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Zusammenfassung 1

I. ZUSAMMENFASSUNG

Die fortschreitende und rezidivierende Peritonealmetastasierung stellt das korpereigene
Immunsystem in der Progression des Ovarialkarzinoms vor eine grof3e
Herausforderung. Im letzten Jahrzehnt stiitzten zahlreiche Studien die Hypothese, dass
ein immunreaktiver Subtyp zu einem verbesserten Uberleben fithrt. Um ein
tumorsuppressives Milieu zu schaffen, bedarf es der Infiltration zytotoxischer
Lymphozyten, welche durch die intratumorale Akkumulation bestimmter Chemokine
verbessert werden kann. Die vorliegende Studie fokussierte sich durch die hohe
klinische Relevanz auf den Subtyp des high-grade serdsen Ovarialkarzinoms und

adressierte die Rolle der Chemokine CXCL9 und CX3CL1 in der Immunantwort.

In murinen Studien mit dem etablierten und vollstdindig immunkompetenten ID8-
Modell konnte erstmals im metastasierten Ovarialkarzinom-Modell ein signifikanter
Uberlebensvorteil durch die intratumorale Uberexpression von Cxcl9 verzeichnet
werden. In Anlehnung an aktuelle klinische Studien wurde repliziert, dass eine Immun-
Checkpoint-Blockade (ICB) mittels anti-PD-L1 Therapie auch im murinen Modell
zuniichst keinen Effekt hat. Durch die Uberexpression von Cxcl9 wurde die Anzahl von
tumor-infiltrierenden Lymphozyten jedoch soweit erhdht, dass sich in Kombination mit
anti-PD-L1 ein additiver Effekt auf das Uberleben ergab. Im Brca2-mutierten Modell
blieb die ICB jedoch sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit Cxcl9
erfolglos. Studien mit CX3CL1 Uberexpression ergaben in der retrospektiven Studie im
humanen Kollektiv und im murinen in vivo Versuch ein signifikant verschlechtertes
Uberleben im metastasierten Tumormodell, wobei im Gegensatz dazu die
Tumorprogression im subkutanen Primértumor-Modell signifikant reduziert werden
konnte. Die Erkenntnis, dass Olaparib und Niraparib in vitro CX3CL1 induzieren
konnen, spiegelt zudem einen bisher unbekannten molekularen Nebeneffekt in der

Erhaltungstherapie des Ovarialkarzinoms mit PARP-Inhibition wieder.

Die erarbeiteten Daten schlagen das Chemokin CXCL9 sowohl als Zielstruktur fiir eine
verbesserte Immuninfiltration als auch als Biomarker fiir die Sensitivitdt der
Immuncheckpoint-Blockade im HR-(Homologe Rekombination) profizienten Ovarial-
karzinom vor. Die CX3CLI1-Ergebnisse bestirken hingehen eine duale Rolle des
Chemokins, welches durch sein Vorkommen in einer 16slichen und membranstédndigen

Form sowohl die Immuninfiltration als auch die Tumorprogression férdern kann.
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I1. ABSTRACT

Ovarian cancer with prevalence of progressive and recurrent peritoneal metastasis poses
a major challenge to the immune system. Within the last decade, numerous studies
supported the hypothesis that an immunoreactive subtype of ovarian cancer leads to
improved survival data. The infiltration of cytotoxic lymphocytes can provide a tumor
suppressive milieu — a process which can be enhanced by the intratumoral accumulation
of certain chemokines. The present study focuses on the subtype of high-grade serous
epithelial ovarian cancer due to its high clinical relevance and addresses the role of

chemokines CXCL9 and CX3CL1 in the immune response against tumor progression.

Murine studies with the well-established immunocompetent ID8 serous EOC model
demonstrated for the first time a significant survival benefit in a metastatic model with
intratumoral overexpression of Cxcl9. Reflecting recent clinical trials, it was replicated
that immune checkpoint blockade (ICB) using anti-PD-L1 therapy initially had no effect
in the murine model without Cxcl9 either. However, Cxcl9 overexpression increased the
number of tumor-infiltrating lymphocytes to such an extent that, in combination with
anti-PD-L1, there was an additive effect on survival. Of note, those results could not be

achieved if tumor cells carried a mutation in the Brca2 gene.

A retrospective study with human collectives, as well as metastatic in vivo trials
revealed that high intratumoral Cx3cll expression leads to significantly worsened
survival, whereas in contrast, tumor progression was significantly reduced in a
subcutaneous primary tumor in vivo model. The finding that olaparib and niraparib can
induce CX3CL1 in vitro, also reflects a previously unknown molecular side effect in the

maintenance therapy of ovarian cancer with PARP-inhibitors.

The generated data suggest the chemokine CXCL9 as both a target for enhanced
immune infiltration and a biomarker for the sensitivity of immune checkpoint blockade
in HR-proficient ovarian cancer. The CX3CLI1 results thereby suggest a dual role for
the chemokine as it may promote both immune infiltration and tumor progression

through its presence in a soluble and membrane-bound form.
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I11. EINLEITUNG

1. Das Ovarialkarzinom

1.1. Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist der weltweit siebthdufigste Tumor bei Frauen (Ferlay et al.,
2015) und die hiufigste Todesursache gynidkologischer Malignome (Siegel et al., 2020).
Etwa 60 % der Frauen werden mit einer bereits fortgeschrittenen Erkrankung
diagnostiziert (Howlader et al., 2015), wodurch sich eine insgesamt ungiinstige
Prognose mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von unter 45 % ergibt (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten Robert Koch-Institut, 2017). Fehlende Screening-Programme zur
Fritherkennung (Crayford et al., 2000), die verbreitete Metastasierung in der
Bauchhoéhle (Lengyel, 2010) und die rasche Entwicklung von Chemotherapieresistenzen
(Polcher et al.,, 2014) erschweren eine erfolgreiche Friithdiagnostik und gut
ansprechende Therapieverldufe. Obwohl etwa 80 % der Patientinnen auf die initiale
Therapie ansprechen, treten bei der Mehrzahl der Ovarialkarzinome Rezidive auf
(Gaillard et al., 2016). Im Jahre 2017 wurden in Deutschland rund 7.300
Neuerkrankungen verzeichnet, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 68 Jahren lag

(Zentrum fiir Krebsregisterdaten Robert Koch-Institut, 2017).

Risikofaktoren fiir die Erkrankung an Eierstockkrebs sind vor allem das zunehmende
Alter und die genetische Pradisposition (Fotopoulou & Herzog, 2018). Je nach
Tumorsubtyp sind vererbte genetische Mutationen mit etwa 15% aller
Ovarialkarzinome assoziiert (National Academies of Sciences, 2016). Auch Adipositas,
Zigarettenrauchen und Hormonersatztherapien werden als Risikofaktoren genannt
(Beral et al., 2007; Jordan et al., 2007; Leitzmann et al., 2009). Als protektive Faktoren
gelten unter anderem Schwangerschaften, langes Stillen, eine Tubenligatur oder
Hysterektomie sowie die Einnahme oraler Kontrazeptiva (Fotopoulou & Herzog, 2018).
In einer wegweisenden Meta-Analyse wurde gezeigt, dass bei Frauen, die mindestens
zehn Jahre lang orale Kontrazeptiva eingenommen hatten, die Ovarialkarzinom-
Inzidenz um mehr als 50 % reduziert werden konnte (Havrilesky et al., 2013). Eine
verringerte Anzahl an Ovulationszyklen reduziert das Ovarialkarzinomrisiko also

erheblich.

Obwohl es keine fiir Eierstockkrebs spezifischen Symptome gibt, berichten etwa 90 %
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der betroffenen Patientinnen Beschwerden wie Bldhungen, Becken- oder
Bauchschmerzen, Essstorungen oder eine Zunahme des Bauchumfangs, welche zur
moglichen Fritherkennung in den sogenannten ,,Goff Index einflieBen (Goff et al.,
2004). Zahlreiche Screening-Studien konnten im Allgemeinen noch keinen eindeutigen
Effekt auf das Uberleben nachweisen. Der Serummarker CA125 (cancer antigen 125)
ist bei etwa 80 % der Ovarialkarzinom-Patientinnen erhoht (Niloff et al., 1984), doch
die PLCO (Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian) Krebs-Screening Studie konnte
unter Verwendung von transvaginalem Ultraschall und CA125-Screening keine
Reduktion der krankheitsspezifischen Mortalitit bei Frauen mit einem
durchschnittlichen Risiko fiir Eierstockkrebs erreichen (Buys et al., 2011). Aufgrund der
ausgeprigten Heterogenitdt von Ovarialkarzinomen ist es zudem wahrscheinlich, dass
kein einzelner Tumor-Biomarker ausreichen wiirde, um alle histologischen Subtypen

frithzeitig erkennen zu konnen (National Academies of Sciences, 2016).

1.2. Klassifikation

Da mehrere Subtypen mit unterschiedlichen Urspriingen, Risikofaktoren und Prognosen
bestehen, sollte Eierstockkrebs nicht als eine einzelne Krankheit betrachtet werden.
Tumor-Subtypen entstehen beispielsweise aus unterschiedlichen Zelltypen der
Eierstocke: Tumore epithelialen Ursprungs (Karzinome, 80-90 %), Keimstrang-
Stromatumore (etwa 8 %), Keimzelltumore (3-5 %) und seltene andere (Mayr et al.,
2014). Die Mehrzahl der Ovarialkarzinome kann in fiinf Typen eingeteilt werden: 1.
High-grade seroses Karzinom, 2. Klarzelliges Karzinom, 3. Endometrioides Karzinom,
4. Low-grade serdses Karzinom, und 5. Muzindses Karzinom (Gurung et al., 2013;
Kalloger et al., 2011). Die prozentuale Aufteilung und die Beteiligung seltenerer
Subtypen ist Abbildung 1 zu entnehmen.

26% 0,6-7,1%

3-5%\ Y (

[ .High-grade"“ seréses Karzinom
B Karzinosarkom
Endometrioides Karzinom
M Klarzelliges Karzinom
LLow-grade” seréses Karzinom
I Muzindses Karzinom
nicht kategorisierbar

1-7 %

Abbildung 1: Prozentualer Anteil verschiedener Ovarialkarzinom-Subtypen.

(Gilks et al., 2008; Seidman et al., 2004) adaptiert nach (National Academies of Sciences, 2016).
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Das histopathologische Grading spiegelt den Grad der Abweichung von der normalen
Gewebearchitektur wider und wird beim serdsen Ovarialkarzinom in low-grade (gut bis
moderat differenziert) und high-grade (schlecht differenziert) unterteilt (Vang et al.,
2009). Entscheidend ist hierbei vor allem, dass sich die high-grade serdsen
Ovarialkarzinome schneller ausbreiten und zu einem schlechteren Uberleben fiihren als
der low-grade Subtyp (Levanon et al., 2008). Auf der Ebene genetischer Mutationen
unterteilen Shih und Kurman das epitheliale Ovarialkarzinom in einen Typ I aus low-
grade Tumoren mit Mutationen in Genen wie BRAF, K-RAS und PTEN und in einen
Typ II aus high-grade Tumoren mit vorwiegend 7TP53-Mutationen (Shih & Kurman,
2004). Die Mutation des Tumorsuppressor-Gens 7P53 ist hierbei grundlegend fiir die
maligne Transformation und universell vertreten (Ahmed et al., 2010). Durch die friih in
der Tumorentstehung auftretende Inaktivierung dieses Transkriptionsfaktors konnen die
Tumorzellen der Zellapoptose entgehen und aggressiver proliferieren (Holschneider &
Berek, 2000). Zudem wird in etwa 15 % der high-grade serésen Ovarialkarzinome eine
Keimbahnmutation in den Genen BRCAI (breast cancer gene 1) oder BRCA2 (breast
cancer gene 2) beobachtet, wodurch die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DSB) tiber homologe Rekombination (HR) stark beeintrdchtigt wird und sich bei der
Proliferation der Tumorzellen weitere Spontanmutationen einbauen kénnen (Alsop et
al., 2012). Die Bezeichnung lésst sich von dem hohen Risikofaktor der Mutationen fiir
die Entwicklung von Brust- oder Eierstockkrebs herleiten. Das Risiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken belduft sich bei einer BRCAI Mutation auf 40-60 % und
bei einer BRCA2 Mutation auf gut 10 % (Kiechle et al., 2014; Tinelli et al., 2010). Eine
Mutation im ebenfalls an der homologen Rekombination beteiligten RAD5S1C Gen
ergibt ein Lebenszeitrisiko fiir Eierstockkrebs von 10-15 % (Lancaster et al., 2015).

Eine Aussage iiber die Ausbreitung und GréBe des Karzinoms, das sogenannte Staging,
wird durch die Kombination aus FIGO-(International Federation of Gynecology and
Obstetrics) und TNM-(Tumor, lymph node, metastasis) Klassifikation getroffen. Die
verschiedenen Stadien werden durch operative Exploration und histopathologische
Befundung der Bauchhohle eingeteilt (Zeppernick & Meinhold-Heerlein, 2014).
Maligeblich flieBen hierbei Tumorgréfle und -lokalisation, sowie Lymphknotenbefall
und die Ausbildung von Fernmetastasen ein. Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist mit dem
FIGO-Stadium assoziiert und betrigt bei einer Studie von Yamagami und Kollegen bei
FIGO 191 %, bei FIGO II 77 %, bei FIGO III 49 % und bei FIGO IV 34 % (Yamagami

et al., 2020). Aufgrund der Heterogenitit von Ovarialkarzinomen ist die detaillierte
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pathologische und chirurgische Befundung sowohl fiir die Charakterisierung der

Erkrankung als auch fiir die Festlegung des Behandlungsalgorithmus unerlisslich.

1.3. Karzinogenese und Aszitesbildung

Da die friithen Stadien des Ovarialkarzinoms meist unbemerkt bleiben, ist wenig iiber
die Entstehung und den Verlauf der Erkrankung bekannt. Es gibt allerdings immer mehr
Hinweise darauf, dass verschiedene Subtypen des Ovarialkarzinoms unterschiedliche
Entstehungsorte haben. 1972 stellte Fathalla die Hypothese auf, dass es einen
Zusammenhang zwischen der wiederholten Verletzung des Ovarialepithels bei der
Ovulation und der Hiufigkeit der Entwicklung epithelialer Neoplasmen geben konnte
(Fathalla, 1972). Auch Fleming et al. unterstiitzten 2006 einen moglichen
Zusammenhang zwischen wiederkehrender Ovulation, Entziindung und epithelialer
Ovarialkarzinogenese  (Fleming et al., 2006). Die FEinzigartigkeit des
Ovulationsprozesses als  hormoninduzierte  Verletzung zieht Trauma- und
Reparaturprozesse sowie DNA-Schiden nach sich, welche das Oberflachenepithel der
Eierstocke oder die Fimbrienschleimhaut verdndern kénnen (King et al., 2011). Im
physiologischen Prozess wird die Epithelreparatur nach Freisetzung einer Oozyte
ermdglicht, indem sich epitheliale Ovarialzellen in einen mesenchymalen Phénotyp
umwandeln und dadurch ihre Motilitit und Proliferationsrate erhdhen (Auersperg et al.,
2001). Somit geht das Ovarialkarzinom hiufig mit einer frilhen Invasion des

umgebenden Peritoneums einher (Kipps et al., 2013).

In nachfolgenden Studien wurde gezeigt, dass serdse Ovarialkarzinome viele
biochemische Marker mit dem Eileiterepithel teilen, und dass sowohl die
Ovarialoberfliche als auch die Eileiterfimbrien wéhrend der Ovulation mit
Follikelfliissigkeit in Kontakt kommen und daher entziindlichen Zytokinen und
reaktiven Sauerstoffspezies ausgesetzt sind (Tone et al., 2012). Zudem wurden auf
Eileitern, die Frauen mit einer genetischen Pridisposition fiir Eierstockkrebs
entnommen wurden, Lidsionen detektiert, welche stark dem high-grade serdsen
Ovarialkarzinom dhneln und daher als sogenannte STICs (serous tubal intraepithelial
carcinomas) bezeichnet wurden (Piek et al., 2001). Dies und weitere Faktoren legen den
Schluss nahe, dass das Fimbrienende des FEileiters ein alternativer oder sogar der
Hauptursprungsort des serdosen Ovarialkarzinoms sein konnte (Howitt et al., 2015;
Kurman & Shih, 2010; Lee et al., 2007). Studien weisen darauf hin, dass Endometriose
mit 15-50 % der klarzelligen und endometrioiden Karzinome assoziiert ist und dass

Frauen mit Endometriose ein zwei- bis dreifach hoheres Risiko haben, Eierstockkrebs
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zu entwickeln (Brinton et al., 2005; Pavone & Lyttle, 2015). Der Ursprung von serdsen
borderline Tumoren und muzindsen Karzinomen ist noch nicht gekldrt (National
Academies of Sciences, 2016). Abbildung 2 veranschaulicht mdgliche Urspriinge

verschiedener Ovarialkarzinome.

High-grade
sergses Karzinom

Oberflachenepithel

Oberflichenepithel : des Ovars B
des Ovars
Eileiter Uterus Low-grade

seroses Karzinom

Oberflachenepithel
des Eileiters

Klarzelliges

/
Endometrium Karzinom

Endometrioides
Karzinom

Muzinéses
Karzinom

unbekannter
Ursprung

Abbildung 2: Potenzielle zelluléire Urspriinge verschiedener Ovarialkarzinome

Adaptiert nach (National Academies of Sciences, 2016).

Die Karzinogenese des Ovarialkarzinoms unterscheidet sich von hématogen
metastasierenden Tumoren, da Ovarialkarzinomzellen primér innerhalb der Bauchhohle
disseminieren und nur oberflichlich invasiv sind (Lengyel, 2010). Wahrend der
Embryogenese entstehen die Oberfldchenepithelzellen des Ovars aus dem koelomischen
Mesothel, was erkldren konnte, warum Eierstockkrebs {iber den transkoelomischen Weg
in der Bauchhodhle disseminiert (Auersperg et al., 2001). Durch welche Mechanismen
sich die malignen Zellen vom Primértumor loslosen ist bis heute nicht klar definiert,
doch die intraabdominale Verbreitung durch die Bewegung der Peritonealfliissigkeit gilt
als Voraussetzung sowohl fiir die initiale Makrometastasierung als auch fiir die
Entstehung von Rezidivldsionen an anderen Geweben der Bauchhdhle, welche wie das
Ovar von einem mesothelialen Oberflachenepithel umgeben sind (z.B. Peritoneum,

Omentum) (Main et al., 2017; Tan et al., 2006).

Um Zell-Zell-Adhdsionen zu 16sen und einen migratorischen Phénotyp zu erlangen,
durchlaufen Tumorzellen eine EMT (epithelial-zu-mesenchymale Transformation), was

eine Verdnderung der Cadherin- und Integrin-Expression sowie eine Hochregulierung
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proteolytischer Signalwege auslost (Kalluri & Weinberg, 2009). Die Bildung von
Sekundérldsionen erfolgt unter anderem durch eine kontrollierte Interaktion von
Adhaésionsrezeptoren und Proteasen, sowie durch die Riickwandlung zum epithelialen
Phianotyp (MET, mesenchymal-zu-epitheliale Transformation) (Lengyel, 2010). Die
Adhidsion an Mesothelzellen der Peritonealhdhle wird beispielsweise durch die
Expression von CD44 (cluster of differentiation 44) (Gardner et al., 1996), B-Integrinen
(Wagner et al.,, 2011) und CA125 (Rump et al.,, 2004) auf der Oberfliche der
Ovarialkarzinomzellen erleichtert. Tumorzellen in Sekundirldsionen weisen zudem
genetische Verdanderungen auf, die zu aggressiveren Klonen fiihren kénnen (Cancer

Genome Atlas Research Network, 2011).

Bei mehr als einem Drittel der Ovarialkarzinom-Patientinnen entwickelt sich
unabhingig vom histologischen Subtyp im Krankheitsverlauf ein malignitits-
assoziierter Peritonealerguss, welcher als maligner Aszites bezeichnet wird (Kipps et
al., 2013). Im fortgeschrittenen serdosen Ovarialkarzinom erhoht sich der Anteil des
Aszitesvorkommens auf etwa 70 % (Moughon et al., 2015). Intraperitoneale Metastasen
sind zu diesem Zeitpunkt bereits weit verbreitet und die physiologisch produzierte
Peritonealfliissigkeit kann nicht mehr ausreichend resorbiert werden. Der im
Ovarialkarzinom héufig iiberexprimierte Endothelwachstumsfaktor VEGF tragt durch
die Permeabiliserung von BlutgefdBen wesentlich zur Aszitesbildung bei (Lengyel,
2010; Neufeld et al., 1999): Ist bei Patientinnen mit Tumoren in der Peritonealmembran
die Flussigkeits-Filtrationsflache durch die Zunahme an semi-permeablen Mikrogefa3en
erhoht (Nagy et al., 1993), sinkt die kolloidosmotische (onkotische) Druckdifferenz
zwischen Endothel- und Mesothelschicht ab und es kann keine Wasserriickresorption in
die Kapillaren aus dem interstitiellen Raum mehr erfolgen (siche Abbildung 3). Durch
die hohe Proteinkonzentration in malignem Aszites wird der onkotische Effekt weiter
verstirkt und die Richtung des Fliissigkeitsstroms fiihrt in die Peritonealhdhle (Kipps et
al., 2013).



