.

Unter allen gegebenen Bedingungen fand sich gegenuber fetalen Kolon-
Standardzellen (FHC) eine deutlich reduzierte relative PD-L1-Genexpression

(Maximum 0,005; Daten nicht gezeigt).
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Im Western-Blot (Abb. 8) ergaben sich unter Standardbedingungen nur geringe
Veranderungen der Proteinexpression. Wahrend des Zeitraumes des

Nahrstoffentzugs kam es bis nach 120h zu einer Erh6hung des Proteingehaltes.

sSM SM SM HM HM HM
d1 d3 d5 72h 96h 120h
0% TO0% 90% TOW V5% BO%

PD-L1 = o e e o

B-AKin S———————

Abb. 8: Reprasentativer Western-Blot der PD-L1-Proteinexpression in HT-29
Kolonkarzinomzellen.

Wahrend sich bei zunehmender Konfluenz unter Standardbedingungen (SM) nur geringe
Veranderungen der Proteinexpression zeigten, nahm der Proteingehalt im Verlauf des
Nahrstoffentzugs (HM) deutlich zu.

4.1.2.4 Vergleich der PD-L1-Expression innerhalb der verschiedenen

Kolonkarzinome

Im Vergleich der drei Karzinome untereinander fiel auf, dass der jeweils hochste
Anteil PD-L1*-Zellen unter Nahrstoffentzug gemessen wurde. Unter den SW480
Kolonkarzinomzellen lag dieses Maximum bei 96h und fiel danach deutlich ab,
SW620 zeigte ein nur dezentes Maximum bereits nach 72h und in HT-29
Karzinomzellen kam es nach dem Maximum nach 96h zu einem nur geringen
Abfall. Sowohl in SW620 als auch HT-29 Karzinomen fiel ein Abfall des Anteils
PD-L1*-Zellen an Tag 3 der Messung auf.

Die drei Karzinome exprimierten in der PCR unter allen gegebenen
Bedingungen PD-L1 im Vergleich zu fetalen Kolon-Standardzellen (FHC)

deutlich reduziert.
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Abb. 9: Darstellung der FACS-Ergebnisse zur PD-L1-Expression in SW480, SW620 und
HT-29 Kolonkarzinomzellen.

(A) SW480 Kolonkarzinomzellen exprimierten zunehmend PD-L1 bei ansteigender Konfluenz
unter Standard-Wachstumsbedingungen (SM). Unter Nahrstoffentzug (HM) war der Anteil PD-
L1*-Zellen nach 72h stark reduziert, erreichte einen Héchstwert nach 96h und fiel nach 120h
erneut stark ab. (B) Unter Standardbedingungen konnten bei SW620 Kolonkarzinomzellen nur
wenige PD-1"-Zellen nachgewiesen werden. Bei anhaltendem Nahrstoffentzug sank der Anteil
PD-L1*-Zellen weiter ab. (C) HT-29 Zellen waren in der FACS-Analyse unter
Standardbedingungen nur zu einem geringen Anteil PD-L1*. Unter Nahrstoffentzug war dieser
Anteil hoher und stieg insbesondere nach 96h Nahrstoffentzug deutlich an.

Messwerte unterhalb der IgG-Kontrolle wurden als 0 definiert.

4.1.3 CD137-Expression in SW480, SW620 und HT-29 Kolonkarzinomzellen

4.1.3.1 SW480 Kolonkarzinom

Fluoreszenzzytometrisch betrug der Anteil CD137*-Zellen im SW480
Kolonkarzinom bei Wachstum in Standardmedium Uber alle Messzeitpunkte
gemittelt 3,57% = 0,40% (Abb. 13A). Eine Veranderung mit zunehmender
Konfluenz konnte nicht festgestellt werden. Unter Mangelbedingungen
unterschied sich der Messwert nach 72h Nahrstoffentzug nicht von der IgG-
Kontrolle, nach 96h konnte allerdings ein hoher Anteil von 13% CD137-
positiven Zellen nachgewiesen werden. In der Messung nach 5 Tagen
Nahrstoffentzug wurden keine CD137*-Zellen nachgewiesen.

Sowohl in Standardmedium als auch unter Mangelbedingungen kam es bei
steigender Konfluenz zu einer Hochregulierung der Expression von CD137-
RNA (Abb. 14A). Die relative Genexpression steigerte sich bis Tag 5 bei 60%
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Konfluenz auf das Dreifache des Ausgangswertes (p < 0,002). Unter
Nahrstoffentzug lag der Wert der relativen Genexpression bereits nach 72h bei
dem 2,3fachen des Referenzwertes (p < 0,03). Diese Steigerungen der
Expression lielen sich allerdings weder fluoreszenzzytometrisch noch im

Western-Blot bestatigen (vgl. Abb. 10).

sMm sM SM HM HM HM
d1 d3 dd 7V2h 96h 120h
15% 40% 60% 20% 20% 30%

CD 137 i —

B_Aktin —— e

Abb. 10: Reprasentativer Western-Blot der CD137-Proteinexpression in SW480
Kolonkarzinomzellen.

Sowohl bei Wachstum in Standardmedium (SM) als auch unter Nahrstoffentzug (HM) war keine

wesentliche Veranderung der CD137-Expression zu erkennen.

4.1.3.2 SW620 Kolonkarzinom

Bei SW620 Kolonkarzinomzellen konnten sowohl unter Standard- als auch
unter Mangelbedingungen fluoreszenzzytometrisch keine CD137%-Zellen
nachgewiesen werden. Die Messwerte entsprachen den Werten der IgG-
Kontrollen (Abb. 13B). Auf RNA-Ebene liel3 sich in der RT-gPCR eine Erhdhung
der Genexpression bei zunehmender Konfluenz erkennen, an Tag 5 bei
Wachstum in Standardmedium betrug diese das 4,3fache des Ausgangswertes
an Tag 1 (p=0,012). AulRerdem erhohte sich die Genexpression unter
Mangelbedingungen (3,26 * 1,03 vs. 2,19 £ 1,79, gemittelt aus allen
Messwerten, vgl. Abb. 14B, p = 0,067).

Im Western-Blot fand sich unter Standardbedingungen eine mit Erhdhung der
Konfluenz zunehmende CD137-Proteinexpression (Abb. 11). Der Proteingehalt

wahrend des Nahrstoffentzugs blieb konstant.
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Abb. 11: Reprasentativer Western-Blot der CD137-Proteinexpression in SW620
Kolonkarzinomzellen.

SW620 Kolonkarzinomzellen in Standardmedium (SM) zeigten bei zunehmender Konfluenz
eine Steigerung der CD137-Proteinexpression. Unter Nahrstoffentzug (HM) blieb die

Expression konstant auf niedrigem Niveau.

4.1.3.3 HT-29 Kolonkarzinom

Ahnlich den Kolonkarzinomzellen SW620 lagen auch bei HT-29 Zellen der
fluoreszenzzytometrisch bestimmte Anteil CD137-positiver Zellen meist auf
Hohe der IgG-Kontrolle. Der hochste gemessene Wert betrug 1,2% positive
Zellen an Tag 5 in Standardmedium (Abb. 13C). Auf mMRNA-Ebene kam es zu
einer Zunahme der relativen Genexpression unter Standardbedingungen mit
steigender Konfluenz (p = 0,004). Nach 72h Nahrstoffentzug glich die relative
Genexpression den Zellen unter Standardbedingungen bei gleicher Konfluenz
und fiel nach langerem Nahrstoffentzug ab (Abb. 14C).

Der Proteinnachweis im Western-Blot verdeutlichte einen erhohten CD137-
Proteingehalt bei zunehmender Konfluenz sowohl unter Standard- als auch
Mangelbedingungen, der unter Standardbedingungen starker ausgepragt war
(Abb. 12).

SM SM SM HM HM HM
di1 d3 d5 72h 956h 120h
0% V0% 90% V0% T5% B0%
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Abb. 12: Reprasentativer Western-Blot der CD137-Proteinexpression in HT-29
Kolonkarzinomzellen.

Sowohl bei zunehmender Konfluenz in Standardmedium (SM) als auch unter anhaltendem
Nahrstoffentzug (HM) kam es zu einer Erhdéhung des CD137-Proteingehalts im HT-29

Karzinom.
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4.1.3.4 Vergleich der CD137-Expression innerhalb der verschiedenen

Kolonkarzinome

Fluoreszenzzytometrisch fand sich in den untersuchten Kolonkarzinomen nur
ein geringer Anteil CD137-positiver Zellen. In den meisten Proben der
Karzinome SW620 und HT-29 konnte sogar gar kein Nachweis von CD137*-
Zellen erbracht werden (vgl. Abb. 13). Ahnlich diesem Ergebnis fand sich auch
in der PCR-Analyse bezogen auf fetale Kolon-Standardzellen (FHC) nur im
SW480 Kolonkarzinom eine im Median um 2,4 + 0,83 erhohte relative
Genexpression, wahrend sie beim SW620 Kolonkarzinom mit 0,29 £+ 0,16 und

beim HT-29 Kolonkarzinom mit 0,38 £ 0,22 deutlich erniedrigt war.
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Abb. 13: Darstellung der FACS-Ergebnisse zur CD137-Expression in SW480, SW620 und
HT-29 Kolonkarzinomzellen.

