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Einleitung 1

1 Einleitung

Anmerkung zur Nomenklatur von Genen und Proteinen

Nach  den  offiziellen HUGO  Gene  Nomenclature = Committee = (HGNC,;
http://www.genenames.org/) Richtlinien werden die Abkirzungen fir humane Gene kursiv
und mit GroRbuchstaben geschrieben (z.B. MAGE), Proteine entsprechend nicht kursiv
(z.B. MAGE). Murine Gene werden analog nach den International Committee on
Standardized Genetic Nomenclature for Mice (http://www.informatics.jax.org/) Richtlinien
kursiv geschrieben, wobei hier nur der erste Buchstabe groR geschrieben wird (z.B. Grml),
Proteine entsprechend nicht kursiv (z.B. Grm1). Die Nomenklatur fur murine Gene und
Proteine wurde im Text, sofern es sich eindeutig um murine Gene oder Proteine handelt,
angewandt, an allen anderen Stellen wurde die Nomenklatur fir humane Gene und Proteine

angewandt.

1.1 Das Melanom

Das Melanom ist ein maligner Tumor mit hohem Metastasierungspotential, welcher von den
Melanozyten in der basalen Schicht der Epidermis ausgeht. Diese kutanen Melanome machen
uber 90 % aller Félle aus, weitere Primarlokalisationen des Melanoms sind Uvea sowie
Schleimh&ute verschiedener Lokalisation und die Hirnh&dute. Kutane Melanome entwickeln
sich insbesondere an Stellen, die haufig ultravioletter (UV) Strahlung ausgesetzt sind [1]. In
den letzten Jahrzehnten hat die Zahl der Neuerkrankungen und der Todesfalle weltweit stark
zugenommen. In Deutschland erkranken jahrlich ca. 26000 Menschen neu und ca. 3000
Menschen sterben jahrlich am Melanom (Deutsche Krebshilfe;
http://www.krebshilfe.de/startseite-dkh.html).

Etwa 50 % der Melanome sind mit bereits bestehenden Navi assoziiert [2]. Fur die Entstehung
und Progression des Melanoms aus einem bestehenden Navus wurden, basierend auf
klinischen und histopathologischen Merkmalen, funf Zwischenschritte postuliert: (1) Navus
mit normalen Melanozyten, (2) dysplastischer Navus mit zytologischen Atypien, (3) radiale
Wachstumsphase des primdren Melanoms, (4) vertikale Wachstumsphase des priméren

Melanoms mit Metastasierungspotential und (5) Metastase (zusammengefasst aus [3]).


http://www.genenames.org/
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/inc.shtml
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/inc.shtml
http://www.informatics.jax.org/
http://www.krebshilfe.de/startseite-dkh.html
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Etwa 90 % aller Melanome werden im Stadium des Primdrtumors diagnostiziert. Die
Zehn-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt hier noch bei 75-85 %. Fiir Patienten mit
Mikrometastasen liegt diese Dbei 30-70 %, bei Patienten mit Satelliten- und
In-Transit-Metastasen liegt sie bei 30-50% und Dbei Patienten mit regionéren
Lymphknoten-Metastasen nur noch bei 20-40 %. Liegen Fernmetastasen (Stadium 1V) vor, so

reduziert sich die mediane Uberlebenszeit auf nur noch 6-9 Monate (zusammengefasst aus

[4]).

1.2 Induktion von Immunantworten im Tumorgewebe

Das angeborene und adaptive Immunsystem ist nicht nur in der Lage fremde Pathogene, wie
Bakterien oder Viren, zu erkennen und zu zerstoren, sondern auch korpereigene Zellen,
welche durch eine oder mehrere somatische Mutationen maligne entartet sind. In der Tat
Uberwacht das Immunsystem stéandig den Korper, um entartete Zellen zu zerstoren oder unter
Kontrolle zu halten [5]. Bei der Erkennung von malignen Zellen spielen die sogenannten
Tumorantigene (TA) eine wichtige Rolle. Diese lassen sich grob in vier Kategorien

unterteilen [6]:

e Einzigartige, durch Mutation entstandene Antigene (altered self-antigen), z.B.
BRAFV600E [7]

e Keimbahnantigene, welche normalerweise nur von Keimzellen exprimiert werden,
z.B. melanoma antigen-encoding gene (MAGE) [8]

o Differenzierungsantigene, welche auch in unverénderten Zellen desselben Gewebetyps
vorkommen, z.B. dopachrome tautomerase (DCT; known as tyrosinase-related
protein 2 (TRP-2)) [9]

e Aberrant exprimierte Antigene, welche in anderen Zell- und Gewebetypen ebenfalls
exprimiert werden, z.B. signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
[10]

Da somit die durch den Tumor ausgeldsten Immunantworten grof3teils nicht auf hoch
immunogenen Fremdantigenen (z.B. Virusantigene), sondern auf nur gering immunogenen
Selbstantigenen (z.B. Differenzierungsantigene) beruhen, ist fir eine Induktion wvon
TA-spezifischen T-Zellantworten eine Aktivierung der T-Zellen sowohl durch den

T-Zellrezeptor (TCR) als auch durch kostimulatorische Signale unerl&sslich.
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Dieses Prinzip der Kostimulation fiir die Aktivierung von T-Zellen wurde bereits 1970 von
Bretscher und Cohn postuliert [11]. So bendtigen naive T-Zellen flr die Aktivierung ihrer
Effektorfunktionen zwei Signale: Das erste Signal wird durch die Erkennung von
Peptid/MHC Komplexen (Erkennung eines an major histocompatibility complex (MHC)
Molekule gebundenen Peptids auf der Zellmembran der Zielzelle) durch den T-Zellrezeptor
vermittelt, das zweite Signal wird durch die Bindung von CD28 auf der T-Zelle durch die
kostimulatorischen B7-Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), welche in der Regel nur von
professionell Antigen-préasentierenden Zellen (APC) exprimiert werden, vermittelt [12].

So werden exogene Proteine durch Phagozytose von professionell Antigen-présentierenden
Zellen (B-Zellen, Makrophagen, Monozyten, Dendritische Zellen [DC]) aufgenommen und
anschlieBend durch lysosomale Enzyme im Endosom verdaut. Diese exogenen Peptide, die
sowohl von abgestorbenen kdérpereigenen Zellen wie auch von internalisierten Bakterien oder
Viren stammen konnen, werden dann gebunden an MHC Klasse Il Molekile auf der
Oberflache der APC CD4" T-Zellen prasentiert (zusammengefasst aus [13]). Diese konnen
sich dann zu T-Helferzellen differenzieren und abhangig von der Ausschittung verschiedener
Zytokine anschlieBend die zellulare Immunantwort, vermittelt durch CD8" T-Zellen, oder die

humorale Immunantwort, vermittelt durch B-Zellen, unterstiitzen [14].

CD8" T-Zellen hingegen erkennen endogen produzierte Peptide, welche iiber MHC Klasse |
Molekule auf der Oberflache aller Zellen présentiert werden. Hierbei werden endogen in der
Zelle produzierte Proteine (Selbstantigene) nach Ubiquitin-abhédngigem Verdau im Proteasom
im endoplasmatischen Retikulum (ER) mit Hilfe des
transporter associated with antigen processing (TAP) auf MHC Klasse | Molekile geladen
und den CD8" T-Zellen prasentiert. Dadurch kénnen z.B. auch virus-infizierte Zellen erkannt
werden, da sie ausgeldst durch die Virusinfektion auch virale Antigene (Fremdantigene)
produzieren und tiber MHC Klasse | Molekiile den CD8" T-Zellen prasentieren. Dendritische
Zellen konnen allerdings tber den Prozess des cross-primings auch von anderen Zellen
produzierte Antigene iber MHC Klasse | Molekiile auf ihrer Oberflache fir CD8" T-Zellen
prasentieren, also auch von Tumorzellen exprimierte Tumorantigene. Dabei werden nach
Internalisierung und Verdau der Tumorzellen im Endosom die Proteine der Tumorzelle ins
Zytosol der DC transloziert und anschlieRend durch das Proteasom verdaut, um eine

Présentation durch MHC Klasse | Molekule zu ermdglichen (zusammengefasst aus [13]).
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Tatséchlich findet man beispielsweise bei Melanompatienten sowohl im Blut als auch im
Tumorgewebe Tumorantigen-spezifische zytotoxische CD8" T-Zellen (CTL) [15]. Bei
verschiedenen Tumorentitdten konnte zudem eine positive Korrelation zwischen dem
Vorkommen von tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) und der Uberlebensrate von
Patienten festgestellt werden (siehe Tab. 1) [16-19].

Tabelle 1: Tumorantigen-spezifische Lymphozyten / Lymphozyteninfiltrate bei ausgewéhlten
Tumorentitaten

Tumorentitat TA-spezifische  TIL  Korrelation mit Referenz
T-Zellen Uberleben

Melanom Ja (Blut, Tumor)  Ja Ja (positiv) [15, 19]
Mammakarzinom Ja (Blut, Tumor)  Ja Nicht bestimmt [15]
Chronisch lymphatische Ja (Blut) - - [15]

Leukéamie

Kolonkarzinom Nicht bestimmt Ja Ja (positiv) [16]
Osophaguskarzinom Nicht bestimmt Ja Ja (positiv) [17]
Ovarialkarzinom Nicht bestimmt Ja Ja (positiv) [18]

Allerdings erliegen die meisten Patienten letztendlich ihrem Krebsleiden, obwohl
Tumorantigen-spezifische CTL im Blut oder Tumor nachgewiesen werden konnen, da das
Immunsystem selbststandig nicht in der Lage ist das Tumorwachstum zu stoppen oder den
Tumor zu zerstoren. Das gleichzeitige Vorkommen einer tumorspezifischen Immunantwort
zusammen mit ungehindertem Tumorwachstum legt nahe, dass der Tumor in der Lage ist das
Immunsystem in Schach zu halten bzw. eine Barriere zu schaffen, um CTL und andere
Immunzellen wie z.B. natirliche Killerzellen (NK-Zellen) an der Zerstérung der Tumorzellen

zu hindern (,,immune escape®; ,,immunoediting*) [20-22].



Einleitung 5

1.3 Immune escape Mechanismen im Tumorgewebe

1.3.1 Verminderte Expression von Tumorantigenen

Tumorzellen sind in der Lage, die Expression der flr die Prozessierung und Préasentation von
Antigenen wichtigen Proteine wie TAP oder MHC Klasse | Molekdile herunter zu regulieren
oder zu unterdricken [23-26]. Ebenso konnen sie die Expression einiger der in 1.2
beschriebenen Tumorantigene unterdriicken, da sie z.B. nicht auf die Expression von
Differenzierungsantigenen angewiesen sind (,,antigen loss variants®) [27]. Auf diese Weise
konnen sie fir das adaptive Immunsystem, d.h. fir Tumorantigen-spezifische T-Zellen,

unsichtbar bleiben.

1.3.2 Modulation der Immunantwort durch IL-10 und TGF-51

Immunantworten gegen Tumore konnen auch durch hemmende Zytokine, die sowohl von
Tumor- als auch Tumorstromazellen sezerniert werden, unterdriickt werden [28-33]. Die
bekanntesten Zytokine stellen dabei das Interleukin 10 (IL-10) sowie der

transforming growth factor beta 1 (TGF-f1) dar.

Tatsachlich wurden bei vielen Krebspatienten erhohte IL-10 und/oder TGF-f1 Werte im
Plasma gefunden (siehe Tab. 2) [34-40].

Tabelle 2: 1L-10 / TGF-p1 Expression und Plasmawerte bei ausgewahlten Tumorentitdten

Tumorentitat IL-10 und/ oder IL-10 und/ oder Referenz
TGF-p1l TGF-B1 im Plasma
Expression erhoht
Melanom IL-10 und TGF-B1 IL-10 und TGF-p1 [28, 29, 34, 35]
Mammakarzinom TGF-B1 TGF-B1 [30, 38]
Nierenzellkarzinom IL-10 IL-10 [36]
Leberkarzinom Nicht bestimmt IL-10 [37]
Magenkarzinom Nicht bestimmt TGF-B1 [39]
HNSCC Nicht bestimmt IL-10 [40]

HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma
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IL-10 ist ein Typ Il Zytokin (long chain 4-a helical cytokine), das unter anderem von T-Helfer
Typ 2 (Th2) Zellen sezerniert wird und bei naiven CD4" T-Zellen die Differenzierung zu
T-Helfer Typ 1 (Thl) Zellen unterdriickt [41]. Auf diese Weise wird die adaptive
Immunantwort moduliert, denn Th1-Zellen fordern die durch zytotoxische T-Zellen
vermittelte zelluldre Immunantwort, wahrend Th2-Zellen die humorale Immunantwort,
vermittelt durch B-Zellen, foérdern [14]. AuBerdem wirkt IL-10 indirekt inhibierend auf die
T-Zellproliferation, indem es bei Antigen-présentierenden Zellen (APC) die Expression von
MHC Kilasse Il (MHC II) sowie von B7.1 und B7.2 Molekilen hemmt (siehe Abb. 1) [42,
43]. Zudem inhibiert es die Differenzierung von Dendritischen Zellen (DC) aus monozytéren
Vorléauferzellen, sowie die DC-Reifung [44]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass DC,
welche mit IL-10 kultiviert wurden, gezielt Melanomantigen-spezifische zytotoxische CD8"
T-Zellen hemmen koénnen [45]. Ebenso flihrt eine Vorbehandlung von Melanomzellen mit
IL-10 zu einer verminderten Lyse durch Tumorantigen-spezifische CTL [46]. IL-10 kann

T-Zellen auch direkt hemmen, indem es den CD28-Signalweg negativ beeinflusst [47].

IL-10
00y —i —
oO %0
(0]
Proliferation/

Expression Differenzierung/ l
MHC 11/ B7. 1 Effektorfunktion

Abb. 1: Modulation der Immunantwort durch IL-10 im Tumorgewebe.

Vom Tumor (grau) sezerniertes IL-10 wirkt indirekt hemmend auf die Proliferation und
Effektorfunktion von CD8" T-Zellen (violett), indem es z.B. die Expression kostimulatorischer
Molekdile der B7-Familie bei Antigen-préasentierenden Zellen (griin) hemmt.

TGF-B1 ist Mitglied der groBen TGF-B Zytokinfamilie und hat in verschiedenen Zell- und
Gewebetypen Einfluss auf Proliferation, Differenzierung, Migration und Uberleben von
Zellen [48]. AuRerdem spielt es bei der T-Zellentwicklung eine wichtige Rolle: Im Thymus
ist es an der Differenzierung von CD4°CD8" Thymozyten zu CD8" T-Zellen, NKT-Zellen
(nattrliche Killer T-Zellen) und regulatorischen T-Zellen beteiligt [49]. In der Peripherie kann
es die Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu Th1 und Th2 Zellen verhindern [50, 51].
Daruber hinaus kann TGF-B1 die Expression von Genen wie Granzym A/B und Perforin in
CD8" T-Zellen negativ beeinflussen [52]. Diese konnen sich dann nicht zu CTL

differenzieren und sind somit nicht in der Lage ihre Zielzellen zu lysieren (siehe Abb. 2).
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©)

% o

’ TGF-B1
@
./ °00 —
(0]

Granzym A/B
Perforin

Abb. 2: Modulation der Immunantwort durch TGF-g1 im Tumorgewebe.

Bei CD8" T-Zellen (violetty kommt es durch vom Tumor (grau) sezerniertes TGF-Bl zur
Beeintrachtigung der Effektorfunktion, indem z.B. die Expression der lytischen Proteine
Granzym A/B und Perforin gehemmt wird.

1.3.3 Regulatorische T-Lymphozyten

IL-10 und TGF-B1 konnen bei naiven CD4" T-Zellen die Induktion des regulatorischen
Phanotyps bewirken (sogenannte induzierte regulatorische T-Zellen (iTyegs); siehe Abb. 3)
[53-55]. Diese induzierten regulatorischen T-Zellen kénnen im Tumorgewebe eine gegen den
Tumor gerichtete Immunantwort gezielt hemmen, indem sie die Proliferation und die
Effektorfunktionen von TA-spezifischen CTL durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder

Ausschittung immunsupprimierender Zytokine negativ beeinflussen [56-58].

Aber auch die vom Thymus abstammenden sogenannten ,natiirlichen” regulatorischen
T-Zellen (CD4"CD25"FoxP3"; Tregs), die eine Zerstorung von korpereigenem Gewebe durch
auto-reaktive T-Zellen verhindern, kénnen auf diese Weise eine effektive gegen den Tumor

gerichtete Immunantwort unterdriicken (siehe Abb. 3) [59].

Tatséchlich findet man bei vielen Krebspatienten eine erhéhte Zahl von T egs sowohl im Blut
als auch im Tumorgewebe und den tumor-drainierenden Lymphknoten (tdLN; siehe Tab. 3)
[60-66].
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@@
Proliferation/

00 Differenzierung/l
/\ Effektorfunktion
@ Tumorzelle
o CD8* T-Zelle @ Treq (CD4*CD25*F0XP3")

a CD4* T-Zelle a iTreg
Induktion

Abb. 3: Rekrutierung regulatorischer T-Zellen durch den Tumor.

Tumorzellen sezernieren haufig 1L-10 und/oder TGF-p1, was bei CD4" T-Zellen die
,Umprogrammierung® zu regulatorischen T-Zellen (iT.,) bewirken kann. Zudem ist bei vielen
Tumorentitdten die Frequenz an ,natiirlichen® regulatorischen T-Zellen (CD4"CD25"FOXP3"; Tiegs)
stark erhoht. Regulatorische T-Zellen hemmen auto-reaktive T-Zellen, welche Selbstantigene
erkennen. Da viele Tumore Selbstantigene wie z.B. TRP-2 exprimieren, wird eine gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort auf diese Weise gehemmit.

Tabelle 3: Frequenz und Lokalisation regulatorischer T-Zellen bei ausgewéhlten
Tumorentitaten

Tumorentitat Frequenz T e Lokalisation Referenz
Melanom Erhoht Blut, Tumor, LN [62-64]

Nicht-kleinzelliges Erhoht Tumor [60]

Lungenkarzinom

Ovarialkarzinom Erhoht Tumor [60]

Pankreaskarzinom Erhoht Blut, Tumor, LN [61]

Mammakarzinom Erhoht Blut, Tumor, LN [61]
AML Erhoht Blut [65]

AML.: akute myeloische Leuk&mie
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1.4 Das Tumorstroma und sein Einfluss auf die Tumorprogression

Héufig werden Tumore nur auf die Tumorzellen reduziert. Dabei setzen sich Tumore nicht
nur aus Tumorzellen, sondern auch aus der sie umgebenden extrazelluldren Matrix (EZM)
sowie den Stromazellen wie z.B. Fibroblasten (cancer-associated fibroblast; CAF) und
Endothelzellen (tumor endothelial cell; TEC) zusammen [67]. Da vom Tumorstroma
Wachstumsfaktoren (z.B. basic fibroblast growth factor; bFGF), Angiogenesefaktoren (z.B.
vascular endothelial growth factor; VEGF), Zytokine (z.B. transforming growth factor beta;
TGF-B) und proteolytische Enzyme (z.B. Matrixmetalloproteinasen; MMPS) produziert
werden, hat dieses einen entscheidenden Einfluss auf das Wachstum und die Progression

eines Tumors (siehe Abb. 4; zusammengefasst aus [67]).