Einleitung 9

{ Makrophage Lymphozyt | *,
Aszites | Tumorzelle @ @

W

Mesothel-
© schicht

»

Bauch-
| wasser
(Aszites)

. permeable
| Kapillare 1
' Endothel- k )

| schicht ‘

©® Zytokine ® Chemokine

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

FlUssigkeitsstrom

Abbildung 3: Die Verinderung des kolloidosmotischen Drucks durch Lasionen im Mesothel und
die Permeabiliserung des Endothels fiihrt zur Bildung von Bauchwasser (Aszites).

Adaptiert nach (Kipps et al., 2013).

Die zelluldren Bestandteile in malignem Bauchwasser bestehen laut B. Sheid aus 37 %
Lymphozyten, 29 % Mesothelzellen, 32 % Makrophagen und <O0,1 % Adeno-
karzinomzellen (Sheid, 1992). Zudem herrscht im Aszites ein effizienter Austausch
l6slicher Entziindungs- und Wachstumsfaktoren, welche die Invasion von Tumorzellen
unterstiitzen konnen (Wang E. et al., 2005). Eine hohe IL-6 und IL-10 Konzentration im
Aszites wurde mit einem schlechteren Chemotherapieansprechen und einem

schlechteren Uberleben assoziiert (Matte et al., 2012; Penson et al., 2000).

Stellt sich die Patientin in der Klinik mit karzinose-assoziiertem Aszites vor, so werden
die Symptome meist mittels perkutaner Drainage kurzfristig gelindert und die Diagnose
durch eine anschlieBende zytologische Beurteilung des Aszites gestellt (National
Academies of Sciences, 2016). Die zelluliren und 16slichen Bestandteilen sind eine
vielversprechende Quelle fiir die Untersuchung von biologischen Aspekten wie
Therapieresistenz oder Tumorprogression sowie von therapeutischen Zielstrukturen und

prognostischen oder pradiktiven Biomarkern (Kipps et al., 2013).
14. Therapie

1.4.1. Debulking-Operation und adjuvante Chemotherapie

Aufgrund fehlender effektiver Screening-Strategien wird wie bereits erwdhnt bei der
Mehrzahl der Patientinnen die pathologisch bestétigte Diagnose Ovarialkarzinom erst
im fortgeschrittenen Stadium gestellt (Bowtell et al., 2015; Lengyel, 2010). Wenn

bereits eine Fernmetastasierung stattgefunden hat, ist die erste Therapieoption in aller
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Regel die Debulking-Operation bestehend aus Hysterektomie, bilateraler Salpingo-
Oophorektomie, Omentektomie und dem Entfernen der peritonealen Metastasen (Chang
et al., 2015; Pomel et al., 2007). Da ein optimales Debulking, d.h. eine postoperative
makroskopische Tumorfreiheit, mit einem signifikanten Uberlebensvorteil verbunden
ist, liegt der Fokus des chirurgischen Ansatzes auf der bestmdglichen Reduzierung der
Resttumorlast (Bristow et al., 2014; Chi et al., 2012). Beim Vorhandensein von
Komorbidititen oder schlecht zugénglichen Tumorarealen besteht zudem die
Moglichkeit, die Tumorlast durch eine ,neoadjuvante® Chemotherapie initial zu
reduzieren und die anschlieBende chirurgische Resektion zu erleichtern (Morrison et al.,
2012). Je nach operativer Zuginglichkeit wird der Tumorstatus nach der Operation
schlieBlich als komplette Resektion (kein Resttumor), optimale Zytoreduktion
(Resttumor mit Durchmesser unter 10 mm) oder suboptimale Zytoreduktion (Resttumor

mit Durchmesser iiber 10 mm) beschrieben (Hacker, 2013).

Spétestens sechs Wochen nach der primédren Operation wird der Leitlinie entsprechend
chemotherapeutisch mit einer Kombination aus Platin- und Taxan-basierten
Medikamenten therapiert (Leitlinienprogramm AWMEF, 2020). Der zytotoxische Effekt
beruht bei Carboplatin auf der Quervernetzung von DNA-Molekiilen, wéhrend
Paclitaxel zur Familie der Zytoskelett-Inhibitoren gehdrt und einen Zellzyklusarrest
herbeifiihrt (Lipp & Bokemeyer, 2005). Die Kombination aus beidem bleibt bis heute
das Riickgrat der chemotherapeutischen Erstbehandlung des Ovarialkarzinoms (Boyd &
Muggia, 2018). In Deutschland kann zudem adjuvant der antiangiogene monoklonale
Antikoérper Bevacizumab (Avastin®) eingesetzt werden (Leitlinienprogramm AWMF,
2020). Dieser ist gegen den bereits erwédhnten Endothelwachstumsfaktor VEGF
gerichtet, welcher in fast allen Ovarialkarzinomen exprimiert wird und Signalwege
stimuliert, die zur Bildung und Verzweigung neuer Tumorblutgefidle und somit zum
Tumorwachstum fiihren (Hicklin & Ellis, 2005). Durch die Kombinationstherapie mit
Bevacizumab kann laut Studien das progressionsfreie Uberleben verlidngert werden
(Burger et al., 2007). Obwohl die initialen Ansprechraten auf die Chemotherapie hoch
sind (Bowtell et al., 2015), gelingt es aufgrund von intrinsischen oder erworbenen
Resistenzmechanismen oftmals nicht, alle Tumorzellen zu eliminieren (Colombo et al.,
2014). Patientinnen mit einem progressionsfreien Uberlebensintervall von weniger als
sechs Monaten nach Abschluss der Chemotherapie gelten dabei als ,,platinresistent®
(Davis et al., 2014). Infolgedessen kommt es hdufig zu einem Wiederauftreten von

Metastasen im Peritoneum und anderen peritonealen Organen, was schlieBlich zur
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Entwicklung eines letztendlich meist todlichen Rezidivs fiihrt. Angesichts der hohen
Rezidivraten bei verfiigbaren Standardtherapien besteht also dringender Bedarf an

alternativen Erhaltungstherapien.

1.4.2. Erhaltungstherapie mit PARP-Inhibition

Die im Jahr 2018 auf dem ESMO (European Society for Medical Oncology) Kongress
verdffentlichten Ergebnisse der SOLO-1 Studie stellten als Moglichkeit der Erstlinien-
Erhaltungstherapie den Durchbruch in der Behandlung von neu diagnostiziertem
fortgeschrittenen Eierstockkrebs dar: Bei 391 eingeschlossenen Patientinnen mit BRCA-
Mutation, FIGO III-IV Stadium, zytoreduktiver Operation und Platinansprechen betrug
das progressionsfreie Uberleben in der Placebo Gruppe drei Jahre nach Randomisierung
26,9 %, wohingegen der Median in der Erhaltungstherapiegruppe mit dem PARP (Poly-
ADP-Ribose-Polymerase) Inhibitor Olaparib mit 60,4 % noch nicht erreicht wurde.
Zudem konnte durch den iiberschaubaren Einfluss von Nebenwirkungen kein
Unterschied zwischen beiden Gruppen in der gesundheitsbezogenen Lebensqualitit

festgestellt werden (Moore K. et al., 2018).

Der Therapieerfolg der PARP-Inhibition basiert auf dem Prinzip der synthetischen
Letalitét (siche Abbildung 4). DNA-Schiden, die beispielsweise durch den Einsatz von
Chemotherapeutika entstanden sind, konnen in einer gesunden Zelle durch den Prozess
der Basen-Exzisionsreparatur vermindert werden, wobei die Aktivitit des PARP-
Enzyms die entscheidende Rolle spielt (Amé et al., 2004; Dantzer et al., 2000). Das
Enzym bindet an Einzelstrangbriiche und fithrt DNA-Reparaturproteine wie XRCC1 (X-
ray repair cross-complementing protein 1) durch die als ,,PARylierung® bezeichnete,
posttranslationale Modifikation verschiedener Proteinsubstrate an die richtige Stelle
(Lindahl et al., 1995; Rouleau et al., 2010). PARP-Inhibitoren konkurrieren als
Nicotinamid-Analogon am Kkatalytischen Zentrum des PARP-Enzyms mit NAD*
(oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) und hemmen somit die nachfolgende
»PARylierung® (Curtin & Szabo, 2013; Purnell & Whish, 1980). Ein weiterer Effekt
von PARP-Inhibitoren ist das sogenannte ,,PARP-Trapping®, wobei die normalerweise
an eine DNA-Reparatur anschlieBende Dissoziation der PARP-Enzyme verhindert wird
(Shen et al., 2015). Durch den stabilisierten PARP-DNA-Komplex wird die DNA-
Replikation verhindert und es entstehen Doppelstrangbriiche, die nur durch einen
alternativen Reparaturprozess korrigiert werden konnen (Murai et al., 2012). Bei
Patientinnen mit einer bestehenden BRCAI- oder BRCA2- Mutation ist der zweite

wichtige DNA-Reparaturprozess der homologen Rekombination (HR) stark
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beeintrachtigt (Gudmundsdottir & Ashworth, 2006). Wird also mittels PARP-Inhibition
zusdtzlich zur homologen Rekombination auch die Basen-Exzisionsreparatur
deaktiviert, konnen Fehler bei der Replikation nur noch iiber die fehleranfillige nicht-
homologe Endverkniipfung (NHEJ) repariert werden und die ohnehin genetisch
instabilen Tumorzellen werden durch die starke Mutationslast in die Apoptose

gezwungen (Ashworth, 2008).
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Abbildung 4: Prinzip der synthetischen Letalitit durch PARP-Inhibition bei BRCA-mutierten
Zellen.

Unter PARP-Inhibition kann keine Basen-Exzisionsreparatur (BER) mehr stattfinden und es entstehen
Doppelstrangbriiche, welche durch den Vorgang der homologen Rekombination (HR) repariert werden
konnen. Bei BRCA-mutierten Zellen ist der HR-Prozess stark beeintrachtigt und die Zelle geht in
Apoptose. Adaptiert nach (Zheng et al., 2020).

Basierend auf den Daten der PRIMA-Studie (Gonzéalez-Martin et al., 2019) kann zudem
auch bei nicht BRCA-mutierten Patientinnen ein PARP-Inhibitor (Niraparib) eingesetzt
werden (Leitlinienprogramm AWMEF, 2020).

Ein Nebeneffekt der PARP-Therapie ergibt sich dhnlich wie bei der Anwendung von
Chemotherapeutika oder bei Tumoren mit BRCA-Mutation durch die Ansammlung von
doppelstrangigen DNA-Fragmenten im Zytosol der Tumorzelle. Diese aktivieren iiber
den sogenannten second messenger cGMP (Zyklisches Guanosinmonophsophat) den
STING-(stimulator of interferon genes) Signalweg, welcher wiederum {iber die
Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren eine Interferon-Typ I Antwort
auslost. So werden im Nachgang mehr tumorsuppressive T-Zellen und natiirliche

Killerzellen in den Tumor gelockt, welche zu einer verbesserten Prognose fiihren
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konnen (Ding et al., 2018; Shen J. et al., 2018).

In Aussicht stehen des Weiteren Entwicklungen fiir neuartige immunologische
Therapiestrategien wie beispielsweise die Immun-Checkpoint-Inhibition, worauf unter
Punkt 2.3 noch nédher eingegangen wird. Auch Technologien wie das Next-Generation-
Sequencing und Initiativen wie The Cancer Genome Atlas (TCGA) werden die
Forschung durch die Aufdeckung von Aberrationen und gestorten Signalwegen beim
Ovarialkarzinom in Zukunft weiter vorantreiben und die Entwicklung personalisierter

und vor allem subtypspezifischer Therapieoptionen unterstiitzen.
2. Rolle des Immunsystems beim Ovarialkarzinom

2.1. Schliisselkomponenten des Tumormikromilieus

Wie bei vielen anderen Krebserkrankungen spielt das Tumormikromilieu auch beim
Ovarialkarzinom eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsprogression und der
Beeinflussung der Malignitit (Freedman et al., 2004; Wang et al., 2006). Die
Tumorproliferation héngt im Allgemeinen von einer Reihe genetischer und
epigenetischer Aberrationen in den Krebszellen ab, welche wiederum auch die zelluldre
und humorale Zusammensetzung des Mikromilieus beeinflussen (Ugel et al., 2015).
Durch die Aszitesbildung und die damit einhergehende intraperitoneale Dissemination
ist das Immunsystem im Ovarialkarzinom vor eine ganz spezielle Herausforderung
gestellt. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit eines genauen Verstindnisses der Rolle
spezifischer Entziindungszelltypen bei der Progression oder Hemmung von
Ovarialtumoren. Eine erfolgreiche Einddmmung des Tumorgewebes erfordert eine
effektive  Infiltration durch tumorsuppressive Immunzellen. Innerhalb der
antigenspezifischen adaptiven Immunantwort spielen hierbei neben den CD4-positiven
T-Helferzellen die CDS8-positiven T-Zellen die wohl wichtigste Rolle, da sie
zytotoxische Molekiile wie Perforin und Granzym ausschiitten und inflammatorische
Zytokine wie IFNy (Interferon-gamma) und TNFo (Tumor-Nekrose-Faktor-alpha)
sezernieren (Martinez-Lostao et al., 2015). Als Teil der humoralen Immunantwort
regulieren diese Zytokine durch die Aktivierung verschiedener intrazelluldrer
Signalwege nicht nur Zellproliferation und Apoptose (Pfeffer, 2003), sondern fiihren
auch extrazellulir zu einer Rekrutierung und Aktivierung weiterer zytotoxischer
Immunzellen wie beispielsweise natiirlicher Killerzellen (Lee et al., 2012). Krebszellen
entgehen der immunologischen Eliminierung indem sie immunsuppressiv orientierte

Zelltypen anlocken, die sich neben den regulatorischen T-Zellen, welche die Aktivitit
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von Effektor-T-Zellen unterdriicken (McCaw et al., 2019), hauptsidchlich aus der
angeborenen Immunabwehr zusammensetzen. Wiahrend der Tumorgenese werden
beispielsweise myeloide Suppressorzellen (MDSCs) rekrutiert, welche die
Vaskularisierung fordern und die Effektor-Immunantwort stéren konnen (Quail &
Joyce, 2013). Auch Adipozyten im von Metastasen befallenen Omentum sezernieren oft
Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation von Tumorzellen weiter fordern kénnen
(Wagner & Dudley, 2013). Zudem infiltrieren alternativ aktivierte Makrophagen das
neoplastische Gewebe (Hanahan & Weinberg, 2011), was durch die Produktion von
Schliisselmediatoren sowohl bei serdsen als auch bei muzindsen Ovarialkarzinomen
zum Wachstum, zur Invasion und zur Metastasierung von Tumoren beitragen kann
(Hagemann et al., 2006; Kawamura et al., 2009; Takaishi et al., 2010) und daher im

nachsten Absatz noch ausfiihrlicher erklart wird.

2.2. Tumor-assoziierte Makrophagen

Makrophagen, welche als ein Hauptbestandteil des angeborenen Immunsystems
verschiedene maligne Tumoren infiltrieren, werden als tumor-assoziierte Makrophagen
(TAMs) bezeichnet und stellen die am hiufigsten vorkommende Leukozytenpopulation
in menschlichen Ovarialtumoren und im Aszites dar (Takaishi et al., 2010). Die
Zusammensetzung der Population hidngt hierbei von einem dynamischen Gleichgewicht
zwischen gewebsansdssigen und rekrutierten Makrophagen ab. Gewebsresidente
Makrophagen stammen aus dem embryonalen Dottersack und der fetalen Leber
(Hoeffel et al., 2015; Perdiguero et al., 2015), wohingegen rekrutierte Makrophagen in
einem stetigen Austausch von zirkulierenden Vorlduferzellen (Ly6C*CCR2*
Monozyten) aus dem Knochenmark und der Milz gebildet werden (Cortez-Retamozo et
al., 2012; Shand et al., 2014). Die Rekrutierung von TAMs erfolgt durch 16sliche
Faktoren wie CSF-1 (colony-stimulating factor 1), VEGF (vascular endothelial growth
factor) und TGF-B (transforming growth factor beta), sowie durch die Chemokine
CCL2, CCL5, CXCLI12 und CX3CL1 (Balkwill, 2004). Folgenden Makrophagen-
Rezeptoren wird zudem eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion zugesprochen:
CSF1-R (Colony stimulating factor 1 receptor), SR-A (Scavenger Receptor A) und
CX3CRI1 (CX3C chemokine receptor 1) (Burnett et al., 2004; Evrard et al., 2015).

Im Gegensatz zu klassisch aktivierten (M1) Makrophagen, welche in Antwort auf IFNy
Stimulation die Immunantwort verstirken und die Tumorprogression einddmmen
(Pollard, 2009), werden TAMs im Falle einer entziindungshemmenden Funktion zur

alternativ aktivierten Makrophagenpopulation (M2) gezéhlt (Gordon, 2003; Mantovani
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et al., 2003, 2004). Der flexible Polarisierungsstatus ist dabei unter anderem auf die
diverse Signaliibertragung im Tumormilieu zurlickzufiihren (Hagemann et al., 2006;
Ruffell et al., 2012). M1- und M2-Phénotypen sollten daher als zwei mogliche Extreme
der dynamischen Makrophagen-Plastizitit angesehen werden (Ugel et al., 2015).
Makrophagen im Aszites fortgeschrittener Ovarialkarzinom-Patientinnen werden
beispielsweise durch l6sliche Faktoren wie IL-6 (Interleukin 6) und M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor) zum M2-Phinotyp polarisiert (Duluc et al.,
2007; Hagemann et al., 2006). Auch die Tumorzellen selbst sollen dazu in der Lage
sein, die Makrophagen in einen M2-Phianotyp umzuwandeln (Hagemann et al., 2006).
Die Anzahl der M2-polarisierten TAMs und die lokale Produktion von M-CSF
korrelieren dabei positiv mit dem histologischen Grad der Malignitéit beim epithelialen
Ovarialkarzinom (Kawamura et al., 2009). Des Weiteren wurde beim Ovarialkarzinom
gezeigt, dass TAMs durch die Induktion von Angiogenese und Tumorzellinvasion,
sowie durch die Unterdriickung der adaptiven Immunitdt zur Tumorprogression
beitragen konnen (Noy & Pollard, 2014; Pollard, 2004; Qian & Pollard, 2010; Sica &
Mantovani, 2012). Peritonealkarzinosen sind daher hdufig mit makrophagenreichem
Aszites assoziiert (Haskill et al., 1982) und das Vorhandensein von TAMs im
Tumorgewebe korreliert mit einer schlechteren Patientenprognose (Cook & Hagemann,
2013; De Palma & Lewis, 2013). Bestdrkt wird dies durch die Annahme, dass das
makrophagenspezifische F4/80-Protein an der Rekrutierung von immunsuppressiven
regulatorischen T-Zellen (7-regs) beteiligt ist (Lin et al., 2005) und dass l6sliche
Makrophagen-Produkte =~ Wachstums- und  Angiogenesefaktoren  beinhalten
(Schoppmann et al., 2006; Wang et al., 2006).

2.3. Mutationslast und Lymphozyteninfiltration

Obwohl das Ovarialkarzinom wie oben aufgefiihrt von einem immunsuppressiven
Mikromilieu geprigt ist, wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass eine
intratumorale T-Zell-Prdsenz sowohl mit einem verbesserten Chemotherapie-
Ansprechen als auch mit einer besseren Gesamtprognose assoziiert ist (Goode et al.,
2017; Mariya et al., 2014; Zhang L. et al., 2003). Speziell die intraepitheliale Prisenz
von CD8 positiven T-Zell-Infiltraten wurde mit einem verzogerten Aufkommen von
Rezidiven und insgesamt verbesserten Uberlebensdaten korreliert (Sato et al., 2005).
Konecny und Kollegen teilten das high-grade serdose Ovarialkarzinom 2014 durch
Genexpressions-Analysen in einen proliferativen, differenzierten, mesenchymalen und

immunreaktiven Subtyp ein, wobei der immunreaktive Subtyp mit einer verbesserten T-
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Zell-Infiltration und mit dem besten Gesamtiiberleben einherging (Konecny et al., 2014;

Wang C. et al., 2017).