(A) SW480 Zellen zeigten eine konstant gleichbleibende Expression von CD137 bei
ansteigender Konfluenz unter Standard-Wachstumsbedingungen (SM). Unter Nahrstoffentzug
(HM) waren nur nach 96h Nahrstoffmangel CD137*-Zellen nachweisbar. (B) SW620 Karzinome
wiesen sowohl unter Standardbedingungen als auch unter Nahrstoffentzug keine CD137-
Expression auf. (C) HT-29 Kolonkarzinomzellen exprimierten kein CD137 auf ihrer Oberflache.

Messwerte unterhalb der IgG-Kontrolle wurden als 0 definiert.
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Abb. 14: Darstellung der CD137-Genexpression in SW480, SW620 und HT-29
Kolonkarzinomzellen.

(A) Die relative CD137-Genexpression im Kolonkarzinom SW480 stieg bei zunehmender
Konfluenz in Standardmedium (SM) und unter Mangelbedingungen (HM) an. (B) Beim SW620
Karzinom zeigte sich sowohl unter Standard- als auch Mangelbedingungen eine Zunahme der
relativen CD137-Genexpression bei steigender Konfluenz. Das Niveau lag bei Nahrstoffentzug
hoéher. (C) HT-29 Kolonkarzinomzellen exprimierten unter Standardbedingungen bei steigender
Konfluenz zunehmend CD137. Unter Mangelbedingungen entsprach die Genexpression nach
72h dem Wert der Zellen unter Standardbedingungen bei ahnlicher Konfluenz und fiel bei
anhaltendem Nahrstoffentzug ab.

Die relative Genexpression ist als 2%2Cd dargestellt. Gezeigt wird der Mittelwert +
Standardabweichung aus drei unabhangigen Messungen. Bezugspunkt ist die CD137-

Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).

4.1.4 CD137L-Expression in SW480, SW620 und HT-29

Kolonkarzinomzellen

4.1.4.1 SW480 Kolonkarzinom

Im SW480 Kolonkarzinom fand sich wunter funftdgiger Inkubation in
Standardmedium eine gesteigerte CD137L-Expression (Abb. 18A). Wahrend an
Tag 1 bei 25%iger Konfluenz 44% der SW480 Tumorzellen CD137L
exprimierten, stieg der Anteil am Tag 5 bei einer Konfluenz von 95% auf 71%
CD137L*-Zellen. Auch in der PCR-Analyse stieg die relative Genexpression in
diesem Zeitraum auf das 1,3fache (Abb. 19A, p = 0,097). Mittels Western-Blot
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konnte dagegen keine Erhéhung des CD137L-Proteingehaltes festgestellt
werden (Abb. 15).

Unter Serumentzug sistierte das Wachstum der SW480-Karzinome bereits frih.
Der Anteil der CD137L-positiven Zellen war bei einer Konfluenz von 50% mit
50% positiven Zellen auf ahnlichem Niveau wie in Normalmedium bei
entsprechender Konfluenz und nahm bei anhaltendem Nahrstoffentzug ab. Die
relative Genexpression lag deutlich unter dem Spiegel der Zellen in
Normalmedium (0,65 * 0,12 vs. 1,01 £ 0,26 in Bezug auf die fetale
Kolonzellreihe FHC, p < 0,003). Im Western-Blot fand sich entsprechend keine

Veranderung der Proteinexpression.

SM SM SM HM HM HM
di1 d3 ds 72h 96h 120h
15% 40% 60% 20% 20% 30%
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Abb. 15: Reprasentativer Western-Blot der CD137L-Proteinexpression in SW480
Kolonkarzinomzellen.

Sowohl bei Wachstum in Standardmedium (SM) als auch unter Nahrstoffentzug (HM) war keine

wesentliche Veranderung der CD137L-Expression zu erkennen.

4.1.4.2 SW620 Kolonkarzinom

Bei SW620 Kolonkarzinomzellen war unter vergleichsweiser hoher
Ausgangsexpressionsdichte in Normalmedium sowohl fluoreszenzzytometrisch
als auch im Western-Blot kein Anstieg der CD137L-Expression bei
zunehmender Konfluenz erkennbar. Nur unter Mangelbedingungen kam es zu
einer Erhdhung des Anteils CD137L*-Zellen (Abb. 18B), was sich jedoch nicht
in der CD137L-Proteinexpression im Western Blot widerspiegelte (Abb. 16).
Parallel zur Konfluenzzunahme unter Standardbedingungen stieg die
Genexpression um das 3,4fache innerhalb von funf Tagen an (p < 0,008). Unter
Hungerbedingungen war die Expression nach 72h Nahrstoffentzug deutlich
erhdht (p = 0,015) und erreichte nach 5 Tagen knapp das 10fache der
Expression an Tag 1 in Standardmedium (Abb. 19B, p < 0,003). Die CD137L-
Genexpression war im Mittel unter Nahrstoffentzug signifikant erhoht
(p < 0,006).
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Abb. 16: Reprasentativer Western-Blot der CD137L-Proteinexpression in SW620
Kolonkarzinomzellen.

In Standardmedium (SM) kultivierte Tumorzellen zeigten wenig veranderte CD137L-Expression.

Unter Nahrstoffentzug (HM) kam es zu einer Abnahme des Gesamtproteins.

4.1.4.3 HT-29 Kolonkarzinom

In HT-29 Kolonkarzinomzellen kam es in Standardmedium im Gegensatz zu
SW480 und SW620 Tumorzellen bei steigender Konfluenz zu einer deutlichen
Abnahme der CD137L-Expression. Dies war sowohl fluoreszenzzytometrisch
durch eine Halbierung des Anteils CD137L"-Zellen (71,2% an Tag 1 bei 15%
Konfluenz vs. 36,6% an Tag 5 bei 95% Konfluenz, Abb. 18C) als auch in der
molekularen Analyse zu beobachten. Die Genexpression fiel an Tag 5 auf das
0,35fache des Anfangswertes ab (Abb. 19C, p < 0,05). Im Western-Blot
spiegelte sich dagegen eine geringe bis malige Zunahme der Expression bei
zunehmender Konfluenz wider (Abb. 17).

Unter Serumentzug kam es wahrend des Beobachtungszeitraums
fluoreszenzzytometrisch bei bereits initial hoher, wenig ansteigender Konfluenz
zu einer Zunahme der CD137L*-Zellen von 23,6% nach 72h auf 77,3% nach
96h, die auch nach 120h nur geringfiigig abfiel. Die relative Genexpression
bewegte sich nach 72h Mangelbedingungen auf ungefahr der Halfte der
Ausgangsexpression an Tag 1 unter Standardbedingungen und naherte sich

diesem Wert nach 120h wieder an.

SM SM SM HM HM HM
di1 d3 ds 72h 96h 120h
30% V0% 90% V0% T5% 80%

B_Akt"’] — — —— — ——

Abb. 17: Repréasentativer Western-Blot der CD137L-Proteinexpression in HT-29
Kolonkarzinomzellen.

Bei zunehmender Konfluenz kam es bei Wachstum in Standardmedium (SM) zu einer
vermehrten Expression von CD137L. Unter Nahrstoffentzug (HM) wurde CD137L bei

sistierender Konfluenz auf konstantem, niedrigen Niveau exprimiert.
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4.1.4.4 Vergleich der CD137L-Expression innerhalb der verschiedenen

Kolonkarzinome

Alle untersuchten Kolonkarzinome (SW480, SW620, HT-29) wiesen
fluoreszenzzytometrisch einen konstant hohen Anteil an CD137L-positiven-
Zellen auf. Ihr Anteil betrug im Mittel 55% (Abb. 18).

Im direkten Vergleich fand sich fur SW620 Kolonkarzinomzellen im Vergleich zu
den SW480-Tumorzellen ein erhdhter Anteil an CD137L*-Zellen (68,3% =
13,2% vs. 54,5% % 9,5%, uber alle Messwerte gemittelt). Wahrend SW480
Karzinome besonders bei hoheren Konfluenzen in Standardmedium CD137L
auf ihrer Zelloberflache exprimierten und die Expression bei Nahrstoffentzug
abnahm, fand sich in den Kolonkarzinomen SW620 und HT-29 der hochste
Anteil CD137L"-positiver Zellen unter Mangelbedingungen, welcher noch hoher
lag als im SW480-Karzinom.

Die relative CD137L-Genexpression in SW480 Karzinomen bewegte sich mit
0,83 £ 0,27 in Bezug auf die fetale Kolonzellreihe FHC auf dem Niveau des
Referenzwertes (Abb. 19). SW620 Karzinomzellen exprimierten CD137L-RNA
mit 2,25 + 1,77 und einem Maximum von 5,58 deutlich starker, wahrend HT-29

Zellen mit 0,35 £ 0,14 deutlich unter diesem Niveau lagen.
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Abb. 18:Darstellung der FACS-Ergebnisse zur CD137L-Expression in SW480, SW620 und
HT-29 Kolonkarzinomzellen.

(A) Die Expression von CD137L im SW480 Kolonkarzinom stieg bei zunehmender Konfluenz
unter Standardbedingungen an (SM). Unter anhaltendem Nahrstoffentzug (HM) kam es zu
einem Abfall der Expression. (B) Das SW620 Kolonkarzinom war unter Nahrstoffentzug

vermehrt CD137L-positiv. (C) HT-29 Karzinomzellen zeigten unter Standardbedingungen eine
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Abnahme der CD137L*-Zellen. Unter Nahrstoffentzug war dieser Anteil nach 72h erst stark

verringert und erhdhte sich bei anhaltendem Nahrstoffmangel.
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Abb. 19: Darstellung der CD137L-Genexpression in SW480, SW620 und HT-29
Kolonkarzinomzellen.