Da die Zellen des Tumorstromas sich von denen der normalen Gewebe durch Expression von
sogenannten Tumorstroma-assoziierten Antigenen (TSAA) unterscheiden, bieten sie sich als
Zielstrukturen immunologischer Therapien an. In der Tat finden sich solche spezifisch im
Tumorstroma induzierten oder hochregulierten Antigene in zahlreichen soliden Tumoren
(siehe Tab. 4) [68].

Angiogenesefaktoren

Wachstumsfaktoren
Sauerstoff/Nahrstoffe

Proteolytische Enzyme

Abb. 4: Einfluss des Tumorstromas auf das Tumorwachstum.

Tumorzellen (grau) bilden zusammen mit Stromazellen wie Fibroblasten (orange) und Endothelzellen
(rot) und der sie umgebenden extrazelluldren Matrix (blau) ein komplexes Gewebe. Die Stromazellen
haben durch die Produktion von Wachstums- und Angiogenesefaktoren sowie proteolytischer Enzyme
Einfluss auf das Wachstum und das Metastasierungspotential der Tumorzellen. Abbildung modifiziert
nach Hofmeister et al.[68].
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Tabelle 4: Ausgewahlte Tumorstroma-assoziierte Antigene (TSAA)

Antigen Expression Funktion
VEGF Fibroblasten, Makrophagen, Angiogenesefaktor
Tumorzellen
Endoglin Endothel- und Tumorzellen TGF-B-Rezeptor
(akzessorisch)
MMPs Fibroblasten, Makrophagen, Endopeptidasen
Endothel- und Tumorzellen
FAP Fibroblasten, Tumorzellen Serinprotease
avp3 Integrin Endothelzellen Adhasionsmolekiil

Tabelle modifiziert nach Hofmeister et al. [68]

Auf zwei dieser Tumorstroma-assoziierten Antigene, ndmlich Endoglin (ENG; CD105) und
fibroblast activation protein alpha (FAP; Seprase), soll im Folgenden genauer eingegangen

werden.

1.4.1 Endoglin (ENG; CD105)

Endoglin (ENG; CD105) ist ein membranstandiges Glykoprotein, welches geringfugig auf
Endothelzellen exprimiert, und wahrend der Wundheilung und der Tumorangiogenese auf
aktivierten Endothelzellen stark hochreguliert wird. Funktionell moduliert es den TGF-$
Signalweg, indem es mit den beiden TGF-B-Rezeptoren (Typ | und Il) auf der Zelloberflache
interagiert [69-71]. Endoglin wird vielfach als sensitiver und spezifischer Marker fur die
microvessel density (MVD) in Tumoren eingesetzt, da es im Gegensatz zu anderen
Endothelmarkern wie CD31 oder CD34 hauptsachlich auf neugebildeten BlutgefaRen
exprimiert wird (zusammengefasst aus [69, 72]). Klinisch korreliert die Expression von
Endoglin bei einigen Tumorentitaten wie z.B. dem Prostata- und dem Mammakarzinom mit
der Uberlebensrate, der Tumorprogression, der angiolymphatischen Invasion und der
Metastasierung [73-78].

Die Expression von Endoglin ist jedoch nicht nur auf Endothelzellen beschrankt, sondern
konnte auch fir maligne Zellen beschrieben werden. So berichteten z.B. Pardali und
Kollegen, dass aggressive Ewing-Sarkom- und Melanomzelllinien und Tumoren Endoglin

exprimieren und dies mit der Uberlebensrate korreliert [79].



Einleitung 11

Sowohl die bevorzugte Expression auf BlutgefaBen im Tumorgewebe als auch die
Abhangigkeit des Tumors von Angiogenese fiir dessen Wachstum tragen dazu bei, dass
Endoglin ein attraktives Zielmolekul fur die Tumortherapie ist. Folglich wurden bereits
mehrere auf Endoglin basierende Tumortherapien préklinisch getestet. So konnte z.B. in
einem Brustkrebs-Xenotransplantationsmodell in severe combined immunodeficiency (SCID)
Maéausen eine langanhaltende Inhibition des Tumorwachstums durch Gabe eines
Endoglin-Immuntoxins (Konjugat eines monoklonalen humanen ENG-Antikorpers mit der
deglykosylierten Ricin A Kette) erreicht werden [80]. Im B16 Melanom-Modell zeigte eine
xenogene Endoglin-Protein-Vakzinierung prophylaktische Effektivitdt. Hier konnte eine
verminderte Metastasierung der Lunge beobachtet werden [81]. Ebenso konnten durch eine
prophylaktische orale  Endoglin-DNA-Vakzinierung in  einem  Brustkrebsmodell

Lungenmetastasen gehemmt und das Uberleben tumortragender Tiere verlangert werden [82].

Zudem wurde kdrzlich eine Phase 1 Studie mit einem chiméaren (human/murin)
Endoglin-Antikdrper (TRC105) in Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren
durchgefuhrt, wobei gezeigt werden konnte, dass dieser gut toleriert wird und Klinische
Aktivitat zeigt [83].

1.4.2 Fibroblast activation protein alpha (FAP; Seprase)

Fibroblast activation protein alpha (FAP oder surface expressed protease [Seprase]) ist eine
auf der Zelloberfliche wvon aktivierten Fibroblasten exprimierte Serinprotease mit
Gelatinase-Aktivitiat [84]. FAP wird wéhrend der Wundheilung und im Tumorstroma
induziert und kann dort durch seine proteolytische Funktion das invasive Wachstum von
Tumorzellen férdern [84-88].

Allerdings beschrankt sich die Expression von FAP nicht nur auf aktivierte Fibroblasten,
sondern wurde auch fur Tumorzellen beschrieben. So wurde z.B. berichtet, dass eine hohe
FAP-Expression auf Stroma- und Tumorzellen des Kolonkarzinoms mit der Haufigkeit einer
Lymphknotenmetastasierung korreliert [89, 90]. Eine hohe FAP-Expression auf Stroma- und

Tumorzellen beim Pankreaskarzinom korreliert ebenso mit einer schlechten Prognose [91].
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Da FAP bei einigen Tumorentitdten wie z.B. auch dem Melanom [92, 93] sowohl auf Stroma-
als auch auf Tumorzellen, nicht aber auf Zellen des gesunden Gewebes exprimiert wird, ist
FAP ebenso wie Endoglin ein attraktives Zielmolekil fir Tumortherapien. Daher wurden
bereits einige auf FAP basierende Therapieansétze sowohl in praklinischen Mausmodellen als
auch in Patienten getestet. So konnte durch Gabe eines Dipeptidylpeptidase Inhibitors
(PT-100; Val-boro-Pro; Talabostat) das Tumorwachstum verschiedener syngener
Tumorzelllinien (u.a. B16 Melanom) in Mausen verlangsamt und zum Teil auch ganz
verhindert werden [94]. Ebenso konnte durch Vakzinierung mit murinen
Fap-mRNA-transfizierten Dendritischen Zellen ein reduziertes Tumorwachstum syngener
Tumorzelllinien (B16 Melanom, EL4 Lymphom und 4T1 Mammakarzinom) in Mausen
beobachtet werden [95]. Auch durch eine prophylaktische bzw. therapeutische orale
Fap-DNA-Vakzinierung konnte in einem murinen Kolon- bzw. Mammakarzinom-Modell das
Tumorwachstum sowie die Induktion von Lungenmetastasen gehemmt und das Uberleben

tumortragender Tiere verlangert werden [96].

Im Klinischen Einsatz konnte allerdings mit einer FAP-basierten Therapie bisher kein
Therapieerfolg erzielt werden. So konnte fiir das Kolonkarzinom in einer Phase | Studie [97]
zwar die Vertraglichkeit des humanisierten monoklonalen murinen FAP-Antikérpers F19
gezeigt werden, doch in einer anschliefenden Phase Il Studie [98] konnte kein therapeutischer
Effekt erzielt werden. Ebenso konnte in einer Phase Il Studie in Kolonkarzinompatienten kein
Rickgang des Tumorwachstums durch Gabe des FAP-Inhibitors Talabostat erreicht werden
[99]. Auch durch eine kombinierte Gabe von Talabostat mit Cisplatin in einer Phase 1l Studie
bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom [100], bzw. durch eine kombinierte Gabe von
Talabostat mit Docetaxel in einer Phase Il Studie in Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom [101], konnte keine verbesserte Remissionsrate gegentber einer Cisplatin
bzw. Docetaxel Monotherapie erzielt werden.
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1.5 Das Grml-transgene Melanom-Modell (TG-3)

Die transgene Mauslinie TG-3 wurde urspringlich als Modell zur Untersuchung der
Adipositas generiert [102]. Die Insertion eines 2 kb groRen DNA-Fragments (clone B) in
diese transgene Mauslinie fuhrte jedoch zur spontanen Bildung von kutanen Melanomen an
Ohren, Schnauze, Augen und perianalem Bereich dieser Tiere im Alter von zwei bis vier
Monaten [103]. In weiteren Experimenten stellte sich heraus, dass die zuféllige Integration
des Transgens in Intron 3 des metabotropen Glutamatrezeptor 1 (Grml) Gens die Deletion
eines ca. 70 kb grof’en DNA-Stucks bewirkt, was zur ektopen Expression des Rezeptors flhrt
[104].

Als proof-of-concept wurde eine weitere transgene Mauslinie etabliert (E-Linie), bei der die
Expression des murinen Grm1 unter der Kontrolle des Melanozyten-spezifischen Promotors
dopachrome tautomerase (Dct) steht. Bei diesen Tieren kann man entsprechend eine ektope
Expression von Grml in Melanozyten nachweisen [104]. Phé&notypisch verhalten sie sich
ganz dhnlich wie das ursprungliche TG-3-Modell mit der Entstehung von Melanomen an

Ohren, Schwanz, Augen und perianalem Bereich im Alter von vier bis funf Monaten.

Beide transgenen Linien basieren auf C57BI/6j Mausen. Dies hat den Nachteil, dass die sich
entwickelnden Tumore dieser Tiere stark pigmentiert sind und somit deren histologische
Untersuchung erschwert wird. Aus diesem Grund wurde die urspriingliche TG-3-Linie mit
Balb/c Mausen (Albinotiere) gekreuzt. Aus dieser Kreuzung resultierte die LLA-TG-3-Linie.
Nach der initialen Kreuzung wurden flr die Verpaarung der F2-Generation Albinotiere
verwendet, welche das Transgen tragen. Danach wurden die Tiere durch
Geschwisterverpaarung weiter gezuchtet. Der genetische Hintergrund durfte in diesen Tieren
damit groftenteils auf den Balb/c M&usen basieren [105]. Bei den LLA-TG3 Mausen kommt
es durch die ektope Grml-Expression zur spontanen Bildung amelanotischer kutaner

Melanome an Ohren, Augen und perianalem Bereich im Alter von 10 bis 12 Wochen.
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1.6 Fragestellungen

1.6.1 Immuntherapie mit vom Tumorstroma abgeleiteten Peptiden

Tumorzellen exprimieren hdufig sogenannte Tumorantigene (TA), welche von zytotoxischen
T-Zellen (CTL) erkannt werden kdnnen. Allerdings entgehen sie haufig der Kontrolle durch
das Immunsystem (,,immune escape®), indem sie beispiclsweise die Expression dieser
Tumorantigene herunterregulieren oder unterdriicken, da sie z.B. nicht auf die Expression von
Differenzierungsantigenen angewiesen sind [5, 27]. Dies konnte erklaren, warum
Immuntherapien basierend auf Tumorantigenen bisher in der Klinik nur selten erfolgreich
waren [20, 106].

Tumoren setzen sich allerdings nicht nur aus den Tumorzellen, sondern auch aus
Stromazellen wie Fibroblasten (cancer-associated fibroblast; CAF) und Endothelzellen
(tumor endothelial cell; TEC), sowie der sie umgebenden extrazellularen Matrix (EZM)
zusammen. Daher bieten sich Tumorstromazellen als Zielstrukturen immunologischer
Therapien an, da sie sich von den Stromazellen im normalen Gewebe durch die Expression
von sogenannten Tumorstroma-assoziierten Antigenen (TSAA) unterscheiden [68]. Damit
sollten Therapien, die auf TSAA abzielen, universell bei verschiedensten Tumorentitaten
einsetzbar sein. Zudem ist zu erwarten, dass Anti-Tumorstroma-Therapien weniger anféllig
gegeniber Resistenzentwicklungen sind, da Stromazellen im Gegensatz zu neoplastischen

Zellen genetisch relativ stabil sind.

Daher verfolgten wir in der hier vorgelegten Arbeit den Ansatz einer Vakzinierung mit
Peptiden, die von TSAA abstammen, um eine gegen das Tumorstroma gerichtete
Immunantwort zu generieren, und somit eine effiziente Immuntherapie im Grm1-transgenen
Melanom-Modell zu etablieren. Als Zielmolekule wurden Fap und Endoglin ausgewahlt, die
auf Fibroblasten bzw. Endothelzellen im Tumormikromilieu induziert bzw. hochreguliert
werden. Dabei war die Endoglin bzw. Fap mMRNA-Expression in Organen bzw.
Grml-transgenen Tumoren von C57BI/6j bzw. Grm1l-transgenen Méausen bereits von Herrn
Thomas Benkert untersucht worden. Hierbei konnte eine Expression von Endoglin im
Tumorgewebe und auch in gut durchbluteten Geweben wie Herz und Lunge beobachtet
werden, wahrend die Expression von Fap hauptsédchlich im Tumorgewebe und in

fibroblastenreichen Geweben wie der Haut festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Im B16 Melanom-Modell wurden bereits auf Endoglin bzw. Fap basierende Immuntherapien
getestet [81, 95]. Jedoch spiegelt dieses Modell die Entstehung und die Progression eines
heterogenen Tumorgewebes im Menschen nur unzureichend wider, da hier Tumore durch

Injektion klonal expandierter Tumorzellen induziert werden.

Da der direkte Vergleich der Tumorlast im spontanen Grml-transgenen Melanom-Modell
allerdings durch die heterogene Tumorentwicklung erschwert ist, etablierten wir ein Modell,
bei dem durch mehrmalige Retransplantation von Tumorstiicken aus den Grml-transgenen
Méusen in C57BI/6j Mé&use standardisierte TumorgroRen und Tumorlasten erreicht werden
koénnen. Die Transplantation von Tumorstiicken sollte hierbei die Situation im Menschen
besser widerspiegeln als ein herkdmmliches Tumortransplantationsmodell, da hier im
Gegensatz zur Transplantation Kklonal expandierter Tumorzellen ein voll ausgebildetes
heterogenes Tumorgewebe transplantiert wird. Anhand dieses Tumormodells wollten wir die
Auswirkungen prophylaktischer Vakzinierungen mit Endoglin- bzw. Fap-Peptiden
untersuchen. Dabei sollte das Tumorwachstum sowie die funktionelle Aktivitat

Peptid-reaktiver T-Zellen adressiert werden.

1.6.2 Immunsuppressive Mechanismen im Grm1-transgenen Melanom-Modell

Als logische Konsequenz der Immunogenitat von Tumoren wurden in den letzten Jahren
immunmodulierende Therapien getestet, die das Immunsystem des Krebspatienten aktivieren

und so zu der Zerstérung des Tumors beitragen sollen [107].

Bevor solche immunmodulierenden Therapieansatze bei Patienten eingesetzt werden kdnnen,
werden diese praklinisch meist in Mausmodellen getestet. Bei Tumortransplantationsmodellen
kann unter einer solchen experimentellen Therapie hdufig ein Rilckgang des
Tumorwachstums bis hin zur vollstdndigen Tumorregression beobachtet werden [108, 109].
Ein solcher Therapieerfolg tritt aber in der klinischen Situation am Patienten nur selten ein
[110-112]. Ein positives Beispiel einer wirksamen immunmodulierenden Therapie fur das
Melanom ist jedoch Ipilimumab, ein monoklonaler humaner anti-CTLA-4 Antikorper, der
auch in gréReren Studien eine Klinische Verbesserung der Patienten sowie ein verlangertes
Uberleben erbrachte [113, 114]. Dies fiihrte dazu, dass die Substanz Ipilimumab im
Mérz 2011 von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) und im Juli 2011 von der
Europdischen Arzneimittelagentur (EMA) fur Melanompatienten im fortgeschrittenen

Stadium als second line Therapie zugelassen wurde.
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Eine mogliche Erklarung fur den geringen klinischen Therapieerfolg von zuvor erfolgreich in
Mausmodellen getesteten Immuntherapien ist, dass die am héaufigsten verwendeten
Tumortransplantationsmodelle, z.B. das B16 Melanom-Modell, nicht die Tumorentstehung im
Menschen widerspiegeln, da es sich hier um Tumore handelt, welche in der Regel durch
Injektion Kklonal expandierter Tumorzellen induziert werden. Bei Krebspatienten hingegen
entwickeln sich die Tumore haufig Uber einen langeren Zeitraum hinweg, wobei vielfaltige
Tumor-Wirt-Interaktionen das Tumorwachstum sowohl negativ als auch positiv beeinflussen
konnen (sog. , immunoediting”) [22]. Hier sei besonders die Bildung eines

immunsupprimierenden Milieus im Tumor genannt.

Nachdem bisherige Transplantationsmodelle die Situation im Menschen scheinbar nur
unzureichend widerspiegeln konnen, stellt sich die Frage, ob spontane Tumormodelle, bei
denen Tumore ebenfalls schrittweise Uber mehrere pramaligne Vorstufen entstehen, nicht

besser geeignet waren, um immunmodulierende Therapieansatze préklinisch zu untersuchen.