Im Cancer Immunity Cycle von Chen und Mellman wird als erster Schritt einer
erfolgreichen tumoralen T-Zell-Antwort die Freisetzung von Tumorzellantigenen
benannt, welche anschlieend zur T-Zell-Aktivierung von dendritischen und antigen-
prasentierenden Zellen an Histokompatibilitidts-Komplex-Molekiile (MHC 1 und MHC
II) gebunden werden (Chen & Mellman, 2013). Erhoht sich wéhrend der
Tumorprogression beispielsweise durch fehlerhafte DNA-Reparatur-Prozesse wie bei
einer BRCA1/2-Mutation die allgemeine Mutationslast, so ist es wahrscheinlich, dass
sogenannte ,,Neo-Antigene* entstehen (Budczies et al., 2015), welche die
Immunogenitit des Tumors wesentlich erhéhen und es daher fiir das Immunsystem
einfacher wird, entartete Tumorzellen von gesundem Gewebe zu unterscheiden und zu
eliminieren. Auf das Ovarialkarzinom bezogen konnte dies erkldaren, warum
Patientinnen mit BRCA-Mutation zum einen durch die erhohte Platin-Sensitivitit, zum
anderen aber auch durch immunreaktive Gensignaturen und eine erhéhte Anzahl tumor-
infiltrierender Lymphozyten (TILs) ein verbessertes Fiinf-Jahres Gesamtiiberleben
aufweisen (Bolton et al., 2012; George et al., 2013; Strickland et al., 2016). Verglichen
mit anderen Entititen reiht sich das Ovarialkarzinom hinsichtlich der Mutationslast
allerdings im unteren Mittelfeld ein (Alexandrov et al., 2013). Die Exposition
gegeniiber PARP-Inhibitoren kann die Neo-Antigen-Menge erhéhen und somit
beispielsweise die Wirkung immuntherapeutischer Substanzen verbessern (Fotopoulou
& Herzog, 2018). Nach der Antigenpridsentation erfolgt im Lymphknoten das
sogenannte Priming und die Aktivierung der zytotoxischen T-Lymphozyten, welche
anschlielend tiber die Blutbahn tumorales Gewebe infiltrieren. Dort erfolgt im letzten
Schritt des Cancer Immunity Cycle die Erkennung und die Bindung von Tumorzellen
durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit dem Tumorzellantigen, sowie die
anschlieende Zelltodinduktion (Chen & Mellman, 2013). Ein Risiko besteht allerdings
darin, dass selektiert Tumorzellen mit einer geringeren Immunogenitit der initialen
Immunantwort entgehen und sich spéter als Rezidiv umso proliferativer durchsetzen
konnen (Shankaran et al., 2001). Da gynédkologische Malignome eher zu den moderat
immunogenen Tumoren gezdhlt werden (Schumacher & Schreiber, 2015) ist es das Ziel
aktueller Forschungsarbeiten, den immunsuppressiven ,kalten“ Tumor in einen
Effektor-T-Zell infiltrierten ,heilen” Tumor zu verwandeln (Galon & Bruni, 2019;

Nagarsheth et al., 2017) und somit verschiedenste Therapieansitze der Immun-
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Modulation zu verbessern oder gar erst moglich zu machen.

24. Immuncheckpoint Inhibition

Immuntherapien zielen im Allgemeinen darauf ab, die eigene Immunfunktion zu stirken
und entartete Zellen zu eliminieren. Ganz entscheidend fiir den Erfolg oder Misserfolg
des Immunsystems ist hierbei die richtige Gewichtung von stimulatorischen und
inhibitorischen Signalen innerhalb der T-Zell-vermittelten Immunantwort (Gaillard et
al., 2016). Intrinsische inhibitorische Signale entstehen beispielsweise, wenn naive T-
Zellen durch die Antigenprdsentation dendritischer Zellen aktiviert wurden und
infolgedessen die Expression von sogenannten Checkpointproteinen erhéhen. Durch
diese negative Regulation wird die Dauer der T-Zell-Aktivierung zeitlich begrenzt.
Somit kann einer pathologischen Uberaktivierung des Immunsystems vorgebeugt
werden, genau wie einer damit verbundenen Schidigung des Gewebes oder der
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen. Hinzu kommen extrinsische inhibitorische
Signale wie beispielsweise von regulatorischen T-Zellen oder verschiedenen Zytokinen

(Doo et al., 2019; Gaillard et al., 2016).

Die FEinfiihrung von Immuncheckpoint-Inhibitoren hat die Behandlung verschiedener
Krebsarten wie beispielsweise die des malignen Melanoms oder des nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms revolutioniert (Kwok et al.,, 2016). Aufgrund der einfachen
Verabreichung, des gilinstigen Nebenwirkungsprofils und der effektiven Wirksamkeit
bei bestimmten Tumorarten (Brahmer et al., 2012) wird mit Nachdruck daran
gearbeitet, diese Ergebnisse in klinischen Eierstockkrebsstudien zu replizieren. Der
Fokus préklinischer Studien aus dem letzten Jahrzehnt lag dabei vor allem auf den
Immuncheckpoint-Rezeptoren PD-1 (programmed cell death protein 1) und CTLA-4

(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4).

Bindet der PD-1-Rezeptor einer zytotoxischen T-Zelle an einen seiner programmierten
Zelltod-Liganden (PD-L1 oder PD-L2), so wird die Effektor-T-Zell-Antwort
unterdriickt, die Zytokinproduktion, Proliferation und Migration gehemmt, sowie die
eigene Apoptoserate erhoht (Sharpe & Pauken, 2018). PD-1 ist auch auf regulatorischen
T-Zellen hoch exprimiert, wobei die Aktivierung des Rezeptors deren suppressive
Aktivitdt weiter verstirkt (Doo et al., 2019). Diese allgemeine Minimierung der
Immunantwort kann jedoch als kritischer immunsuppressiver Mechanismus von
Tumorzellen ausgenutzt werden und dabei wesentlich zur Immun-Evasion beitragen

(Gottlieb et al., 2017; Hashimoto et al., 2018). Von den beiden Liganden scheint PD-L1
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der relevantere im Tumormikromilieu zu sein und wird daher zur Abschwéchung von
CD8-positiven T-Zellen auf einer Vielzahl von Tumorzellen exprimiert. Die PD-L1
Expression konnte hierbei auf eine Reihe von Genamplifikationen oder onkogenen
Signalkaskaden zuriickzufiihren sein (Atefi et al.,, 2014; Green et al., 2010). Des
Weiteren haben priklinische Modelle gezeigt, dass von TILs produziertes IFNy und die
Anwendung von Chemotherapeutika die PD-L1-Expression auf Tumorzellen induzieren
konnen (Abiko et al., 2015; Peng J. et al., 2015). Auch M2-polarisierte Makrophagen
exprimieren PD-L1, was deren immunsuppressiven Phanotyp weiter unterstiitzt (Fang et

al., 2021).

Um die intratumorale Immunantwort wieder in Richtung eines protektiven Phanotyps
zu verschieben, wirkt die Anwendung von Immuncheckpoint-Inhibitoren, indem sie die
negativ regulierten Rezeptor/Ligand-Interaktionen verhindern und die Funktion
effektiver zytotoxischer T-Zellen wiederherstellen (Chen & Mellman, 2017; Sakuishi et
al., 2010). Obwohl CDS8-positive T-Zellen als das primdre Ziel von anti-PD-1
Antikdrpern gelten, kann die Therapie auch PD-L1 exprimierende Makrophagen
beeinflussen und deren phagozytische M1-Aktivitdt rekonstruieren (Gordon et al.,
2017). Wihrend anti-PD-1/L1-Effekte auf das Tumormikromilieu beschrinkt zu sein
scheinen, bewirken anti-CTLA-4-Antikorper eine Aktivierung von T-Zellen in
peripheren lymphoiden Geweben. Der Immuncheckpoint-Rezeptor CTLA-4 ist
ausschlieSlich auf T-Zellen zu finden, wo er direkt mit dem kostimulatorischen
Rezeptor CD28 um die Bindung des Oberfldchenproteins B7-1 oder B7-2 (synonym
zum Lymphozyten-Aktivierungsantigen CD80) auf dendritischen Zellen konkurriert.
Die Bindung von CD28 wirkt hierbei T-Zell-aktivierend und die Bindung von CTLA-4
T-Zell-inhibierend, wobei auch die Helfer-T-Zell-Aktivitit reduziert und die Treg-
vermittelte Immunsuppression hochreguliert wird (Doo et al., 2019) (sieche Abbildung
5).
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Abbildung 5: Checkpoint Inhibition der T-Zell-vermittelten Immunantwort

T-Zellen werden aktiviert indem der T-Zell-Rezeptor (TCR) an ein Antigen im
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) bindet oder das T-Zelloberflichenprotein CD28 an das
Lymphozytenaktivierungsantigen B7 auf dendritischen Zellen andockt. Inhibitorisch wirkt hingegen die
Bindung des zytotoxischen T-Lymphozyten-assoziierten Proteins CTLA-4 an B7 oder des
programmierten Zelltod Rezeptors PD-1 an die Liganden PD-L1 oder PD-L2, welche neben
verschiedenen Immunzellen auch von Tumorzellen exprimiert werden kdnnen. Adaptiert nach (Hassel et
al., 2017).

Die PD-1/PD-L1-Blockade ist die am héufigsten untersuchte Immuncheckpoint-
Therapie beim Ovarialkarzinom, wobei deren FEinsatz in zahlreichen Mausmodellen
sowohl einzeln als auch in Kombination mit weiteren Checkpoint- oder PARP-
Inhibitoren sowie Chemotherapeutika untersucht wurde. Interessant fiir den Ansatz der
Blockade ist auch die Tatsache, dass der immunreaktive Subtyp des serdsen
Ovarialkarzinoms eine besonders starke PD-L1 Expression aufweist (Chin et al., 2020).
Trotz des Erfolgs bei anderen Tumorentititen und neuen klinischen Daten beim
Ovarialkarzinom liegt die Wirksamkeit der Checkpoint-Inhibitoren bei objektiven
Ansprechraten von lediglich 10-15 %, was bisher zu keiner Zulassung gefiihrt hat
(Gaillard et al., 2016). Im Kontrast zu den zahlreichen effektiven préklinischen
Modellen geht man davon aus, dass die Misserfolge der klinischen Studien
moglicherweise durch ein falsches Timing in der Medikamentenverabreichung
entstanden sein konnten, da die Therapiegabe mit der zeitlich maximalen
Infiltrationsrate von Lymphozyten im Tumormikromilieu zusammenfallen sollte (Doo
et al.,, 2019). Wichtig ist natiirlich auch das aktuell vorherrschende intratumorale
Verhiltnis von Effektor-Immunzellen (zytotoxische T-Zellen, dendritische Zellen, M1-
Makrophagen) zu immunsuppressiven Immunzellen (regulatorische T-Zellen, myeloide
Suppressorzellen, M2-Makrophagen). Um kiinftig also die Ansprechraten anzuheben,

miissen durch intensivere Forschungsarbeiten verldssliche Biomarker gefunden werden,
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welche Tumorprofile identifizieren, die grundlegend besser auf Immuncheckpoint-
Inhibitoren ansprechen. Von groem Nutzen wiren zudem auch Marker fiir die
frithzeitige Erkennung von immunvermittelten Nebenwirkungen, welche unter anderem
dermatologischer, gastrointestinaler oder rheumatologischer Natur sein kdnnen und nur

bei sofortiger Behandlung in der Regel reversibel sind (Gaillard et al., 2016).
3. Chemokine und ihre intratumorale Funktion

3.1. Struktur, Funktion und Wirkung

Fiir die erfolgreiche Absolvierung des vierten Schritts aus dem bereits erwdhnten
Cancer Immunity Cycles (Chen & Mellman, 2013), ndmlich der Lymphozyten-
infiltration in das Tumorgewebe, ist die Interaktion des Chemokinsystems ein
entscheidender Schliisselfaktor (Abastado, 2012; Zhang L. et al., 2003). Zahlreiche
korrelative Studien haben die Bedeutung von Chemokinliganden (chemotaktischen
Zytokinen) fiir die Infiltration Chemokinrezeptor-positiver Lymphozyten und fiir das
Uberleben der Patienten bereits hervorgehoben (Bindea et al., 2013; Hwang et al., 2012;
Messina et al., 2012; Sato et al., 2005). Auch wenn der exakte Mechanismus der
Diapedese von Leukozyten aus dem BlutgefdBBsystem noch lange nicht vollstindig
geklart ist, so stellt die Wanderung in Richtung des aufsteigenden
Konzentrationsgradienten der Chemokine ein wichtiges Element dar (Gevrey et al.,
2005). Aktiviert wird die Chemokinproduktion beispielsweise durch IFNy-Exposition,
die darauf folgende intrazelluldre Phosphorylierung der Janus Kinase (JAK) und die
Translokation von STAT (signal transducers and activators of transcription) Proteinen
in den Zellkern (Dutta & Li, 2013; Groom & Luster, 2011a). Daraufhin kénnen
Chemokine auf eine dynamische Weise an Glykosaminoglykane (GAGs) auf der
Oberfliche von Endothelzellen binden und einen lokalen Chemokin-Gradienten
ausbilden (Thompson et al., 2017). Leukozyten wie Monozyten, Neutrophile und
Lymphozyten treten dort durch ihre Chemokinrezeptoren mit den Chemokinliganden in

Interaktion (Wojdasiewicz et al., 2014).

Strukturell gesehen teilen alle 48 Mitglieder der Chemokine eine gemeinsame
monomere Struktur, die aus einem flexiblen N-Terminus, gefolgt von einer N-Schleife,
drei antiparallelen B-Strdngen und einer C-terminalen o-Helix besteht (Fernandez &
Lolis, 2002). Durch die Organisation der ersten Cysteinreste, welche an
strukturstabilisierenden intra-molekularen Disulfidbindungen beteiligt sind, werden

Chemokine in vier verschiedene Gruppen eingeteilt: CXC, CC, XC und CX3C, wobei X
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fiir eine beliebige Aminosdure steht (Zlotnik & Yoshie, 2000). Die zugehdrigen
Rezeptoren wurden passend zu jener Nomenklatur benannt: CR, CCR, CXCR oder
CX3CR. Die Gruppe der bislang 16 beschriebenen Chemokinrezeptoren gehdrt zur vy-
Rhodopsin-Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und kdnnen sowohl
durch sezernierte als auch durch membrangebundene Chemokinliganden aktiviert
werden (Latek et al., 2012; Murphy et al., 2000). Hierfiir interagiert der extrazelluldre
N-Terminus des Rezeptors zunédchst mit der N-Schleife des Chemokins, worauf
anschlieBend der Liganden-N-Terminus mit der Bindungstasche des Rezeptors in
Verbindung kommt und eine Transmembran-Signalisierung auslost (Rajagopalan &
Rajarathnam, 2006), welche unter anderem Proliferation, Migration und Adhésion

ermdglicht (Neptune & Bourne, 1997; Raman et al., 2011) (siche Abbildung 6).
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Abbildung 6: Downstream-Signalisierung eines G-Protein gekoppelten Chemokinrezeptors

Chemokine wie das dargestellte CX3CL1 (PDB code 1B2T) binden an G-Protein gekoppelte
Chemokinrezeptoren, welche intrazelluldre Effektoren und second messenger aktivieren um unter
anderem eine Morphologiednderung und eine gerichtete Chemotaxis zu ermdglichen. Adaptiert nach
(Patel et al., 2013).

Durch die Konformationsidnderung der sieben Transmembrandoméinen des Rezeptors
wird intrazelluldr die Bindung eines heterotrimeren G-Proteins ermoglicht, welches aus
einer a-, 3- und y-Untereinheit besteht. Mit der Aktivierung findet an der Nukleotid-
Bindestelle der Ga-Untereinheit ein Guanosindiphosphat (GDP) - Guanosintriphosphat
(GTP) Austausch statt (Ritter & Hall, 2009), wodurch sich die GTP-gebundene Go.-

Untereinheit vom Gpy-Heterodimer abkoppelt und durch beide Untereinheiten
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Downstream-Signaltransduktionen ausgelost werden. Zunédchst werden Signal-
Effektoren wie GPCR-Kinasen, lonenkandle oder die Phospholipase C-f aktiviert,
welche anschlieBend sogenannte second messenger wie Inositoltriphosphat (IP3),
Diacylglycerol (DAG) und Calciumionen (Ca®*) auf den Weg bringen (Patel et al.,
2013). Zudem konnen durch beide Untereinheiten die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K),
die Proteinkinase B (Akt) und die mitogen-activated protein (MAP)-Kinase aktiviert
werden (Patel et al., 2013; Servant et al, 2000). Die PI3K nimmt fiir
Chemokinrezeptoren eine besondere Rolle ein, da sie das PIP; (Phosphatidylinositol-
Triphosphat)-Level erhoht und damit Signalproteine anlockt, welche zur
Aktinpolymerisation sowie zur Morphologieinderung am Rand der Zelle fithren und
diese somit entlang eines Chemokingradienten wandern lassen (Jin & Hereld, 2006).
Eine Inaktivierung des G-Proteins erfolgt schlieBlich durch die Hydrolyse des GTPs,
wodurch sich die Untereinheiten wieder vereinen (Patel et al., 2013). Eine
Internalisierung des Rezeptors nach Ligandenbindung reduziert die chemotaktische
Aktivitit von Leukozyten unter Entziindungsbedingungen, kann aber auch zur
Resensibilisierung des Rezeptors beitragen, solange er nicht in Endosomen abgebaut,
sondern wieder an die Zelloberfliche zuriickgefiihrt wird. Zur allgemeinen
Desensibilisierung kann der Rezeptor zudem vom heterotrimeren G-Protein

abgekoppelt werden (Dagan-Berger et al., 2006).

Allgemein werden Chemokine konstitutiv und/oder induzierbar exprimiert
(Vandercappellen et al., 2008). Einige konnen zudem post-translational durch eine
proteolytische Spaltung aktiviert oder inaktiviert werden (Wolf et al., 2008). Die
Komplexitdt des Systems ergibt sich daraus, dass einige Chemokine mehrere
verschiedene Rezeptoren aktivieren und dass sowohl tumorsuppressive als auch
tumorfordernde Leukozyten durch das intratumorale Chemokin angelockt werden.
Bezogen auf das Tumormikromilieu kénnen schlielich sowohl Chemokine als auch
Chemokinrezeptoren von den Tumorzellen selbst exprimiert werden und den
Nettoeffekt der Chemotaxis nachhaltig beeinflussen (Nagarsheth et al., 2017). Die
Chemokine CCL2 und CCLS rekrutieren beispielsweise myeloide Suppressorzellen und
tumor-assoziierte Makrophagen, die wie bereits erwdhnt mit einem verschlechterten
Uberleben assoziiert werden (Pollard, 2004). Der CXCL12-CXCR4-Signalweg fordert
intratumoral die Invasivitit und Metastasierung durch eine erhohte Angiogeneserate
(Darash-Yahana et al., 2004; Kryczek et al., 2005). An humanen Ovarialkarzinomzellen

wurde gezeigt, dass die CXCL12-Expression durch Hypoxie hervorgerufen werden
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kann (Kryczek et al., 2005). Als maBgeblich beteiligt an der Rekrutierung tumor-
suppressiver T-Zellen gelten schlieBlich die Chemokine CXCL9 und CX3CLI1, deren
Rolle im Ovarialkarzinom den Kern dieser Doktorarbeit bildet und daher in den
folgenden Kapiteln genauer beschrieben wird. Das epigenetische Silencing von
Chemokinen des sogenannten THI1-Typs wurde beim Ovarialkarzinom als
Immunevasions-Mechanismus identifiziert, was wiederum zu einer schlechteren
Tumorinfiltration durch T-Helfer-Zellen fiihren kann (Nagarsheth et al., 2016; Peng D.
etal., 2015a).