(A) SW480 Karzinome exprimierten bei zunehmender Konfluenz in Standardmedium (SM)
verstarkt CD137L. Unter Nahrstoffentzug (HM) verringerte sich die Genexpression. (B) In
SW620 Zellen zeigte sich mit zunehmender Konfluenz sowohl in Standard- als auch unter
Nahrstoffentzug (HM) eine Zunahme der CD137L-Genexpression. (C) In HT-29
Kolonkarzinomzellen reduzierte sich die CD137L-Genexpression bei steigender Konfluenz in
Standardmedium. Unter Nahrstoffentzug war die Genexpression nach 72h halbiert in Bezug auf
Tag 1 in Standardmedium und naherte sich diesem Bezugswert nach 5 Tagen Nahrstoffentzug
wieder an.

Die relative Genexpression ist als 2%2Cd dargestellt. Gezeigt wird der Mittelwert *
Standardabweichung aus drei unabhangigen Messungen. Bezugspunkt ist die CD137L-

Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).

4.2 Relative Genexpression von PD-1/PD-L1 und CD137/CD137L im

murinen Modell

Um die Entwicklung der relativen PD-1/PD-L1- und CD137/CD137L-
Genexpression im lebenden Organismus zu klaren, wurden subkutane
xenogene SW480 und HT-29 Kolonkarzinome in Balb/c-Nacktmausen
untersucht. Als Bezugspunkt der RT-qPCR-Analysen dienten die Messwerte
der jeweiligen Kolonkarzinome in vitro mit der kleinsten Konfluenz unter

Standardbedingungen.

36



4.2.1 SW480 Kolonkarzinom

In den SW480 Tumoren fand sich eine massiv erhdhte Expression von PD-1
gegenuber der Expressionsdichte in vitro. Die Expression des Rezeptors
ubertraf den Referenzwert um das bis zu 50fache (p = 0,076, Abb. 20A). Sein
Ligand PD-L1 wurde dagegen ausschlielllich auf dem Niveau des
Referenzwertes (1,02 £ 0,30) nachgewiesen (vgl. Abb. 20B).

Auch die CD137-Spiegel waren in den xenogenen Tumoren erhoht (Faktor 4,03
+ 2,18). Die Expression war signifikant hoher als in vitro (p = 0,036, Abb. 20C).
Der CD137-Ligand wurde ebenfalls vermehrt exprimiert (Faktor 1,71 + 0,48,
p = 0,029, vgl. Abb. 20D).
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Abb. 20: PD-1, PD-L1, CD137 und CD137L Genexpression in subkutanen xenogenen
SW480-Kolonkarzinomen in Balb/c-Nacktméausen (n = 5).

(A) Die relative PD-1-Genexpression im xenogenen Kolonkarzinom Ubertraf den Referenzwert
der kleinsten Konfluenz unter Standardbedingungen in vitro um das bis zu 50fache (p = 0,016).
(B) Der Ligand PD-L1 konnte ausschlieBlich auf Niveau des Referenzwertes (1,02 + 0,30)

nachgewiesen werden. (C) Die CD137-Genexpression erhohte sich gegeniber der kleinsten
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Konfluenz unter Standardbedingungen durchschnittlich um den Faktor 4,03 £ 2,18 (p = 0,036).
(D) CD137L wurde im xenogenen SW480 Kolonkarzinom in Bezug auf die kleinste Konfluenz
unter Standardbedingungen in vitro vermehrt exprimiert (Faktor 1,71 £ 0,48, p < 0,029).

Die relative Genexpression ist als 2-22¢9 dargestellt. Bezugspunkt ist die Expression in SW480-

Kolonkarzinomzellen mit der kleinsten Konfluenz unter Standardbedingungen in vitro.
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Abb. 21: PD-1, PD-L1, CD137 und CD137L Genexpression in subkutanen xenogenen
SW480-Kolonkarzinomen in Balb/c-Nacktmausen (n = 5).

SW480-Tumorzellen exprimierten ausgepragt PD-1 sowie deutlich verstarkt CD137. Die
Liganden wurden auf gleichbleibendem Niveau exprimiert.
Bezugspunkt ist die Expression in SW480-Kolonkarzinomzellen mit der kleinsten Konfluenz

unter Standardbedingungen in vitro.

4.2.2 HT-29 Kolonkarzinom

Im Gegensatz zum SW480 Karzinom wiesen die RT-qgPCR-Ergebnisse der
subkutanen xenogenen HT-29 Kolonkarzinome eine deutliche Streuung auf.
PD-1 konnte in 5 von 7 Proben nicht nachgewiesen werden (Abb. 22A). Ahnlich
den SW480 Kolonkarzinomzellen entsprach die Expression von PD-L1-RNA
zumeist dem Niveau der Referenzprobe (Abb. 22B). In mehreren Proben kam
es zur starken Erhéhung der relativen Genexpression von CD137 und CD137L
(vgl. Abb. 22C und Abb. 22D).
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Abb. 22: CD137, CD137L, PD-1 und PD-L1 Genexpression in subkutanen xenogenen HT-
29 Kolonkarzinomen in Balb/c-Nacktmausen (n = 7).

(A) In 5 aus 7 Proben konnte keine Genexpression von PD-1 in HT-29 Kolonkarzinomen
nachgewiesen werden. (B) Die PD-L1-Expression befand sich meist auf Niveau des
Referenzwertes. (C) HT-29 Kolonkarzinomzellen exprimierten CD137 in deutlich variabler
relativer Genexpression. (D) Auch die relative Genexpression von CD137L alternierte von
geringer Expression bis zum 15fachen der kleinsten Konfluenz unter Standardbedingungen.

Die relative Genexpression ist als 2-22¢9 dargestellt. Bezugspunkt ist die Expression in HT-29-

Kolonkarzinomzellen mit der kleinsten Konfluenz unter Standardbedingungen in vitro.
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4.2.3 Relative Genexpression von PD-1/PD-L1 und CD137/CD137L im

humanen Kolonkarzinom

Um die Genexpression von PD-1, PD-L1, CD137 und CD137L im
Kolonkarzinom des Menschen zu untersuchen, wurden chirurgisch gewonnene
Patientenproben mittels RT-gPCR analysiert. AnschlieRend wurden die Proben
nach UICC-Stadien sortiert (nuiccin = 6, nuiccunv = 8). Als Bezugspunkt der
Berechnung diente die Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).

Die Expression in den UICC-Stadien | und Il unterlag insbesondere flr das
Rezeptor-Liganden-Paar PD-1/PD-L1 deutlichen Schwankungen (vgl. Abb. 23).
Samtliche untersuchten Proteine zeigten bei Betrachtung des Mittelwertes in
niedrigen UICC-Stadien eine hohere Expression gegenuber den hoheren
Stadien, welche bis auf CD137 statistisch nicht signifikant war (PD-1 p = 0,1,
PD-L1 p = 0,08, CD137 p = 0,016, CD137L p = 0,55). Die relative
Genexpression in den UICC-Stadien IIl und IV entsprach fir alle untersuchten
Paare dem Doppelten der Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC)
(1,95 £ 0,22; PD-1 p = 0,144, PD-L1 p=0,151, CD137 p = 0,070, CD137L
p =0,377), in den Stadien | und Il war die Expression noch deutlich héher und
fur CD137 statistisch signifikant (PD-1 p = 0,074, PD-L1 p = 0,063, CD137
p = 0,008, CD137L p = 0,196).
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Abb. 23: PD-1, PD-L1, CD137 und CD137L Genexpression im Kolonkarzinom niedriger
und hoher UICC-Stadien, bezogen auf fetale Kolon-Standardzellen (FHC) (nuiccn= 6,
nuicciv = 8).

PD-1, PD-L1 und CD137L wurden in Kolonkarzinomen der UICC-Stadien | und Il nicht-
signifikant hoher exprimiert als in den UICC-Stadien IIl und IV. CD137 wurde in den UICC-
Stadien | und Il signifikant hoher exprimiert.

In den UICC-Stadien Il und IV wurden PD-1, PD-L1, CD137 und CD137L von Kolonkarzinomen
doppelt so hoch exprimiert als in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC) (1,95 + 0,22). In den
Stadien | und Il war die Expression noch deutlich héher, CD137 war signifikant erhdht
(p =0,008). Die relative Genexpression ist als 2%2C9 dargestellt. Als Bezugspunkt der

Berechnung diente die Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).

4.2.4 Korrelationsanalyse der relativen Genexpression von PD-1/PD-L1
und CD137/CD137L

Die relative Genexpression der kostimulatorischen Signalwege PD-1/PD-L1 und
CD137/CD137L in  chirurgisch  gewonnenen  Resektaten = humaner
Kolonkarzinome wurde anschlieend mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Pearson auf einen linearen Zusammenhang uberprift (vgl. Abb. 24). Dabei lie
sich erkennen, dass die relative CD137-Genexpression stark positiv mit der
relativen Genexpression von PD-1 und PD-L1 korrelierte (r = .923, p < .001
bzw. r = 731, p = .003, n = 14). Ebenso war eine hohe relative PD-1-
Genexpression mit einer hohen Expression von PD-L1 assoziiert (r = .767,
p=.001,n=14).
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Abb. 24: Pearson-Korrelation zwischen CD137 und PD-1/PD-L1 Genexpression im
kolorektalen Karzinom, bezogen auf Kolon-Normalgewebe-Zellen (n = 14).