Fir die Untersuchung von spontanen Immunantworten bietet das Grm1-transgene LLA-TG-3
Modell also im Gegensatz zu standardisierten Transplantationsmodellen den Vorteil, dass hier
die Tumorentwicklung &hnlich zur Melanomentstehung im Menschen (ber einen langeren
Zeitraum hinweg stattfindet. Im Vergleich zu Transplantationsmodellen ist das
Tumormonitoring in derartigen Modellen einer spontanen Tumorentwicklung wie bereits in
1.6.1 beschrieben schwerer zu handhaben. Da jedoch der zeitliche Verlauf der spontanen
Entwicklung von amelanotischen kutanen Melanomen bei homozygot Grml-transgenen
Mausen relativ ahnlich ist, kann man diese nach Alter und Gesamttumorlast in verschiedene
Gruppen einteilen und so den Immunstatus dieser Tiere im Laufe der Tumorprogression

untersuchen.

Dabei analysierten wir den Aktivierungsstatus und die funktionelle Aktivitat von
T-Lymphozyten, um herauszufinden, ob und welche Gemeinsamkeiten es mit dem
Immunstatus in Melanompatienten gibt. Dies sollte entsprechend auch Aufschluss daruber

geben, ob dieses Modell fur praklinische Studien geeignet ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Material

2.1.1 Versuchstiere

Far die Tierexperimente wurden C57BI/6j und LLA-TG-3 Méuse verwendet. Die C57BI/6j
Mause stammen von der Firma Harlan Laboratories (Eystrup, Deutschland) und werden im
Folgenden als Wildtyptiere (wt) bezeichnet. Diese Tiere wurden mindestens zwei Wochen vor
Versuchsbeginn an die hauseigene Tierhaltung akklimatisiert. Die LLA-TG-3 Mause wurden
in der hauseigenen Tierhaltung per Geschwisterverpaarung geziichtet. Alle Tiere wurden
unter speziellen pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten. Alle Experimente wurden den
gultigen Anforderungen fir Tierversuche gerecht.

2.1.2 Gebrauchsfertige Kits

BD™ CompBeads anti-Hamster/Rat Ig, x/ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

negative control (FBS) Compensation

Particles Set

Cell Trace” CFSE Proliferation Kit Invitrogen Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen Life Technologies

Near IR-fluorescent reactive dye

peqGOLD Total RNA Kit (Safety-Line) Peglab, Erlangen, Deutschland
Regulatory T cell staining Kit eBioscience, Frankfurt, Deutschland
Vector® NovaRED ™ Substrate Kit for Vector Laboratories, Wertheim, Deutschland

Peroxidase
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Fertiglosungen

Alle Standardchemikalien wurden von den unten genannten Herstellern in Analysequalitat

bezogen.

2-Mercaptoethanol

2-Methyl-2-Butanol
2,2,2-Tribromoethanol

2 X PCR Mastermix for Probe Assays low
ROX

ABsolute QPCR SYBR low ROX (2 x)

Aceton

Bovines Serumalbumin (BSA)

Concanavalin A from Canavalia ensiformis
(Jack bean)

CpG ODN 1826

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fotales Kélberserum (FCS)

Histofine® Simple Stain Mouse MAX PO
(Rat)

Humanes Interleukin-2 (hIL-2; Proleukin)
Lipopolysaccharide (LPS) from Salmonella
typhimurium

Liquemin® (Heparin)

Lympholyte M
Lympholyte Mammal
Mayer’s Hematoxylin (Lillie’s Modification)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumchlorid (NaCl)

Na, >CrO, (5 mCi / ml; 185 MBq / ml)
Penicillin/Streptomycin (10000 U / ml;
10 mg/ ml)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Eurogentec, KélIn, Deutschland

Thermo Scientific GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Nichirei Biosciences Inc., Tokio, Japan

Chiron GmbH, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, Deutschland

Cedarlane Laboratories, Ontario, Kanada
Cedarlane Laboratories

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
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Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
REAL™ Peroxidase-Blocking Solution
Shandon EZ-Mount, Xylene Base
SuperScript® |1, Reverse Transcriptase
[6-*H]-Thymidin (1 mCi / ml; 37 MBq / ml)
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Triton-X 100

Trypanblau (0,4 % gel6st in 0,81 %
Natriumchlorid / 0,06 % Kaliumphosphat)
Tween® 20

UltraPure™ DNAse/RNAse-free distilled
water

Xylene

2.1.4 Puffer, Lésungen und Medien

e PBS (phosphate buffered salt solution):

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

DAKO Deutschland GmbH

Thermo Scientific GmbH

Invitrogen Life Technologies

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Invitrogen Life Technologies

Sigma-Aldrich

Dulbecco’s without Calcium and Magnesium (PAN Biotech)

e FACS-Puffer:
50 ml PBS
0,05 g BSA
e Waschpuffer (ELISPOT):
500 ml PBS
250 pl Tween® 20
e Verdlnnungspuffer (ELISPOT):
500 ml PBS
5 gBSA
e Substratpuffer (ELISPOT):
2,9 gNaCl[0,1 M]
51 g MgCl;[50 mM]
6,1 gTris[0,1 M]; pH9,5
Ad 500 ml H,O
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e Komplettmedium (CM):

500 ml RPMI 1640 + L-Glutamine, + 2 g/ 1 NaHCO;3; (PAN Biotech)

50 ml FCS (Biochrom AG)

5 ml Penicillin [10000 U / ml] / Streptomycin [10 mg / ml] (PAN Biotech)
e DC-Medium:

500 ml RPMI 1640 + L-Glutamine, + 2 g/ | NaHCO3; (PAN Biotech)

25 ml FCS (Biochrom AG)

5 ml Penicillin [L0000 U / ml] / Streptomycin [10 mg / mI] (PAN Biotech)

500 ul 2-Mercaptoethanol ([50 mM]; Sigma-Aldrich)

2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Anti-murine Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Zielstruktur Fluorchrom Isotyp Klon Hg/1x10°  Hersteller
Zellen
CD4 FITC Ratte 19G2a RM4-5 0,125 eBioscience
CD4 PerCP-Cy5.5 Ratte 19G2a RM4-5 0,2 BD
CDs8 PE Ratte IgG2a 53-6.7 0,125 BD
CD25 APC Ratte 1gG1 PC61.5 0,3 eBioscience
CD69 FITC A. Hamster H1.2F3 0,3 BD
IgG
FcR CD16/32 ohne Ratte IgG2a 93 0,25 eBioscience
FoxP3 PE Ratte 19G2a FIK16s 0,25 eBioscience
Tabelle 6: Isotyp-Kontrollen fir die Durchflusszytometrie
Isotyp Fluorchrom Klon Hg /1 x 10° Hersteller
Zellen
A. Hamster FITC eBi0299Arm 0,3 eBioscience
1gG
Ratte 1gG1 APC RTK2071 0,3 Biolegend
Ratte 1gG2a FITC Keine Angabe 0,125 Abd Serotec
Ratte 1gG2a PE Keine Angabe 0,125 eBioscience
Ratte 1gG2a PerCP-Cy5.5 Keine Angabe 0,2 eBioscience
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Tabelle 7: Anti-murine Antikorper flr die Immunhistologie

Zielstruktur Isotyp Klon Verdinnung Hersteller
CD4 Ratte 1gG2a RM4-5 1:20000 BD
CDs8 Ratte 1gG2a 53-6.7 1:300 BD
2.1.6 Primer

Die Hprt-Primer und die Hprt TagMan® Sonde wurden mit Hilfe von Primer Express 3
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) entworfen. Die Primersequenzen von [1-10
und  Tgf-f1  wurden der  Offentlich  zugénglichen = Webseite  PrimerBank
(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) entnommen (Primer ID 11-10: 6754318a2; Primer
ID Tgf-p1: 6755775a2).

Alle Primer wurden von Sigma-Aldrich, die Hprt TagMan® Sonde von Eurogentec bezogen.
Alle Primer und Sonden wurden als 100 uM Losungen bei -20 °C aufbewahrt und als 5 uM
bzw. 10 uM Arbeitslésungen verwendet.

Tabelle 8: Murine Primer fir quantitative RT-PCR Analysen

Primer Sequenz (5' —» 3)

Hprt forward GGG AAAGCAAAGTTTGCATTGT

Hprt reverse AGT TATTGG TGG AGATGATCT

Hprt TagMan® Sonde 6-FAM-CAATTATATCTTCAACAATCAAG-MGB
11-10 forward CTG GAC AACATACTGCTAACCG

11-10 reverse GGG CAT CACTTCTACCAGGTAA

Tgf-p1 forward ATCCTGTCC AAACTAAGGCTCG

Tgf-p1 reverse ACCTCTTTAGCATAGTAG TCC GC



http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

Material und Methoden 22

2.2 Methoden
2.21 Zellkultur

2.2.1.1 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zahl lebender Zellen erfolgte mittels einer Neubauer-Z&hlkammer und
Trypanblau, welches sich in tote Zellen einlagert. Bei zehnfacher VergroéRerung wurden unter
dem Mikroskop die ungeféarbten Zellen in mindestens zwei Grof3-Quadranten (entspricht

2 x 16 Klein-Quadranten) gezahlt. Die Zellzahl pro ml ergab sich aus:

Anzahl der gezahlten Zellen / Anzahl der gezahlten GroB-Quadranten x Verdiinnung x 10*

2.2.1.2 Zellkulturfiihrung

Die Kultivierung der murinen transporter associated with antigen processing
(Tap)-defizienten RMA-S Zelllinie [115] und isolierter muriner Lymphozyten erfolgte bei
37 °C, 5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit im CO,-Brutschrank (Function line incubator;

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland).

2.2.2 Tierexperimente, DC-Vakzinierung und Zellisolationstechniken

2.2.2.1 Tumortransplantation bei C57BI6/j Médusen

Fir die subkutane (s.c.) Transplantation von seriell propagierten Grm1-transgenen Tumoren
(E-Linie) wurden die C57BIl/6) Mause mit 2,2,2-Tribromoethanol (gelést in
2-Methyl-2-Butanol; Avertin®), welches intraperitoneal (je 1 mg/ g Kérpergewicht) appliziert
wurde, anésthesiert. Fir die Transplantation wurde der Tumor mit Hilfe eines Skalpells geteilt
(Volumen je Tumortransplantat ca. 6,5 mm?®). Die entstandene Wunde wurde mit einem
resorbierbaren Faden (Ethicon® coated vicryl 6-0; Johnson & Johnson GmbH, Neuss,

Deutschland) wieder geschlossen.
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2.2.2.2 Einteilung der Tumorgruppen fir das LLA-TG-3 Modell

Bei den LLA-TG-3 Tieren erfolgte die Einteilung in die Gruppe der niedrigen bzw. hohen
Tumorlast anhand der GroRe der Tumoren an den Ohren, Augen und am Genitalbereich
(siehe Tab. 9). Tiere, welche keine sichtbaren Lasionen aufwiesen, wurden als tumorfrei
eingestuft. Die Lymphknoten wurden bei tumortragenden Tiere geméaR ihrer GroRe und
Lokalisation als tumor-drainierend (tdLN; tumornah) oder nicht tumor-drainierend

(ndLN; tumorfern) eingestuft.

Tabelle 9: Einteilung der Tumorgruppen fir das LLA-TG-3 Modell

Bezeichnung Alter Tumor (Anzahl / Volumen
pro Tumor und Maus)
C57BI/6j (Wildtyp) 2-8 Monate -
LLA-TG-3 ohne Tumore 4-8 Wochen -
LLA-TG-3 niedrige 5-7 Monate 2-3/60-100 mm?®
Tumorlast
LLA-TG-3 hohe Tumorlast 7-10 Monate 2-5/100-160 mm®

2.2.2.3 Isolierung von Dendritischen Zellen (DC) aus dem Knochenmark

Fur die Herstellung von Dendritischen Zellen wurde das Knochenmark aus den
Rdhrenknochen der Hinterbeine (Femur und Tibia) von C57BI6/j Méausen mit Hilfe einer mit
DC-Medium gefillten Spritze in ein 50 ml Ro6hrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) ausgespilt. Das Knochenmark wurde anschliefend mit Hilfe
einer 10 ml serologischen Pipette (Greiner Bio-One GmbH) resuspendiert und durch einen
100 um Zellfilter (BD Biosciences) in ein neues 50 ml Réhrchen (Greiner Bio-One GmbH)
filtriert. Die Zellsuspension wurde dann bei 400 x g und Raumtemperatur (RT) fir 10 min
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 10 ml DC-Medium aufgenommen und die
Zellzahl bestimmt. Dann wurden je 5 x 10° Zellen in 10 ml DC-Medium (+ 10 ng / ml
GM-CSF und 10 ng / ml IL-4 aus Hybridomauberstdnden) in Petrischalen (g 10 cm;
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, Deutschland) ausgesat. Drei Tage spater wurde das
Medium durch je 10 ml frisches DC-Medium (+ 10 ng / ml GM-CSF und 10 ng / ml IL-4)
ersetzt. Nach weiteren drei Tagen wurden die Zellen aus allen Petrischalen vereint, die
Zellzahl bestimmt und danach wieder pro Schale 5 x 10° Zellen in 10 ml DC-Medium
(+ 10 ng / ml GM-CSF und 10 ng / ml IL-4) ausgesat.
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Im Anschluss wurden die Zellen mit LPS (1 pg / ml) fir ca. 24 h stimuliert. Am ndchsten Tag

wurden die Zellen flr die Vakzinierung geerntet, vereint sowie die Zellzahl bestimmt.

2.2.2.4 DC-Vakzinierungsprotokoll

Die aus dem Knochenmark gewonnenen DC wurden gleichmaRig aufgeteilt (1 x 10° / ml) und
mit je einem der in Tab. 10 und 11 aufgefiihrten MHC Klasse | (H-2Kb)-restringierten
Endoglin- bzw. Fap-Peptide (je Peptid 25 pM) fir zwei Stunden bei 37 °C im
CO,-Brutschrank inkubiert (Kontrollgruppe: DC ohne Peptid). Die Peptidsequenzen stammen
aus in silico Vorhersagen fiir eine Bindungsaffinitat zu H-2K®. Die tatsachliche Affinitat der
Peptide war in einem durchflusszytometrischen Kompetitions-Assay von Frau Dr. Valeska
Miller bestimmt worden. AnschlieBend wurden die mit Endoglin- bzw. Fap-Peptiden
beladenen DC wieder vereint und in PBS aufgenommen. Die C57BI/6] Mause wurden jeweils
an Tag 0, Tag 3, Tag 6 sowie Tag 14 mit je 1 x 10° Peptid-gepulsten DC (Kontrollgruppe: DC
ohne Peptid) + 5 pg CpG ODN 1826 (Toll-like Rezeptor (TLR) 9 Agonist) intradermal (i.d.)
immunisiert. An den Tagen 15 bis 18 wurden dann jeweils 2-mal taglich 40000 1U humanes
IL-2 (hIL-2) intraperitoneal (i.p). appliziert. Drei Tage spater wurden die Tumore
transplantiert und eine Woche danach nochmals vier Tage hintereinander je 2-mal taglich
40000 IU hIL-2 i.p. appliziert (siehe Abb. 5; Vakzinierungsprotokoll modifiziert nach
Kochenderfer et al. [116]).

1. — 3. Vakzinierung 4. Vakzinierung Tumortransplantation Analyse
2x 40000 U IL-2 2x 40000 U IL-2

L1 1 L 1l—l | |l |

| I T——1 | I |

0 3 6 14 15 18 21 28 31 42

Abb. 5: Vakzinierungsprotokoll.
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Tabelle 10: Murine H-2K"-restringierte Endoglin-Peptide

Peptid Aminosauresequenz Affinitat (H-2KP)

Eng 68-75 LFLDFPGM +

Eng 68-75 72Y 75L LFLDYPGL ++
Eng 93-100 TREVFLVL +
Eng 93-100 97Y TREVYLVL -

Eng 310-317 IVTSFVEL +++

Eng 310-317 314Y IVTSYVEL +++
Eng 526-533 GDPRFSFL +
Eng 526-533 530Y GDPRYSFL +
Eng 605-612 LWYIYSHT -
Eng 605-612 609F 612L LWYIFSHL +

-/+ niedrige Affinitét, + - ++ mittlere Affinitat, +++ hohe Affinitét

Tabelle 11: Murine H-2K"-restringierte Fap-Peptide

Peptid Aminosauresequenz Affinitat (H-2K")
Fap 83-90 TRESYIIL [+
Fap 107-114 PDRQFVYL +
Fap 114-121 LESDYSKL -[+
Fap 289-296 SDYYFSWL +++
Fap 457-464 YKAKYYAL -[+
Fap 530-537 RSKKYPLL +++
Fap 585-592 LHAVYRKL ++
Fap 660-667 YSERFMGL [+
Fap 685-692 RAEYFRNV ++

-/+ niedrige Affinitat, + - ++ mittlere Affinitat, +++ hohe Affinitét

2.2.2.5 Isolierung von Lymphozyten aus Milz, Lymphknoten und Herzblut

Den getoteten Versuchstieren wurden die Milz sowie Lymphknoten (axillar, cervical,
inguinal, lumbal und poplietal) entnommen und in eiskaltes PBS (berfiihrt. Das Blut der Tiere
wurde mit Hilfe einer Insulinspritze (Omnican® 40, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) direkt aus dem Herzen der Tiere entnommen und in ein 15 ml Rohrchen
(Greiner Bio-One GmbH) tberfiihrt, welches bereits 20 pl Liquemin® (Heparin) enthielt, um

die Blutgerinnung zu verhindern.
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Das Blut wurde anschlieBend mit PBS auf 4 ml aufgefullt, vorsichtig auf 3 ml Lympholyte
Mammal transferiert und fir 20 min bei 720 x g und RT ohne Bremse zentrifugiert. Die nach
der Zentrifugation sich in der Interphase befindenden Lymphozyten wurden vorsichtig mit
einer 5 ml serologischen Pipette (Greiner Bio-One GmbH) abgesaugt und einmal mit

mindestens der doppelten Menge CM gewaschen.

Die Lymphknoten wurden in Petrischalen (g 5 cm; Nunc GmbH & Co. KG) mit einem
Skalpell zerkleinert und mit einem Spritzenstempel kleingerieben. Die Zellsuspension wurde
in 5 ml BD™ Falcons mit Zellfilteraufsatz filtriert und mit CM gewaschen. Nach 5-minutiger
Zentrifugation bei 400 x g und 4 °C wurde das so entstandene Zellpellet in CM aufgenommen

und die Zellzahl bestimmt.