3.2. Das CXCL9/CXCR3-Chemokinsystem

Das CXCL9/MIG (monokine induced by interferon-gamma)-Gen kodiert fiir ein
Zytokin mit einer GroBe von 125 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 14
kDa. Das sezernierte Protein beeinflusst das Wachstum, die Bewegung oder den
Aktivierungszustand von Immunzellen und wirkt vor allem chemotaktisch auf aktivierte
T-Zellen (Genecards, 2021; Uniprot, 2021c). Als Liganden kénnen CXCL9, CXCL10
und CXCLI1 an den CXCR3-Rezeptor binden. In Antwort auf IFNy-Stimulation
werden die Chemokinliganden beispielsweise von Antigen-priasentierenden Zellen,
Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten, aber auch von B-Zellen, T-Zellen und
Monozyten exprimiert (Bronger et al., 2019; Park et al., 2002). Intratumoral werden
CXCL9 und CXCL10 neben den Tumorzellen selbst vorwiegend von myeloiden Zellen
produziert, wobei an der CD8" T-Zell-Antwort beteiligte dendritische Zellen fast
ausschlieBlich CXCL9 sezernieren und an der CD4" T-Zell-Antwort beteiligte
dendritische Zellen eher CXCL10 produzieren (Bronger et al., 2016; Chow et al., 2019;
Durai & Murphy, 2016).

Der CXCR3-Rezeptor ist neben Mastzellen, Endothelzellen und dendritischen Zellen
hauptsichlich auf tumorsuppressiven T-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen zu
finden (Griffith et al., 2014; Groom & Luster, 2011b; Wendel et al., 2008; Zhang C. et
al., 2018). Er ist somit maf3geblich an der THI1-Immunantwort beteiligt (Harris et al.,
2012) und nimmt essentielle Rollen beim funktionellen und migratorischen Verhalten
von T-Zellen, sowie auch bei deren rdumlicher Verteilung ein (Groom & Luster, 2011a,
2011b). Neben den bereits genannten Zelltypen kann CXCR3 erwiesenermallen auch
von Tumorzellen exprimiert werden, wie beispielsweise bei Eierstockkrebs (Furuya et
al., 2011; Windmiiller et al., 2017) oder bei Brustkrebs (Bronger et al., 2017; Datta et
al., 2006). Funktionell unterscheidet sich der Rezeptor durch verschiedene

Spleivarianten: Die CXCR3-A-Isoform kodiert fiir ein 368 Aminosduren langes
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Protein mit chemotaktischen, proliferativen und anti-apoptotischen Effekten, wéhrend
die 415 Aminosduren lange CXCR3-B-Isoform nicht chemotaktisch aktiv ist und durch
die vorwiegende Expression auf Endothelzellen eher fiir angiostatische Effekte sorgt
(Billottet et al., 2013). Die erst kiirzlich entdeckte dritte Isoform des Rezeptors CXCR3-
alt bindet als Liganden ausschlieSlich CXCL11 (Ehlert et al., 2004). Im murinen System
ist nur die CXCR3-A-Isoform vertreten. Bei der Rezeptor/Liganden Bindung fiihren
CXCL9 und CXCL10 zum Calcium-Influx, zur STAT-Phosphorylierung, sowie zur
Chemotaxis, Adhdsion und Migration, wohingegen die Bindung von CXCLI11 eher fiir
die Rezeptor-Internalisierung verantwortlich ist (Colvin et al., 2004). Neben der
Chemotaxis verschiedenster Lymphozyten zu vorherrschenden Entziindungsorten kann
das CXCR3 Chemokinsystem auch die Interaktionen von T-Zellen mit Antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen sowie die Lokalisierung und Abtétung von viral

infizierten Zellen erleichtern (Groom et al., 2012; Sung et al., 2012).

Auch innerhalb eines Tumormilieus erleichtert der CXCL9/CXCR3-Signalweg
hauptsichlich die Chemotaxis von CXCR3-aktivierten Immunzellen und somit die Anti-
Tumor-Immunitidt (Muralidhar & Barbolina, 2013; Shahabuddin et al., 2006).
Nichtsdestotrotz wird dem CXCR3-System im Tumormilieu eine duale Rolle
zugeschrieben: Auf der einen Seite zeigt es eine positive Relevanz in der
therapeutischen Effizienz von Chemotherapeutika (Sistigu et al., 2014) und der anti-
PD-1 Immuncheckpoint-Blockade (Chow et al., 2019). Eine Studie beziiglich der
prognostischen Gen-Expressions-Signatur fiir HGSOC reihte CXCL9 zudem unter den
Top 5 Genen mit der hochsten prognostischen Aussagekraft ein (Millstein et al., 2020).
Auch kann durch den bereits erwédhnten therapeutischen Einsatz von PARP-Inhibitoren
intratumoral die Expression von CXCL10 iiber den STING-Signalweg induziert
werden, was eine kontinuierliche T-Zell Rekrutierung weiter unterstiitzt (Ding et al.,
2018; Shen J. et al., 2018). Weiterhin kénnen CXCL9 und CXCL10 eine T-Zell-
Polarisation zu Effektor-T-Zellen induzieren (Karin & Wildbaum, 2015) sowie durch
ihre angiostatischen Eigenschaften die Tumorangiogenese verhindern. Auf der anderen
Seite konnen Tumorzellen das CXCR3-System ausnutzen, indem sie selbst den
Rezeptor exprimieren und somit in andere Gewebe mit hohen Chemokingradienten
metastasieren (Kawada & Taketo, 2011; Pradelli et al., 2009). Dariiber hinaus binden
CXCR3-positive Tumorzellen im Mikromileu vorhandene Liganden und verringern
somit deren chemotaktische Aktivitit auf anti-tumorale Lymphozyten. Zudem konnen

durch das CXCR3-System auch immunsuppressive Zelltypen wie beispielsweise



Einleitung 25

regulatorische T-Zellen das Tumorgewebe infiltrieren und somit zur Immunevasion der

Tumorzellen beitragen (Redjimi et al., 2012).

Klinisch gesehen ist die CXCR3-Expression durch Tumorzellen mit dem Tumorgrad
und der Lymphknoten-Metastasierung assoziiert (Muralidhar & Barbolina, 2013) und
geht bei verschiedenen Entitéiten mit einem schlechteren Uberleben der Patienten einher
(Ma et al., 2009; Windmiiller et al., 2017). Hohe intratumorale Konzentrationen von
CXCL9 und CXCLI10 sind dagegen mit einer erhohten Immunzellinfiltration und einem
verbesserten Uberleben von Patienten mit soliden Tumoren wie Eierstock-, Brust- und
Darmkrebs vergesellschaftet (Bronger et al., 2016; Denkert et al., 2015; Wu et al.,
2016). Der immunreaktive Subtyp des Ovarialkarzinoms zeichnet sich dabei laut Wang
und Kollegen durch das Vorhandensein von CXCR3-Liganden aus, was einen
Uberlebensvorteil gegeniiber den anderen Subtypen liefert (Wang C. et al., 2017). In
einer Fallstudie mit einer HGSOC-Patientin stellten die Beobachter durch
immungenomische Ansitze fest, dass im Vergleich zu Immunzell-exkludierten
progredienten Metastasen in regredienten Léasionen das Chemokin CXCL9 am stirksten
hochreguliert war (Jiménez-Sanchez et al., 2017). Die Uberexpression von CXCR3-
Liganden hat in verschiedenen Modellen eine verbesserte Lymphozyteninfiltration
sowie eine verringerte Metastasierung erwirken konnen (Gorbachev et al., 2007; Au et
al.,, 2017; Yang et al., 2006), jedoch wurde dies noch nicht im murinen Ansatz mit

CXCL9 und Ovarialkarzinomzellen in Bezug auf das Gesamtiiberleben getestet.

3.3. Das CX3CL1/CX3CR1-Chemokinsystem

CX3CL1 (Fraktalkin) ist das einzige CX3C-Chemokin und nimmt funktionell eine
besondere Rolle ein, da es sowohl in 16slicher als auch in membranstindiger Form
vorkommen kann (Bazan et al., 1997; Kim K.-W. et al., 2011). Das Protein besteht
extrazellulir aus der N-terminalen Chemokin-Domédne an einem glykosylierten,
,mucin-dhnlichen Strang (insgesamt 317 Aminosduren), gefolgt von einer
Transmembran-Doméne (21 Aminoséduren) und einem intrazelluldren C-Terminus (35
Aminosduren) (Bazan et al., 1997; Uniprot, 2021b). Exprimiert wird CX3CLI1
vorwiegend von aktivierten Mikrogliazellen, Neuronen und Endothelzellen (Pan et al.,
1997; Poniatowski et al., 2017). Durch die Hochregulation in Folge einer
Entziindungsmodulator-Exposition mit [FNy oder TNFa ist das Chemokin aber auch in
inflammatorischem Gewebe zu finden (Wojdasiewicz et al., 2014). CX3CL1 wurde
zudem in malignem Aszites und bei Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen (Gaudin et

al.,, 2011; Kim M. et al., 2012). Die extrazellulire Doméane des membrangebundenen



Einleitung 26

Peptids kann durch Proteasen wie ADAM (A disintegrin and metalloprotease)-17 und
ADAM-10 sowie durch Cathepsin S in eine aktive, l6sliche Form abgespalten werden
(Clark & Malcangio, 2012; Garton et al., 2001; Hundhausen et al., 2003). In Diskussion
sind bis heute weitere CX3CLI1-Sheddasen wie beispielsweise die Matrix-
Metalloproteinase (MMP)-9, welche das Chemokin allerdings in eine inaktive Form
spaltet (Wildenberg et al., 2008). Fraktalkin kann als sowohl als Ligand fiir Integrine als
auch fiir den CX3CRI1-Rezeptor fungieren (Fujita et al., 2014). Der heptahelikale
Rezeptor besteht aus 355 Aminosduren und bindet ausschlieBlich das CX3CL1-
Chemokin (Combadiere et al., 1998; Uniprot, 2021a). Exprimiert wird CX3CRI
beispielsweise im Gehirn und in der Milz, sowie auf Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen, T-Zellen und natiirlichen Killerzellen (Harrison et al., 1998;
Wojdasiewicz et al.,, 2014). Besonders hoch ist die Expression auf CDS8-positiven
zytotoxischen T-Zellen (Nishimura et al., 2002). Auch auf primédren und metastasierten

Ovarialkarzinomzellen wurde der Rezeptor bereits nachgewiesen (Kim M. et al., 2012).

Funktionell gesehen fungiert die membranstindige Form des Chemokins in der
Zelladhdsion, da die Bindung von CX3CLI1 exprimierenden Zellen an CX3CRI1-
positive Zellen begiinstigt wird (Ostuni et al., 2014). Synergistisch verstarkt wird dies
durch die Interaktion mit Integrinen (Fujita et al., 2014). Im Gegensatz dazu vermittelt
die losliche Form Vorginge wie Zellmigration und Zellproliferation (Bazan et al.,
1997). CX3CRI1-positive Zellen konnen also einem ldslichen CX3CL1-Gradienten
folgen. Durch die Kombination der zwei verschiedenen Funktionen nimmt das
CX3CL1/CX3CRI1-System seine wesentliche Rolle in der Extravasation von
proinflammatorischen Leukozyten ein (Haskell et al., 2000; Mizoue et al., 1999):
CX3CRI1-positive Leukozyten gehen mit membranstindigem CX3CL1 auf
Endothelzellen eine feste Adhdsion ein und folgen in der anschlieBenden
Leukodiapedese einer nach dem 16slichem CX3CL1-Liganden gerichteten Chemotaxis
(Haskell et al., 2000). Bezogen auf die Anti-Tumor-Immunitit kénnen somit
beispielsweise tumor-suppressive NK-Zellen, T-Zellen und dendritische Zellen aus der
Blutbahn ins Tumormilieu rekrutiert werden (Guo et al., 2003). In einigen préklinischen
Krebsmodellen wie beim Leberzellkarzinom, beim metastasierten Kolonkarzinom und
bei Lungenkrebs konnte durch die Beteiligung von CX3CL1 eine Einddmmung der
Tumorproliferation beobachtet werden (Richard-Fiardo et al., 2011; Tang et al., 2007;
Vitale et al., 2007). Andererseits gibt es aber auch einige Eigenschaften, die dem

System eher tumorférdernde Aspekte zuschreiben: Zum einen spielt CX3CL1 auch eine
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Rolle bei der Rekrutierung tumor-assoziierter Makrophagen (Balkwill, 2004), zum
anderen konnen CX3CRI1-positive Tumorzellen den Rezeptor fiir eine erleichterte
Migration und Metastasierung in CX3CLI1-positives Gewebe nutzen. Dies flihrt
besonders dann zur Metastasierung, wenn das CX3CL1 vor Ort in der adhésiven
membranstindigen Form vorliegt (Main et al., 2017; Marchesi et al., 2008; Shulby et
al., 2004). Bezogen auf das Ovarialkarzinom wurde beschrieben, dass peritoneale
Mesothelzellen membranstindiges CX3CL1 exprimieren und somit die Bildung von
CX3CR1-positiven Sekundirldsionen fordern konnen (Kim M. et al., 2012).
Nichtsdestotrotz ist bis heute nicht vollstindig geklért, welche der genannten Effekte im
Ovarialkarzinom die grofere regulatorische Rolle einnehmen und wie sich das

letztendlich aufs Gesamtiiberleben auswirken kann.
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IV. ZIELSETZUNGEN

Um in Anlehnung an die Hypothese einer verbesserten Immuninfiltration (Abbildung 7)
die Rolle von CXCL9 und CX3CL1 in der Immunantwort des Ovarialkarzinoms zu

erforschen, wurden folgende molekulare Fragestellungen adressiert:

* Wird humanes CXCL9 in unterschiedlichen Subtypen des Ovarialkarzinoms
divers exprimiert und konnte dies vielleicht kontrdre Ansprechraten auf

molekulare Immuntherapien erkldren?

» Fijhrt eine intratumorale, murine Cxcl9-Uberexpression zu einem verbesserten
Uberleben im Mausmodell und ist dieser Effekt abhiingig vom adaptiven
Immunsystem? Gibt es hierbei Unterschiede zwischen HR-(homologen

Rekombinations) profizienten und HR-defizienten Tumormodellen?

* Hat intratumorales Cxcl9 einen FEinfluss auf das Ansprechen einer

Immuncheckpoint-Blockade?

» Verdndert Cxcl9 die vorherrschende PD-L1 Expression von murinen und

humanen Ovarialkarzinomzellen in vitro?

* Wird CX3CL1 im humanen Kollektiv des high-grade serosen Ovarialkarzinoms
exprimiert und hat dies einen Einfluss auf das progressions-freie Uberleben und

auf das Gesamtuberleben der Patientinnen?

=  Kann humanes CX3CL1 in vitro durch Stimulation mit den PARP-Inhibitoren

Olaparib und Niraparib induziert werden?

=  Welche Rolle spielt Cx3cll im metastasierten Mausmodell und im subkutanten
Primédrtumor-Modell? Welche zelluliren Subtypen des Immunsystems sind in

den verschiedenen Modellen primér vertreten?

CXCL9 Tumorzellen
CX3CL1
CXCR3
0 L)
CX3CR1§ % N ,'..' «—
@ ' O% Ch .
emokm~Gradient
T-Lymphozyten Zytotoxische Effekte

Abbildung 7: Hypothese der verbesserten Immunzellinfiltration durch Chemokingradienten
zwischen intratumoralem CXCL9/CX3CL1 und den CXCR3/CX3CR1 Rezeptoren auf
zytotoxischen T-Lymphozyten.
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V. MATERIAL

1. Tumorgewebe und Patientencharakteristika

Fiir immunhistochemische Studien wurden FFPE Priparate (formaldehyde-fixed
paraffin-embedded tissue) aus zwei verschiedenen humanen Kollektiven verwendet.
Alle Patientinnen wurden zwischen 1990 und 2014 in der Frauenklinik im Klinikum
rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen behandelt. Die Studien wurde von
der Ethikkommission der Technischen Universitdt Miinchen genehmigt und schriftliche

Einwilligungen der Patientinnen wurden dokumentiert.

Das erste Kollektiv bestand aus 219 Patientinnen mit high-grade serdsem
Ovarialkarzinom (HGSOC) der Stufe FIGO III oder IV (klinische Parameter siche
Tabelle 1). Innerhalb des HGSOC Kollektivs wurden auch omentale (n=122) und

peritoneale (n=126) Metastasen immunhistochemisch analysiert.

Tabelle 1: Demografische und klinisch-pathologische Parameter der Patientinnen mit high-grade
serosem Ovarialkarzinom (n=219).

Klinische Parameter HGSOC Kollektiv Anzahl Spanne/Prozent
Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 64 (33-88)
<60 Jahre 79 36,1%
> 60 Jahre 180 63,9%
Medianes Follow up PFS (Monate) 15 (1-86)
Medianes Follow up OS (Monate) 34 (1-269)
FIGO Stadium

11 163 74,4%
v 56 25,6%
Resttumor

0cm 89 40,6%
<lcm 63 28,8%
>1cm 63 28,8%
Keine verfligbaren Daten 4 1,8%
Aszitesvolumen

0 ml 25 11,4%
<500 ml 35 16,0%
> 500 ml 57 26,0%
Keine verfligbaren Daten 102 46,6%
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 57 26,0%
Positiv (pN1) 128 58,4%
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Keine verfiigbaren Daten 34 15,5%

Abkiirzungen: OS, Gesamtiiberleben; PFS, progressionsfreies Uberleben; FIGO, International
Federation of Gynecology and Obstetrics.

Das zweite Kollektiv setzte sich aus Patientinnen mit folgenden Ovarialkarzinom-
Subtypen zusammen: klarzellig (n=16), muzindés (n=16), borderline (n=18),
endometrioid (n=30) und /ow-grade (n=15). Weitere klinische Informationen sind

Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Demografische und Kklinisch-pathologische Parameter von Patientinnen mit
unterschiedlichen histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms (n=95).

Klinische Parameter Subtypen-Kollektiv Anzahl Spanne/Prozent
Klarzelliger Subtyp 16

Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 60,5 (48-88)
<60 Jahre 8 50%

> 60 Jahre 8 50%
FIGO Stadium

I 8 50%

II 1 6%

I 4 25%
v 2 13%
Keine verfiigbaren Daten 1 6%
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 8 50%
Positiv (pN1) 5 31%
Keine Lymphadenektomie durchgefiihrt 3 19%
Muzinéser Subtyp 16

Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 54,5 (30-78)
<60 Jahre 11 69%

> 60 Jahre 5 31%
FIGO-Stadium

I 13 81%

II 1 6%

I 2 13%
I\Y - -
Keine verfiigbaren Daten - -
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 7 44%
Positiv (pN1) - -
Keine Lymphadenektomie durchgefiihrt 9 56%
Borderline-Subtyp 18

Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 54 (27-85)
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<60 Jahre 12 67%
> 60 Jahre 6 33%
FIGO-Stadium

I 12 67%
11 1 5%
I - -
I\Y - -
Keine verfiigbaren Daten 5 28%
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 2 11%
Positiv (pN1) - -
Keine Lymphadenektomie durchgefiihrt 16 89%
Endometrioider Subtyp 30

Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 65 (39-82)
<60 Jahre 13 43%
> 60 Jahre 17 57%
FIGO-Stadium

I 12 40%
11 3 10%
I 13 43%
v 2 7%
Keine verfiigbaren Daten - -
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 14 47%
Positiv (pN1) 10 33%
Keine Lymphadenektomie durchgefiihrt 6 20%
Low-grade-Subtyp 15

Medianes Alter bei Diagnose (Jahre) 52 (23-85)
<60 Jahre 60%
> 60 Jahre 6 40%
FIGO-Stadium

I 4 26%
11 1 7%
I 9 60%
I\Y - -
Keine verfiigbaren Daten 1 7%
Lymphknotenstatus

Negativ (pNO) 7 46%
Positiv (pN1) 4 27%
Keine Lymphadenektomie durchgefiihrt 4 27%

Abkiirzungen: FIGO, International Federation of Gynecology and Obstetrics.
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2. Zelllinien und Zellkulturzusatze

2.1.
Die Zelllinien ID877p53” und ID8Trp537Brca2”’~ wurden von Josephine Walton
(Glasgow, Schottland) zur Verfligung gestellt (Walton et al., 2016). OV-MZ-6 Zellen

Zelllinien

erhielten wir in Unterstiitzung von Volker Mdbus aus Mainz (Mdbus et al., 1992).
OVCAR-3, CAOV-3 und SKOV-3 Zellen wurden bei ATCC (American Type Culture
Collection) bestellt. HEK293T Zellen wurden vom Leibniz Institut DSMZ bezogen. Die
Kultivierung der Zellen fand in T-75 Zellkulturflaschen von Greiner bio-one statt. Die

angefiigte Tabelle zeigt die verschiedenen Kulturbedingungen und Passagier-

Verhiltnisse.
Zelllinie Ursprung Kulturmedium Passage
CAOV-3 Adenokarzinom aus Epithelzellen DN(I)EM Medium )
(human) des Ovars 10% (viv) FCS I3
10 mM HEPES
DMEM Medium
EEﬁz?S T Embryonales Nierenepithel 10 % (v/v) FCS 1:10
uma 10 mM HEPES
DMEM Medium
ID8-Derivate | C57BL/6 Oberflachenepithelzellen |10 % (v/v) FCS 1:30
(murin) des Ovars 10 mM HEPES '
1 % (v/v) ITS
OV-MZ-6 Serdses Zystadenokarzinom aus DMEM Medium
(human) dem Ovar (FIGO IV), kultiviert aus |10 % (v/v) FCS 1:8
uma Aszites 10 mM HEPES
RPMI Medium
OVCAR-3 Adenokarzinom aus Epithelzellen |20 % (v/v) FCS 13
(human) des Ovars 10 mM HEPES ’
1 ng/ml Insulin
SKOV-3 Adenokarzinom kultiviert aus McCoy’s Medium
(human) Aszites, klarzelliger Phénotyp 10% (viv) FCS 13
’ 10 mM HEPES
2.2. Zusiitze fiir Zellkulturmedien
Medium / Zusatz Firma, Bestellnummer

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) +
GlutaMAX™-T [+] 4,5 g/l D-Glucose [-] Pyruvate

Thermo Fisher, #61965-026

FCS Fotales Kélberserum
(hitzeinaktiviert bei 57 °C, 30 min)

Thermo Fisher, #10270106
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HEPES Pufferlosung (1M)

Thermo Fisher, #15630-056

Insulinlésung aus Rinderpankreas
10 mg/ml Insulin in 25 mM HEPES

Sigma-Aldrich, #10516

ITS (100X) Insulin-Transferrin-Selenium

Thermo Fisher, #41400-045

McCoy’s 5A Modified Medium

Thermo Fisher, #16600082

Neomycin / Geneticin G-418 Sulfat

Thermo Fisher, #11811-031

OPTI-MEM Reduced-Serum Medium

Thermo Fisher, #31985-062

RPMI Medium 1640 (1x) [+] L-Glutamine

Thermo Fisher, #21875-034

2.3. Zellkultur-Losungen

Losung

Zusammensetzung

Ablosereagenz fiir ID8-Derivate, CAOV-3 und

OVCAR-3

0,05 % EDTA in PBS

Ablosereagenz fiir OV-MZ-6 und SKOV-3
Losung zum Picken von Zellklonen

0,25 % Trypsin in PBS

Einfriermedium 10 % DMSO in FCS

Selektionsmedium 1 g/l Neqmycm (G418) in
Vollmedium

Serum-freies Medium Kulturmedium ohne FCS

Waschreagenz

DPBS (1X) [-] CaCly; [-] MgCl,

3. Bakterienkulturen

Kompetente DHS5a-Bakterien fiir Transformationen wurden bei Thermo Fisher

Scientific gekauft und bei -80 °C gelagert.