(A) Die relative Genexpression von CD137 und PD-1 korrelierte stark positiv miteinander
(r=.923, p <.001). (B) Fur die relative Genexpression von CD137 und PD-L1 fand sich ebenfalls
eine stark positive Korrelation (r = .731, p = .003). (C) Auch die relative Genexpression von PD-1
und PD-L1 Kkorrelierten signifikant positiv (r = .767, p = .001).

Die relative Genexpression ist als 2-22C9 dargestellt. Als Bezugspunkt der Berechnung diente die

Expression in fetalen Kolon-Standardzellen (FHC).
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5 Beantwortung der Fragen

1. Werden die fur das Zustandekommen einer Immunantwort beschriebenen
kostimulatorischen Signale PD-1 und CD137 bzw. deren Liganden PD-L1
und CD137L von Zellen humaner Kolonkarzinome exprimiert? Welche

Gemeinsamkeiten oder Unterschiede werden dazu beobachtet?

Beide kostimulatorischen Signalwege wurden auf den Zellen dreier
verschiedener humaner Kolonkarzinome auf Gen- und
Proteinexpressionsebene nachgewiesen. Das Kolonkarzinom SW480 zeigte in
den Untersuchungen ohne weitere Stimulation die ausgepragteste
Genexpression. Immunhistochemisch wurden die Rezeptoren PD-1 und CD137
bereits in den Ausgangsmessungen auf der Zelloberflache des SW480
Karzinoms teils ausgepragt exprimiert. Dies war bei den Kolonkarzinomen
SW620 und HT-29 nicht der Fall: Die Genexpression beider Rezeptoren war
hier auf gegenuber fetalen humanen Kolonzellen nur reduziertem Niveau
nachweisbar, immunhistochemisch war ein geringer Anteil der Zellen positiv.

Der Ligand PD-L1 wurde initial nur von einem geringen Zellanteil der
untersuchten Kolonkarzinome immunhistochemisch nachweisbar exprimiert,
auch hier insbesondere von dem Kolonkarzinom SW480. Die Genexpression
war in der PCR nicht nachweisbar. CD137L fand sich allerdings auf einem
Groldteil der immunhistochemisch untersuchten Zellen aller Kolonkarzinome

und auf Genexpressionsebene.

2. Zeigen sich Unterschiede in der Expression im Laufe des

Tumorzellwachstums in vitro?

Im Laufe des Tumorzellwachstums und damit zunehmendem Zellkontakt
verstarkte sich die PD-1/PD-L1-Proteinexpression im SW480 Kolonkarzinom
und teils im SW620 Kolonkarzinom. Auf die Expression bei Zellen des HT-29
Karzinoms hatte das Tumorzellwachstum keinen Einfluss. Auch CD137-mRNA

fand sich vermehrt bei zunehmender Konfluenz in allen drei Karzinomen, wobei
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der immunhistochemisch nachweisbare Anteil CD137-positiver Zellen beim
SW480 Karzinom konstant und bei SW620 und HT-29 Zellen unterhalb der
Nachweisgrenze blieb. Der Ligand CD137L wurde von den Kolonkarzinomen
SW480 und SW620 im Laufe des Tumorzellwachstums auf Gen- und
Proteinebene vermehrt exprimiert, im HT-29 Karzinom kam es im Gegensatz

dazu zu einer Abnahme der CD137L-Expression.

3. Wie wirkt sich eine Reduktion des Nahrstoffangebots im Kulturmedium auf

die Expression in vitro aus?

Eine Reduktion des Nahrstoffangebots im Kulturmedium fihrte in den
Kolonkarzinomen SW480 und SW620 zu einer deutlich verringerten PD-1/PD-
L1-Proteinexpression des Signalwegs. Das HT-29 Kolonkarzinom zeigte kontrar
einen zunehmenden Anteil PD-L1-Protein-exprimierender Zellen.

Auf Genexpressionsebene erhdhte sich der Gehalt an CD137-mRNA beim
SW480 und SW620 Kolonkarzinom, beim HT-29 Karzinom fiel er ab. Es gelang
kein immunhistochemischer Nachweis in den drei Karzinomen.

Die Gen- und Proteinexpression von CD137L steigerte sich in den
Kolonkarzinomen SW620 und HT-29 bei anhaltendem Nahrstoffentzug. Im
SW480 Kolonkarzinom reduzierte sich die Genexpression dagegen leicht, der

immunhistochemisch nachweisbare Anteil positiver Zellen fiel ab.

4. Welches Expressionsverhalten zeigt sich fur die kostimulatorischen Signale
und deren Liganden bei einem Tumorwachstum in vivo und unterscheidet

sich dieses gegenuber dem Wachstum in vitro?

Im xenogenen SW480 Kolonkarzinom wurden die untersuchten Rezeptoren
PD-1 und CD137 auf Genexpressionsebene gegenuber einem Tumorwachstum
in vitro deutlich vermehrt exprimiert. Auch CD137L fand sich dezent vermehrt,
wahrend PD-L1 ausschlieBlich auf Niveau des in vitro Referenzwertes

nachgewiesen werden konnte.
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In den meisten subkutanen xenogenen HT-29 Kolonkarzinomen gelang kein
Nachweis von PD-1. Die PD-L1-Expression entsprach in den meisten Proben
dem Genexpressionsverhalten in vitro. Der Signalweg CD137/CD137L wurde in
variabler relativer Genexpression vorgefunden.

In chirurgisch gewonnenen Resektaten des humanen Kolonkarzinoms lie3en
sich die untersuchten kostimulatorischen Signalwege in deutlich schwankender,
aber gegenuber in vitro Bedingungen erhodhter Genexpressionsstarke
nachweisen. Dabei fand sich in niedrigen UICC-Stadien eine hohere Expression

als in fortgeschrittenen UICC-Stadien.

5. Welche Erkenntnisse leiten sich aus den in vivo und in vitro gewonnenen
Ergebnissen fur die kostimulatorischen Signalwege PD-1 und CD137 und

deren Liganden fur die Klinik ab?

Die kostimulatorischen Signalwege wurden von den untersuchten
Kolonkarzinomen humaner Zelllinien und in humanen Primartumoren in
unterschiedlichem Ausmalfd auf der  Zelloberflache bzw. auf
Genexpressionsebene exprimiert. Hieraus lasst sich schlielien, dass mit einer
Evaluierung des individuellen Expressionsverhaltens des entsprechenden
Tumors der Erfolg einer Antikdrpertherapie maoglicherweise verbessert
abgeschatzt werden kann. Auch zeigten sich Unterschiede in der Expression
zwischen dem Primartumor und der (Lymphknoten-)Metastase eines Tumors,
so dass das unterschiedliche Expressionsverhalten im Zusammenspiel
immunologischer Zellen in oder enthommen aus einem Lymphknoten und
dorthin migrierter Tumorzellen hier mit zu berlcksichtigen ist. So konnte die
Immunevasion bzw. Unterdrickung einer effektiven Tumorimmunantwort auch
wesentlich im lymphatischen Abflussgebiet eines Primartumors entstehen und
von dort weiter gesteuert werden. Dabei sollte auch aufgrund der wesentlich
starkeren  zellularen Immunitdt in  einem Lymphknoten gegenuber
Kolonkarzinomgewebe von einer abweichenden Signalwegsexpression

ausgegangen werden.
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Auffallig war die positive Korrelation zwischen der CD137-Genexpression und
der Expression des PD-1/PD-L1-Signalwegs. Eine Kombination aus PD-1/PD-
L1-Antikdrpertherapie mit CD137-Antikérpern sollte aus diesem Grund verstarkt
angestrebt werden.

Die Genexpression kostimulatorischer Signalwege war in Kolonkarzinomen
niedriger UICC-Stadien besonders ausgepragt. Dies kdnnte man als Anlass
sehen, insbesondere die Tumorpatienten der Risikostadien UICC Il und
teilweise UICC II mittels einer immunonkologischen Therapie zielgerichtet zu
behandeln, bei denen eine verstarkte Expression nachgewiesenermal’en in
gréReren Kohortenstudien mit einem schlechteren tumorbedingten Uberleben
assoziiert wurde. Bis jetzt fokussiert sich die Zulassung dieser Therapieart auf
metastasierte Tumorstadien, nicht aber auf die Primartherapie ansprechende

Tumore friher Stadien.
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6 Diskussion

6.1 Expression von PD-1 und CD137 sowie ihrer Liganden in

Kolonkarzinomzellen

6.1.1 Expression von PD-1 im humanen Kolonkarzinom

Der negativ kostimulatorische Rezeptor PD-1 bremst sowohl die T-Zell-
Rezeptor-Transduktion beim Kontakt mit APCs als auch das Angriffsverhalten
zytotoxischer T-Zellen und findet sich auf aktivierten T-Zellen sowie anderen
Zellen der Immunabwehr (Agata et al. 1996).

Die Expression von PD-1-mRNA in HT-29 Kolonkarzinomzellen wurde bereits
beschrieben und interessanterweise wurde dabei darauf verwiesen, dass es
unter Einfluss von IFN-y zur Abnahme der Expression kam (Nakazawa et al.
2004). Die hier durchgefuhrten Untersuchungen bestatigen die konstitutive
Genexpression von PD-1 im HT-29 Kolonkarzinom .