Die Milz wurde in einer Petrischale (g 10 cm; Nunc GmbH & Co. KG) mit Hilfe zweier
Pinzetten zerkleinert. AnschlieRend wurde die zerkleinerte Milz in 5 ml CM aufgenommen
und durch einen 100 um Zellfilter (BD Biosciences) in ein 50 ml Réhrchen (Greiner Bio-One
GmbH) filtriert, wobei die Gewebestiicke durch Zerreiben mit einem Spritzenstempel in
Einzelsuspension gebracht wurden. Danach wurde nochmals 5 ml CM zugegeben, um noch
anhaftende Zellen aus dem Filter zu waschen. Die Zellsuspension wurde bei 400 x g und 4 °C
fir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in 5 ml CM aufgenommen. Die Zellen wurden
anschlieBend vorsichtig auf 2 ml Lympholyte M transferiert und fiir 20 min bei 720 x g und
RT ohne Bremse zentrifugiert. Die nach der Zentrifugation sich in der Interphase befindenden
Lymphozyten ~ wurden  vorsichtig mit einer 5 ml serologischen  Pipette
(Greiner Bio-One GmbH) abgesaugt und einmal mit mindestens der doppelten Menge CM
gewaschen und anschlieBend in 5 ml frischem CM aufgenommen sowie die Zellzahl

bestimmt.

2.2.2.6 Entnahme und Fixierung des Tumorgewebes

Die Entnahme des Tumorgewebes fand am selben Tag wie die Entnahme der Milz und
Lymphknoten statt. Bei LLA-TG-3 Méausen wurden meist Tumore von zwei verschiedenen
Lokalisationen (wenn moglich z.B. vom linken und vom rechten Ohr) entnommen, bei
C57BI/6j Mé&usen wurden die transplantierten Grm1-transgenen Tumore mit einem Skalpell
geteilt. Es wurde jeweils ein Tumorstiick in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlief’end bei -80 °C gelagert und ein Tumorstiick in 4 % Formalin flr 24 h fixiert und in

Paraffin ausgegossen.
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2.2.3 Durchflusszytometrie

Aus Milz bzw. Lymphknoten isolierte Lymphozyten wurden mit Hilfe von
Fluorchrom-markierten Antikorpern gefarbt, um die Frequenz von CD4" und CD8" T-Zellen
sowie von regulatorischen T-Zellen zu bestimmen. Als Aktivierungsmarker wurden CD69
(very early activation antigen, [117]) und CD25 (IL-2 Rezeptor a Kette, [118]) herangezogen.
Die regulatorischen T-Zellen wurden als CD4"CD25"FoxP3" definiert.

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Waschschritte durch Zugabe von 500 pl
FACS-Puffer (PBS + 0,1 % BSA) und anschlielender Zentrifugation bei 400 x g und 4 °C in
einer Heraeus Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments) durchgefihrt. Im Anschluss wurde der
Uberstand abgesaugt.

Es wurden fir alle Farbungen mind. 2 x 10° Zellen in einem Volumen von ca. 100 pl
FACS-Puffer verwendet. Fc Bindungsstellen wurden durch Zugabe von anti-FcR Antikorpern
fir mind. 5 min bei 4 °C auf Eis blockiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 500 pl PBS
gewaschen. Nach diesem Waschschritt wurden die Zellen mit den entsprechenden
Antikorperkombinationen fiir 30 min bei 4 °C auf Eis inkubiert. Das Invitrogen LIVE/DEAD®
Fixable Dead Cell Stain Kit (Near IR-fluorescent reactive dye) wurde fur die
Lebendzellfarbung verwendet. Es wurde pro Farbung 1 pl einer 1:10 Verdiinnung (in PBS)
des Farbstoffs (gelost in DMSO) zusammen mit den Antikorpern zugegeben. Danach wurden
die Zellen gewaschen und bis zur Messung auf Eis gelagert. Die Farbung von regulatorischen
T-Zellen wurde nach Anleitung des Regulatory T cell staining Kits (eBioscience)
durchgefuhrt. Fluorchromkompensationseinstellungen wurden mit Hilfe des BD™
CompBeads Anti-Hamster/Rat lg, k/negative control (FBS) Compensation Particles Sets
durchgefthrt und alle Proben mit einem FACSCanto Durchflusszytometer
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Fir die Auswertung der

erhaltenen Daten wurde die Software FlowJo (Tree Star, Ashland, USA) verwendet.

2.2.4  Proliferationsassay (*H-Thymidin-Inkorporationsassay)

Es wurden fiir jede untersuchte Bedingung jeweils 1 x 10° Zellen in Triplikaten in einer
96-well U-bottom Zellkulturplatte (Greiner Bio-One GmbH) in einem Endvolumen von
150 ul CM, welches mit 500 IU / ml hIL-2 versetzt wurde, ausgesat. Zusétzlich wurden
200 nM PMA bzw. 5 pg / ml ConA zugegeben.
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Die Zellen wurden anschliel3end flr vier Tage inkubiert und ca. 18 Stunden vor der Analyse
mit 0,5 pCi *H-Thymidin / well versetzt. Die Zellen wurden mit einem Mach 2 Semi-
Automatic  Cell  Harvester  (TomTec Imaging Systems GmbH,  Unterschlei8heim,
Deutschland) geerntet und das inkorporierte radioaktive *H-Thymidin mit einem Wallac 1450

Microbeta Trilux Scintillation Counter (PerkinElmer) gemessen.

2.2.5 Funktionelle Assays

2.2.5.1 Zytotoxizitits-Assay (C*Chromium Release Assay)

Um die Lyse von Zielzellen durch zytotoxische T-Zellen in vitro nachzuweisen, wurde der
4 h **Chromium Release Assay angewandt. Hierfir wurden je 5 x 10° Zielzellen (RMA-S) pro
96-well V-bottom Zellkulturplatte (Greiner Bio-One GmbH) je zur Halfte ohne und je zur
Hélfte mit den in Tab. 10 bzw. 11 aufgefiihrten Endoglin- bzw. Fap-Peptiden (je 5 UM pro
Peptid) inkubiert. Gleichzeitig wurden die Zielzellen mit je 100 pCi Na,>*CrO, fir 30 min bei
37 °C im CO,-Brutschrank radioaktiv markiert. Anschliefend wurden die Zellen einmal
vorsichtig resuspendiert und fur weitere 30 min bei 37 °C im CO,-Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen 2-mal mit CM gewaschen und in je 10 ml CM aufgenommen. Pro
well wurden dann 5000 Zellen (entspricht 100 pl der Zellsuspension) ausgesat. Die
Effektorzellen (Milzzellen der Peptid- und Kontroll-vakzinierten C57BI/6] Mé&use) wurden
zuvor in Triplikaten in der 96-well V-bottom Platte in je 100 pl CM vorgelegt (5 x 10°,
2,5x 10°, 1,25 x 10° und 6,25 x 10* dies entspricht einem Verhaltnis von 100:1, 50:1, 25:1
und 12,5:1 zu den Zielzellen). Fir die Bestimmung der Spontanlyse wurden die Zielzellen nur
mit 100 pl / well CM versetzt; fur die Bestimmung der maximalen Lyse wurden die Zielzellen
mit 100 ul / well PBS + 2 % Triton-X 100 versetzt. Die Platte wurde dann fiir 4 Stunden bei
37°C im CO,-Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden je well 40 pl Uberstand
abgenommen, in eine LumaPlate-96 (Perkin Elmer) pipettiert und iber Nacht getrocknet. Am
nachsten Tag wurde das aus den lysierten Zielzellen freigesetzte radioaktive >*Chrom mit
einem Wallac 1450 Microbeta Trilux Scintillation Counter (PerkinElmer) gemessen. Die

Zytotoxizitét (% spezifische Lyse) berechnet sich nach folgender Formel:

Spezifische Lyse (%) = { Lyseim Versuchswell - Spontanlyse}

Maximale Lyse- Spontanlyse
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2.2.5.2 CFSE Zytotoxizitats-Assay

Um die Lyse von Zielzellen durch zytotoxische T-Zellen in vivo nachzuweisen, wurde der
CFSE Zytotoxizitats-Assay angewandt (Protokoll modifiziert nach Horne et al. [119]).
Hierfur wurden frisch isolierte C57BI/6j Milzzellen (siehe 2.2.2.5) je zur Halfte ohne und je
zur Hélfte mit den in Tab. 10 bzw. 11 aufgefiihrten Endoglin- bzw. Fap-Peptiden (je 5 UM pro
Peptid) fir 2 h bei 37 °C im CO,-Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die
Peptid-gepulsten Milzzellen in vorgewarmten PBS mit 0,4 uM CFSE (Stammldsung mit PBS
auf 50 uM verdinnt) und die nicht gepulsten Milzzellen in vorgewédrmten PBS mit 0,02 uM
CFSE (Stamml6sung mit PBS auf 50 uM verdnnt) fur 10 min bei 37 °C im CO,-Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal mit vorgewarmten CM und einmal mit
vorgewarmten PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Die mit 0,4 uM CFSE markierten,
Peptid-gepulsten Milzzellen wurden dann zu gleichen Teilen mit den mit 0,02 uM CFSE
markierten, nicht gepulsten Milzzellen gemischt und das Mischungsverhéltnis im
Durchflusszytometer kontrolliert. Anschlielend wurden Peptid- und Kontroll-vakzinierten
C57BI/6j Mausen je 2 x 10 Zellen intravends (i.v.) tiber die Schwanzvene appliziert. Nach
etwa 18 h wurden die Tiere geopfert, die Lymphozyten aus Milz und Herzblut isoliert (siehe
2.2.2.5), die Verteilung der CFSE markierten Zellen im Durchflusszytometer analysiert und

die Zytotoxizitat (% spezifische Lyse) nach folgender Formel berechnet:

CFSE""con CFSE"" exp
(CFSE s con + CFSE '°Wconj - [CFSE "ish exp+ CFSE "™ exp
CFSE""con
(CFSE "Mcon + CFSE '°Wconj

Spezifische Lyse (%) = } x100

CFSE™" entspricht den mit 0,4 pM CFSE markierten, Peptid-gepulsten Milzzellen, CFSE'"
den mit 0,02 uM CFSE markierten, nicht gepulsten Milzzellen, con entspricht den Milzzellen
aus Tieren der Kontrollgruppe und exp entspricht den Milzzellen aus Tieren der

Peptid-vakzinierten Gruppe.

2.2.5.3 ELISPOT Assay (enzyme-linked immunosorbent spot assay)

Im ELISPOT Assay wird die Fahigkeit von T-Zellen gemessen auf ein bestimmtes Antigen
mit der Ausschuttung von Zytokinen zu reagieren. Im konkreten Fall wurde der
Interferon-gamma (IFN-y) ELISPOT Assay durchgefuhrt.
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Dazu wurden zuerst 96-well Filterplatten (MultiScreen-1P; Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland) mit einem murinen anti-Ifn-y-Antikdérper (BD Biosciences; mit PBS auf 6 pg /
ml verdiinnt; je 0,45 ug/ well) beschichtet und Gber Nacht bei RT inkubiert. Am néchsten
Morgen wurden die Platten 6-mal mit je 200 ul PBS / well gewaschen und mit 200 pl CM /
well fur 2 Stunden bei 37 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. In
der Zwischenzeit wurden die zu untersuchenden Zellen verdiinnt, so dass die gewinschten
Zellzahlen (1 x 10°, 5 x 10°, 2,5 x 10° und 1,25 x 10° pro well) in 200 pl Medium vorlagen.
Nach Abkippen des Blocking-Mediums wurden 200 pl der jeweiligen Zellkonzentrationen
zusammen mit einem Cocktail aus Endoglin- bzw. Fap-Peptiden (je 5 uM pro Peptid) Uber
Nacht inkubiert. In der Negativkontrolle wurden keine Peptide zugegeben. Am nachsten Tag
wurde jedes well 6-mal mit 200 pul Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween® 20) gewaschen. Es
folgte eine 2-stiindige Inkubation mit einem murinen biotinylierten anti-1fn-y-Antikorper (BD
Biosciences; mit PBS +1 % BSA auf 1 pg / ml verdunnt; je 75 ng / well) bei RT. Nach
erneutem Waschen mit Waschpuffer (6 x 200 pl) wurden je well 75 pl Streptavidin-
Alkalische Phosphatase (ALP; Mabtech AB, Hamburg, Deutschland; 1:1000 mit PBS + 1 %
BSA verdunnt) zugegeben und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
Platte 6-mal mit 200 pl / well Waschpuffer und einmal mit 200 pl / well Substrat-Puffer (0,1
M NaCl, 50 mM MgCl,, 0,1 M Tris; pH 9,5) gewaschen. Die Farbentwicklung erfolgte nach
Zugabe von je 75 ul / well BCIP/NBT Substrat (Mabtech AB). Das BCIP/NBT Substrat
wurde vor Zugabe 1:10 mit dem Substratpuffer verdinnt. Die Farbreaktion wurde bei

entsprechender Farbung mit Leitungswasser abgestoppt.

2.2.6 Immunhistologie

VVon dem zu untersuchenden Material wurden mittels eines Kryostaten (Cryostat 1720 Digital;
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) Gefrierschnitte von 6 pm Dicke
hergestellt. Diese wurden Uber Nacht getrocknet und am néchsten Tag fur 10 min in Aceton
bei RT fixiert. Nicht verwendete Schnitte wurden bei -20 °C gelagert. Zur Blockierung der
endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit einem spezifischen Puffer (REAL™
Peroxidase-Blocking Solution; DAKO) fir 10 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden
die Schnitte zweimal fur 5 min in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte mit dem
gewiinschten Primdrantikérper fir 20 min bei RT inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten in PBS wurden die Schnitte mit einem HRP-markierten Sekundarantikorper

fir 15 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde nochmals mit PBS gewaschen und mit
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Vector® NovaRED™ (Substrate Kit for Peroxidase; Vector Laboratories) als Chromogen fiir
15 min bei RT entwickelt. Die Farbreaktion wurde durch 5-mindtige Inkubation in
destilliertem Wasser abgestoppt. Die Zellkerne wurden durch 1-minitige Inkubation in
Mayer’s Hematoxylin (Lillie’s Modification; DAKO) angeférbt und die Schnitte mind. 5 min
in flieBendem Leitungswasser gewassert. Nach einem kurzen Waschschritt in destilliertem
Wasser wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % Ethanol, 96 %
Ethanol, 2 x 100 % Ethanol, 2 x Xylene) wieder entwéssert und anschlieBend mit Shandon
EZ-Mount (Thermo Scientific GmbH) eingedeckt.

2.2.7 Molekularbiologische Methoden

2.2.7.1 RNA-Isolation

RNA wurde aus bei -80 °C gelagerten Zellpellets (mind. 5 x 10° bis max. 1 x 107 Zellen) oder
aus ca. 25 Schnitten (je 6 um) von kryokonserviertem Tumormaterial mit Hilfe des peqgGOLD
Total RNA Kits (Safety-Line; Peglab) nach Anleitung isoliert (inklusive optionalen DNAse |
Verdau). Die so gewonnene RNA wurde in 30-50 ul RNAse-freiem H,O eluiert und
bei -80 °C gelagert.

2.2.7.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit dem SuperScript® 1l Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen
Life Technologies) durchgefihrt. Im Kit sind zusatzlich der 5 x First-Strand Buffer und
100 mM DTT enthalten.

Fur die cDNA Synthese wurde zuerst pro 10 pul cDNA folgender Mix angesetzt:

1,9 ul H0

2,0 pl 5 x First-Strand Buffer

1,0 ul DTT (100 mM)

0,5 pul dNTP (jede Base 10 mM) (Invitrogen)

0,5 ul Oligo(dT) Primer (10 pmol / ul) (Invitrogen)
0,5 ul Random Primer (20 pg / pl) (Invitrogen)

0,6 pl Superscript 11 (200 Units / pl) [als letztes]
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Pro 10 pl cDNA wurden dann 7 pl dieses Mixes mit 3 pl RNA der Probe in ein PCR
Reaktionsgefal gemischt. Fir die Analysen wurden tblicherweise 30 pul cDNA angesetzt. Der
Ansatz wurde in eine PCR-Maschine (GeneAmp 9700; Applied Biosystems) transferiert und
durchlief folgendes thermales Profil: 30 min bei 42 °C, 30 min bei 45 °C, 2 min bei 72 °C und
anschlieBend bei 4 °C bis die cDNA aus der PCR-Maschine entnommen wurde. Die cDNA

wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.7.3 Real time PCR fir 11-10 und Taf-1

Die relative Expression von 11-10 und Tgf-81 wurde mittels Tagman® real time PCR und der
vergleichenden AACq Methode bestimmt. Als endogene Kontrolle diente das housekeeping
Gen hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt), wobei fiir dieses eine TagMan® Sonde
eingesetzt wurde, bei 11-10 und Tgf-pf1 hingegen der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green

(Primer bzw. Sonde siehe Tab. 8).

Die relative Expression von 11-10 bzw. Tgf-f1 im Verhéltnis zum Kalibrator (bei Geweben
relativ zu wt Milz bzw. LN; bei Zelllinien relativ zu B10.BR Melanozyten), normalisiert zu
Hprt, wurde mit 229 berechnet, wobei AACq = (Cq Zielgen, Probe — Cq Hprt, Probe) — (Cq
Zielgen, Kalibrator — Cq Hprt, Kalibrator). Dabei ist Cq (quantification cycle) als der Zyklus

definiert, bei dem der Schwellenwert an Fluoreszenz tberschritten wird.