4. Antikorper

o e . .o Firma, Anwendung,
Priméarantikorper Spezies | Klonalitit Bestellnummer Verdiinnung
Alexa-Fluor 488 Ratte Monoklonal |R&D Systems, FACS,
Anti-mCX3CL1 (126315) #FAB571G-025 1:25
Alexa-Fluor 488 Ratte Monoklonal |R&D Systems, FACS,
Isotype Control (54447) #IC006G 1:25

. Proteintech IHC,

Anti-CD206 Hase Polyklonal #18704-1-AP 1750
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Ant-CD? Hase iR scisorcor 100
Anti-CD49b/DX5 Ratte Monoklonal Eliglggg;nd’ IIHS((:)’
I
Anti-CX3CR1 Hase | Polyklonal ﬁabb"g‘(g’l 11H7(§0
T
Anti-Foxp3 Hase Polyklonal 223)?713’8 IIH2C(300
Anti-GAPDH Maus Monoklonal zﬁig gljrich, \lNle Sf(e)lg(l)BlOt’
Anti-Granzyme-B Hase Polyklonal i;:fgsl’g IIHIC(SOO
Anti-Ki67 Hase Polyklonal Iglg\él;i)lgj?;%gicals, IIHIC(SOO
e Norokonl b, e,
Anti-PD-1 Maus ?{f{fﬁg’;"ﬂ Cell Marque, IHC,
Anti-PD-L1/CD274 Hase |Polyklonal |pioeioiech o Western Blot
Sekundirantikérper ]I;i(el;ltzil‘fnummer é:lmt:inndnuunnggsbereich,
Goat anti-mouse IgG-HRP :gezrlr?)z(fisher, \IYFSA.[(G):I(‘)IBBIOL

Goat anti-rabbit I[gG-HRP :gezrlrrzlgfisher, \IYFSA.[(G):I(‘)IBBIOL

HRP Polymer anti-mouse/rabbit i%{?glggé i?g:;gg;i‘f‘;hemie’
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5. Plasmide

Zur stabilen Uberexpression von Cxcl9 bzw. Cx3cll in murinen Ovarialkarzinomzellen

mittels lentiviraler Transduktion wurden folgende Plasmide verwendet:

Bezeichnung Plasmid Firma, Bestellnr.
Origene,

Cxcl9 (NM_008599) Mouse Untagged Clone |pCMV6-Kan/Neo AMC200015

Cx3cll (NM_009142) Mouse Untagged Clone | pCMV6-Kan/Neo | O1861¢;

= &8 P #MC200619
Lentiviral Expression Vector pSMPUW-Neo | ViraSafeTM
. Lentiviral

Packaging Vector pRSV-Rev Expression System

Envelope Vector pCMV-Eco (Neo), Ecotropic,
Cell Biolabs,

Packaging Vector pCgpV #VPK-213-ECO

6. Primer

Alle aufgelisteten Primer wurden iiber die Firma Metabion in Planegg/Steinkirchen

bestellt (fw = forward, rv = reverse).

Bezeichnung Sequenz 5°-3° Anwendung

mCxcl9 K1-fw ATGAAGTCCGCTGTTCTTTTCC

mCxcl9 K1-rv TTATGTAGTCTTCCTTGAACG . )
Dreistufige Klonierung

mCxcl9 K2-fw | GGCCGGCCATGAAGTCCGC von Restriktions-

mCxcl9 K2-rv TTAATTAATTATGTAGTC Schnittstellen mit
Uberhang an mCxcl9

mCxcl9 K3-fw TTGTTTTGGCCGGCCATGAAGTCC

mCxcl9 K3-rv AAAACAATTAATTAATTATGTAG

mCx3cll K1-fw ATGGCTCCCTCGCCGCTCGC

mCx3cll K1-rv TCACACTGGCACCAGGACGT

mCx3cll K2-fw

GGCCGGCCATGGCTCCCTCGCCGCT

mCx3cll K2-rv

TTAATTAATCACACTGGCACCAGGA

Dreistufige Klonierung
von Restriktions-
Schnittstellen mit

Uberhang an mCx3cl1
mCx3cll K3-fw TTGTTTTGGCCGGCCATGGCTCCC
mCx3cll K3-rv AAAACAATTAATTAATCACACTGG
mCxcl9-fw GCATCGATTCCTTATCA
mCxcl9-rv CTTTTCCTCTTGGGCATCAT

qPCR Analyse
mHprt-fw CCTCCTCAGACCGCTTTTT

mHprt-rv

AACCTGGTTCATCATCGCTAA
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mTrp53-fw CTCCCTCACATTCCTTTCTTG

mTrp53-rv GCTGTTAAAGTAGACCCTGGGC PCR zur Knockout-
mBrca2-fw CATGGAGGGAGTCACCTTTG Detektion

mBrca2-rv GCTCTGGCTGTCTCGAACTT

7. qPCR-Sonden

Sonde Amplikon Bestellnummer

Roche Universal Probe #1 mCxcl9 #318501

Roche Universal Probe #95 mHprt #263935

Thermo Fisher Probe and Primer Mix mCx3cll #Mm00436454 m1Cx3cll
Thermo Fisher Probe and Primer Mix mHprt #MmO03024075 mI1Hprt
Thermo Fisher Probe and Primer Mix mPD-L1 #Mm00452054 m1Cd274
8. Chemikalien und Reagenzien

8.1. Chemikalien

Chemikalie Firma Anwendungsbereich
7-AAD Viability Staining | eBioscience, San Diego, CA, N

Solution #00-6993-50 USA FACS Firbung
96%-iger bzw. 50%-iger Institut fiir Pathologie, TU Immunhistochemic
Alkohol Miinchen, DE

Acrylamid Rotiphorese 40 | Carl Roth, Karlsruhe, DE Western Blot

Ampuwa Wasser

Fresenius Kabi, Bad Homburg

In vitro Stimulations-

v.d.H., DE experimente
Antibody Diluent Zytomed Systems GmbH, Berlin, . .
4710005 DE Immunhistochemie
APS (Ammonium Persulfat) | Sigma, St. Louis, MN, USA Western Blot

Brilliant III Ultra Fast

Agilent Technologies, Santa

QPCR Master Mix with gPCR-Analyse
Low ROX #600890-51 Clara, CA, USA

BSA Pulver #1470 Sigma, St. Louis, MN, USA Bradford Assay
Citronensdure Monohydrat | g0 - ¢ 1 s, MN, USA Immunhistochemie
#C 1909

Coomassie Brilliant Blue G- Sigma, St. Louis, MN, USA Bradford Assay

250 #27815
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Cut Smart Buffer New England Biolabs, guft;iirk{?rn v
#B7204S Frankfurt am Main, DE estriktionsenzym-
Verdau
D-Luciferin Substrat }))Jé( Biotech, Kleinblittersdorf, In vivo Imaging
DPBS (1X) Thermo Fisher Scientific, Zellkultur
#14190-094 Waltham, MA, USA clkuitu
V)
EDTA (Versen) 1% Biochrom GmbH, Berlin, DE Zellkultur
#2113
. R o) s
Eosin G Losung 1% wassrig Carl Roth, Karlsruhe, DE Immunhistochemie
#3137.2
Fc-Block Mouse BD Biosciences, Franklin Lakes, FACS Fiirbung

#553142

NJ, USA

FCS (Fotales Kélberserum)

Thermo Fisher Scientific,

Zellkultur, Zusatz im

#10270106 Waltham, MA, USA Kulturmedium
Fsel New England Biolabs, Restriktionsenzvm
#R0588S Frankfurt am Main, DE Y
Geneticin G-418 Sulfat Thermo Fisher Scientific, Zellkultur
#11811-031 Waltham, MA, USA clikultu
Hémalaunlosung #T865-2 | Carl Roth, Karlsruhe, DE Immunhistochemie
Isofluran CP #1214 CP-Pharma, Burgdorf, DE Tierversuche
Institut fiir Pathologie, TU . .
Isopropanol Miinchen, DE Immunhistochemie
Lammli 4-fach Roti-Load
4K 929 1 Carl Roth, Karlsruhe, DE Western Blot
Lipofectin Reagent Thermo Fisher Scientific, Lentivirale
#18292-011 Waltham, MA, USA Transduktion
Milchpulver Sigma, St. Louis, MN, USA Western Blot
MTT Reagenz #M2128-1G | Sigma, St. Louis, MN, USA Zellviabilititsassay
Natriumchlorid #1.06404 Merck, Darmstadt, DE Immunhistochemie
Pacl New England Biolabs, Restriktionsenzym
#R0547S Frankfurt am Main, DE Y
Pertex #41-4012-00 Medite GmbH, Burgdorf, DE Immunhistochemie
Polybrene Santa Cruz Biotechnology, Lentivirale
#sc-134220 Dallas, TX, USA Transduktion
Ponceau S AppliChemo, Darmstadt, DE Western Blot

Proteinase K
#P8102S

New England Biolabs,
Frankfurt am Main, Deutschland

Proteinase K Verdau

PVDF Membran #T830.1

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Western Blot




Material 38
Reagent Diluent R&D Systems, Minneapolis, ELISA
Concentrate 2 #DY 995 MN, USA
Ribolock RNase Inhibitor Thermo Fisher Scientific, <DNA-Svnthese
2500 U (40 U/ul) #EO0381 | Waltham, MA, USA y
Salzsdure 2N Carl Roth, Karsruhe, DE Bradford Assay
TRIZMA-Base #T-1503 Sigma, St. Louis, MN, USA Immunhistochemie
Trypanblau Losung . .
4T8154 Sigma, St. Louis, MN, USA Zellkultur
Trypsin 2,5% (10X) Thermo Fisher Scientific,
#15090-046 Waltham, MA, USA Zellkultur
Tween®20 #P 1379 Sigma, St. Louis, MN, USA Immunhistochemie
Wasserstoffperoxid (H20>) . .
30 % #9681 4 Carl Roth, Karlsruhe, DE Immunhistochemie
Institut fiir Pathologie, TU . .

Xylol Miinchen, DE Immunhistochemie
8.2. Puffer und Losungen
Puffer / Losung | Zusammenstellung Anwendungsbereich
12%-iges 8,6 ml H2O; 5 ml Tris (1,5 M pH 8§,8); 200
Trenngel (fiir 2 ul 10% SDS; 6 ml 40% Acrylamid; 100 ul | Western Blot
Stiick) 10% APS; 10 ul TEMED
4,5%-1ges 6,3 ml H>O; 2,5 ml Tris-HCI (0,5 M pH
Sammelgel (fiir 2 | 6,8); 100 ul 10% SDS; 1 ml 40% Western Blot
Stiick) Acrylamid; 50 pl 10% APS; 10 ul TEMED

2,1 g Citronensdure Monohydrat
Citratpuffer ad 1.000 ml dest. H2O Immunhistochemie

pH 6,0 einstellen
Elektrophorese 144 g Glycin; 30 g Tris; 10 g SDS
Puffer (10x) ad 1.000 ml dest. H,0 Western Blot
FACS-Puffer PBS; 0,5% FCS; 2 mmol EDTA FACS Analyse

2,5 ml HEPES; 1,5 ml NaCl; 100 ul EDTA

(0,5 M); 5 ml Glycerin; 500 pl Triton; . .
RIPA-Puffer 0.223 g NasP-0; Proteinisolation

ad 50 ml dest. H.O
Lysepuffer mit 10 ml Lysepufter; 0,01g Complete Protease . .
Protease Inhibitor | Inhibitor Proteinisolation

80 g NaCl; 2 g KCl; 2,4 g KH2PO4; 14,4 g
PBS (10x) Na;HPO4 ELISA

ad 1.000 ml dest. H.O
pH 7,4 einstellen
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100 ml PBS (10x)
PBS-T (1x) 500 pl Tween20 ELISA
ad 1.000 ml dest. H.O
Pcznceau S 5 % Essigséure; 0,1 % Ponceau S Western Blot
Losung
60,5 g Trizma-Base
ad 700 ml dest. H0 Immunhistochemie
TBS (10x) pH 7,6 einstellen Western Blot ’
90 g NaCl
ad 1.000 ml dest. H.O
100 ml TBS (10x) . .
TBS-T (1x) 1 ml Tween20 {;,n;rslt‘gﬂlgﬁ)‘;hemle’
ad 1.000 ml dest. H.O
Wet-Blot Puffer |3,03 g Tris; 14,4 g Glycin; 200 ml MeOH
(1x) ad 1.000 ml dest. HO Western Blot
8.3. Stimulationsreagenzien
Bezeichnung Firma, Bestellnummer

BSA (Bovines Serum-Albumin)

Sigma-Aldrich, #A2153

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, #D2650

GI254023X (ADAM10 Inhibitor)

Bio-Techne, #3995

IFNy (human)

PeproTech, #300-02

IFNy (murin)

PeproTech, #315-05

Niraparib MK-4827 (PARP-Inhibitor)

Selleck Chemicals, #S2741

Olaparib AZD2281 (PARP-Inhibitor)

Selleck Chemicals, #S1060

TAPI-2 Acetat-Salz (ADAM17 Inhibitor)

Sigma-Aldrich, #SML0420

TNFa (human) PeproTech, #300-01A

TNFa (murin) PeproTech, #315-01A

8.4. Therapeutika fiir in vivo Applikationen

Bezeichnung Firma, Bestellnummer

InVivoMADb anti-mouse PD-L1 (B7-H1) Clone: 10.F.9G2

Bio X Cell, #BE0101

InVivoMAD rat 1gG2b isotype control (anti-keyhole limpet

hemocyanin) Clone: LTF-2

Bio X Cell, #BE0090

InVivoPure pH 7.0 Dilution Buffer

Bio X Cell, #1P0070
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8.5. Kommerzielle Kits
Bezeichnung Firma, Bestellnummer

BOND Polymer Refine DAB Kit

Leica Biosystems, #DS9800

DAB Substrate Kit

Zytomed, #DAB5000PIus

DuoSet ELISA human CX3CL1/Fractalkine

R&D Systems, #DY365

DuoSet ELISA human CXCL10/IP-10

R&D Systems, #DY266

DuoSet ELISA human CXCL9/MIG

R&D Systems, #DY 392

DuoSet ELISA mouse CX3CL1/Fractalkine

R&D Systems, #DY472

DuoSet ELISA mouse CXCL10/IP-10

R&D Systems, #DY466

DuoSet ELISA mouse CXCL9/MIG

R&D Systems, #DY492

High Pure PCR Template Preparation Kit

Roche, #11796828001

Immobilon® Western Chemiluminescent HRP
Substrate Kit

Millipore, #WBKLS0500

Monarch DNA Gel Extraction Kit

New England Biolabs, #T1020

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit

New England Biolabs, #T1030S

NucleoBond®Xtra Midi Plasmid Isolation Kit

Macherey Nagel, #740410

NucleoSpin® Plasmid Isolation Mini Kit

Macherey Nagel, #740499

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher, #23225

Pierce™ TMB Substrate Kit

Thermo Fisher, #34021

Qiagen RNeasy® Plus Mini Kit

Qiagen, #74134

SuperScript™ IV First-Strand Synthesis System

Thermo Fisher, #18091050

8.6. Marker

Bezeichnung

Firma, Bestellnummer

GeneRuler DNA Ladder 1 kb

Thermo Fisher, #SM0311

PageRuler Prestained Protein Ladder 10 to 180 kDa

Thermo Fisher, #26616

9. Verbrauchsmaterial
Verbrauchsartikel Firma Anwendungsbereich
Combitips Eppendorf, Hamburg, DE ELISA
Deckglaser R. Langenbrinck GmbH, Immunhistochemi
24x32 mm Emmendingen, DE unhistochemie

. Feather Safety Razor Co. LTD,
Einwegskalpell Osaka, JPN Tumoraufschluss
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Falcon Tubes
15 ml, 50 ml

Greiner bio-one, Kremsmiinster,
AUT

Zellkultur

Injektionskaniilen Sterican
20G 0,9 x 70 mm #4665791

B.Braun, Melsungen, DE

Absaugen von Aszites

Insulinspritzen U100 30G
0,3 x 12 mm #9151141

B.Braun, Melsungen, DE

Intraperitoneale in
vivo Inokulation

Kryo Einfrierbox NALGENE Labware, Thermo Einfrieren von Zellen
#5100-0001 Fisher, Roskilde, DNK

. NALGENE Labware, Thermo
Kryorohrchen Fisher Scientific, Roskilde, DNK Zellkultur
Microplate 96-well, F- Greiner bio-one, Kremsmiinster, |Bradford und BCA
Bottom, Clear AUT Assay
Mikrotommesser #A35 Feather Safety Razor Co. LTD, Immunhistochemie

Osaka, JPN

Neubauer Zahlkammer Brand GmbH & Co. KG, Zellkultur

Wertheim, DE

NUNC MaxiSorp™ flat-
bottom 96 well plates

Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA

ELISA-Platten

#44-2404-21
. N R. Langenbrinck GmbH, . .
Objekttrager Emmendingen, DE Immunhistochemie
. Hirschmann Laborgerite,
Pasteurpipetten aus Glas Berestadt, DE Zellkultur
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG, Allgemein

Niimbrecht, DE

gPCR Platten 96-well
Mx3000P Skirted #401334

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

qPCR-Analyse

Reaktionsgefille Sarstedt, Niimbrecht, DE Allgemein
Sealing Tape Thermo Fisher, Waltham, MA,

236366 USA ELISA
Serologische Pipetten Greiner, Kremsmiinster, AUT Allgemein

Spritze Injekt Luer Solo
10 ml #4606108V

B.Braun, Melsungen, DE

Absaugen von Aszites

Sterilfilter 0,45 um
Sartorius Minisart 25 mm

Fisher Scientific, Schwerte, DE

Filtern von Virionen

Sterilfilter Minisart 0,1 /
0,2 um

Sartorius AG, Gottingen, DE

Zellkultur

Stripes Optical Cap 8x
#401425

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

qPCR-Analyse

Transfektionsrohrchen
#352054

Corning Incorporated, Corning,
NY, USA

Lentivirale
Transduktion
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Wet Blot Papier #MN8273 | Machery-Nagel, Diiren, DE Western Blot
Zellkulturflaschen T25, Greiner bio-one, Kremsmiinster, Zellkultur
T75, T175 AUT