Diese Arbeit erweitert die Ergebnisse dahingehend, dass auch die humanen
Kolonkarzinome SW480 sowie die Metastase SW620 PD-1 exprimieren.
Bemerkenswert ist, dass sich die Expression innerhalb der Kolonkarzinome
unterscheidet. Die in vitro Untersuchungen an den humanen Kolonkarzinomen
wurden ohne inflammatorischen Einfluss wie in den humanen Primartumoren
durchgefuhrt. Aufgrund dieser artifiziellen Zellkulturbedingungen kam es in
HT-29 und SW620 Kolonkarzinomen nur zu einer geringen Gen- und
Proteinexpression. Ganz gegensatzlich fand sich im SW480 Kolonkarzinom mit
30% positiver Zellen eine vergleichsweise hohe PD-1 Proteinexpression, die
sich auch molekulargenetisch widerspiegelte. Dieses Kolonkarzinom zeigte also
bereits unter Standardbedingungen eine wesentlich hdhere PD1-Expression.
Die Proteinexpression erhdhte sich bei zunehmender Konfluenz der SW480
und SW620 Kolonkarzinome und war sensibel auf Nahrstoffmangel und sehr
hohe Konfluenzen. Erstmals zeigte sich so, dass die Expression von PD-1 auf
Kolonkarzinomzellen von der Proliferation der Zellen sowie von gegenseitigem
Zellkontakt abhangig ist. Eine metabolische Unterversorgung wie bei

Nahrstoffentzug oder hohe Konfluenzen und damit Zellkontakt fuhrt zur
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Reduktion der PD-1-Expression. Beim HT-29 Kolonkarzinom zeigten sich keine
klaren Tendenzen. Hieraus lasst sich folgern, dass die Kolonkarzinome SW480
und SW620 in Abhangigkeit vom Tumorwachstum und dem Nahrstoffangebot
PD-1 exprimieren, wahrend das HT-29 Karzinom PD-1 Protein konstitutiv
exprimiert und nur durch externe Stimulation durch Faktoren des Tumor-
Microenviroments modifiziert. In vivo waren die untersuchten HT-29
Kolonkarzinome PD-1-negativ, was darauf hindeutet, dass es zumindest unter
artifiziellen subkutanen in vivo Wachstumsbedingungen und bei xenogener, d.h.
immunkompromittierter  Ausgangssituation in der Maus in diesem
Kolonkarzinom zu keiner relevanten Expression dieses Signalwegs kommt.
Ganz gegensatzlich exprimierten xenogene subkutane SW480 Tumore PD-1 in
deutlich erhohtem Male. Diese Beobachtung kann die Basis fur weitere
Forschungen, welche Faktoren zur Immunevasion uber den PD-1-Signalweg
fuhren, bilden.

Die Proteinexpression bei SW480 Tumorzellen in vivo ist der in vitro durchaus
sehr ahnlich und zeigt, dass Tumorzellen auch in vivo PD-1 deutlich
exprimieren. Der Anteil an PD-1-Expression durch tumorinfiltrierende
Immunzellen ist in diesem Modell vergleichsweise gering ausgepragt.

Bestatigt wurde durch diese Arbeit die Erkenntnis, dass primare
Kolonkarzinome PD-1 in unterschiedlichem Ausmal} exprimieren (Gatalica et al.
2014). SW480 und SW620 Kolonkarzinomzellen, welche dem Primarius und
der Metastase eines Kolonkarzinoms entstammen, sind auf Gen- und
Proteinebene als PD-1-positiv anzusehen. Daruber hinaus wiesen SW480
Tumore eine signifikant hohere Proteinexpression gegenuber den SW620
Tumoren als bekannte metastatische Abkdmmlinge auf. So konnte diese Arbeit
erstmals beschreiben, dass die Eigenschaft zur PD-1 Expression von Primarius
zur Metastase maoglicherweise weitergegeben wird, aber diese in
unterschiedlichem Mall ausgepragt ist. Mit dem Hintergrund, dass
insbesondere bei der initialen Manifestation einer Neoplasie bei noch guter
Nahrstoffversorgung und hoher Immunogenitat die Manipulation des PD-1-
Signalwegs fir das Tumorwachstum vorteilhaft sein kann, ist es schlissig, dass

der Primartumor verstarkt PD-1 exprimiert als seine (Lymphknoten-)Metastase.
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Es ist denkbar, dass insbesondere der Primarius von der durch PD-1
vermittelten Abnahme der T-Zell-Aktivitat profitiert und hiermit die
Immunreaktion verringert.

Wahrend sich die aktuelle Forschung auf die Expression von PD-1 auf
Immunzellen und ihre T-Zell-hemmende Interaktion mit PD-L1-exprimierenden
Neoplasien fokussiert, hat auch die PD-1-Expression auf dem Tumor selbst
Auswirkung auf die Immunreaktion. Uber die Expression von PD-1 auf ihrer
Oberflache sind Zellen in der Lage, den induzierbaren T-Zell-Kostimulator
(ICOS) zu aktivieren und damit die T-Zell-Proliferation und Zytokinsekretion zu
fordern (Hutloff et al. 1999; Zhang et al. 2016). Die Expression von PD-1 auf
humanen Kolonkarzinomen konnte diese Arbeit systematisch weiter darlegen.
Der Grofteil der untersuchten Patiententumorproben wies erhdhte PD-1-
Expressionen auf. Wahrend die Datenlage fur kolorektale Karzinome schwach
ist, wurde in 63% der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome eine PD-1-
Expression nachgewiesen. Dabei war die Genexpression mit einem
schlechteren Gesamtuberleben assoziiert (Yin et al. 2017). Hierflr sind zwei
Erklarungen denkbar: Da die PD-1-Expression invers mit dem IFN-y-Spiegel
korreliert, deuten hohe PD-1-Spiegel auf eine geringe Begleitinflammation im
Tumorumfeld hin (Nakazawa et al. 2004). Dies erklart auch die hohen
Konzentrationen von PD-1 in den subkutan implantierten Kolonkarzinomen der
immuninkompetenten Balb/c-Nacktmause. Zweitens weisen hohe PD-1-Spiegel
auf eine gute Nahrstoffversorgung, hohes Wachstums- und hohes
Metastasierungspotenzial und damit auf ein aggressives Fortschreiten der
Erkrankung hin (Gatalica et al. 2014).

6.1.2 Expression von PD-L1 im humanen Kolonkarzinom

Der Ligand PD-L1 des negativ kostimulatorischen Rezeptors wurde auf APCs,
nicht-lymphoiden Gewebeproben und auch Neoplasien nachgewiesen. Auf
Monozyten wird der Ligand bestandig exprimiert und durch IFN-y und
Lipopolysaccharide hochreguliert. Er gilt daher bei Tumoren als Marker fir ein
immun-aktives Mikromilieu (Droeser et al. 2013). Gesundes Darmepithel weist

ublicherweise wenig bis kein PD-L1 auf (Inaguma et al. 2017). Diese Arbeit
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zeigt, dass die humanen Kolonkarzinome SW480, SW620 und HT-29 den
immuninhibierenden Liganden PD-L1 bereits in vitro ohne externe Stimulation in
geringer Menge konstitutiv auf Proteinebene exprimieren. Subkutan in
immuninkompetente Balb/c-Nacktmause implantierte Kolonkarzinome wiesen
eine ahnlich niedrige, konstitutive Genexpression auf. Dies ist bei der geringen
Begleitinflammation aufgrund des subkutanen Implantationsortes und der
Immuninkompetenz der Mause stimmig.

Vorangehende Untersuchungen hatten beschrieben, dass PD-L1 auf HT-29
Kolonkarzinomzellen nur in sehr geringem Ausmalf} exprimiert wird. Erst durch
Stimulation mittels IFN-y von T-Helferzellen wird die Expression von PD-L1 in
peripherem Gewebe bei Inflammation induziert (Nakazawa et al. 2004;
Freeman et al. 2000a; Prado-Garcia et al. 2017). In samtlichen untersuchten
Resektaten humaner Kolonkarzinome dieser Arbeit, die verstandlicherweise
von einem stimulierenden immunologischen und inflammatorischen Umfeld
umgeben waren, fanden sich daher hohe Spiegel an PD-L1. Diese Ergebnisse
stutzen die Vermutung, dass es sich bei der Expression von PD-L1 auf
Tumorzellen um die Reaktion auf eine endogene Inflammation im Mikromilieu
des Tumors handelt, mit der die Anti-Tumor-Immunreaktion des Immunsystems
abgeschwacht werden soll. Durch die Expression von PD-L1 konnen
Tumorzellen den PD-1-Rezeptor auf Immunzellen binden und dadurch die T-
Zell-Aktivitat im Tumorumfeld herabsetzen (Hebeisen 2013).

Dementsprechend war die  PD-L1-Expression nicht allein  vom
Tumorzellwachstum und Zellkontakt, wohl aber von der Nahrstoffversorgung mit
abhangig. Analog zu den Erkenntnissen zur PD-1-Expression reagierten die
Kolonkarzinome SW480 und SW620 auf Nahrstoffentzug mit einer weiteren
Reduktion der Proteinexpression von PD-L1. Dies ist auf das reduzierte Risiko
einer adaquaten Immunreaktion im schlecht versorgten Tumorgebiet zu
ubertragen.