Die PCR wurde in Duplikaten fur jede Probe durchgefuhrt. Fir Hprt wurde folgender Ansatz
pipettiert:

10 ul 2 x PCR Mastermix for Probe Assays low ROX (Eurogentec)
0,8 ul 5 uM Forward Primer (Endkonzentration: 200 nM)

0,8 ul 5 uM Reverse Primer (Endkonzentration: 200 nM)

0,4 pul Probe Hprt (Endkonzentration: 100 nM)

7 pul H,0

1 ul cDNA
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Far 11-10 und Tgf-#1 wurde folgender Ansatz pipettiert:

10 ul 2 x ABsolute QPCR SYBR low ROX (Thermo Scientific GmbH)
1,8 pl 10 uM Forward Primer (Endkonzentration: 900 nM)

1,8 ul 10 uM Reverse Primer (Endkonzentration: 900 nM)

5,4 pul H,O

1 pl cDNA

Die Amplifikationen erfolgten im 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

mit dem Standard thermalen Profil:

95°C 10’ hold

95°C 15"
45 Zyklen
60°C 60"

2.2.8 Statistische Analysen

Far statistische Analysen wurde die Software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
LaJolla, USA) verwendet. Die Daten wurden je nach Grof3e der Stichprobe mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov Tests oder des D’Agostino und Pearson omnibus Normalititstests auf
Normalitat geprift. Normal verteilte Daten wurden anschlieBend mit dem ungepaarten
zweiseitigen Student‘s t Test zum Vergleich zweier Gruppen bzw. zum Vergleich mehrerer
Gruppen mit dem one-way ANOVA Test mit Dunnett’s Multiple Comparison post-hoc test,
um die tumorfreie LLA-TG-3 Gruppe mit der Gruppe der niedrigen bzw. hohen Tumorlast zu
vergleichen, analysiert. Nicht normal verteilte Daten wurden mit nicht-parametrischen Tests
analysiert, d.h. mit dem Mann-Whitney U Test zum Vergleich zweier Gruppen bzw. zum
Vergleich mehrerer Gruppen mit dem Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison
post-hoc test, um die tumorfreie LLA-TG-3 Gruppe mit der Gruppe der niedrigen bzw. hohen
Tumorlast zu vergleichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde fiir einen statistisch signifikanten

Unterschied angenommen.
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3 Ergebnisse
3.1 Immuntherapie mit vom Tumorstroma abgeleiteten Peptiden
3.1.1 Prophylaktische Vakzinierung mit H2-Kb-restringierten Endoglin-Peptiden

3.1.1.1 Tumorwachstum nach prophylaktischer Endoglin-Peptid-Vakzinierung

Als erstes wurde untersucht, ob eine prophylaktische Vakzinierung mit H-2Kb-restringierten
Peptiden des Tumorstroma-assoziierten Antigens (TSSA) Endoglin einen Vorteil wie die
Verzogerung des Wachstums von Tumoren bieten kann. Dazu wurden naive C57BI/6j Méuse
mit diesen Peptiden mit einem nach Kochenderfer et al. [116] modifizierten Protokoll
immunisiert und anschlielend Grml-transgene Tumore transplantiert. Beim Vergleich der
Tumorvolumina zwischen der Endoglin-Peptid- und Kontroll-vakzinierten Gruppe konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied des Tumorwachstums festgestellt werden (p > 0,05;

ungepaarter zweiseitiger Student’s t Test; Abb. 6).

4007 o Kontrolle

o el Eng
IS i
£ 300
c
£
E 200
(@]
z
2 100-
>
|_

O T T T T T 1

3 6 9 12 15 18

Tage nach Transplantation

Abb. 6: Wachstum von Grml-transgenen Tumoren nach prophylaktischer Endoglin-Peptid-
Vakzinierung.

Acht Tage nach der vierten Vakzinierung mit je 1 x 10° Peptid-gepulsten (Eng) oder nicht gepulsten
DC (Kontrolle) + 5 ug CpG ODN 1826 wurden subkutan (s.c.) Grm1-transgene Tumore in C57BI/6j
Maéuse transplantiert (n = 8 pro Gruppe). Die Tumorvolumina wurden mit der Formel V = a? x b x /6
berechnet, wobei a der groBere und b der kleinere Tumordurchmesser ist. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM.
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3.1.1.2 Endoglin-Peptid-Vakzinierung induziert Peptid-reaktive T-Zellen in vivo

Nachdem die prophylaktische Vakzinierung keinen Effekt auf das Tumorwachstum hatte,
wurde als néchstes untersucht, ob die prophylaktische Endoglin-Peptid-Vakzinierung
Auswirkungen auf Peptid-reaktive CD8" T-Zellen hat. Dazu wurden entsprechend vakzinierte
Tiere an Tag 22 nach Tumortransplantation geopfert und Lymphozyten aus Milz und Herzblut

(periphere Blutlymphozyten; PBL) fur funktionelle Analysen isoliert.

Mit einem ex vivo ELISPOT Assay sollte die Anzahl an T-Zellen, die nach Inkubation mit
Endoglin-Peptiden mit der Ausschittung von Ifn-y reagieren, bestimmt werden. Diese
Analysen ergaben jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl an Ifn-y
produzierenden Zellen nach Stimulation mit Endoglin-Peptiden zwischen der
Endoglin-Peptid- und der Kontroll-vakzinierten Gruppe (Abb. 7).
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Abb. 7: Ifn-y produzierende Milzzellen nach Endoglin-Peptidstimulation.

Quantifizierung von Ifn-y produzierenden Endoglin-reaktiven Milzzellen aus C57BI/6j Mé&usen nach
Vakzinierung mit Peptid-gepulsten (Eng; schwarze Balken) oder nicht gepulsten DC
(Kontrolle; graue Balken) mit Hilfe des ELISPOT Assays. Der Versuch wurde in Triplikaten mit zwei
unterschiedlichen Zellkonzentrationen, namlich 5 x 10° / well (Eng: n = 3; Kontrolle n = 8) und
2,5 x 10° / well (Eng: n = 2; Kontrolle: n = 4) durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Da die Ausschittung von Ifn-y nicht unbedingt mit der Lysisaktivitat korrelieren muss, wurde
sowohl ein in vivo Zytotoxizitats-Assay (CFSE Zytotoxizitats-Assay) als auch ein in vitro

Zytotoxizitats-Assay (**Chromium Release Assay) durchgefiihrt.
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Beim in vivo CFSE  Zytotoxizitats-Assay zeigte sich, dass bei den
Endoglin-Peptid-vakzinierten Tieren eine Lyse der syngenen, Endoglin-Peptid-gepulsten
Milzzellen zu beobachten ist. Diese war vor allem im Blut und zu einem deutlich geringeren

Ausmald in der Milz der entsprechenden Tiere nachweisbar (Abb. 8).
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Abb. 8: Lyse von syngenen, Endoglin-Peptid-gepulsten Milzzellen.

Die prozentuale Lyse von CFSE markierten, syngenen, Endoglin-Peptid-gepulsten (Eng) Milzzellen
durch Eng-reaktive Zellen in Milz bzw. Blut (PBL.: periphere Blutlymphozyten) aus C57BI/6j Mausen
nach Vakzinierung mit Endoglin-Peptid-gepulsten DC im Vergleich zu den Kontrolltieren
(Milzzn=2; PBL: n = 3). Der mittlere Graph zeigt die Lyse der CFSE™" markierten,
Eng-Peptid-gepulsten Milzzellen aus einer Endoglin-Peptid-vakzinierten Maus. Der rechte Graph zeigt
das Verhaltnis von CFSE"™" markierten, Endoglin-Peptid-gepulsten Milzzellen und CFSE"™"
markierten, nicht gepulsten Milzzellen aus einer Kontroll-vakzinierten Maus. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. Fir die Berechnung der Zytotoxizitét siehe 2.2.5.2.

Beim in vitro *’Chromium Release Assay hingegen konnte keine spezifische Lyse der
Endoglin-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen durch Milzzellen aus Endoglin-Peptid-vakzinierten
C57BI/6j Mausen gegeniber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (p > 0,05;
Mann-Whitney U Test; Abb. 9). Die Fahigkeit Endoglin-Peptid-gepulste RMA-S Zellen zu
lysieren war bei den Milzzellen der Kontrollgruppe sogar gegentiber der

Endoglin-Peptid-vakzinierten Gruppe leicht erhéht.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine prophylaktische DC-Vakzinierung mit
vom TSAA Endoglin abgeleiteten Peptiden zwar die in vivo Lysisaktivitat gegentber
Endoglin-Peptid-prasentierenden Zellen erhéht, das Wachstum von transplantierten

Grm1-transgenen Tumoren in C57BI/6j Mé&usen dadurch aber nicht verlangsamt wird.
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Abb. 9: Lyse von Endoglin-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen.

Die prozentuale Lyse von Endoglin-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen durch Endoglin-reaktive
Milzzellen aus C57BI/6j Mausen nach Vakzinierung mit Peptid-gepulsten (Eng: n = 6;
schwarze Quadrate) oder nicht gepulsten DC (Kontrolle: n = 8; schwarze Dreiecke) ist gegen das
Effektor:Target Verhdltnis (E: Milzzellen; T: RMA-S Zellen) aufgetragen. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. Fir die Berechnung der Zytotoxizitét siehe 2.2.5.1.

3.1.2 Prophylaktische Vakzinierung mit H2-K -restringierten Fap-Peptiden

3.1.2.1 Tumorwachstum nach prophylaktischer Fap-Peptid-Vakzinierung

Die eher enttduschenden Ergebnisse der Endoglin basierten Vakzinierung (siehe 3.1.1.),
konnten naturlich auf einer geringen Immunogenitdt von Endoglin begriindet sein. Daher
wurden analog auch Experimente mit Peptiden des Tumorstroma-assoziierten Antigens Fap
durchgefiihrt. Zundchst wurde dabei der Einfluss einer prophylaktischen Vakzinierung mit
H-2K"-restringierten Fap-Peptiden auf das Tumorwachstum untersucht. Uberraschenderweise
zeigte sich, dass bei der Fap-Peptid-vakzinierten Gruppe ein gesteigertes Tumorwachstum
gegeniber der Kontrollgruppe zu beobachten ist (Abb. 10A). Dieses Ergebnis wurde durch
ein weiteres Vakzinierungsexperiment, bei dem drei Tage nach Tumorinduktion eine weitere
DC-Vakzinierung erfolgte, bestatigt (Abb. 10B).
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Abb. 10: Wachstum von Grml-transgenen Tumoren nach prophylaktischer Fap-Peptid-
Vakzinierung.

(A) Acht Tage nach der vierten Vakzinierung mit je 1 x 10° Peptid-gepulsten (Fap) oder nicht
gepulsten DC (Kontrolle) + 5 pug CpG ODN 1826 wurden Grm1-transgene Tumore in C57BI1/6] Mause
transplantiert (Fap: n = 8; Kontrolle: n = 7). (B) Acht Tage nach der vierten Vakzinierung mit je
1 x 10° Peptid-gepulsten (Fap) oder nicht gepulsten DC (Kontrolle) + 5 pg CpG ODN 1826 wurden
Grm1-transgene Tumore in C57BI/6j Mause transplantiert. Drei Tage spater wurden die Tiere erneut
immunisiert (Fap: n = 6; Kontrolle: n = 4). Die Tumorvolumina wurden mit der Formel
V =a’x b x 7/6 berechnet, wobei a der gréRere und b der kleinere Tumordurchmesser ist. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM. **, p < 0,005, ***, p < 0,0001; Mann-Whitney U Test (Tag 16), ungepaarter
zweiseitiger Student’s t Test (Tag 14, 18 und 20).

3.1.2.2 Fap-Peptid-Vakzinierung induziert Peptid-reaktive T-Zellen in vivo

Als nédchstes wurde die in vivo und die in vitro Lysisaktivitdt gemessen. Dazu wurden die
Tiere an Tag 22 nach Tumortransplantation geopfert und Lymphozyten aus Milz und Herzblut

(periphere Blutlymphozyten; PBL) fur funktionelle Analysen isoliert.

Beim in vivo CFSE Zytotoxizitats-Assay konnte eine Lyse der CFSE markierten, syngenen,
Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen beobachtet werden. Diese konnte im Blut und zu einem
geringeren Ausmal auch in der Milz der Fap-Peptid-vakzinierten Tiere nachgewiesen werden.
Es konnte jedoch auch bei Kontroll-vakzinierten Tieren eine Lyse der CFSE markierten,
syngenen, Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen beobachtet werden, allerdings zu einem
geringerem Anteil als bei Fap-Peptid-vakzinierten Tieren (Abb. 11).
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Abb. 11: Lyse von syngenen, Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen.

Die prozentuale Lyse von CFSE markierten, syngenen, Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen durch
Fap-reaktive Zellen aus Milz bzw. PBL aus C57BI/6j Méausen nach Vakzinierung mit Peptid-gepulsten
DC im Vergleich zu den Kontrolltieren (Milz: n = 2; PBL: n = 2). Der mittlere Graph zeigt die Lyse
der CFSE™" markierten, Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen aus einer Fap-Peptid-vakzinierten Maus.
Der rechte Graph zeigt das Verhaltnis von CFSE™" markierten, Fap-Peptid-gepulsten Milzzellen und
CFSE"™ markierten, nicht gepulsten Milzzellen aus einer Kontroll-vakzinierten Maus. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. Fir die Berechnung der Zytotoxizitét siehe 2.2.5.2.

Beim in vitro **Chromium Release Assay hingegen konnte kein wesentlicher Unterschied in
der spezifischen Lyse der Fap-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen durch Milzzellen aus
Fap-Peptid-vakzinierten C57BI/6j Mausen gegenuber der Kontrollgruppe nachgewiesen
werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Lyse von Fap-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen.

Die prozentuale Lyse von Fap-Peptid-gepulsten RMA-S Zellen durch Peptid-reaktive Milzzellen aus
C57BI/6j Méausen nach Vakzinierung mit Peptid-gepulsten (Fap: n = 6; schwarze Quadrate) oder nicht
gepulsten DC (Kontrolle: n = 5; schwarze Dreiecke) ist gegen das Effektor:Target Verhaltnis
(E: Milzzellen; T: RMA-S Zellen) aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Fir die
Berechnung der Zytotoxizitat siehe 2.2.5.1.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine prophylaktische DC-Vakzinierung mit
vom TSAA Fap abgeleiteten Peptiden zwar die in vivo Lysisaktivitat gegenlber
Fap-Peptid-prasentierenden Zellen erhéht, aber ein gegeniiber der Kontrollgruppe gesteigertes
Wachstum von transplantierten Grm1-transgenen Tumoren in C57BI/6] Mdausen beobachtet

werden kann.

Toes und Kollegen konnten ebenfalls ein gesteigertes Tumorwachstum nach
Peptidvakzinierung in einem murinen Tumormodell beobachten. In diesem Modell wurde das
gesteigerte  Tumorwachstum durch eine Peptid-spezifische Toleranzinduktion in
Peptid-reaktiven CTL hervorgerufen [120]. Aus diesem Grund wollten wir durch Etablierung
einer Fap-Peptid-reaktiven T-Zelllinie aus dem naiven T-Zell-Repertoire von C57BI/6j
Méusen Uberprifen, ob durch adoptiven Transfer dieser Peptid-reaktiven T-Zellen in
tumortragende Tiere analog zur Fap-Peptidvakzinierung ein gesteigertes Tumorwachstum zu
beobachten ist und die Peptid-induzierten T-Zellen somit eine tumorpromovierende Wirkung

haben.

Die Etablierung einer Fap-Peptid-reaktiven T-Zelllinie sollte hierbei durch retrovirale
Transduktion mit einem hTERT (human telomerase reverse transcriptase) kodierenden
Vektor erreicht werden [121]. Dabei macht man sich zu Nutze, dass manche retrovirale
Viruspartikel nur proliferierende Zellen infizieren kénnen [122]. Stimuliert man also naive
Lymphozyten mit einem H2-K"-restringierten Fap-Peptid und gibt anschlieRend den
retroviralen hTERT Vektor zu, so werden nur jene Zellen transduziert, die durch spezifische
Bindung des Peptids an ihren TCR aktiviert wurden und auf diesen Stimulus hin proliferieren.
Allerdings mussten wir diese Versuchsreihe einstellen, da wir trotz mehrfacher Modifikation
des Transduktionsprotokolls keine Fap-Peptid-reaktive T-Zelllinie etablieren konnten.

3.2 Immunsuppressive Mechanismen im Grml-transgenen Melanom-Modell

Die Entstehung und Progression der Tumore im spontanen Grml-transgenen LLA-TG-3
Melanom-Modell &hnelt der Melanomentstehung beim Menschen. Aus diesem Grund
analysierten wir in diesem Modell Immunantworten im Laufe der Tumorprogression, um
herauszufinden, ob dieses Modell Gemeinsamkeiten mit dem Immunstatus von
Melanompatienten zeigt, und somit auch zur praklinischen Testung von immunmodulierenden

Therapien geeignet sein konnte.
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3.2.1 Zunahme aktivierter T-Zellen in tumortragenden LLA-TG-3 Mausen ex vivo

Wir untersuchten zunichst die Frequenz von CD4" und CD8" T-Zellen sowie deren
Aktivierungsstatus ex vivo in Milz und Lymphknoten von wt und LLA-TG-3 Mé&usen mittels
Durchflusszytometrie, sowie das Vorhandensein von T-Zell-Infiltraten in LLA-TG-3
Tumoren mittels Immunhistologie. Hierfiir wurden die LLA-TG-3 Mause in drei Gruppen
eingeteilt, nadmlich (a) ohne Tumore, (b) niedrige sowie (c) hohe Tumorlast. Die
Lymphknoten wurden gemdfR ihrer Lokalisation relativ. zum Tumorgewebe als
tumor-drainierend (tdLN) bzw. als nicht tumor-drainierend (ndLN) eingestuft.

Die immunhistologische Untersuchung der T-Zell-Infiltrate in LLA-TG-3 Tumoren ergab,
dass das Tumorgewebe hauptsichlich von CD4" T-Zellen sowie von einigen wenigen CD8"

T-Zellen an der Peripherie des Tumorgewebes infiltriert wurde (Abb. 13).

niedrige Tumorlast hohe Tumorlast

CD4

CD8

Abb. 13: Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) in LLA-TG-3 Tumoren.

(A) und (B) zeigen CD4" T-Zellen in LLA-TG-3 Tumoren (rote Farbung); (C) und (D) zeigen CD8"
T-Zellen in LLA-TG-3 Tumoren (rote Farbung). Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin gefarbt.
MaRstab: 100 um. (A) und (C) niedrige Tumorlast; (B) und (D) hohe Tumorlast.
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Als Né&chstes wurden die Lymphozytenpopulationen in den peripheren lymphatischen
Organen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die fir alle durchflusszytometrischen

Experimente angewandte Gatingstrategie ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abb. 14: Gatingstrategie.

Die Frequenz von CD4" und CD8" T-Zellen zeigte eine dhnliche Verteilung in allen Gruppen
(Abb.15A/E). Die Untersuchung des Aktivierungsstatus anhand der beiden Marker CD69 und
CD25 ergab jedoch, dass der Anteil an aktivierten T-Zellen in tumortragenden Tieren
gegeniber tumorfreien LLA-TG-3 Mdausen ex vivo generell erhéht war. Hierbei konnte durch
statistischen Vergleich der Gruppe ohne Tumore mit der Gruppe der niedrigen bzw. hohen
Tumorlast signifikante Unterschiede festgestellt werden und zwar fiir CD69" CD4" T-Zellen
in der Milz und CD25" CD8" T-Zellen sowie CD69'/CD25" CD4" T-Zellen im
nicht tumor-drainierenden Lymphknoten (alle p < 0,05; Kruskal-Wallis Test).
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Abb. 15: CD4" und CD8" T-Zellpopulationen ex vivo.