Corning Incorporated, Corning,
Zellkulturplatten NY, USA Zellkultur
10. Technische Gerite
Laborgerit Firma Anwendungsbereich
AT-2 Slide Scanner %)%ca Biosystems, NuBloch, Immunhistochemie
Automatischer Agilent Technologies, Santa Immunhistochemie
Immunostainer Clara, CA, USA
Bandelin Sonopuls Bandelin electronic, Berlin, DE | Ultraschallstab
Blotting chamber Bio-Rad, Hercules, CA, USA | Westernblot

Chemi Doc XRS+

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Geldokumentation und
Westernblot Entwicklung

Becton Dickinson, Franklin

FACS Calibur Lakes, NJ, USA FACS
. Thermo Fisher Scientific, Zellinkubator
HERACELL 1501 Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, .
Herasafe Waltham, MA, USA Sterilbank / Zellkultur
Innova 4200 Incubator | New Brunswick Scientific, Bakterienschiittler

Shaker

Edison, NJ, USA

Integra Vacusafe

Integra Biosciences GmbH,
Biebertal, DE

Absaugpumpe, Zellkultur

IVIS Spectrum /n Vivo
Imaging System

Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

In vivo Imaging

Agilent Technologies, Santa

Lightcycler MX3005P Clara, CA, USA qPCR-Analyse

. Thermo Fisher Scientific, Mikrotom, Herstellung von
Microm HM335E Waltham, MA, USA Gewebeschnitten
Mikro-Dismembrator | Sartorius AG, Goéttingen, DE Gewebeaufschluss
MS2 Minishaker Ika-Werke GmbH & CO. KG, Vortexer

Staufen, DE

MTA-1 manual TMA | Beecher Instruments Inc., Sun
device Prairie, WI, USA Herstellung von TMAs
Multiskan FC Thermo Fisher Scientific, ELISA Reader

Waltham, MA, USA
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NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer

Peqlab Biotechnologie,
Erlangen, DE

Messung von RNA und DNA

NanoZoomer Digital

Hamamatsu, Hamamatsu, JPN

Scannen von histologischem

Pathology RS Gewebe auf Objekttragern
Olympus CK30 Olympus, Tokyo, JPN Lichtmikroskop, Zellkultur
Rotina 420 R Hettich, Kirchlengern, DE Zentrifuge
Sartorius BP 1200 Sartorius AG, Gottingen, DE Waage
Stripettor Plus Corning GmbH, Wiesbaden, Pipettor
DE

) Bender und Hobein AG,
Vortex Genie 2 Ziirich, CHE Vortexer
Zeiss Axio Observer | Zeiss, Oberkochen, DE Mikroskop
11. Software
Software Firma Anwendungsbereich

Aperio Image Scope

(V12.4.0.7018) Leica Biosystems, Nussloch, DE IHC Auswertung

BD CellQuest Pro Becton Dickinson, Heidelberg, DE | FACS Analyse
Flowing (V2.5.1) Turku Bioscience, Turku, FIN FACS Analyse

Graph Pad Prism GraphPad Software, San Diego, Statistik, Erstellung von
(V9.0.1) CA, USA Abbildungen

Image J g::i%gg;}ﬁ%?ﬁsoi}lealth’ IHC Auswertung

Image Lab (V6.1) Bio-Rad, Hercules, CA, USA Western Blot Detektion

Living Image

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

In Vivo Biolumineszenz

Agilent Technologies, Santa Clara,

MxPro qPCR Software CA., USA gPCR Analyse
Nanodrop ND-1000 Thermo Fisher, Waltham, MA,
(V38.1) USA DNA/RNA Messung
NDP.view 2 (V2.8.24) | Hamamatsu Photonics, Herrsching |y o cwvertung

am Ammersee, DE

New England Biolabs, Ipswich, Test fiir
NEBcutter (V2.0) MA, USA Restriktionsenzyme
QuPath (V0.2.3) (Bankhead et al., 2017) IHC Auswertung
SPSS Statistics (V26) |IBM, Armonk, NY, USA Patientenkollektive
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VI. METHODEN

1. Analyse der humanen Kollektive

1.1. FFPE-Praparationsmethodik zur mikroskopischen Beurteilung

Um entnommenes Tumorgewebe histologisch beurteilen und immunhistochemisch
analysieren zu konnen, wurde die Paraffineinbettung nach Formaldehydfixierung
(FFPE) verwendet. Hierfiir wurden die Tumore nach operativer Entfernung und
pathologischer Begutachtung zunichst fiir mindestens 24 Stunden in einem
quervernetzenden Fixiermittel (4 %-iges Paraformaldehyd) gelagert und anschlieBend in
Paraffin eingebettet. Im weiteren Verlauf wurden aus den Tumorblécken der
Patientenkollektive Tissue Microarrays (TMAs) von Primirtumoren und Peritoneum-
bzw. Omentum-Metastasen erstellt. Pro Tumorblock wurden mit Hilfe eines Manual
Tissue Microarray Device je drei zylindrische Kernbiopsien mit einem Durchmesser
von einem Millimeter in den vorpriparierten TMA-Paraffinblock iibertragen. Ein TMA
erhielt somit Tumorproben in Triplikaten von bis zu 28 verschiedenen Patientinnen.
Zudem wurden verschiedene Biopsien von gesundem Gewebe aus dem Archiv des
Pathologischen Instituts der Technischen Universitit Miinchen zur Kontrolle und
Orientierung am Rande der TMAs arrangiert (z.B. Niere, Omentum, Leber). Mit Hilfe
eines Mikrotoms wurden die Paraffinblocke auf 2—4 um Schichtdicke geschnitten und

auf Glasobjekttrager iibertragen.

1.2. Hamatoxylin und Eosin (HE) Fiarbung

Um in einer Ubersichtsfirbung das Vorhandensein von Tumorgewebe und dessen
histologisches Grading von einem Pathologen beurteilen lassen zu kénnen, wurde mit
den Schnitten der jeweiligen TMAs eine Routinefarbung mit Hdmatoxylin und Eosin
durchgefiihrt. Hamatoxylin farbt basophile Strukturen und somit negativ geladene
Gruppen der Nukleinsduren im Zellkern blau, wohingegen Eosin namensgebend
eosinophile Strukturen wie zum Beispiel positiv geladene Aminogruppen der
Zellplasmaproteine rétlich anfarbt. Um die Farbung in wissriger Phase zu ermdglichen,
wurden die Schnitte zundchst deparaffiniert und rehydriert. Da sich Xylol
gleichermaflen mit Paraffin und Alkohol mischen ldsst, wurde dieses vor der
absteigenden Alkoholreihe als Intermedium eingesetzt. Das genaue Verlaufsprotokoll

lautete wie folgt: Zweimal zehn Minuten Xylol; zweimal fiinf Minuten Isopropanol;
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fiinf Minuten 96 %-iger Ethanol; fiinf Minuten 50 %-iger Ethanol; zweimal drei
Minuten TBS (Tris-buffered Saline). AnschlieBend wurden die Schnitte fiir sechs
Minuten in Hématoxylin-Losung getaucht, fiir zehn Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gebldut und mit destilliertem Wasser gespiilt. Die Schnitte wurden fiir
eine Minute in Eosin-Losung getaucht und danach wieder mit destilliertem Wasser
gespiilt. Um die Farbung anschlieBend zu fixieren und ein optisch homogenes
Dauerpréparat herzustellen, wurden die Schnitte in umgekehrter Reihenfolge durch die
oben beschriebene Alkohol- und Xylolreihe gefiihrt. AbschlieBend wurden die Schnitte
mit einer synthetischen Pertex-Losung eingedeckelt und liber Nacht unter dem Abzug

getrocknet.

1.3. Immunhistochemische Farbungen auf humanem Gewebe

Expressionsunterschiede =~ verschiedener =~ Chemokine wurden durch immun-
histochemische Farbungen nach dem HRP-Polymer-Prinzip detektiert. Hierbei wird
nach Primérantikdrperbindung an das gesuchte Antigen ein Polymer-Nachweisreagenz
hinzugegeben. Dieses beinhaltet Aminosdureketten, an die mehrere Molekiile
Sekundirantikorper mit mehreren Molekiilen Meerrettich-Peroxidase (HRP,
horseradish-peroxidase) kovalent gebunden sind. Die Lokalisation des Komplexes wird
schlieBlich {iber eine Enzym-Substrat-Reaktion ermdoglicht, bei welcher das zugegebene
16sliche DAB-Substrat (3,3 -Diaminobenzidin) in ein unlosliches, chromogenes Produkt

umgewandelt wird (Auflistung der Antikorper siche Punkt V.4).

Die Objekttrager wurden zunédchst durch eine absteigende Alkoholreihe (siehe Punkt
1.2) entparaffiniert und anschlieBend zweimal fiir drei Minuten mit 1x TBS-T Puffer
gewaschen. Der Waschschritt mit TBS-T wurde im Folgenden nach jeder
Reagenzzugabe bis zur Hadmatoxylin-Gegenfarbung wiederholt. Um bei der Nutzung
des HRP-gekoppelten Polymer-Systems eine unspezifische Hintergrundfirbung zu
vermeiden, wurde die endogene Peroxidaseaktivitit durch 3 %-iges Wasserstoffperoxid
abgesittigt (20 min bei RT). Die Schnitte wurden anschlieBend zwei bis drei Minuten
lang in Leitungswasser gestellt und nach dem TBS-T Waschschritt in eine
Feuchtkammer gelegt. Dort erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorper gegen
humanes CX3CL1. Dieser wurde mit Antibody Diluent 1:100 verdiinnt und mit einem
Volumen von 120 pl pro Objekttriager verteilt (1 Std. bei RT). Im nichsten Schritt
wurden fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur je 120 pl an HRP-Polymer Reagenz
pipettiert. Fiir die folgende Substratreaktion wurde das DAB-Chromogen 1:21 im
zugehorigen Substratpuffer verdiinnt und mit 120 ul pro Objekttriger fiir eine
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Inkubationszeit von acht Minuten auf die Schnitte verteilt. Um den Ort des gebundenen
Antigens besser in die Zellanatomie einordnen zu konnen, wurde anschlieBend mit
Hamatoxylin gegengeférbt (siche Punkt 1.2). Durch die aufsteigende Alkoholreihe und
das Eindeckeln mit Pertex wurde das angefarbte Gewebe fiir die Lagerung konserviert

und der Kontrast flir die Mikroskopie verbessert.

In Abweichung zur CX3CLI1-Fiarbung erfolgte bei der CXCL9-Detektion vor der
Durchfiihrung des Peroxidase-Blocks eine hitze-induzierte Demaskierung der Antigene.
Dabei wurden die Schnitte fiir vier Minuten mit Citratpuffer (pH 6) im Schnellkochtopf
erhitzt und anschlieend mit Leitungswasser abgekiihlt. Alle anderen Schritte erfolgten
wie oben beschrieben. Der Primérantikorper gegen humanes CXCL9 wurde 1:100

verdiinnt eingesetzt.

14. Scoring und Auswertung

Die eingedeckelten Objekttrager wurden mit Hilfe des NanoZoomer Digital Pathology
RS von Hamamatsu eingescannt und manuell mit der Software NDP.view 2 oder digital
mit der Software Image J ausgewertet. Die Analyse der CX3CL1- und CXCL9-Farbung
wurde manuell durchgefiihrt. Da keine auffillige intratumorale Heterogenitit in den
verschiedenen Farbungen nachgewiesen werden konnte, wurde die Analyse der
Proteinexpression allein durch die Intensitit der Farbung bestimmt und an den
Kontrollorganen der TMAs orientiert. Bei beiden Farbungen wurde in drei Scores
aufgeteilt: ,,Score +1* (schwache Farbung), ,,Score +2* (moderate Farbung) und ,,Score
+3* (starke Farbung). Fiir gefdrbte Triplets wurde der Modalwert angegeben. Durch
technisch bedingte abgeschwemmte Gewebepunkte ergaben sich fiir unterschiedliche
Farbungen unterschiedliche Gesamtfallzahlen. Fiir die jeweilige Korrelations-
berechnung mit dem PFS (progressionsfreies Uberleben) und OS (Gesamtiiberleben)
wurden Score +1 und +2 zur moderat exprimierenden Gruppe zusammengefiigt und
gegen Score +3 als stark exprimierende Gruppe getestet. Fiir die digitale Auswertung
der CX3CL1-Fiarbung wurde jeder TMA-Dot bei 10-facher VergroBlerung als TIF-Datei
exportiert und in /mage J geladen. Durch das IHC Profiler Plugin wurde ausschlieBlich
die DAB-Firbung rausgefiltert und exportiert. Im néchsten Schritt wurden per
Freihandzeichnung drei verschiedene Tumorregionen umrandet und analysiert. Der
Intensitatsmittelwert der Triplikate wurde hierfiir durch den Flachenmittelwert geteilt
und anschlieBend vom maximalen Schwellenwert mit dem Wert 255 abgezogen.
Hierdurch ergab sich ein linear aufsteigender Zusammenhang mit der Farbeintensitit.

Werte bis 75 wurden der moderat exprimierenden Gruppe zugeordnet und Werte ab 75
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der stark exprimierenden Gruppe.
2. Zellkultur und in vitro Experimente

2.1. Kultivierungsbedingungen

Alle Zelllinien wurden in einem Zellinkubator bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und
5 % COz kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt und
die Zellen wurden passagiert, sobald sie in der Zellkulturflasche eine Konfluenz von
70 % bis 80 % erreicht hatten. Hierfiir wurden die Zellen zunédchst mit PBS gewaschen,
um tote Zellen sowie saure Stoffwechselprodukte zu entfernen. Danach wurde fiir fiinf
bis zehn Minuten mit dem jeweiligen Abldsereagenz inkubiert (EDTA fangt fiir die
Adhision wichtige Calciumionen ab; Trypsin spaltet als Protease fiir den Zellverband
wichtige Proteine). Die abgelosten Zellen wurden mit Medium abgewaschen, in ein
15 ml Falcon tiberfiihrt und fiir drei Minuten bei 300 x g abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde sorgfiltig in frischem Kulturmedium resuspendiert und in einem zell-
spezifischen Passagier-Verhéltnis (siche Punkt V.2.1) in eine neue Kulturflasche
tiberfiihrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl einer gut resuspendierten und mit
Trypanblau verdiinnten Zellsuspension unter das Deckglas einer Neubauer-Zahlkammer
pipettiert und nur lebende Zellen ausgezidhlt. Alle Zelllinien wurden regelméfig auf

Mykoplasmen getestet.

2.2, Einfrieren, Lagerung und Auftauen von Zellen

Da sich Zelllinien durch die andauernde Kultivierung im Laufe der Zeit in Phénotyp,
Proliferationsrate und Proteinexpressionsmuster verdndern konnen, ist es ratsam in
relativ  frithen Passagen Gefrierkonserven anzulegen, auf die nach Bedarf
zuriickgegriffen werden kann. Das im FEinfriermedium enthaltene DMSO fungiert
hierbei als Gefrierschutzmittel, indem es den intrazelluliren Gefrierpunkt stark
herabsetzt und den Zellen zusétzlich Wasser entzieht. Somit kann der Eiskristallbildung
und der damit verbundenen Verletzung von Zellorganellen vorgebeugt werden. Um
Zelllinien einzufrieren und fiir ldngere Zeit zu lagern, wurden diese mit einer
Konzentration von circa 10° Zellen/mL in Einfriermedium resuspendiert und auf
Kryogefiafle aufgeteilt. Die Zellsuspension wurde anschlie8end in Isopropanolboxen mit
einem konstanten Gradienten von 1 °C/min bis auf -80 °C heruntergekiihlt und dann in

fliissigen Stickstoff (-196 °C) tibertragen.

Um eine in fliissigem Stickstoff gehaltene Zellsuspension wieder in Kultur zu bringen,
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wurde diese zundchst in 8 ml Zellkulturmedium resuspendiert und fiir drei Minuten bei
300 x g abzentrifugiert. Somit konnte das im Uberstand enthaltene DMSO wieder
entfernt werden, welches in der hohen Konzentration in Kultur zelltoxisch wirken
wiirde. Das Zellpellet wurde anschlieend wieder in Kulturmedium resuspendiert und
vollstindig in eine Kulturflasche iberfithrt. Nach 24 Stunden wurde ein

Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.3. Zellproliferationsanalyse
Um vor der in vivo Inokulation zu zeigen, dass die Uberexpression des jeweiligen
Chemokins keine Verdanderung in der Zellproliferation ausgeldst hatte, wurden folgende

Methoden verwendet:

Der 1D87Trp537SFeGFPIlucpSMPUW-mCx3cll Klon wurde in der Proliferation mit
dem zugehorigen Kontrollvektor-Klon verglichen, indem 50.000 Zellen pro Klon in
mehreren 12-Well-Duplikaten ausgesdt und nach drei, 24 und 48 Stunden wieder
abgelost wurden. Die Zellen wurden anschlieBend mittels Neubauer-Zahlkammer
ausgezdhlt und die Proliferationsrate wurde auf den Startwert normalisiert. Die
Proliferation der Klone ID877p53” pSMPUW-mCx3cll, ID8Trp53"- pSMPUW-mCxcl9
und ID87rp53” Brca2’ pSMPUW-mCxcl9 wurde mit dem jeweiligen Kontrollklon
verglichen, indem 2.000 Zellen pro 70 ul Medium mit 5 % FCS in mehreren 96-Well
Triplikaten ausgesdt und nach drei, 24 und 48 Stunden mit 14 pl MTT Reagenz
(5 mg/ml in PBS) versetzt wurden. Innerhalb einer dreistiindigen Inkubation bei 37 °C
wurde das wasserldsliche gelbe Tetrazoliumsalz durch die metabolische Aktivitdt der
Zellen, welche stark mit der Zellviabilitit korreliert, in ein violettes, wasserunldsliches
Formazan reduziert. Dieses wurde durch die Zugabe von DMSO in den Uberstand
freigesetzt und die Intensitdt der Farbung wurde bei einer Wellenldnge von 570 nm
gemessen. Die analysierte Proliferationsrate wurde auf den Startwert normalisiert. Auch
die Zelllinien ID8T7p53” und ID8Trp537 Brca2”’- wurden mittels dieser Methode im
Wachstum verglichen.

24. Beurteilung der Zellmorphologie
Unterschiede in der Zellmorphologie zwischen ID87rp53” und ID87Trp537 Brcal”

Zellen wurden bei 10-facher VergroBerung visuell dargestellt (Zeiss Axio Observer).

2.5. In vitro Stimulationsexperimente

Fir die Durchfithrung von in vitro Stimulationsexperimenten wurden murine und
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humane Zelllinien zu einer 50 %-igen Konfluenz ausgesit, fiir 24 Stunden mit serum-
freien Medium gehungert und schlieBlich in 500 pl Stimulationsmedium inkubiert.
Durch die Zugabe rekombinanter Zytokine konnte die Basis-Chemokinsekretion erhoht
werden und durch die Zugabe unterschiedlicher FCS Konzentrationen wurde die
Proliferationsrate gesteuert. Fiir weitere Analysen wurden nach 24 oder 48 Stunden
Stimulation die Uberstinde abgenommen oder nach 72 Stunden die Zellen in RIPA-
Puffer lysiert. Jeder Stimulationsansatz wurde in Triplets durchgefiihrt und mindestens
dreimal wiederholt. Im Stimulationsmedium wurden folgende Reagenzien und

Losungsmittelkontrollen eingesetzt:

Reagenz |Endkonzentration | Stimulation |FCS Zugabe |Loésungsmittel
TAPI-2 50 uM 24 Std. 0% Ultrareines Wasser
Olaparib 10 uM 48 Std. 5% DMSO

Niraparib |10 uM 48 Std. 5% DMSO

CXCL9 100 ng/ml 72 Std. 10% 0,1% BSA in PBS
TNFo 10 oder 50 ng/ml éﬁd"der 4 0% oder5% | 0,1% BSA in PBS
IFNy 10 oder 50 ng/ml | 2 4 %72 10,504 oder 10% |0,1% BSA in PBS
2.6. Fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS)

Um membranstindige Cx3cll-Verdnderungen zu analysieren, wurden 250.000
ID8Trp537 Zellen in 6-Wells ausgesit, fiir 24 Stunden gehungert und fiir 24 Stunden
mit 0,05 ng/ul TNFa oder der Losungsmittelkontrolle BSA stimuliert. In einem
weiteren Ansatz wurde den Wells zusétzlich noch 50 uM TAPI-2 als ADAMI17
Inhibitor zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mit EDTA abgelost, gezdhlt und
mit einer Zellzahl von 500.000 pro Probe in eine 96-Well V-Shape Platte pipettiert.
Abzentrifugierte Pellets wurden mit je 100 ul FACS-Waschpuffer gewaschen und
anschlieend mit 1:300 verdiinntem Maus-Fc-Block inkubiert. Im néchsten Schritt
wurden die Pellets fiir eine Stunde im Dunkeln mit 2 pg/ml Anti-Cx3cll- oder Isotyp-
Antikorper inklusive Alexa-Fluor-488-Konjugat inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
wurden die gefarbten Zellen schlieBlich in 175 pl FACS-Puffer resuspendiert, in
konische FACS-Gefif3e libertragen und etwa zehn Minuten vor der Messung zusétzlich
mit 1 ul 7-AAD viability staining solution versetzt. Im Becton Dickinson FACS-Calibur
wurden mithilfe der CellQuest Pro Software 20.000 Events pro Probe mit griinem FL-1
Filter (530 nm) und rotem FL-3 Filter (670 Longpass) gemessen und mit der Software
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Flowing von Turku Bioscience ausgewertet. 7-AAD gefirbte Zellen und Dubletten
wurden fiir die Darstellung der stimulierten Proben im Overlay-Histogramm

ausgeschlossen.