Erneut fand sich beim HT-29 Kolonkarzinom ein gegensatzliches Verhalten.
Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit muss man davon ausgehen, dass dieses

Kolonkarzinom das immunevasive Potenzial des PD-1/PD-L1-Signalwegs eher
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nicht zu seinem Vorteil ausschopft oder andere Mechanismen zu Grunde
liegen.

Die Auswirkung der PD-L1-Expression auf das Gesamtlberleben ist weiterhin
umstritten. Ahnlich wie in dieser Arbeit konnte eine vermehrte Expression in
frihen Tumorstadien beobachtet werden (Droeser et al. 2013). Andere
Arbeitsgruppen sprechen von einer schlechteren Prognose bei PD-L1-
Positivitat. Dabei scheint die Immunogenitat des Tumors grof3en Einfluss auf
die PD-L1-Expression zu haben. Faktoren hierfir sind z.B. eine hohe
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) und eine geringe Differenzierung, wodurch
sich die Begleitinflammation verstarkt und PD-L1-Expression auf den
Tumorzellen stimuliert wird (Inaguma et al. 2017; Gatalica et al. 2014). Beim
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ist kein signifikanter Zusammenhang
zwischen PD-L1-Expression und verschlechtertem Gesamtiberleben erkennbar
(Yang et al. 2017).

6.1.3 Expression von CD137 im humanen Kolonkarzinom

Der Rezeptor CD137 ubt eine wichtige Rolle in der Regulation
inflammatorischer und anti-inflammatorischer Reaktionen von T-Zellen aus,
indem er ihre Proliferation und zytolytische Aktivitat erhéht (Sun et al. 2004).
Das Protein konnte hauptsachlich auf aktivierten CD8*-T-Zellen nachgewiesen
werden, wenngleich CD137-mRNA in allen aktivierten hamatopoetischen
Zelltypen detektiert werden konnte (Schwarz et al. 1995). In malignen Tumoren
wurde CD137-Protein auf Endothel- und Gefalmuskelzellen im Tumorgebiet
immunhistochemisch nachgewiesen (Broll et al. 2001; Wang et al. 2008).

Diese Arbeit tragt als eine der ersten strukturierten Untersuchungen zum
weiteren Erkenntnisgewinn der CD137-Expression im humanen Kolonkarzinom
bei. Das Protein konnte in relevantem Ausmal} auf der Zelloberflache des
SW480 Kolonkarzinoms nachgewiesen werden. In den Karzinomen SW620 und
HT-29 fand sich CD137-mRNA im Vergleich zu SW480 Tumoren in deutlich
geringerer Auspragung. Sowohl zunehmender Zellkontakt als auch erhdhter
Stress durch ein nahrstoffarmes Kulturmedium flhrten zur signifikanten

Zunahme der CD137-Expression in allen untersuchten Kolonkarzinomen.
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Ebenso exprimierten die Kolonkarzinome SW480 und HT-29 in vivo CD137
signifikant héher als in vitro.

Durch die Expression des Rezeptors werden in Immunzellen Uber den NF-kB-
Transkriptionsfaktor die antiapoptotischen Gene bcl-xL und bfl-1 aktiviert (Lee et
al. 2002). Es ist denkbar, dass sich Tumorzellen diesen Signalweg zu Nutze
machen und so das Uberleben bei Nahrstoff- und Platzmangel gewahrleisten.
Darlber hinaus kann auf der Zelloberflache exprimiertes CD137-Protein den
immunstimulierenden Liganden CD137L im Tumorgebiet binden. Der
CD137/CD137L-Komplex wird anschlieRend internalisiert und CD137L steht
nicht mehr zur T-Zell-Kostimulation zur Verfligung (Pang et al. 2013).

In der Tat konnte in dieser Arbeit die Expression von CD137 beim
Kolonkarzinom nachgewiesen werden. Dabei lieR sich die Expression auf
MmRNA-Ebene in allen in vitro untersuchten Karzinomen durch hohe
Konfluenzen und durch Nahrstoffentzug stimulieren. Fir aktivierte
T-Lymphozyten ist eine ahnliche Stimulation der CD137-Gen- und
Proteinexpression durch Hypoxie und durch den Prolyl-Hydroxylase-Inhibitor
Dimethyloxaloylglycine (DMOG) bekannt (Palazon et al. 2012). Gleichzeitig
exprimierte die aus einer Metastase gewonnene Kolonkarzinomzelllinie SW620
verglichen mit ihrem Primarius CD137-Protein wesentlich geringer. Denkbar ist,
dass sie aufgrund der besseren Nahrstoffversorgung einer Metastase von
diesem antiapoptotischen Signalweg weniger Gebrauch machen muss.

Die untersuchten in vivo Proben aus Balb/c-Nacktmausen sowie aus primaren
humanen Kolonkarzinomen der eigenen Arbeit wiesen signifikant hohere
CD137-Genexpression auf, was sich mit dem hdheren apoptotischen Stress
durch schlechte Versorgung bei subkutaner Tumorlage oder zentraler
Tumorlage beim Menschen durchaus erklaren |asst.

Eine erhohte Expression des CD137-Rezeptors auf Tumorgewebe kodnnte einen
Schutzmechanismus gegenuber der korpereigenen Immunabwehr im Tumor
bedeuten, indem antiapoptotische Signalwege aktiviert werden. Gleichzeitig
konnte die signifikante Erhéhung der CD137-Expression in der Mikroumgebung
des Tumors auch von einwandernden Immunzellen verursacht werden.

Betrachtet man die erhodhte relative CD137-Genexpression in niedrigen UICC-
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Stadien, sprache dies fir eine starkere Immunreaktion in diesen frihen
Tumorstadien.

Hierdurch erganzt diese Arbeit die bereits veroffentlichten Ergebnisse, in denen
zumindest beim Rektumkarzinom eine signifikant hdhere CD137-Expression im
Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen werden konnte. Im
Kolonkarzinom zeigten sich dazu nicht signifikante Ergebnisse (Dimberg et al.
2006). Durch das Nachweisen von CD137-mRNA und teils CD137-Protein in
den Kolonkarzinomzellen SW480, SW620 und HT-29 konnte belegt werden,
dass das Auftreten von CD137 in Malignomen nicht ausschliellich durch
infiltrierende APCs und BlutgefalRe innerhalb des Tumors bedingt ist, sondern
der Rezeptor auch von den Tumorzellen selbst konstitutiv exprimiert wird.

Die genauen Auswirkungen der aktivierten CD137-Signalkaskade in
Tumorzellen sind weitestgehend unerforscht und kdnnen nur von der Wirkung
in Immunzellen abgeleitet werden. Falls CD137 auch in Tumorzellen eine
antiapoptotische und wachstumsférdernde Wirkung erzielt, hatte dies grolde
Konsequenzen auf die CD137-aktivierende Antikorpertherapie, mit der
eigentlich tumorinfiltrierende Immunzellen stimuliert werden sollen. Ein
ahnliches Dilemma wurde bereits flr das follikulare Lymphom beschrieben
(Anderson et al. 2012). Auf der anderen Seite kénnte anti-CD137 das
Internalisieren von CD137L-Protein durch die Tumorzellen unterbinden und

somit den Mechanismus der Immunevasion stoppen.

6.1.4 Expression von CD137L im humanen Kolonkarzinom

CD137L wirkt uber Bindung von CD137 auf CD8* T-Zellen immunstimulierend
bzw. -modulierend, auf der anderen Seite inhibiert er Uber negative
Ruckkopplung die Proliferation und induziert die Apoptose der Zelle (Qian et al.
2015). Seine Expression in Anwesenheit von aktivierten T-Zellen oder dem
Rezeptor CD137 ist somit primar nachteilig fur Karzinomzellen. Der Ligand
konnte bereits in Gewebeproben des kolorektalen Karzinoms sowie auf
gesunder Darmschleimhaut nachgewiesen werden. Ob CD137L auf Neoplasien
verstarkt oder vermindert exprimiert wird, ist umstritten (Dimberg et al. 2006;
Wang et al. 2008).
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In vitro ist die Expression ohne immunologische Konsequenz und diese Arbeit
konnte zeigen, dass alle untersuchten Kolonkarzinome CD137L auf Gen- und
Proteinebene in hohem Malde exprimieren. Fiur HT-29 Kolonkarzinomzellen war
die starke mMRNA- und Proteinexpression bereits vorbeschrieben (Wang et al.
2008; Salih et al. 2000).

Zu Zeitpunkten starker in vitro Zellproliferation erhdhte sich in den SW620 und
HT-29 Kolonkarzinomen der CD137L-Proteingehalt. Unter Nahrstoffentzug, bei
dem nur eine geringe Konfluenzveranderung und damit veranderter Zellkontakt
stattfand, blieb die Proteinexpression unverandert, wobei sich der Anteil
CD137L-positiver Zellen sowie die relative Genexpression erhdhten. Daraus
lasst sich folgern, dass die Menge an CD137L-Protein pro Zelle bei starkem
Wachstum zu-, und unter Mangelbedingungen abnimmt. Dies lasst wiederum
darauf schlieen, dass die Expression von CD137L in vivo einen
wachstumshemmenden Effekt haben kdnnte. Andere Arbeitsgruppen folgerten
aus der nachgewiesenen Expression von CD137L in den spontan
immortalisierten Endothelzellen ECV304 ebenfalls, dass das Protein mit
starkem Wachstum assoziiert sein konnte (Wang et al. 2008).