(A - D) Frequenz aktivierter CD4" T-Zellpopulationen in Milz und Lymphknoten von Wildtyp (wt)
und LLA-TG-3 Mausen; (E - H) Frequenz aktivierter CD8" T-Zellpopulationen in Milz und
Lymphknoten von wt und LLA-TG-3 Méusen; n = 14 fur wt Mause; n = 10 fir LLA-TG-3 Tiere ohne
Tumore und LLA-TG-3 Tiere mit niedriger Tumorlast; n = 13 fir LLA-TG-3 Tiere mit hoher
Tumorlast. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *, p < 0,05; **, p < 0,005; Kruskal-Wallis Test flr
Milz und ndLLN, ungepaarter Student’s t Test fir tdLN.

Im Detail war die Frequenz an CD69" CD4" T-Zellen in der Gruppe der hohen Tumorlast
héher als in der Gruppe ohne Tumore (p < 0,05; Abb. 15B), ebenso der Anteil an CD25"
CD8" T-Zellen (p < 0,05; Abb. 15G). Die Frequenz an CD69*/CD25" CD4" T-Zellen war in
der Gruppe der niedrigen Tumorlast héher als bei Tieren ohne Tumore (p < 0,005; Abb. 15D;
alle Dunn’s Multiple Comparison post-hoc test). Ebenso war der Anteil an CD69" CD4"
T-Zellen im tumor-drainierenden LN der Gruppe der hohen Tumorlast signifikant héher als in
der Gruppe der niedrigen Tumorlast (p < 0,005; Abb. 15B; ungepaarter zweiseitiger
Student’s t Test;).

Zusammenfassend konnten wir eine Zunahme an aktivierten CD4" und CD8" T-Lymphozyten
in Milz und Lymphknoten tumortragender Tiere im Vergleich zu tumorfreien LLA-TG-3

Méusen zeigen.

3.2.2 Verminderte Proliferationskapazitdt nach Mitogenstimulation mit zunehmender
Tumorlast in LLA-TG-3 Mé&usen

Nachdem die ex vivo T-Zellanalyse eine erhohte Frequenz aktivierter T-Lymphozyten bei
zunehmender Tumorlast gezeigt hatte, untersuchten wir danach die Proliferationskapazitét der
Lymphozyten von LLA-TG-3 Mé&usen. Dafur wurden die Lymphozyten fiir vier Tage in
Medium, welches entweder nur mit IL-2 (500 IU / ml; Kontrollbedingung) oder zusatzlich mit
den Stimulatoren PMA (200 nM) bzw. Con A (5 pg / ml) versetzt worden war, kultiviert. Die
Proliferation der Zellen wurde mittels eines *H-Thymidin-Inkorporationsassays gemessen.
Die Proliferationsrate wurde relativ zur Proliferationsrate in IL-2-haltigem Medium
berechnet. Im Allgemeinen konnte eine stdrkere Proliferation unter PMA- als unter
Con A-Stimulation  beobachtet werden. Die Proliferationsrate in  Milzen und
nicht tumor-drainierenden LN zeigte bereits einen Trend hin zur reduzierten Proliferation in

der Gruppe der hohen Tumorlast (Abb. 16, linke und mittlere Graphik).
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In den tumor-drainierenden LN wurde eine signifikante Reduktion der Proliferationskapazitat
nach PMA- und Con A-Stimulation gegentber der Gruppe der niedrigen Tumorlast
offensichtlich (p < 0,05; Mann-Whitney U Test; Abb. 16, rechte Graphik). Dies lasst auf eine

insbesondere im tumor-drainierenden Lymphknoten wirksame Immunsuppression schliefRen.
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Abb. 16: Proliferation nach Stimulation mit PMA und Con A.

Die Proliferationsrate wurde mittels eines *H-Thymidin-Inkorporationsassays nach vier Tagen
Inkubation in IL-2 und PMA-haltigem Medium (500 IU / ml IL-2; 200 nM PMA) bzw. in IL-2 und
Con A-haltigem Medium (500 1U / ml IL-2; 5 pg / ml Con A) bestimmt; n = 11 fir wt Mé&use; n =9
fr tumorfreie LLA-TG-3 Méuse und n = 10 fir LLA-TG-3 Mdause mit niedriger und hoher Tumorlast.
Die Proliferationsrate wurde relativ zur Proliferation in IL-2-haltigem Medium berechnet. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM. *, p < 0,05; Mann-Whitney U Test.

3.2.3 Verminderte Expression von Aktivierungsmarkern nach Mitogenstimulation mit

zunehmender Tumorlast in LLA-TG-3 Mausen

Um festzustellen, ob die reduzierte Proliferationsrate nach PMA-Stimulation mit einer
verminderten  T-Zellaktivierung in Zusammenhang steht, analysierten wir den
Aktivierungsstatus  von  T-Lymphozyten nach in  vitro  Stimulation  mittels
Durchflusszytometrie. Dabei zeigten Lymphozyten, welche in IL-2-haltigem Medium
kultiviert wurden, nur geringe Frequenzunterschiede bei CD4" und CD8" T-Zellen in allen
Gruppen (Daten nicht gezeigt). Stimulation mit PMA erhohte hauptséchlich die Frequenz der
CD8" T-Zellen, nicht aber die der CD4" T-Zellen (Abb. 17A/B). Der Anteil an CD4"
T-Zellen, welche CD69 und CD25 exprimierten, erhdhte sich allerdings um das bis zu
Zehnfache nach PMA-Stimulation in Milzen und Lymphknoten bei allen Gruppen
(Abb. 17C).
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Abb. 17: Frequenz von CD4" und CD8" T-Zellen nach IL-2 und PMA-Stimulation.

(A) Reprasentative Dot plots von CD4 und CD8 Farbungen in Milz, tumor-drainierenden (tdLN) und
nicht tumor-drainierenden (ndLN) Lymphknoten einer LLA-TG-3 Maus mit hoher Tumorlast nach
IL-2/PMA-Stimulation; (B) Die Frequenz von CD4" und CD8" Zellen in Milz, tdLN und ndLN von wt
und LLA-TG-3 Mausen nach IL-2/PMA-Stimulation wurde wie in (A) analysiert; (C) Die Frequenz
von CD69'/CD25" CD4" T-Zellen in Milz, tdLN und ndLN von wt und LLA-TG-3 Méausen nach IL-2
bzw. IL-2/PMA-Stimulation wurde wie in Abb. 14 gezeigt analysiert; n = 10 fur wt Mause; n = 6 fur
LLA-TG-3 Tiere ohne Tumore und mit niedriger Tumorlast; n = 8 fiir LLA-TG-3 Tiere mit hoher
Tumorlast. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Im Gegensatz dazu konnten wir eine signifikante Abnahme von CD69'/CD25" CD8"
T-Zellen in tumor-drainierenden Lymphknoten (tdLN) der Gruppe der hohen Tumorlast im
Vergleich zur Gruppe der niedrigen Tumorlast beobachten (p < 0,005; Mann-Whitney U Test;
Abb. 18A/B). In Milz und nicht tumor-drainierenden LN nahm die Frequenz an CD8"
T-Zellen, welche sowohl CD69 und CD25 exprimierten, nach PMA-Stimulation in allen
Gruppen jedoch zu (Abb. 18B).
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Abb. 18: Frequenz aktivierter CD8" T-Zellen nach IL-2 und PMA-Stimulation.

(A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse von CD8" T-Zellen in tumor-drainierenden LN
von LLA-TG-3 Méusen mit niedriger und hoher Tumorlast nach Stimulation mit IL-2 (500 1U / ml)
oder IL-2 und PMA (200 nM). Die Zahlen im oberen rechten Quadranten zeigen den Anteil an
CD69'CD25" CD8" T-Zellen. (B) Die Frequenz CD69/CD25" CD8" T-Zellen in Milz, tdLN und
ndLN von wt und LLA-TG-3 Mdusen wurde wie in (A) analysiert; n = 10 fiir wt Mé&use; n = 6 fur
LLA-TG-3 Tiere ohne Tumore und mit niedriger Tumorlast; n = 8 fiir LLA-TG-3 Tiere mit hoher
Tumorlast. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. **, p < 0,005; Mann-Whitney U Test.

Zusammenfassend konnten wir eine Hochregulierung der Aktivierungsmarker CD69 und
CD25 in CD4" und CD8" T-Lymphozyten nach in vitro Stimulation mit PMA in Milz und
Lymphknoten von wt und LLA-TG-3 Mausen beobachten. LLA-TG-3 Tiere mit hoher
Tumorlast zeigten jedoch eine reduzierte Frequenz an aktivierten CD8" T-Zellen in
tumor-drainierenden Lymphknoten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die verminderte
Proliferationskapazitdt, welche im tumor-drainierenden Lymphknoten beobachtet wurde,

durch eine verminderte Aktivierung von CD8" T-Lymphozyten hervorgerufen wird.
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3.2.4 Zunahme regulatorischer T-Zellen (CD4'CD25FoxP3") in tumortragenden
LLA-TG-3 Mausen ex vivo

Regulatorische T-Zellen (CD4'CD25'FoxP3"; Trg) hemmen nicht nur auto-reaktive
T-Zellen, um die immunologische Selbsttoleranz aufrechtzuerhalten, sondern auch gegen den
Tumor gerichtete Immunantworten im Tumormikromilieu [59]. Da bereits berichtet wurde,
dass eine erhohte Frequenz an Tiegs in Blut, Tumor und Lymphknoten von Melanompatienten
gefunden wurde, und diese die Effektorfunktionen von T-Zellen beeinflussen kénnen [62-64],
analysierten wir die Frequenz von Tegs in den lymphatischen Organen von wt und LLA-TG-3
Méausen. In den Milzen konnten wir keine signifikante Anderung der Frequenz an Tregs
feststellen (p > 0,05; one-way ANOVA Test mit Dunnett’s Multiple Comparison post-hoc test
Abb. 19B). Im Gegensatz dazu fanden wir eine signifikant erhohte Frequenz an
CD4'CD25'FoxP3" T-Zellen in den nicht tumor-drainierenden Lymphknoten der
tumortragenden Tiere im Vergleich zu den tumorfreien LLA-TG-3 Mausen (p < 0,0001
sowohl fiir die Gruppe der niedrigen als auch fur die Gruppe der hohen Tumorlast im
Vergleich zur Gruppe ohne Tumore; one-way ANOVA Test mit Dunnett’s Multiple
Comparison post-hoc test; Abb. 19A/B).
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Abb. 19: Frequenz der regulatorischen T-Zellen ex vivo (CD4"CD25FoxP3™).
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(A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse von CD4" T-Zellen in tumor-drainierenden
(tdLN) und nicht tumor-drainierenden (ndLN) Lymphknoten tumortragender LLA-TG-3 Méuse. Die
Zahlen im oberen rechten Quadranten zeigen den Anteil an CD25'FoxP3" CD4" T-Zellen. (B) Die
Frequenz der regulatorischen T-Zellen in Milz und Lymphknoten von wt sowie LLA-TG-3-Tieren
wurde wie in (A) gezeigt ex vivo analysiert; n = 13 fur wt Mé&use; n = 10 fur LLA-TG-3 Tiere ohne
Tumore und Tiere mit niedriger Tumorlast; n = 11 fiir LLA-TG-3 Tiere mit hoher Tumorlast.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *** p <0,0001; one-way ANOVA Test.

3.25 Erhohte 11-10 und Tgf-f1 mRNA-Expression in LLA-TG-3 Mausen mit hoher

Tumorlast

Da bereits bei der Gruppe der niedrigen Tumorlast die Frequenz an Ty erhoht ist, stellt dies
bei diesem Modell ein frihes Ereignis im Laufe der Tumorentstehung dar, welches die
verminderte Proliferationskapazitat der Lymphozyten bei Tieren mit hoher Tumorlast nicht
erklaren kann. Aus diesem Grund Uberpriften wir, ob der immunsupprimierte Status mit der
Expression von 11-10 und Tgf-B1 zusammenhédngen konnte. Tatsdchlich ergab die Analyse der
[1-10 und Tgf-B1 mMRNA-Expression mittels gRT-PCR, dass diese in den tumor-drainierenden
Lymphknoten der Gruppe der hohen Tumorlast im Vergleich zur Gruppe der niedrigen
Tumorlast erhoht waren (Abb. 20A). Im Tumorgewebe hingegen fanden wir eine erhohte
Tgf-p1 Expression, wahrend 1I-10 nur moderat exprimiert wurde (Abb. 20B). Diese
Beobachtung stimmt mit der mRNA-Expression von 11-10 und Tgf-pl in den LLA-TG-3
Tumorzelllinien Gberein, namlich einer hohen Tgf-p1 und einer nur moderaten 11-10
Expression (Abb. 20B).
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Abb. 20: Relative mRNA-Expression von Tgf-$1 und 11-10.
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(A) Die Expressionsrate (RQ) von Tgf-p1 und 11-10 im tumor-drainierenden LN relativ zum wt LN
(Kalibrator) wurde mittels g°PCR und cDNA aus Lymphknotenzellen von Wildtyp- und LLA-TG-3
Tieren bestimmt; n = 1 fur wt LN; n = 3 fiir LLA-TG-3 Tiere mit niedriger Tumorlast; n = 4 flr
LLA-TG-3 Tiere mit hoher Tumorlast. (B) Die Expressionsrate von Tgf-p1 und I1-10 in Tumorgewebe
und Tumorzelllinien relativ zur wt Milz (Kalibrator Tumorgewebe) bzw. zur immortalisierten
Melanozytenzelllinie B10.BR (Kalibrator Zelllinien) wurde mittels gPCR und cDNA von B10.BR und
der beiden LLA-TG-3 Tumorzelllinien Nu2 und 4046T sowie cDNA aus Tumorgewebe der Gruppe
der niedrigen bzw. der hohen Tumorlast (je n = 3) bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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4 Diskussion

4.1 Immuntherapie mit vom Tumorstroma abgeleiteten Peptiden

Tumore sind komplexe Gewebe, die sich nicht nur aus den Tumorzellen, sondern auch aus der
sie umgebenden extrazellularen Matrix (EZM) und den Stromazellen wie Fibroblasten
(cancer-associated fibroblast; CAF) und Endothelzellen (tumor endothelial cell; TEC)
zusammensetzen. Diese unterscheiden sich von den Stromazellen der normalen Gewebe durch
die Expression von sogenannten Tumorstroma-assoziierten Antigenen (TSAA) und haben
durch die Ausschittung von Zytokinen, proteolytischen Enzymen, Wachstums- und
Angiogenesefaktoren groflen Einfluss auf die Progression und das Metastasierungspotential
des Tumors [67, 68].

In der vorliegenden Arbeit wurden fir eine gegen das Tumorstroma gerichtete Immuntherapie
die TSAA Endoglin und Fap, welche auf Endothelzellen bzw. Fibroblasten des Tumorstromas
induziert bzw. hochreguliert werden, ausgewéhlt. Um die Auswirkungen einer derartigen
Immuntherapie auf das Tumorwachstum und die Induktion Peptid-reaktiver Zellen zu
analysieren, wurden prophylaktische DC-Vakzinierungen mit von Endoglin bzw. Fap
abgeleiteten Peptiden in C57BI/6]j Méausen mit transplantierten Grml-transgenen Tumoren

durchgefinhrt.

Dabei konnte sowohl fiir Vakzinierungen mit H-2Kb-restringierten Endoglin-Peptiden als
auch fur Vakzinierungen mit H-2K’-restringierten Fap-Peptiden in vivo eine verstarkte Lyse
von syngenen, Peptid-gepulsten Milzzellen im Blut und zu einem deutlich geringeren Anteil
auch in der Milz von Peptid-vakzinierten Tieren gegentber der Kontrollgruppe nachgewiesen
werden. Allerdings konnte in vitro nur eine sehr geringe Lyse von Peptid-gepulsten RMA-S
Zellen durch Milzzellen Peptid-vakzinierter Tiere beobachtet werden. Ebenso konnte im
ELISPOT Assay kein wesentlicher Unterschied in der Zahl der Ifn-y produzierenden
Endoglin-Peptid-reaktiven Lymphozyten aus der Milz zwischen der

Endoglin-Peptid-vakzinierten Gruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden.

Die in vivo beobachtete Lysisaktivitdt gegenuber intravenés applizierten syngenen,
Peptid-gepulsten Milzzellen zusammen mit gegeniiber der Kontrollgruppe unveréndertem
(Endoglin) bzw. sogar gesteigertem Tumorwachstum (Fap) konnte verschiedene Ursachen

haben.
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So konnten Kraman und Kollegen in einem transgenen Mausmodell zeigen, dass die
Expression von Fap im Tumorstroma groRen Einfluss auf die Progression des Tumors hat. In
diesem Modell konnen Fap-exprimierende Stromazellen selektiv depletiert werden, was eine
Ifn-y und tumor necrosis factor alpha (Tnf) abhdngige Nekrose von Tumor- und Stromazellen
induzierter immunogener Lungentumore (Expression des Modell-Antigens Ovalbumin
[OVA]) zur Folge hat [123]. Zudem bewirkte die Kombination einer Peptid-Vakzinierung und
anschlieBender Depletion Fap-exprimierender Zellen in einem Pankreasadenokarzinom-

Modell eine immunologische Kontrolle des Tumorwachstums [123].

Auch Spiotto und Kollegen berichteten, dass das Tumorstroma groRen Einfluss auf eine gegen
den Tumor gerichtete Immunantwort hat. Sie konnten zeigen, dass nur jene Tumoren durch
Antigen-spezifische T-Zellen abgestolen werden konnten, welche eine hohe
Antigenexpression aufwiesen. Dies war darauf zurtickzuftihren, dass die Tumorzellen nicht in
die tumor-drainierenden Lymphknoten einwandern konnten, in denen die Aktivierung
Antigen-spezifischer T-Zellen stattfindet. Jedoch konnten Antigen-prasentierende Zellen
(APC) bei ausreichender Antigenexpression im Tumor Antigenfragmente aufnehmen und im
Lymphknoten diese Antigene zytotoxischen T-Zellen préasentieren (sog. ,,Cross-presentation®)
[124, 125]. AuBerdem zeigten die Autoren, dass Tumorzellen, welche das entsprechende
Antigen nicht mehr prasentieren (Antigen-Verlustvarianten), nur indirekt durch
Antigen-spezifische T-Zellen getdtet werden konnen, indem diese Tumorstromazellen,
welche das Antigen von den Tumorzellen aufgenommen hatten, eliminierten
(,,bystander elimination®). Werden die entsprechenden Antigene im Tumorgewebe allerdings
nur sehr schwach exprimiert, so kann der Tumor trotz einer Expansion Antigen-spezifischer
T-Zellen im Blut weiterwachsen, da die Menge an Antigen nicht ausreicht, um eine effektive
Présentation des Antigens durch Stromazellen im Tumorgewebe zu gewéhrleisten und die
verbleibenden, nicht getoteten Tumorzellen das entsprechende Antigen nicht mehr
exprimieren [126]. Zudem berichteten die Autoren in einer weiteren Arbeit, dass eine
Zerstorung des Tumors nur durch Kooperation von CD4" und CD8" T-Zellen erreicht werden
konnte [127].