2.7. Lentivirale Transduktion muriner Zelllinien

Um eine stabile Uberexpression der Chemokine Cxcl9 oder Cx3cll in murinen
Ovarialkarzinomzellen (ID8-Derivaten) zu erreichen, musste zunichst die cDNA des
jeweiligen Zielgens aus einem Plasmid (siehe V.5) in einen lentiviralen Transfervektor

(siehe Abbildung 8) kloniert werden:

5’ LTR

pSMPUW-Neo ‘CPPT
6.4 kb

3’LTR

Ligation mit muriner Cxcl9
EF-1 bzw. Cx3cl1 cDNA

WPRE

Neo PGK MCS

Abbildung 8: pSMPUW-Neo Lentiviral Expression Vector (Kanamycin-resistent), Cell Biolabs

Mit Hilfe einer dreistufigen PCR wurden an die jeweilige cDNA-Sequenz im Plasmid
Restriktionsenzymschnittstellen mit Uberhang fiir Fsel und Pacl kloniert, welche sich
auch in der Multiple Cloning Site des im weiteren Verlauf verwendeten pPSMPUW-Neo
Transfervektors befinden und innerhalb der cDNA nur je einmal an der finalen Sequenz
schneiden. Die PCR wurde nach Herstellerangaben mit einer Herculase Il fusion
polymerase und den unter Punkt V.6 aufgelisteten Primern durchgefiihrt. Um die
entstandene Zielsequenz von den Vektorresten zu trennen, wurde das PCR-Produkt iiber
ein 1 %-iges Agarose-/Ethidiumbromid-Gel in TAE-Puffer aufgetrennt, und die
Zielbande unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Ziel-cDNA wurde nach
Herstellerangaben mittels des Monarch DNA Gel Extraction Kits aus dem Gelstiick
extrahiert und mogliche PCR-Polymerase Riickstinde wurden mittels Proteinase-K-
Verdau entfernt. Anschlieend wurde die ¢cDNA {iber eine Sdule (Monarch PCR &
DNA Cleanup-Kit) oder mittels Alkoholfdllung aufgereinigt. Im nédchsten Schritt
wurden 1 pg der cDNA beziehungsweise des pSMPUW-Transfervektors mit je 10 Units
der Restriktionsenzyme Fsel und Pacl in Cut Smart-Puffer verdaut und wieder mit dem
Monarch Cleanup-Kit aufgereinigt. Im néchsten Schritt wurden 50 ng des pSPMUW-

Vektors zusammen mit einem zehnfachen molaren Uberschuss an ¢cDNA-Insert in
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einem T4-DNA-Ligase Reaktionsansatz ligiert. 5 ul des Ligationsansatzes wurden
mittels Heat-Shock-Methode in 90 ul DHS5a-Bakterien transformiert und das Pellet auf
einer Kanamycin-LB-Agar-Platte {iber Nacht ausplattiert. Am nichsten Tag wurden
Klone isoliert und wiederum {iber Nacht in Bakterienréhrchen mit Kanamycin (1:1000)
und LB-Medium angeziichtet. Um die Klone auf den eigebauten Vektor zu testen,
wurden sie mittels NucleoSpin® Plasmid Isolations Kit isoliert und zum Test auf das
eingebaute Insert erneut mit den Restriktionsenzymen Fsel und Pacl verdaut. Das
Vorhandensein einer Bande fiir den Vektor und einer Bande fiir das Insert wurde mittels
1 %-1gem Agarosegel ermittelt. Ein positiver Klon wurde schlielich zur Sequenzierung
zu Eurofins Scientific geschickt. Wurde das Insert fehlerfrei eingebaut, so wurden
Glycerinstocks der erfolgreich transformierten Bakterien angelegt und das Plasmid bei

Bedarf mittels NucleoBond®Xtra Midi Plasmid Isolations Kit erneut isoliert.

Fiir die Transfektion der Vektoren aus dem ViraSafe™ Lentiviral Expression System in
die Verpackungszelllinie HEK293T wurden 6 pg pSMPUW-Vektor (mit oder als
Vektorkontrolle ohne ligierter Chemokin-cDNA), 2 ng pRSV-Rev, 2 ng pCMV-Eco
und 2 pg pCgpV mit 24 ul Lipofectin inkubiert und tropfchenweise auf eine konfluente
Zellkulturschale mit HEK293T Zellen und 1,5 ml OPTI-MEM Kulturmedium pipettiert.
Das OPTI-MEM wurde nach sechs Stunden verworfen und die Schale mit 4 ml DMEM-
Medium aufgefiillt. Innerhalb der néchsten Tage wurden durch die HEK293T Zellen
aus den aufgenommenen Vektoren Virionen produziert und in den Uberstand
abgegeben. Der Uberstand wurde nach 24, 48 und 72 Stunden abgenommen, durch
0,45 um filtriert, 1:1000 mit Polybrene versetzt und unter stindigem Schwenken in der
Zellkulturschale mit den zu transduzierenden ID8-Derivaten inkubiert. Nach der dritten
Virionen-Inkubation wurde die konfluente Zellkulturschale in Medium mit 1 g/l G418
Neomycin passagiert und auf Zellen mit stabil aufgenommenen Virionen selektiert.
Nach etwa zehn Tagen wurden Einzelzellklone hochgezogen, isoliert und mittels

ELISA auf eine erfolgreiche Uberexpression des Zielchemokins getestet.

Der lentivirale Einbau einer click beetle Luciferase zur Ermittlung des
Tumorwachstums von ID87rp53”~ Zellen mittels Biolumineszenz wurde
freundlicherweise von Martina Anton aus dem Institut fiir Molekulare Immunologie und
Experimentelle Onkologie durchgefiihrt: Das PCR-Fragment mit einer eGFP2Aluc
(enhanced green fluorescent protein — 24 self-cleaving peptide — click beetle luciferase)
Sequenz wurde durch blunt-end-Ligation an der BamHI Schnittstelle des pHIV-7

Transfervektors mit SF-(spleen-focus-forming virus) Promotor eingebaut (Wiibbenhorst
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et al., 2010). Virale Uberstinde wurden anschlieBend durch eine transiente Calcium-
Phosphat-Transfektion von 293T Zellen mit drei Verpackungs-plasmiden (pMD.GP,
pRSV-rev und pHCMV.G) und dem pHIV-7 SF eGFP2Aluc Transfervektor generiert.
2,5x 10° IDTrp537 Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion mit 1 ml gefiltertem
lentiviralem Uberstand und 8 pg/ml Polybrene fiir drei Stunden bei 37 °C unter
staindigem Schwenken transduziert. Mittels FACS-Sorting wurden eGFP positive Zellen

isoliert und weiterkultiviert.

2.8. Detektion von Trp53- bzw. Brca2-Knockout in ID8-Zellen mittels PCR
Um durch eine Polymerase-Kettenreaktion einen 7rp53- bzw. Brca2-Knockout in der
murinen [D8-Zelllinie nachzuweisen, wurde zunichst aus 200 pL. Zellsuspension in
PBS mittels des High Pure PCR Template Preparation Kits von Roche (#11796828001)
DNA isoliert. AnschlieBend wurde folgender PCR-Ansatz pipettiert:

Reagenz Volumen
10x PCR-Puffer 5uL
dNTPs (2,5 mM) 5uL
5’-Primer (10 pmol/uL) 3 uL
3’-Primer (10 pmol/uL) 3 uL

dd H»0 32 uL
DNA 1 uL
Tag-Polymerase 1 ul
Gesamt 50 nL.

Das gesuchte Amplikon wurde schlielich durch eine Polymerase-Kettenreaktion (30
Zyklen mit je 30 s Denaturierung bei 94 °C, 1 min Hybridisierung bei 58 °C und 18 s
Elongation bei 72 °C) vervielfiltigt und mit einem 1 %-igen Agarose-Gel bei 90 V fiir

50 min aufgetrennt.
3. Durchfiihrung und Analyse syngener Mausmodelle

3.1. Tierschutzantrag und Tierhaltung

Alle Tierversuchsvorhaben wurden nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes von der
Regierung Oberbayern genehmigt und innerhalb der gentechnischen Anlage des Zentrums
fiir préklinische Forschung der Technischen Universitidt Miinchen durchgefiihrt. Die Tiere
wurden unter Einhaltung der Ruhezeiten téglich durch Tierpfleger beobachtet und geméf

Score Sheet mindestens einmal die Woche durch den Versuchsdurchfithrenden gewogen,
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beziehungsweise der Gesundheitszustand bewertet sowie dokumentiert.

3.2. Murine Ovarialkarzinommodelle

Zur Durchfiihrung syngener Mausmodelle wurden acht Wochen alte weibliche
C57BL/6J, bzw. athymic nude Méuse von Charles River bestellt. Nach einer
Eingewohnungszeit von mindestens einer Woche in der neuen Umgebung wurden die
Miuse mit 107 Zellen verschiedener, mykoplasmenfreier ID8-Derivate subkutan oder
intraperitoneal inokuliert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspension
gleichmiBig in einer Menge von 250 ul PBS pro Tier verteilt war. Eine Gruppe bestand
aus vier bis sieben Mausen. Schliisselexperimente wurden zweimal durchgefiihrt. Die
subkutane Injektion fiihrte nach etwa 100 Tagen zur Bildung eines tastbaren, soliden
Tumors, welcher zweimal die Woche mittels Messschieber im Durchmesser
dokumentiert wurde. Abbruchkriterien wurden durch den Aufbruch des Tumors durch
die duBerste Hautschicht, durch das Erreichen eines Tumordurchmessers von 1,5 cm
und/oder durch eine anhaltende Verschlechterung des Allgemeinzustands festgelegt.
Die intraperitoneale Injektion der Tumorzellen fithrte nach etwa vier Wochen zur
Ausbildung eines metastasierten  Ovarialkarzinom-Phénotyps mit  diffuser
Karzinomatose innerhalb der Bauchhdhle und mit hdmorrhagischer Aszitesbildung. Die
Abbruchkriterien wurden hierbei durch einen stark verschlechterten Allgemeinzustand
und/oder durch eine schwere Aszitesansammlung festgelegt. Alle Méause wurden unter

Isofluranbetdubung durch zervikale Dislokation finalisiert.

3.3. Uberwachung des Tumorwachstums mittels in vivo Biolumineszenz

Das Tumorwachstum von click beetle-Luciferase exprimierenden Zellen konnte in vivo
gemessen werden, indem einer Maus pro Messung zundchst 150 ul D-Luciferin-
Substrat (50 mM) intraperitoneal verabreicht wurde. Die Méuse wurden anschlieBend
unter anhaltender Betdubung durch ein 2,5 %-iges Isofluran-Inhalationssystem in das
VIS Spectrum In Vivo Imaging System von Perkin Elmer gelegt. Fiinf Minuten nach der
Substratapplikation wurden sowohl ein Graustufen-Referenzbild als auch ein
Biolumineszenzbild mit zweiminiitiger Belichtungszeit aufgenommen. Beide Bilder
wurden zur optischen Darstellung in der Living Image Software von Perkin Elmer
iibereinandergelegt und die von den Luciferase-exprimierenden Zellen emittierten
Photonen wurden quantifiziert. Die Pseudofarben reprdsentieren hierbei die
durchschnittliche Strahldichte (radiance) in der Einheit p/s/cm?/sr. Zur Auswertung

wurden stets gleich groBe ROIs (regions of interest) auf das Abdomen der Méuse
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gesetzt und darin der sogenannte Flux in der Einheit Photonen/Sekunde gemessen. Das
in vivo Biolumineszenz Imaging wurde nach Tumorinokulation einmal wdochentlich

durchgefiihrt.

34. In vivo Therapiedurchfithrung

Zur in vivo Anwendung der PD-L1 Immuncheckpoint-Inhibition im metastasierten
Tumormodell wurde den Maiusen ab Tag 30 nach Tumorinokulation zweimal die
Woche eine 200 pg Dosis des InVivoMADb anti-mouse PD-L1- oder InVivoMAb rat
IgG2b Isotyp-Kontrollantikorpers intraperitoneal injiziert. Verdiinnt wurden die
Antikorper zu 2 pg/ul in InVivoPure Verdiinnungspuffer (pH 7,0). Die Therapie wurde

bis zum Erreichen der Abbruchkriterien fortgesetzt.

3.5. Finalisierungsprotokoll

Nach der zervikalen Dislokation wurde die Haut entlang der Bauchhdhle vorsichtig mit
einem Langsschnitt abprédpariert. Subkutane Tumore wurden mit einer stumpfen Schere
vollstindig entfernt, gewogen und vermessen. Aszites wurde mithilfe einer 20G
Einmal-Injektionskaniile abgenommen und fiir 10 Minuten bei 10 °C und 10.000 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80 °C weggefroren. Die restliche Fliissigkeit
wurde nach Er6ffnung der Bauchhohle mit einem Tupfer entfernt. Das Aszitesgewicht
wurde durch Wiegen der Maus vor und nach der Aszitesentnahme festgestellt.
Tumorbefallenes Mesenterium wurde entlang einer Inzision des Enddarms von den
Darmschlingen abpripariert und zur Hélfte in einer Einbettkassette in 4 %-igem
Formaldehyd fixiert und zur anderen Hailfte kryokonserviert. Weiteres Tumorgewebe
wurde vom Zwerchfell und entlang der Eileiter entnommen, sowie bei -80 °C
weggefroren. Zu Dokumentationszwecken des Tumorbefalls wurden Fotos von der
uner6ffneten Bauchhdhle, des Peritoneums, Mesenteriums, Zwerchfells und eines

Eileiters abgespeichert.

3.6. Immunhistochemische Analyse des Tumorgewebes

Murine FFPE-Préparate wurden, wie bereits fiir humanes Gewebe beschrieben,
entparaffiniert, mit 3 um geschnitten und immunhistochemisch gefarbt. Bei allen
Farbungen wurde ein Peroxidblock angewendet. Einzelne Farbungen (CD3, CDS,
Foxp3, PD-1, Granzym-B und Ly6G) wurden mit dem automatischen Immunostainer
von Agilent Technologies am Institut fiir vergleichende experimentelle Pathologie von
Katja Steiger und Kollegen durchgefiihrt. Die Signaldetektion erfolgte hier durch das
BOND Polymer Refine DAB Detection Kit von Leica Biosystems. Eingescannt wurden
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die Schnitte am AT-2 Slide Scanner von Leica Biosystems. Die einzelnen

Verdiinnungen und Protokollinhalte der durchgefiihrten Férbungen sind folgender

Tabelle zu entnehmen:

Erkanntes Antigen |Erkannter Zelltyp Einsatz ggrtrilizll;erung
CD206 M2-aktivierte Makrophagen 1:750 Citrat-Puffer pH 6
CD3 T-Zellen 1:100 Citrat-Puffer pH 6
CD49b/DX5 Natiirliche Killerzellen 1:50 Citrat-Puffer pH 6
CDS8 Zytotoxische T-Zellen 1:100 Citrat-Puffer pH 6
Cx3erl z.B. T-Lymphozyten und 1:750 | Citrat-Puffer pH 6
Tumorzellen

F4/80 Makrophagen 1:300 Citrat-Puffer pH 6
Foxp3 Regulatorische T-Zellen 1:2.000 |EDTA-Puffer pH 9
Granzym-B Zytoplasmatische Dranulaaus | 1.1 000 | Citrat-Puffer pH 6
Ki67 Proliferationsmarker 1:1.000 | Citrat-Puffer pH 6
Ly6G Myeloide Zellen 1:200 EDTA-Puffer pH 9
PD-1 Vonommen e BLEENE 150 Citrat-Putfer pH 6

Die manuelle Auswertung der positiv gefarbten Zellen erfolgte mit der Software Aperio
Image Scope von Leica Biosystems, indem innerhalb von fiinf Bildausschnitte mit 640 x
480 fixed region size Pixeln ausschlieBlich DAB-positive Zellen hindisch gezéhlt
wurden. Zur Darstellung in Dot-Plots wurde fiir jeden Gewebeschnitt der Mittelwert aus
den fiinf Rechtecken als Zellen/Bildausschnitt angegeben. Tumor-infiltrierende
Lymphozyten wurden intraepithelial ausgezédhlt, wihrend stromale Felder vermieden

wurden.

Die digitale Auswertung positiver Zellen wurde mithilfe der Software QuPath
(Bankhead et al., 2017) durchgefiihrt. Bei einer 25-fachen VergroBerung wurde im
Brightfield H-DAB Modus in fiinf verschiedenen Regionen das sichtbare Fenster als
Region of Interest ausgewéhlt. Dieses bestand im Schnitt aus insgesamt 2.000 Zellen.
Der prozentuale Anteil an positiven Zellen wurde durch die Funktion Positive Cell
Detection berechnet. Hierbei wurde fiir Farbungen aus dem A7-2 Slide Scanner die
Einstellung Hematoxylin OD angewihlt und fiir Farbungen aus dem NanoZoomer

Digital Pathology RS Scanner die Einstellung Optical Density Sum. Je nach Art der
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Féarbung wurde mit einem Schwellenwert von 0,2 entweder die Funktion Nucleus oder
Cytoplasm DAB Mean verwendet. Es wurden somit pro Gewebeschnitt mindestens
10.000 Zellen ausgewertet und der gefirbte Zelltyp als ,,Prozent von allen Zellen*
angegeben. Fiir die murine Cx3crl Farbung erfolgte die Auswertung als Féarbeintensitit.
Hierfir wurde wie oben beschrieben eine Auswahl iiber fiinf verschiedene ROIs
getroffen und iiber das Compute Intensity Features Tool der Mittelwert der OD Sum
berechnet. Alle Beispielfotos fiir Firbungen wurden mit der Software Aperio Image

Scope bei einer 40-fachen VergroBerung aufgenommen.

3.7. Tumoraufschluss aus Kryogewebe

Beim Aufschluss von Tumorgewebe fiir eine anschlieBende RNA-Isolation wurden alle
Materialen mit fliissigem Stickstoff vorgekiihlt. 20 mg des kryokonservierten Gewebes
wurden in einen Zylinder mit eingesetztem Kryogefdl und einer 9 mm Edelstahl-
Mahlkugel iibertragen und zweimal fiir 15 Sekunden bei 3.000 rpm im
Mikrodismembrator von Sartorius pulverisiert. Das Pulver wurde mit 600 ul RLT-
Puffer aus dem RNA-Isolations-Kit und 1:100 beta-Mercaptoethanol unter dem Abzug
aufgenommen und bei hochster Stufe abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in der unten

aufgefithrten RNA-Isolation weiterverwendet.
4. Expressionsanalysen auf RNA-Ebene

4.1. RNA Isolation

Zur RNA-Isolation wurden 107 Zellen als Pellet oder 20 mg Tumorgewebe als Pulver in
das Qiagen RNeasy® Mini Kit eingesetzt. Die Isolation wurde nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Zundchst wurde genomische DNA iiber eine Séule entfernt und
anschlielend die RNA iiber eine weitere Séule isoliert und aufgereinigt. Nach Elution in
35 ul RNase-freiem Wasser wurden die Proben im NanoDrop auf eine ausreichende
Konzentration und Reinheit (260/280 nm Verhéltnis bei etwa 2,0) getestet, sowie

anschliefend bei -80 °C gelagert.