Es fiel auf, dass das SW480 Kolonkarzinom im Vergleich zu dem metastatisch
gewonnenen SW620 Karzinom das Protein CD137L in geringerem Mal}
exprimierte. Unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe konnten in
Proliferations-Assay-Untersuchungen zeigen, dass die Zelllinie SW480
verglichen mit SW620 wund HT-29 zwar eine deutlich langere
Zellverdopplungszeit aufweist, allerdings auch wesentlich unempfindlicher
gegenuber Nahrstoffentzug ist. Dies scheint schlissig, wenn man bedenkt,
dass der Primarius eines Kolonkarzinoms einer langsameren
Zellverdopplungszeit unterliegt, daftir aber im Gegensatz zu Metastasen oftmals
schlechte Nahrstoffbedingungen aufweist.

Die gewonnenen Ergebnisse mit einigen unstimmigen Tendenzen im
Wechselspiel zwischen auf der Zelloberflache exprimiertem CD137L, dem
Gesamtprotein im Western Blot und der relativen Genexpression weisen darauf
hin, dass die Expression von CD137L im humanen Kolonkarzinom umfassend

reguliert wird. Zunachst ist hier die durch CD137 vermittelte Endozytose des
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Liganden zu nennen, womit sich die geringere Expression von CD137L auf der
Zelloberflache des SW480 Kolonkarzinoms erklaren lie3e (Ho et al. 2013). Als
weiterer Faktor ist die wichtige Rolle des Liganden bei grundsatzlichem
Zellstress im Rahmen von Inflammation zu beachten (Kwon 2012). Sowohl die
niedrigere  Expression im tendenziell Zellstress-resistenteren SW480
Kolonkarzinom als auch die erhohte in vivo Expression verdeutlichen diesen
Ansatz. Dies ware vereinbar mit dem Nahrstoffmangel, den
Tumorzellkonglomerate insbesondere im Tumorzentrum starker erleiden
mussen, als dies in Zellkulturflaschen der Fall ist. Auch in vitro reagierten HT-29
Kolonkarzinome auf diesen Stress mit deutlich erhohter CD137L-Expression,
mehr als SW480 Karzinome.

Vor dem Hintergrund der starken Hochregulierung der CD137L-Expression und
dem hohen Anteil an CD137L-positiven Kolonkarzinomzellen in vitro ist die
Expression des Liganden im primaren Kolonkarzinom bemerkenswert: In den
Resektaten dieser Arbeit fand sich CD137L in niedrigen UICC-Stadien nur leicht
erhoht, in hohen UICC-Stadien eher unterhalb der Genexpression von
gesundem Kolongewebe. Ublicherweise ist bei dem schnellen Wachstum und
tendenziell schlechter Nahrstoffversorgung primarer Karzinome von einer
Zunahme des Zellstresses und damit auch von einer Verstarkung der
inflammatorisch  modulierenden Signalwege wie z.B. CD137/CD137L
auszugehen. Da das Exprimieren von CD137L eine hohere Immunogenitat und
die Gefahr der Zellapoptose mit sich bringt, entspricht eine geringere
Expression einem immunevasiven Mechanismus. Dies erklart, warum das
immunstimulierende Protein in der Zellkultur vermehrt und bei Konfrontation mit
Immunzellen vermindert exprimiert wird, wie in den eigenen Untersuchungen
festgestellt. Diese Beobachtung ist im Einklang mit friheren Untersuchungen,
welche ebenfalls eine gegenliber dem Normalgewebe reduzierte CD137L-
Expression beschrieben (Dimberg et al. 2006).

FUr das NSCLC konnte eine Korrelation zwischen hoher CD137L-Expression
und guter Tumordifferenzierung, frihem Stadium und verbessertem
Gesamtuberleben gezeigt werden (Qian et al. 2015). Diese Arbeit weist darauf

hin, dass ein ahnlicher Zusammenhang fur das kolorektale Karzinom besteht.
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6.2 Korrelation der PD1/PD-L1- und CD137/CD137L-Expression im

humanen Kolonkarzinom

Die relative Genexpression beider kostimulatorischen Signale und ihrer
Liganden war mit Ausnahme von CD137L in den humanen Karzinomen aller
Stadien gegenlber der Expression in fetalen Kolon-Standardzellen erhoht.
Ebenso zeigte sich, dass die Expression in niedrigen UICC-Stadien teils
deutlich hoher war als in Tumoren hoherer Stadien. Aufgrund der starken
Streuung in der Expression und der begrenzten Anzahl untersuchter Karzinome
war dies bis auf CD137 allerdings statistisch nicht signifikant.

Daraus lasst sich folgern, dass die immunmodulierenden Funktionen der
kostimulatorischen Signalwege von Zellen des kolorektalen Karzinoms
ausgiebig genutzt werden und vom Differenzierungsgrad und der Ausbreitung
des Tumors abhangig sind. Allerdings gestaltet es sich weiterhin schwierig,
anhand der Expressionsstarke der Signalwege prognostische Aussagen zum
Verlauf der Tumorerkrankung oder dem Ansprechen auf die Antikorpertherapie
zu treffen (Taube et al. 2014).

Erstmals zeigte diese Arbeit eine stark positive Korrelation zwischen der
Expression von CD137 und PD-1/PD-L1. Unter der Bericksichtigung der
kleinen Stichprobe und der Tatsache, dass eine Verfalschung der Messwerte
durch tumorinfiltrierende Immunzellen nicht ausgeschlossen werden kann, kann
zumindest von einer starken Verknlpfung der beiden kostimulatorischen
Signalwege gesprochen werden. Dies verdeutlicht die Relevanz einer
Kombination der Antikorpertherapie beider Signalwege. Die Untersuchung der
Wechselwirkungen der Immunmodulatoren muss Gegenstand weiterer

Forschung sein.

6.3 Klinische Bedeutung und Ausblick

Mit der Zulassung des CTLA-4-Antikorpers Ipilimumab zur Therapie des
malignen Melanoms im Jahr 2011 wurde erstmals ein Checkpoint-Inhibitor
therapeutisch eingesetzt. Der PD-1-Antikorper Nivolumab (Opvido®, Bristol-
Myers-Squibb), welcher ebenfalls zur Monotherapie des fortgeschrittenen,

nicht-resezierbaren oder metastasierten Melanoms bei Erwachsenen verwendet
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wird, wurde im Marz 2015 vorzeitig zur Therapie des fortgeschrittenen nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms mit plattenepithelialer Histologie zugelassen.
Es =zeigten sich im Vergleich zur Docetaxel-Behandlung bessere und
anhaltende klinische Ergebnisse. Ein Funftel der Patienten mit
Bronchialkarzinom blieben unter Nivolumab-Therapie progressionsfrei, im
Vergleich zu 8% mit Docetaxel-Therapie (Borghaei et al. 2015). Ahnliche
Ergebnisse ergab eine PD-1-Antikorpertherapie beim Nierenzellkarzinom und
hepatozellularen Karzinom (Motzer et al. 2015). Der PD-1-Antikorper
Pembrolizumab (Keytruda®, Merck & Co.) wurde im Mai 2017 aufgrund der
hohen Ansprechrate in den KEYNOTE-Studien im beschleunigten Verfahren
von der amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehorde FDA als erstes
Krebsmedikament fur solide Tumore zugelassen, bei denen eine hohe
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) nachgewiesen werden kann.

Daruber hinaus befinden sich auch PD-L1-Antikdrper (Avelumab, Atezolizumab,
Durvalumab, BMS-936559) in klinischen Studien. Avelumab (Bavencio®, Merck
KgaA) erhielt im Fruhjahr 2017 die beschleunigte Zulassung zur Therapie des
metastasierten Merkelzellkarzinoms als Erstlinientherapie nach einer
erfolgreichen Phase-2-Studie (Kaufman et al. 2016). DarUber hinaus wurde die
Behandlung von Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem
Blasenkarzinom zugelassen, falls sich der Tumor unter einer platinhaltigen
Chemotherapie progredient zeigte. Grundlage der Zulassung war die gute
Wirksamkeit im Rahmen der JAVELIN-Solid-Tumor-Studie (Heery et al. 2017).
Die Kombination von PD-1- und PD-L1-Antikorpern in der Therapie konnte die
Blockade des kostimulatorischen Signalwegs noch effektiver machen. Anti-PD-
1-mAb ist in der Lage, die Interaktion der T-Zelle mit PD-L1 und PD-L2 auf der
Tumorzelle zu unterbinden und somit die immunsuppressive Wirkung zu
stoppen. PD-L2 zeigt eine hdhere Affinitat zum Rezeptor, wird nicht konstitutiv
exprimiert und verstarkt selektiv die Immunantwort von T-Helfer- und
zytotoxischen T-Zellen (Shin et al. 2005). Anti-PD-L1-mAb verhindert die
Bindung von PD-L1 zum PD-1-Rezeptor und zusatzlich zum Lymphozyten-
Aktivierungsantigen CD80 und  blockiert damit einen  weiteren