In einem &hnlichen murinen Tumormodell, bei dem der Tumor das Modellantigen
Hamagglutinin (HA) exprimierte, konnten Lyman und Kollegen zeigen, dass ein niedrig
affiner HA-spezifischer CD8" T-Zellklon nur bei hoher Antigenprasentation im
Tumorgewebe durch im Lymphknoten prasentiertes Antigen aktiviert werden kann.
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Allerdings zeigte dieser nur geringe Effektoraktivitat und konnte das Tumorwachstum nicht
beeinflussen. Erst durch Kotransfer von HA-spezifischen CD4" T Helferzellen konnten diese

HA-spezifischen CD8" T-Zellen das Tumorwachstum einschranken [128].

Die Tatsache, dass sowohl in Endoglin- als auch in Fap-Peptid-vakzinierten Tieren kein
Rickgang des Tumorwachstums trotz einer erhdhten Lysisaktivitdit gegeniber
Peptid-présentierenden Zellen in vivo beobachtet werden konnte, konnte also darauf
hindeuten, dass Peptid-reaktive Zellen entweder durch immunsuppressive Mechanismen im
Tumorstroma an der Tumorinfiltration gehindert oder dort funktionell beeintrchtigt wurden
[110, 129]. Da es sich sowohl bei Endoglin als auch bei Fap um Selbstantigene handelt,
konnten z.B. regulatorische T-Zellen, die entweder Uber Zell-Zell-Kontakte oder uber
Ausschittung immunsupprimierender Zytokine verhindern, dass auto-reaktive T-Zellen
korpereigenes Gewebe zerstoren, Endoglin- bzw. Fap-reaktive T-Zellen inhibieren [59, 130].
Tatséchlich wurde analog zu den Ergebnissen von Lyman und Kollegen auch in anderen
murinen Vakzinierungsmodellen gezeigt, dass CD4" T-Helferzellen die Expansion und die
Tumorinfiltration von Tumor-spezifischen CD8" T-Zellen zwar begiinstigen konnen,
allerdings haufig eine Depletion von regulatorischen CD4" T-Zellen nétig ist, um einen

Rickgang des Tumorwachstums zu erzielen [131-133].

Allerdings berichteten Beyer und Kollegen, dass in einer Peptidvakzinierungsstudie mit dem
Tumorantigen NY-ESO-1 (Keimbahnantigen) in Melanompatienten Peptid-spezifische, aber
nicht Tumor-reaktive CD8" T-Zellklone nachgewiesen werden konnten. So waren diese
T-Zellklone zwar in der Lage NY-ESO-1 Peptid-gepulste T2-Zellen (TAP-defiziente humane
Zelllinie) zu lysieren, nicht aber Melanomzelllinien, welche NY-ESO-1 exprimieren. Dabei
konnten sie zeigen, dass sich die Tumor- und nicht Tumor-reaktiven T-Zellklone in der
Expression verschiedener Proteine, welche fur die Effektorfunktion wichtig sind,
unterscheiden [134].

Zudem wurde auch schon bei anderen Vakzinierungsstudien an metastasierten
Melanompatienten gezeigt, dass der Nachweis von Peptid-reaktiven T-Zellen in der
Peripherie nicht mit einem Kklinischen Erfolg korreliert [20, 135]. Dies kodnnte damit
zusammenhangen, dass die Peptid-reaktiven T-Zellen zwar funktionell aktiv sind, aber das
Tumorgewebe eine Einwanderung der Lymphozyten verhindert, da es nicht die
entsprechenden Chemokinrezeptoren, welche fiir eine Lymphozyteninfiltration nétig sind,

exprimiert [136].
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Zudem berichteten Appay und Kollegen, dass in ihrer Vakzinierungsstudie die CD8" TIL sich
funktionell von jenen im Blut unterschieden und zudem ein signifikanter Anstieg von FoxP3"

regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe beobachtet werden konnte [110].

Aullerdem zeigten Rosenberg und Kollegen, dass bei einer VVakzinierung mit einer Mischung
von Peptiden der zwei Melanozytendifferenzierungsantigene gp100 und Tyrosinase, welche
unterschiedlich  stark  immunogen sind, bei Melanompatienten die Induktion
Peptid-spezifischer T-Zellen gegeniiber einer Vakzinierung mit nur jeweils einem der beiden
Peptide vermindert ist [137]. Dies konnte darauf hindeuten, dass auch im Falle der Endoglin-
bzw. Fap-Peptide, welche ebenfalls unterschiedliche Affinitaten aufweisen, eine Vakzinierung
mit nur einem Peptid oder eine zeitlich gestaffelte VVakzinierung mit jeweils unterschiedlichen
Endoglin- bzw. Fap-Peptiden die Induktion Peptid-reaktiver T-Zellen verbessern kénnte.

Die Tatsache, dass bei der Endoglin-Peptid-Vakzinierung kein reduziertes Tumorwachstum in
entsprechend vakzinierten Tieren gegenuber der Kontrollgruppe beobachtet werden konnte,
konnte auch darauf hindeuten, dass die eingesetzten Endoglin-Peptide nicht ausreichend
immunogen sind bzw. einer starken peripheren Toleranz unterliegen. Dies kdnnte dazu
fihren, dass Zellen, welche viel Antigen prasentieren (z.B. Peptid-gepulste Zellen) zwar
lysiert werden, aber Zellen, welche das Antigen ,,natlirlich® exprimieren, einer Lyse durch

Peptid-reaktive Lymphozyten entgehen kénnen.

So konnten Tan und Kollegen mit einer xenogenen Endoglin-Protein-Vakzinierung, nicht aber
mit einer murinen Endoglin-Protein-Vakzinierung, sowohl prophylaktisch als auch
therapeutisch eine Unterdrickung bzw. eine Verlangsamung des Tumorwachstums
beobachten [81]. Allerdings konnten Lee und Kollegen mit einem murinen
Endoglin-DNA-Vakzin die pulmonale Metastasierung durch Mammakarzinomzellen in einem
murinen Modell auch prophylaktisch unterdriicken [82]. In diesem Fall werden nicht in vitro
etablierte, aktivierte und Peptid-gepulste DC verwendet, sondern die natlrlicherweise in den
Peyer-Plaques (sekundare Lymphorgane im Darm) vorkommenden DC werden direkt in vivo
durch das DNA-Vakzin aktiviert. Dies legt nahe, dass das murine Endoglin tatséchlich nur
sehr schwach immunogen ist bzw. einer starken peripheren Toleranz unterliegt, diese aber
durch Aktivierung von nicht kiinstlich etablierten, nattirlichen DC in vivo Uberwunden werden

kann.
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Laouar und Kollegen konnten z.B. zeigen, dass in Stat3-defizienten Mausen die Entwicklung
von konventionellen CD8a” bzw. CD8a” DC in vivo beeintrachtigt ist, nicht aber die in vitro
Etablierung von DC aus dem Knochenmark [138]. Deshalb reprasentieren die in vitro aus
dem Knochenmark etablierten DC (GM-CSF/IL-4 DC) mdglicherweise nicht die in vivo
vorkommenden Dendritischen Zellen. Daher konnte es nétig sein, die Etablierung von DC aus
dem Knochenmark zu modifizieren, um eine in vivo Aktivierung von T-Zellen durch
natirliche DC besser zu imitieren, und so effizientere Immunantworten zu induzieren. So
konnten Naik und Kollegen durch Kultivierung mit Fms-Like Tyrosine Kinase 3 (flt3) ligand
DC aus dem Knochenmark etablieren, welche phénotypisch und funktionell &quivalent zu den

in vivo vorkommenden DC sind [139].

Zudem konnte auch die Gabe der hohen und wiederholten IL-2 Dosen in unserem
Vakzinierungsprotokoll statt der erwiinschten Expansion der Peptid-reaktiven CD8" T-Zellen
eine Beeintrachtigung dieser Zellen zur Folge haben. So berichteten Shrikant und Mescher,
dass der Nutzen einer IL-2 Therapie sowohl vom Zeitpunkt als auch der Dauer der IL-2 Gabe
abhangt. Da CD8" T-Zellen haufig bereits einige Tage nach Aktivierung die Fahigkeit selbst
IL-2 zu produzieren und somit ihre eigene Proliferation aufrechtzuerhalten verlieren
(activation-induced non-responsiveness; AINR), sind sie auf exogenes IL-2 angewiesen
[140]. Shrikant und Kollegen konnten nun zeigen, dass sich in einem murinen Tumormodell
die Gabe von IL-2 an Tag 4 und 5 nach adoptiven CD8" T-Zelltransfer positiv auf die
Proliferation dieser Zellen und dadurch auch auf die Kontrolle des Tumorwachstums
auswirkt. Zudem berichteten sie, dass dieser therapeutische Effekt durch Gabe von IL-2 ber
sechs Tage nicht verbessert werden konnte, sondern die Apoptose der transferierten CD8"
T-Zellen zur Folge hatte [140]. AulRerdem berichteten Jackaman und Kollegen, dass in einem
murinen Tumormodell bei niedriger, nicht aber bei hoher Tumorlast, die Applikation von IL-2
direkt in den Tumor durch Aktivierung Tumor-spezifischer zytotoxischer CD8" T-Zellen die
Regression des Tumors bewirken kann. Eine intraperitoneale Gabe von IL-2 hatte in diesem
Modell jedoch keinen Effekt auf das Tumorwachstum [141]. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Applikation hoher IL-2 Dosen sich mdglicherweise auch in unserem Modell negativ auf
die Expansion Peptid-induzierter CD8" T-Zellen auswirkt, und damit eine Kontrolle des
Tumorwachstums durch diese Zellen negativ beeinflusst werden kann. Daher konnte eine
Modifikation der IL-2 Applikation mdoglicherweise den Erfolg einer Peptid-basierten

DC-Vakzinierung verbessern.
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Alternativ konnte sich auch ein Einsatz von IL-7 bzw. IL-15 oder eine kombinierte Gabe
beider Zytokine positiv auf die Induktion Peptid-reaktiver Zellen durch eine DC-
Vakzinierung auswirken. So berichteten Melchionda und Kollegen, dass sich die Gabe von
IL-7 und IL-15 sowohl positiv auf Antigen-spezifische CD8" T-Effektor- als auch

Gedé&chtniszellen in immunisierten M&usen auswirkt [142].

SchlielRlich kann das Immunsystem selbst auch zur Tumorprogression beitragen. So konnten
Lengagne und Kollegen zeigen, dass in einem spontanen murinen Melanom-Modell T-Zellen
im  Tumorgewebe die tumorpromovierenden  Eigenschaften von  Gr1'CD11b"
myeloid derived suppressor cells (MDSC) fordern [143]. Zudem beobachteten Kmieciak und
Kollegen, dass eine Anti-Tumor Immunantwort in einem murinen Her-2/neu-exprimierenden
Mammakarzinom-Modell zur Selektion von Tumorzellen, welche das Antigen nicht mehr
exprimieren (Antigen-Verlustvarianten), fhrt und somit das Wachstum des Tumors fordert
[144]. Wie bereits in 3.1.2.2 ausgefiihrt, konnten wir die Hypothese, ob auch in unserem
Modell Fap-Peptid-spezifische T-Zellen tumorpromovierend wirken, nicht Gberprifen, da wir

nicht in der Lage waren eine solche Fap-Peptid-spezifische T-Zelllinie zu etablieren.

Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, dass das Wachstum der transplantierten Grm1-transgenen
Tumore (mit bereits ausgebildetem Tumorstroma) zu schnell voran schreitet, und die
Induktion einer gegen das Tumorstroma gerichteten Immunantwort dem Tumorwachstum
quasi ,,hinterher hinkt“. Allerdings konnten Hwang und Kollegen zeigen, dass ein adoptiver
Transfer von gp100-spezifischen T-Zellen in Kombination mit einer gp100-Vakzinierung und
IL-2 Gabe zur Regression bereits etablierter B16 Melanome fiihren kann [145]. Dies deutet
darauf hin, dass fur eine effektive anti-tumorale Immuntherapie eine durch Vakzinierung

induzierte Immunantwort nicht hinreichend sein kdnnte.

4.2 Immunsuppressive Mechanismen im Grml-transgenen Melanom-Modell

Die meisten immunmodulierenden Therapieansatze werden préklinisch in Mausmodellen
getestet. Allerdings kdnnen die am hdufigsten verwendeten Transplantationsmodelle, wie z.B.
das B16 Melanom-Modell, die Situation im Menschen nur bedingt widerspiegeln, da hierbei
klonal expandierte Tumorzellen injiziert werden. Bei Krebspatienten hingegen kommt es im
Laufe der Tumorentstehung zu vielfaltigen Interaktionen zwischen Tumor und Wirt, welche

dem Tumor ein Uberleben trotz intakter Immunabwehr erméglichen [22, 146].
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Aus diesem Grund kénnten spontane Tumormodelle moglicherweise besser geeignet sein, um

die Wirksamkeit von Immuntherapien praklinisch zu tberprifen.

In der vorliegenden Arbeit analysierten wir spontan auftretende Immunantworten im Laufe
der Melanomprogression in Grm1-transgenen LLA-TG-3 Mausen. Die spontane, stufenweise
und heterogene Entwicklung von amelanotischen kutanen Melanomen in diesen Mausen
ahnelt der Melanomentstehung beim Menschen. Da alle homozygot Grml-transgenen
LLA-TG-3 Méause im Alter von ca. 10 bis 12 Wochen erste Tumorlasionen entwickeln, kann
man die Tiere nach Alter und Tumorlast in verschiedene Gruppen einteilen und so den

Immunstatus dieser Tiere im Verlauf der Tumorprogression untersuchen.

Wir fanden ex vivo eine erhohte Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf
T-Lymphozyten in tumortragenden LLA-TG-3 Mausen im Vergleich zu tumorfreien Tieren.
Dies konnte hauptséachlich in nicht tumor-drainierenden Lymphknoten, aber fir CD69" CD4"
T-Zellen auch in Milzen und tumor-drainierenden Lymphknoten beobachtet werden, was auf
eine systemische Immunantwort ausgeldst durch das Tumorwachstum hindeutet. Die Tumore
selbst wurden hauptsachlich von CD4" T-Zellen infiltriert. Auch bei Melanompatienten findet
man eine Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen im Tumorgewebe und eine erhohte Zahl
aktivierter und TA-reaktiver T-Zellen [19, 147, 148].

Aus den vorliegenden Daten kénnen wir nicht zweifelsfrei ableiten, ob die beobachteten
Immunantworten gegen den Tumor gerichtet sind oder durch den Tumor ausgeldst werden
(tumorinduzierte Entzundung) bzw. die Tumorentstehung sogar fordern [149]. Allerdings
wird eine Messung von spontanen Tumor-spezifischen Immunantworten dadurch erschwert,
dass man z.B. um die Produktion von Ifn-y durch Tumor-spezifische T-Zellen im ELISPOT
Assay messen zu kénnen, die Zellen mit Peptiden stimulieren muss. Dies bedeutet wiederum,
dass man bei Stimulation der T-Zellen mit schon bekannten Tumor-spezifischen
MHC Klasse I-restringierten Peptiden moglicherweise keine Immunantworten messen kann.
Dennoch kdnnten Tumor-spezifische T-Zellen vorhanden sein, welche aber eine unbekannte
Antigenspezifitat aufweisen. Zudem konnte die absolute Zahl eines T-Zellklons, welcher ein
Selbstantigen wie z.B. Trp-2 erkennt, auch so gering sein, dass man ihn ex vivo nicht
nachweisen kann [150]. AuBerdem konnen auch periphere Toleranzmechanismen wie die
Induktion von regulatorischen T-Zellen die Aktivierung und Expansion von CTL, welche
Selbstantigene erkennen, verhindern und so die Messung spontaner TA-spezifischer

Immunantworten erschweren [59].
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Interessanterweise waren die Lymphozyten aus tumortragenden Mausen in vitro in ihrer
Proliferationskapazitdt nach PMA-Stimulation eingeschrénkt. Die Analyse der aktivierten
T-Zellpopulationen nach in vitro Stimulation zeigte eine signifikante Abnahme der aktivierten
CD8" T-Zellen in tumor-drainierenden Lymphknoten der hohen Tumorlastgruppe. Im
Gegensatz dazu war die Expression von Aktivierungsmarkern in der Milz und den nicht
tumor-drainierenden LN nach PMA-Stimulation in allen Gruppen vergleichbar. Diese
Ergebnisse legen eine aktive Immunsuppression durch den Tumor selbst oder durch
tumorinduzierte regulatorische Mechanismen nahe und stimmen ebenfalls mit dem
immunsupprimierten Status von Lymphozyten im Tumorgewebe, in den tumor-drainierenden
LN und/oder peripherem Blut von Krebspatienten Uberein [151-155]. Russ und Kollegen
berichteten zudem, dass in Mausen mit B16F10 Tumoren eine Hemmung der
T-Zellproliferation unabhé&ngig von der Antigenspezifitdt der T-Zellen beobachtet werden
konnte [156].

Die Fahigkeit des Immunsystems, Pathogene und maligne Zellen zu erkennen und zu
zerstoren, sowie die Fahigkeit der T-Zellen auf Mitogenstimulation zu reagieren, nimmt auch
bei gesunden Tieren und Menschen im Laufe des Lebens ab (,,immune senescence®) [157-
159]. Die Ergebnisse der PMA-Stimulation machen eine altersabhangige Beeintrachtigung
des Immunsystems in den tumortragenden Tieren jedoch unwahrscheinlich: Einerseits
exprimierten die Lymphozyten aus den nicht tumor-drainierenden Lymphknoten nicht aber
jene aus den tumor-drainierenden Lymphknoten der Tiere mit hoher Tumorlast
Aktivierungsmarker nach PMA-Stimulation, andererseits erhielten wir auch bei Auswahl von
altersgleichen Wildtyp- sowie LLA-TG-3 Mausen mit niedriger und hoher Tumorlast

dieselben Ergebnisse wie fur alle Tiere (Daten nicht gezeigt).