immuninhibitorischen Signalweg (Keir et al. 2007).
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Mit Urelumab (Bristol-Myers Squibb) und Utomilumab (Pfizer) befinden sich
auch humanisierte anti-CD137-Antikorper (IgG4 bzw. 1IgG2 mADb) in klinischen
Studien bei soliden Tumoren wie dem malignen Melanom, Nierenzellkarzinom
und Ovarialkarzinom. Nach der Behandlung zeigten sich erhohte Spiegel CD4*
und CD8" T-Zellen und eine erhdohte Expression IFN-induzierbarer Gene im
peripheren Blut (Sznol et al. 2008). Insbesondere in Kombination mit anderen
immunonkologischen Medikamenten oder Radiotherapie lieRen sich
synergistische Effekte nachweisen (Uno et al. 2006; Shi und Siemann 2006).
Eine Kombination der PD-1/PD-L1-Antikdrpertherapie mit anti-CD137-
Antikorpern ist vielversprechend. PD-1/PD-L1-Checkpoint-Inhibitoren sind in der
Lage, die Unterdrickung der Immunantwort in der Umgebung des Tumors zu
neutralisieren. Gleichzeitig gelingt mit der Stimulation durch CD137 eine
verstarkte Immunantwort mittels T- und NK-Zellen. Dies kann bildlich als
gleichzeitiges ,die Bremse loslassen” und ,das Gaspedal dricken® beschrieben
werden (Chester et al. 2016). Versuche in ersten praklinischen Modellen
konnten bereits eine synergistische Wirkung der beiden Ansatze zeigen. In
Mause injizierte CT26-Kolonkarzinomzellen wurden durch die
Therapiekombination von Antikdrpern gegen PD-1 und CD137 bei allen Tieren
abgestollen und die Zahl tumorinfiltrierender T-Zellen war signifikant erhoht
gegenuber der Monotherapie (Shindo et al. 2015). Eine Kombinationstherapie
mit anti-PD-L1 und anti-CD137 fuhrte bei ID-8-Ovarialkarzinomen zum
verlangerten Uberleben und verstarker T-Zellantwort (Duraiswamy et al. 2013).
Im Rahmen der Zulassungsstudien von Nivolumab beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom wurde initial ein Zusammenhang zwischen hoherer PD-L1-
Expression des Tumors und dem Erfolg der Therapie konstatiert (Borghaei et
al. 2015). Die neueren Ergebnisse der CheckMate-026-Zulassungsstudie
zeigten jedoch, dass die Dauer des progressionsfreien Uberlebens nach
Therapie mit dem PD-1-Antikorper Nivolumab nicht von der PD-L1-Expression
abhangt. Stattdessen korrelierte eine hohe Mutationsrate des Tumors mit
besseren Ergebnissen der Therapie. Die Ansprech-(Response-)Rate lag in
dieser Subgruppe bei 47%, im Gegensatz zu 28% nach einer platin-basierten

Chemotherapie (Carbone et al. 2017). Mit einer hohen Mutationsrate steigt
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auch die Anzahl der auf der Tumoroberflache exprimierten Neoantigene, was
die Immunogenitdt und damit das Ansprechen des Tumors auf die
Immunmodulationstherapie steigert. In friheren Studien fiel bereits ein
besseres Ansprechen bei Rauchern gegenuber Nicht-Rauchern auf. Die
Forscher flhrten dies auf die mutagene Wirkung des Tabakrauchs, eine
dadurch erhdhte Mutationszahl des Tumors und damit wiederum eine erhdhte
Antigenitat der Zellen gegentber dem Immunsystem zurlick (Imielinski et al.
2012). Interessant ist, dass die Tumorzellen von Nicht-Rauchern PD-L1
signifikant hoher exprimierten (Azuma et al. 2014).

Da der Darm ahnlich wie die Lunge durch die Nahrungsbestandteile intensiv
Mutagenen ausgesetzt ist und damit Darmkrebszellen starkeren DNA-
Veranderungen unterliegen als andere Krebsarten, ist eine Therapie mit
Checkpoint-Inhibitoren auch beim kolorektalen Karzinom vielversprechend. Es
konnte gezeigt werden, dass sich ein Mangel an DNA-Mismatch-
Reparaturproteinen (MMR-Proteine), welcher die Anzahl an Mutationen in
einem Tumor drastisch erhoht, als Pradiktor fur den Erfolg einer
Pembrolizumab-Therapie beim kolorektalen Karzinom nutzen lasst. Wahrend
62% der Patienten mit MMR-defizienten Tumoren auf die Therapie ansprachen
und bei 92% eine Stable Disease erreicht werden konnte, zeigte sich bei MMR-
stabilen Tumoren kein Ansprechen und nur bei wenigen eine Stable Disease
(Lee und Le 2016). Ein MMR-Mangel findet sich bei 15-20% der sporadischen
Kolonkarzinome und bei fast allen hereditaren nichtpolypdsen kolorektalen
Karzinomen (HNPCC, ca. 5% aller Kolonkarzinome) (Hampel et al. 2005).

Die klinische Bedeutung dieser neuartigen Therapiemdglichkeit von
Karzinomen ist erheblich. Neben der Herausforderung, die meist autoimmun
bedingten  unerwlnschten  Arzneimittelnebenwirkungen dieser neuen
Medikamentenklasse in der klinischen Praxis zu bewaltigen, ist es wichtig, ein
genaueres Verstandnis uber die Immunevasionsmechanismen von Tumorzellen
zu erlangen. Sollte es gelingen, auf diese Weise Krebserkrankungen dem
korpereigenen Immunsystem besser zuganglich zu machen, ware ein grolder

Schritt in der onkologischen Therapie gelungen.
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7 Zusammenfassung

Kostimulatorische Signale spielen beim Zustandekommen einer T-Zell-
gebundenen Effektor-Immunantwort eine entscheidende Rolle. Insbesondere in
der Onkologie haben sich dazu in jlingerer Zeit wichtige und derzeit noch
uberwiegend unbeantwortete Fragen aufgetan. Fur eine effektive
Tumorimmunantwort zur Zerstérung von Krebszellen ist es erforderlich, die
Zusammenhange zwischen dem Expressionsverhalten dieser Signalstrukturen
auf T-Zellen und Tumorzellen und dessen Auswirkung im Kontext von
proliferierenden Tumorzellen und tumorinfiltrierenden Immunzellen in Tumoren
wie dem kolorektalen Karzinom genauer aufzuklaren. Bislang gibt es fur die
Signale PD-1 und CD137 in diesem Karzinom nur wenig schllssige Ergebnisse.
Diese Arbeit analysierte ihre Expression sowohl in Primartumoren des
Kolonkarzinoms als auch in drei verschiedenen etablieten humanen
Kolonkarzinomen (SW480, SW620 und HT-29) sowohl in vitro als auch in
einem xenogenen Tumormodell mit einem humanen Kolonkarzinom in vivo.
Dazu wurden zusatzlich unterschiedliche Wachstumsbedingungen in vitro
verwendet, die eine nutritive Mangelversorgung im lebenden Organismus
widerspiegeln sollten.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass PD-1 und CD137 sowie deren Rezeptoren
PD-L1 und CD137L im Kolonkarzinom auf Gen- und Proteinebene exprimiert
werden. Zunehmendes Tumorzellwachstum sowie mangelnde
Nahrstoffversorgung fUhrten zu deutlichen Veranderungen im
Expressionsmuster, wobei sich zwischen den Kolonkarzinomen SW480/SW620
und dem Kolonkarzinom HT-29 individuelle Unterschiede aufzeigen lieRen. Die
Rezeptoren PD-1 und CD137, die im Hinblick auf T-Zell-Kostimulation bis jetzt
vorwiegend auf ihr Vorkommen bei tumorinfiltrierenden Lymphozyten
untersucht wurden, stehen durch ihren Nachweis auch auf Tumorzellen des
humanen Kolonkarzinoms in einem neuen Licht. Die in dieser Arbeit
dargestellten Expressionsergebnisse fur PD-L1 untermauern bislang vermutete
Mechanismen einer Immunevasion. Indem Tumorzellen, in primaren

Kolontumoren verschiedener UICC-Stadien als auch in mehreren etablierten
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humanen Kolonkarzinomen in vitro und in vivo hier nachgewiesen, PD-L1
exprimieren, sind sie in der Lage PD-1-exprimierende T-Lymphozyten in einem
Tumorgewebe durch die unterdrickende Signalgebung zu inhibieren. Der
immunstimulierende Ligand CD137L wurde dagegen, anders als PD-L1 und
abhangig von einer vermuteten Immunreaktion im Tumor versus fehlender
Antwort unter artifiziellen Kulturbedingungen, in Tumorresektaten reduziert
exprimiert vorgefunden, wohingegen CD137-Protein in den Primartumoren
signifikant verstarkt war. Hierdurch knnen Karzinome eine CD137L-vermittelte
Inflammation und Immunantwort mittels Bindung unterdricken sowie
antiapoptotische und wachstumsfordernde Signalkaskaden zu ihrem Vorteil
ausnutzen.

Interessanterweise Kkorrelierten die Expressionsmuster von CD137 und PD-
1/PD-L1 stark miteinander, so dass mdgliche synergistische Therapieansatze
fur die Klinik denkbar erscheinen.

Durch die Untersuchungen flr diese Arbeit konnten wertvolle Informationen
uber das Expressionsverhalten der untersuchten kostimulatorischen
Signalwege gewonnen werden. Sowohl eine inhibierende PD-1/PD-L1- als auch
eine CD137/CD137L-Tumorzell-vermittelte Therapie kdnnte moglicherweise die
Tumorimmunantwort gegen das kolorektale Karzinom starken und damit das

Uberleben betroffener Patienten verbessern.
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