Eingeschrankte T-Zell-Effektorfunktionen werden hdufig mit einer erhdhten Frequenz an
regulatorischen T-Zellen in tumor-drainierenden LN und Tumorgewebe in Zusammenhang
gebracht [56, 62]. Natiirliche vom Thymus abstammende CD4"CD25 FoxP3" regulatorische
T-Zellen (nTrwg) wurden in den vergangenen Jahren intensiv untersucht und ihre
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der peripheren Selbst-Toleranz beschrieben
[130]. Da viele Tumorantigene auch Selbstantigene sind (z.B. das Differenzierungsantigen
TRP-2), kdnnen Tumore auf diese Weise der Kontrolle des Immunsystems entgehen, indem
sie NTyegs rekrutieren oder naive bzw. Effektor T-Zellen durch Ausschittung von IL-10 und
TGF-B1 zu sogenannten induzierten regulatorischen T-Zellen (iTregs) ,,umprogrammieren*
[53, 55].
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Vor kurzem wurde auch berichtet, dass die Abwesenheit der gamma-IFN-inducible lysosomal
thiol reductase (GILT), welche in der MHC ll-restringierten Prozessierung involviert ist, zu
einer Erh6hung von tyrosinase-related protein 1 (Trp-1) spezifischen Ty und einer
Toleranzinduktion von Trp-1-spezifischen T-Zellen fuhrt [160]. Tatsachlich konnten wir
zeigen, dass die Frequenz an CD4'CD25'FoxP3* regulatorischen T-Zellen in den
Lymphknoten der tumortragenden LLA-TG-3 Mausen im Vergleich zu den tumorfreien
LLA-TG-3 Mausen erhéht war. Dies stimmt auch mit der Situation in Krebspatienten tberein,

namlich einer erhéhten Frequenz an Tegs in tumor-drainierenden Lymphknoten [61, 62, 66].

Da der Anteil an regulatorischen T-Zellen bereits bei Tieren der Gruppe der niedrigen
Tumorlast erhoht ist und diese Tiere keine verminderte Expression von Aktivierungsmarkern
oder eine eingeschrénkte Proliferationskapazitat nach Mitogenstimulation zeigen, kommen
diese als alleinige Ursache der beobachteten Immunsuppression in diesem Modell nicht in
Frage. Zudem konnten Zhou und Kollegen zeigen, dass sich aktivierte T-Zellen und
Tumorzellen im Laufe der Tumorprogression wechselseitig beeinflussen. So fiihrt eine friihe
Aktivierung der T-Zellen zur Selektion von Tumorzellen, welche nur wenig Antigen

prasentieren und letztendlich zur Induktion von Toleranz in den aktivierten T-Zellen [161].

Da die beobachtete Immunsuppression in den LLA-TG-Mausen nicht nur mit der erhtéhten
Frequenz an T zusammenhangen kann, untersuchten wir die Expressionslevel von 11-10
und Tgf-pB1 in den tumor-drainierenden LN und Tumoren der LLA-TG-3 Mause, da diese
Zytokine sowohl mit der Melanomentstehung als auch der Induktion von regulatorischen
T-Zellen in Zusammenhang gebracht werden [33, 53, 55, 162].

Tatsachlich konnten wir eine erhohte 11-10 und Tgf-B1 mRNA-Expression in den
tumor-drainierenden LN der LLA-TG-3 Maduse nachweisen. In den Tumoren hingegen war
nur die Tgf-Bl Expression erhoht. Dasselbe Expressionsmuster, namlich eine hohe Tgf-B1
MRNA-Expression gepaart mit einer nur moderaten Expression von 11-10, fanden wir
ebenfalls bei den LLA-TG-3 Tumorzelllinien. Diese Ergebnisse lassen eine komplexere
Regulation der 1I-10 Expression in diesem Melanom-Modell vermuten und legen einen
Tgf-p1 und/oder 11-10-abh&ngigen immune escape Mechanismus im Tumormikromilieu dieser
Méuse nahe, der auch Lymphozyten im tumor-drainierenden Lymphknoten beeinflusst.
Aullerdem bestatigen sie ebenfalls frihere Berichte tiber TGF-B1 und/oder IL-10 abhé&ngige
immune escape Mechanismen bei Melanompatienten: So konnten Steinbrink und Kollegen
zeigen, dass eine Kultivierung von DC in [IL-10-haltigem Medium zur Anergie
Melanomantigen-spezifischer CD8" T-Zellen fiihrt [45].
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Eine Vorbehandlung von Melanomzellen mit IL-10 bewirkt ebenfalls eine verminderte Lyse
durch Tumorantigen-spezifische CTL [46]. AulRerdem zeigten Ahmadzadeh und Kollegen,
dass TGF-B1 die Effektorfunktionen humaner gp100-spezifischer CD8" Gedachtnis T-Zellen
negativ beeinflusst [163]. Zudem fanden Lee und Kollegen eine erhohte I1L-10
MRNA-Expression in tdLN von Melanompatienten [164]. Polak und Kollegen wiesen ebenso
eine erhohte IL-10 sowie TGF-B1 mRNA-Expression in tdLN von Melanompatienten nach
[165].

Eine Beeintrachtigung der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort wird auch bei anderen
Tumorentitaten wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom und dem Leberkarzinom mit
erhohter IL-10- und/oder TGF-B1-Expression in Verbindung gebracht [31, 37, 166-168].
Daruber hinaus konnen sowohl TGF-B1 als auch IL-10 Lymphozyten direkt negativ
beeinflussen: Es konnte gezeigt werden, dass TGF-pl1 direkt die Expression von
zytotoxischen Genen in CTL zu unterdriicken vermag [52] und IL-10 die T-Zellproliferation
durch Hemmung des CD28 Signalwegs beeinflussen kann [47]. Jedoch wurde die Produktion
dieser immunsupprimierenden Zytokine nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in
tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) nachgewiesen [169], eine Beobachtung die auch
durch unsere Ergebnisse gestltzt wird. So fanden wir sowohl im Tumorgewebe, welches
sowohl von CD4" als auch von CD8" T-Zellen infiltriert wurde, als auch bei Lymphozyten im
tumor-drainierenden Lymphknoten der LLA-TG-3 Mause eine erhohte Expression dieser
Zytokine.

All diese Ergebnisse erdffnen verschiedene mdogliche Erklarungen fir den beobachtenden
immunsupprimierten Status in den tumor-drainierenden Lymphknoten dieser Mduse: (i) Vom
Tumor freigesetztes Tgf-B1 konnte aktiv die Aktivierung von CD8" T-Zellen in LN
unterdriicken und/oder (ii) Tgf-B1 und 11-10 in tumor-drainierenden LN konnten
regulatorische T-Zellen oder andere regulatorische Leukozyten induzieren, welche die
Aktivierung von CD8" T-Zellen durch direkten Zell-Zell Kontakt oder durch Freisetzung
weiterer immunsuppressiver Zytokine verhindern konnten oder (iii) 11-10 konnte die
Aktivierung von CD8" T-Zellen durch Suppression von APC mittels Herunterregulierung
bzw. Hemmung der Expression von B7 (keine Kostimulation) oder MHC Klasse 11 Molekiilen
(verringerte Th1l Antwort) verhindern (siehe Abb. 21) [42, 43].
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Abb. 21: Mdgliche Auswirkungen der 11-10 und Tgf-p1 Expression auf eine gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort im tdLN bei LLA-TG-3 Méausen.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass in Grm-1-transgenen LLA-TG-3 Mausen im
Laufe der Melanomentstehung sowohl zellulédre als auch zytokinabhdngige Mechanismen mit
dem immunsupprimierten Status tumortragender Tiere assoziiert sind. Wir konnten hierbei
viele Gemeinsamkeiten zum immunsupprimierten Status in Melanompatienten, wie z.B. die
funktionelle Beeintrachtigung von T-Lymphozyten, erhdhte Anzahl an T und starke 11-10-
sowie Tgf-B1-Expression in den tumor-drainierenden Lymphknoten zeigen. Deshalb scheint
dieses Melanom-Modell zur Uberpriifung immunologischer Therapieansitze in einem

praklinischen Rahmen geeignet zu sein.

4.3 Ausblick

4.3.1 Immuntherapie mit vom Tumorstroma abgeleiteten Peptiden

Prinzipiell konnte man entweder durch Modifikation des Vakzinierungsprotokolls selbst
und/oder durch Kombination mit anderen Immuntherapeutika versuchen, eine erhéhte bzw.
effizientere Induktion von Endoglin- bzw. Fap-reaktiven T-Zellen, und somit mdglicherweise
auch eine Regression der Tumore zu erreichen. Wie bereits angedeutet, kdnnte sowohl eine
modifizierte Etablierung der DC aus dem Knochenmark sowie die Auswahl nur eines Peptids

fiir die Vakzinierung die Induktion Peptid-spezifischer T-Zellen verbessern.
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Zudem berichteten Bijker und Kollegen, dass eine Vakzinierung mit 30 Aminosauren langen
Peptiden (statt der Ublichen acht bis neun Aminosauren) zusammen mit CpG ODN 1826
(TLR-9 Agonist) die Induktion von Anti-Tumor Immunantworten deutlich verbessern kann
[170]. AuBerdem konnte auch  eine gleichzeitige  Vakzinierung mit
MHC Kilasse II-restringierten Peptiden, welche Antigen-spezifische CD4" T-Helferzellen
induzieren kénnen, die Induktion und Expansion von Endoglin- bzw. Fap-spezifischen CD8"
T-Zellen erh6éhen. Man konnte ebenfalls, wie bereits beschrieben, die Gabe von IL-2 anpassen
bzw. durch eine Gabe von IL-7 und/oder IL-15 ersetzen. Im Falle von Endoglin kdnnte man
auch parallel dazu die Verwendung eines DNA-Vakzins (Aktivierung der DC direkt in vivo)
in Betracht ziehen, um periphere Toleranzmechanismen zu durchbrechen. Hier bietet sich
natlrlich auch die Kombination mit einer Depletion regulatorischer T-Zellen bzw. der Gabe
eines anti-CTLA-4 Antikorpers an. Auch die Gabe eines anti-CD137 Antikorpers konnte
einer Toleranzinduktion von Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen entgegen wirken [171,
172]. Alle diese Anséatze missen aber noch in entsprechenden vorausgehenden Experimenten

getestet werden.

4.3.2 Immunsuppressive Mechanismen im Grm1-transgenen Melanom-Modell

Im Grml-transgenen Melanom-Modell konnten neben den in 4.2 beschriebenen
Mechanismen auch andere Zelltypen und/oder Zytokine an der beobachteten
Immunsuppression beteiligt sein. So kdnnten z.B. Gr1'CD11b*
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) [173] oder CD8"CD122" T-Zellen (regulatorische
CD8" T-Zellen) zum immunsupprimierten Status der tumor-drainierenden Lymphknoten in
diesem Modell beitragen. Flr letztere wurde berichtet, dass sie die IFN-y Produktion und
Proliferation von CD8'CD122" T-Zellen 1L-10 abhingig inhibieren kénnen [174]. Zudem
konnte auch die Expression des Tryptophan abbauenden Enzyms
indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) zum immunsupprimierten Status der tumortragenden
Grml-transgenen Tiere beitragen [175]. Dies musste in weiteren Experimenten noch

untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

5.1 Immuntherapie mit vom Tumorstroma abgeleiteten Peptiden

Tumore bestehen nicht nur aus Tumorzellen, sondern auch aus der sie umgebenden
extrazelluldaren Matrix (EZM), und Stromazellen wie Fibroblasten (cancer-associated
fibroblast; CAF) und Endothelzellen (tumor endothelial cell; TEC). Diese Stromazellen haben
durch die Ausschittung von Zytokinen, proteolytischen Enzymen, Wachstums- und
Angiogenesefaktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Tumorprogression. Sie
unterscheiden sich von den Stromazellen der normalen Gewebe durch die Expression von
sogenannten Tumorstroma-assoziierten Antigenen (TSAA). Damit sollten Therapien, die auf
TSAA  abzielen, universell  einsetzbar und  weniger anfallig  gegeniber
Resistenzentwicklungen (immune escape Mechanismen) sein, da Stromazellen im Gegensatz
zu neoplastischen Zellen genetisch relativ stabil sind. Fir eine Immuntherapie mit vom
Tumorstroma abgeleiteten Peptiden wahlten wir die TSAA Endoglin und Fap, welche
wéhrend der Wundheilung und im Tumorstroma induziert werden. Dabei sollte Gberpruft
werden, ob prophylaktische Vakzinierungen in C57BI/6j Mdausen Peptid-reaktive T-Zellen
induzieren konnen, und das Wachstum von transplantieren Grml-transgenen Tumoren
reduziert werden kann. In der Tat konnten wir sowohl bei Endoglin- als auch bei
Fap-Peptid-vakzinierten Tieren in vivo Peptid-reaktive Lymphozyten im Blut und zu einem
geringeren Anteil auch in der Milz nachweisen, welche Peptid-gepulste syngene Milzzellen
lysieren konnten. Allerdings konnte in beiden Féllen keine Reduktion des Tumorwachstums
gegentber der Kontrollgruppe beobachtet werden. Bei der Fap-Peptid-vakzinierten Gruppe
war das Tumorwachstum gegentber der Kontrollgruppe sogar gesteigert. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Induktion Fap-Peptid-reaktiver T-Zellen tumorpromovierend wirkt.
Mdglicherweise konnte aber durch eine Modifikation des Vakzinierungsprotokolls bzw. durch
eine Kombination mit anderen Immuntherapeutika ein verbessertes Ansprechen auf eine

Endoglin bzw. Fap basierte Immuntherapie erzielt werden.
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5.2 Immunsuppressive Mechanismen im Grml-transgenen Melanom-Modell

Grm1-transgene Méuse entwickeln spontan kutane Melanome. Dieses Modell erlaubte es uns
in der vorliegenden Arbeit spontane Immunantworten im Laufe der Melanomentstehung zu
untersuchen. Hierfir analysierten wir sowohl ex vivo als auch in vitro aus Milz und
Lymphknoten gewonnene Lymphozyten von Mausen, welche keine Tumorl&sionen bzw. eine
niedrige oder hohe Tumorlast aufwiesen. Dabei konnten wir ex vivo einen Anstieg der
Frequenz aktivierter CD4" und CD8" Lymphozyten mit zunehmender Tumorlast zeigen. Bei
tumortragenden Tieren exprimierten jedoch hauptséchlich CD4" T-Zellen Aktivierungsmarker
nach in vitro Stimulation. Interessanterweise waren diese Zellen tumortragender Tiere auch
funktionell beeintréchtigt, was sich in einer verminderten Proliferationskapazitat nach in vitro
Stimulation zeigte. Weitere Analysen ergaben, dass die erhthte Frequenz regulatorischer
T-Zellen bei tumortragenden Tieren ein frihes Ereignis im Laufe der Tumorentstehung ist.
Gleichzeitig konnte auch ein starker Anstieg der immunsupprimierenden Zytokine Tgf-f1 und
[1-10 sowohl in den Lymphknoten als auch im Tumorgewebe beobachtet werden. Dabei war
die Tgf-B1-Expression sowohl im Tumor als auch im tumor-drainierenden Lymphknoten
erhoht, wahrend 11-10 im Tumor nur moderat exprimiert wurde, was eine komplexere
Regulation der 11-10-Expression nahe legt. Dies bedeutet, dass in Grml-transgenen Mé&usen
ahnlich wie auch bei Melanompatienten zellulare und zytokinabhéngige Mechanismen zur
Tumorentstehung beitragen und dieses Modell daher geeignet ist, um préaklinisch

immunmodulierende Therapieansatze zu testen.
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6 Summary

6.1 Immunotherapy with peptides derived from tumor stroma-associated antigens

Tumors do not only comprise tumor cells but also stromal cells like fibroblasts
(cancer-associated fibroblast; CAF) and endothelial cells (tumor endothelial cell; TEC) and
the surrounding extracellular matrix (ECM). These stromal cells impact on progression and
invasion of tumors through release of cytokines, ECM-degrading enzymes, growth factors,
and angiogenic factors. They differ from their normal counterparts through expression of
so-called tumor stroma-associated antigens (TSAA). Therefore, therapies targeting the tumor
stroma should be universally applicable. Furthermore, such therapies should be less prone to
resistance mechanisms as stromal cells are genetically more stable than neoplastic cells. We
selected the TSAA Endoglin and Fap, which are both specifically induced during wound
healing and in the tumor stroma, to test if vaccination with peptides derived from these TSAA
induced peptide-reactive T cells, and could reduce the growth of transplanted
Grm1-transgenic tumors in C57BI/6] mice in a prophylactic setting. In mice vaccinated with
Endoglin- and Fap-peptides, respectively, peptide-reactive lymphocytes from peripheral blood
and spleen were able to lyse peptide-loaded syngeneic splenocytes in vivo. However,
vaccination with Endoglin- and Fap-peptides, respectively, did not affect the growth of
transplanted Grml-transgenic tumors. In fact, tumor growth was enhanced in
Fap-peptide-vaccinated mice compared to the control group. This suggests that
Fap-peptide-reactive T-cells promote tumor progression. Modification of the vaccination
protocol or a combination with an immune-modulatory therapy could, however, increase the

efficacy of an anti-Endoglin or anti-Fap therapy, respectively.
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6.2 Immunosuppressive mechanisms of Grml-transgenic murine melanoma

Grm1-transgenic mice spontaneously develop cutaneous melanoma. This model allowed us to
scrutinize the generic immune responses over the course of melanoma development. To this
end, lymphocytes obtained from spleens, unrelated lymph nodes and tumor-draining lymph
nodes of mice with no evidence of disease, low or high tumor burden were analyzed ex vivo
and in vitro. Thereby, we could demonstrate an increased frequency of activated CD4" and
CD8" T lymphocytes in the respective organs with increasing tumor burden. However, mainly
CD4" T cells, which could constitute both T helper as well as immune suppressive regulatory
T cells, but not CD8" T cells expressed activation markers upon in vitro stimulation when
obtained from tumor-bearing mice. Interestingly, these cells from tumor-burdened animals
were also functionally hampered in their proliferative response when subjected to strong
invitro stimulation. Further analyses revealed that the increased frequency of regulatory
T cells in tumor-bearing mice is an early event present in all lymphoid organs. Additionally,
expression of the immunosuppressive cytokines Tgf-p1 and I1-10 became more evident with
increased tumor burden. Notably, Tgf-B1 is strongly expressed in both the tumor and the
tumor-draining lymph node, whereas 11-10 expression is more pronounced in the lymph node,
suggesting a more complex regulation of 11-10. Thus, similar to the situation in melanoma
patients both cytokines as well as cellular immune escape mechanisms seem to contribute to
the observed immune suppressed state of tumor-bearing Grm1-transgenic mice, suggesting

that this model is suitable for preclinical testing of immune-modulatory therapies.
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