4.2. c¢cDNA-Synthese

Im ndchsten Schritt erfolgte eine ¢cDNA-Synthese mit dem SuperScript™ IV First-
Strand Synthesis System von Thermo Fisher. Zunéchst wurde 1 ul Random Hexamers
zusammen mit 1 pul ANTP Mix auf PCR-Reaktionsgefafle verteilt, das Volumen fiir eine
RNA Menge von 1 pg pro Probe berechnet und hinzupipettiert, sowie anschlieBend mit

RNase-freiem Wasser auf 13 pl Reaktionsansatz aufgefiillt. Die Proben wurden fiir 5
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Minuten bei 65 °C erhitzt und mit 4,75 pul SSIV-Puffer, 1 ul DTT, 1 pl Ribonuklease-
Inhibitor und 0,25 pl reverser Transkriptase versetzt. Es erfolgte fiir jeweils 10 Minuten
eine Inkubation bei 23 °C, die c-DNA Synthese bei 52 °C und die Inaktivierung bei 80
°C. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert oder direkt in der qPCR eingesetzt.

4.3. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die durchgefiihrte qPCR Analyse basiert auf der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion, welche durch den Einsatz einer gequenchten, fluoreszierenden Sonde
zusitzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Wihrend eines PCR-
Zyklus dissoziiert der Quencher ab und die Fluoreszenz, welche proportional mit der
Menge der PCR-Produkte zunimmt, kann in Echtzeit gemessen werden. Fiir den qPCR-
Mastermix wurden folgende Reaktionsansitze pipettiert (Primersequenzen siehe Punkt

V.6, Sonden siehe Punkt V.7):

Cx3cl1/PD-L1 Amplifikation Cxcl9 Amplifikation

6 ul  Ultrareines Wasser 5,8 ul Ultrareines Wasser
1 ul  Thermo Fisher Probe 0,4 nl Forward Primer

10 ul  Brilliant III Mastermix 0,4 ul Reverse Primer

0,4 ul Roche Universal Probe

10 ul  Brilliant 111 Mastermix

Die insgesamt 17 ul wurden mit 3 pl cDNA-Synthese-Reaktionsansatz versetzt, in
Duplets pro Probe in eine qPCR-Platte pipettiert und dicht verschlossen. Um das
Zielamplikon auf ein Housekeeping-Gen zu normalisieren, wurde von jeder cDNA
Probe zusidtzlich in Duplets das Purinstoffwechselenzym Hprt (Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase) amplifiziert. Die PCR-Reaktion wurde mit einem initialen
Denaturierungsschritt fiir 3 Minuten bei 95 °C gestartet und lief dann mit 40 Zyklen &
15 Sekunden bei 95 °C plus eine Minute bei 60 °C ab.

Die Daten wurden mit der Software MxPro generiert und mit der Cycle Threshold (Ct)
Methode ausgewertet. Hierbei wird die Zahl des Zyklus, in dem die Fluoreszenz der
Amplikon-Probe die exponentielle Phase erreicht, als Ct-Wert bezeichnet und auf den

Ct-Wert des Housekeeping-Gens in der zugehdrigen Probe normiert (=ACt).
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5. Expressionsanalysen auf Proteinebene

5.1. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)

Beim Prinzip des ELISAs wird das nachzuweisende Antigen erst liber einen Capture
Antikérper an eine NUNC 96-Well Platte und anschlieBend an einen Enzym-
gekoppelten Detektionsantikdrper gebunden, welcher dann zur Reaktion eines
Farbstoffsubstrates fiihrt. Die unbekannte Proteinkonzentration wird schlieBlich durch
die Orientierung an der Farbintensitit einer Verdiinnungsreihe mit bekannter

Proteinkonzentration berechnet.

Es wurden Zelliiberstdnde oder Aszitesproben nach Herstellerangaben in die humanen
und murinen DuoSet ELISA Kits CXCL9, CXCL10 oder CX3CL1 von R&D Systems
(sieche Punkt V.8.5) eingesetzt. Im Kit beinhaltete Reagenzien wurden stets wie
vorgeschrieben in PBS oder Reagent Diluent 2 verdiinnt. Wéahrend den
Inkubationsschritten wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen. Zwischen
jedem Schritt bis zur Substratreaktion wurden die Wells dreimal mit PBS-T gewaschen

und danach trocken geklopft.

Kurz gesagt wurden die Microtiter Platten {iber Nacht bei Raumtemperatur mit dem
Capture Antikorper (100 ul) gecoatet und die freien Bindestellen anschlieend mit 1%-
igem BSA (200 ul) geblockt. Im nédchsten Schritt wurden die Proben und die
Verdiinnungsreihe fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur geladen (100 pul). Nach einer
weiteren zweistlindigen Inkubation mit dem Detektionsantikdrper wurde fiir 20 Minuten
im Dunkeln das HRP-Reporterenzym (100 pl) hinzugegeben. In den zwei letzten
Schritten wurde das TMB (Tetramethylbenzidin)-Substrat (100 pl) hinzupipettiert und
die Reaktion nach 20 Minuten durch die direkt anschlieBende Zugabe von 50 pl
Schwefelsdure (0,5 M) abgestoppt. Hierbei erfolgte ein Farbumschlag von Blau zu
Gelb. Die Absorption der Wells wurde schlieBlich bei 450 nm im Multiskan-FC-Reader

gemessen.

5.2. Konzentrationsbestimmung mittels Bradford Assay

Um die im ELISA gemessene Chemokin-Konzentration auf die insgesamt im Aszites
vorhandene Proteinkonzentration zu beziehen, wurde mit murinen Aszitesproben eine
photometrische Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Fiir einen 2x
Coomassie Stock wurde eine 0,06 %-ige Coomassie Blue Losung in 2N Salzsiure

hergestellt und bei Raumtemperatur gelagert. Fiir einen 10x BSA Stock wurde BSA
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Pulver in Wasser zu einer 10 mg/ml Losung geldst, durch 0,22 um filtriert, und bei 4 °C
gelagert. Fiir die Verdiinnungsreihe wurde im Eppendorf Cup mit der hochsten
Konzentration der 10x BSA Stock 1:80 eingesetzt. Die Aszitesproben wurden 1:800 in
Wasser verdiinnt. Die Platte wurde in Duplikaten mit je 200 ul pro Probe geladen und
mit 50 ul einer 1x Coomassie Blue Losung versetzt. Wahrend der zehnminiitigen
Inkubation bei Raumtemperatur bildete der Triphenylmethanfarbstoff in saurer Losung
Komplexe mit Proteinen, wodurch sich je nach Proteingehalt das Probenvolumen von
Rot nach Blau farbte. Die Absorption wurde bei 595 nm im Multiskan-FC-Reader
gemessen und mithilfe der Verdiinnungsreihe in eine quantitative Konzentration

umgerechnet.

5.3. Proteinaufschluss aus kultivierten Zellen

Fiir unstimulierte Zellen wurde das Protein aus einem mit PBS gewaschenen Zellpellet
aufgeschlossen. Stimulierte Zellen wurden direkt im 6-Well mit eiskaltem PBS
gewaschen und anschliefend mit einem Zellschaber in 100 pl RIPA-Puffer inklusive
Protease-Inhibitoren abgekratzt. In beiden Fillen wurde das Zelllysat 20 Minuten auf
Eis inkubiert, 10 Sekunden mit dem Ultraschallstab aufgeschlossen und fiir 10 Minuten
bei 14.000 x g/ 4 °C abzentrifugiert.

5.4. Konzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsiure Assay

Das im Uberstand der Zelllysate enthaltene Protein wurde mittels Pierce™ BCA Protein
Assay Kit auf seine Konzentration getestet. Je nach Zellanzahl der stimulierten
Proteinlysate oder Pellets wurden diese unverdiinnt oder 1:5 - 1:30 verdiinnt eingesetzt.
Zusammen mit einer BSA-Standardreihe wurden die Proben in Triplets mit 25 pl pro
Well in eine unbehandelte 96-Well-Platte pipettiert. Im néchsten Schritt wurden 200 pl
Working Reagent pro Well hinzupipettiert und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Durch die Peptid-abhéngige Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen Kupferionen
und die anschlieBende Komplexbildung mit BCA bildete sich ein blau-violetter

Farbstoff, dessen Absorption schlieBlich bei 570 nm gemessen wurde.

5.5. Immunoblot

30 pg der Proteinlysate wurden mit 4-fach Ldmmli und Wasser auf ein Volumen von
35 ul eingestellt, fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und anschlieBend auf Eis gelagert.
Die Auftrennung erfolgte zusammen mit einem Prestained Protein Ladder liber ein
12%-1ges SDS-Polyacrylamidgel in Elektrophoresepuffer bei 120 Volt. Die

Proteinbanden wurden bei 350 mA fiir 90 Minuten in einer Wet-Blot-Kammer aus dem
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Gel auf eine dquilibrierte PVDF (Polyvinyliden Fluorid) Membran transferiert. Um den
Verlauf der Banden auf der Membran visuell zu kontrollieren, wurde diese mittels
Ponceau-S-Losung angefarbt und mit destilliertem Wasser wieder ausgewaschen. Zur
Verhinderung unspezifischer Antikorperbindungen wurde die Membran erst mit 5%-
igem Milchpulver in TBS-T geblockt und anschlieBend iiber Nacht bei 4 °C mit 1:600
anti-PD-L1-Primérantikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 Minuten mit
TBS-T wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem HRP-
gekoppelten Sekundérantikorper inkubiert. Die Membran wurde erneut mit TBS-T
gewaschen und schlieBlich nach der Zugabe des Immobilon® HRP Substrats in der
ChemiDoc™ XRS+ von Bio-Rad entwickelt. Im Anschluss wurde nach dem gleichen
Schema als Ladekontrolle die GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase),
ein Enzym aus der Glykolyse, detektiert. Hierfiir wurden sowohl Primir- als auch

Sekundirantikorper 1:10.000 in 5 %-igem Milchpulver mit TBS-T verdiinnt.

6. Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit der GraphPad Prism Software
durchgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden quantitative Daten mit dem
Mittelwert + Standardfehler aus drei unabhingigen Experimenten dargestellt. Bei Dot
Plots mit in vivo Daten wurde der Median gewéhlt. Unterschiede zwischen zwei
Gruppen oder Bedingungen wurden mit dem zweiseitigen Student’s T-Test auf die
Signifikanz getestet. Um mehr als zwei Gruppen untereinander auf signifikante
Unterschiede zu testen, wurde der one-way ANOVA Test plus Tukey’s multiple
comparisons Test angewendet. Um Signifikanzen zwischen zwei Gruppen innerhalb
eines Zeitverlaufs zu testen, wurde der two-way ANOVA Test plus Sidédk’s multiple
comparisons Test gewéhlt. Kaplan-Meier-Kurven wurden mit dem Log-Rank-Test auf
Signifikanz getestet. Relative Haufigkeiten wurden mit dem zweiseitigen Fisher’s exact
Test verglichen. Heatmaps wurden mittels Pearson-Korrelationskoeffizient erstellt. P-

Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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VII. ERGEBNISSE

1. Expression von CXCL9 in Ovarialkarzinom-Subtypen

Die bereits 2016 von Bronger und Kollegen verdffentlichten Daten zur CXCL9
Expression im high-grade serésen Ovarialkarzinom wurden mit der [HC Analyse in
fiinf weiteren Subtypen ergédnzt (Bronger et al., 2016). In jeder Untergruppe waren stark
und moderat/negativ. CXCL9-gefarbte Félle vertreten. Abbildung 9 zeigt die
Haufigkeitsverteilungen von 16 klarzelligen Féllen (CXCL9 56% stark zu 44%
moderat), 178 high-grade Fillen (15% stark zu 85% moderat), 16 muzindsen Fillen
(25% stark zu 75% moderat), 18 borderline Fillen (28% stark zu 72% moderat), 30
endometrioiden Fillen (30% stark zu 70% moderat) und 15 low-grade Fillen (33%
stark zu 67% moderat). Durch den Fisher’s Exact Test wurde gezeigt, dass das
klarzellige Ovarialkarzinom gegeniiber allen anderen Subtypen signifikant mehr
CXCL9-stark exprimierende Félle aufweist (p=0,0019) und somit womdglich einen

immunogeneren Subtyp darstellt.
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Abbildung 9: CXCL9 stark gefarbte Fille gibt es am hiufigsten im klarzelligen Ovarialkarzinom

A) Haufigkeitsverteilung von starker und moderater CXCL9 Farbung in sechs verschiedenen
Ovarialkarzinom-Subtypen (Signifikanztestung mit Fisher’s Exact Test). Die high-grade serdsen
Karzinomfille stammen aus Bronger et al., 2016, und wurden nach gleichem Protokoll gefarbt und
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ausgewertet. B) Reprisentative immunhistochemische Beispielfotos (Balkenldnge S0 pm).

2. Murine Ovarialkarzinommodelle mit Cxcl9 Uberexpression

2.1. Lentivirale Uberexpression in ID87rp53”- und ID8Trp53” Brca2”- Zellen

Das murine Modell zum serdsen epithelialen Ovarialkarzinom mit der sogenannten
ID8-Zelllinie (Roby et al., 2000) hat sich mit Erfolg in der Literatur durchgesetzt und
eignet sich besonders gut fiir Studien beziiglich der intratumoralen Rolle des
angeborenen und adaptiven Immunsystems. Um das humane serése Ovarialkarzinom,
das ja in {liber 95% aller Fille TP53-Mutationen aufweist, noch besser simulieren zu
konnen, wurden von Josephine Walton aus Glasgow ID8-Zellen mit CRISPR/Cas9-
vermitteltem 7rp53- (und) Brca2-Knockout angefragt (Walton et al., 2016) und mittels
PCR nochmals auf die Deletionen getestet (Abbildung 10A). Die zwei Zelllinien
zeigten in vitro keinen Unterschied in der Proliferation und wiesen eine #hnliche

Zellmorphologie auf (Abbildung 10B und C).
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Abbildung 10: ID8-Zellen mit Trp53- (und) Brca2-Knockout zeigen eine vergleichbare
Proliferation

A) PCR zur Detektion des Brca2-Amplikons. B) Proliferationsmessung mittels MTT-Reagenz tiber 4, 24,
48 und 72 Stunden (two-way ANOVA Test); reprasentative Mittelwerte mit technischen Triplikaten aus
drei Wiederholungen. C) Beispielfotos am Durchlichtmikroskop mit 10-facher Vergroferung.

ID8Trp537- und ID8Trp537 Brca2”-Zellen wurden mittels lentiviraler Transduktion
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stabil mit Cxcl9 tiberexprimiert. Fiir den Einsatz in den Mausmodellen wurden je ein
stark Cxcl9 exprimierender Klon und ein Leervektor (LV)-Kontrollklon ausgewéhlt und
auf eine vergleichbare in vitro Proliferationsrate getestet (siche Abbildung 11 und

Abbildung 12).

Auf RNA-Ebene wurde im ID87rp537 Cxcl9-Klon mittels gPCR eine 19,8-fache
Uberexpression im Vergleich zum LV-Klon nachgewiesen. Fiir den Test auf Protein-
Ebene wurden die Klone fiir 48 Stunden mit oder ohne IFNy (25 ng/ml) stimuliert und
die Uberstinde im Cxcl9-ELISA gemessen. Unstimuliert wurde im LV-Klon keine
Cxcl9 Konzentration detektiert, im Cxcl9 Klon waren es im Schnitt 57,1 pg/ml. Unter
[FNy-Stimulation stieg die Cxcl9-Sekretion im LV-Klon auf 56,9 pg/ml, der Cxcl9-
Klon erreichte mit 279 pg/ml eine knapp fiinffach hohere Cxcl9-Konzentration
(Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Erfolgreiche Cxcl9 Uberexpression in ID8Trp53” Zellen

A) Proliferationsmessung mittels MTT-Reagenz {iber 4, 24 und 48 Stunden (two-way ANOVA Test);
reprisentative Mittelwerte mit technischen Triplikaten aus drei Wiederholungen. B) qPCR-Analyse der
Uberexpression mit angegebenen 2°-AACt Werten; reprisentative Mittelwerte mit technischen
Duplikaten aus drei Wiederholungen (Student’s T-Test). C) ELISA Messung von loslichem Cxcl9 im
Uberstand mit und ohne IFNy-Stimulation (25 ng/ml); Mittelwerte aus drei Wiederholungen (Student’s T-
Test).

Im ID8Trp537Brca2”’-Cxcl9-Klon wurde auf RNA-Ebene eine 9,6-fache
Uberexpression festgestellt, auf Protein-Ebene wurde ohne Stimulation im Leervektor
kein Cxcl9 detektiert, im Uberexpressionsklon waren es 71,4 pg/ml. Unter IFNy stieg
die Konzentration im Leervektor auf 71,2 pg/ml und im Cxcl9-Klon auf das 5,6-fache

mit 401 pg/ml (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Erfolgreiche Cxcl9 Uberexpression in ID87rp53” Brca2”- Zellen

A) Proliferationsmessung mittels MTT-Reagenz iiber 4, 24 und 48 Std. (Two-way ANOVA Test);
reprisentative Mittelwerte mit technischen Triplikaten aus drei Wiederholungen. B) qPCR-Analyse der
Uberexpression mit angegebenen 2/-AACt Werten; reprisentative Mittelwerte mit technischen
Duplikaten aus drei Wiederholungen (Student’s T-Test). C) ELISA Messung von l6slichem Cxcl9 im
Uberstand mit und ohne 25 ng/ml IFNy-Stimulation; Mittelwerte aus drei Wiederholungen (Student’s T-
Test).

2.2. Einfluss von Cxcl9 auf Wachstum, Uberleben und Immuniniltration im
syngenen Ovarialkarzinom-Mausmodell (Brca2-Wildtyp)
Um den Effekt von intratumoralem Cxcl9 im HR-profizienten Brca2-Wildtyp Setting
auf das Uberleben zu untersuchen, wurden im syngenen Ovarialkarzinom-Mausmodell
jeweils sieben weiblichen C57BL/6-Miusen intraperitoneal 1x107 ID8Trp53”Cxcl9
oder ID8Trp537Leervektor-Zellen inokuliert. Der Phinotyp des humanen
Ovarialkarzinoms konnte durch die Bildung von Aszites sowie der Entstehung von
Metastasen an Peritoneum, Mesenterium und Zwerchfell erfolgreich nachgestellt
werden. Abbildung 13B zeigt Beispielfotos einer Finalisierung nach Erreichen des

Abbruchkriteriums einer massiven Aszitesbildung.
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Abbildung 13: Syngenes Mausmodell mit Cxcl9 Uberexpression im Brca2-Wildtyp Modell

A) Erlduterung des intraperitonealen Inokulationsschemas mit sieben C57BL/6-Méausen pro Gruppe und
1x107 Zellen in 250 ul PBS. B) Beispielfotos nach Erreichen der Abbruchkriterien mit himorrhagischem
Aszites und Tumorknoten im Peritoneum, Mesenterium und Zwerchfell.

2.2.1.  Uberlebenszeiten

Die erste Maus mit Aszitesbefund wurde an Tag 37 nach der Inokulation dokumentiert.
Darauthin ergab sich ein medianer Unterschied in der Aszitesbildung von 14 Tagen
(p=0,0017) zwischen der LV- und der Cxcl9-Gruppe (39 vs. 53 Tage). Der positive
Cxcl9-Effekt bestitigte sich auch signifikant im Gesamtiiberleben mit einem medianen
Unterschied von 10 Tagen (p=0,0076) zwischen LV- und Cxcl9-Gruppe (50 vs. 60
Tage). Zwei Mause aus der Cxcl9-Gruppe iiberlebten das festgelegte Ende des
Experiments an Tag 90 (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Cxcl9 verlingert das Uberleben im Brca2 Wildtyp Modell

Kaplan-Meier-Kurven, die die Zeit bis zur Aszitesbildung (links) bzw. bis zur Finalisierung aufgrund
vordefinierter Kriterien (rechts) zeigen (Log-Rank-Signifikanztest). Darstellung bis Tag 75.

2.2.2. Expressionsanalysen und Immunzellpopulationen im Tumor

Laut Finalisierungsprotokoll wurde der abgesaugte Aszites abzentrifugiert und der
Uberstand im Chemokin-ELISA eingesetzt. Zur exakteren Analyse wurde die
gemessene Chemokinkonzentration mittels Bradford Assay auf das Gesamtprotein im
Aszites normalisiert (Abbildung 15). Die intratumorale Cxcl9-Uberexpression konnte
im Aszites mit einer 5,7-fach héheren Cxcl9-Konzentration gegeniiber der LV-Gruppe
nachgewiesen werden (0,5 vs. 3,1 pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein; p=0,0322). Um
auszuschlieen, dass der Cxcl9-Klon allgemein hoéhere Chemokinkonzentrationen
induziert, wurde zusitzlich Cxcl10 im Aszites gemessen, das normalerweise dhnlichen
Regulationsmechanismen wie Cxcl9 unterliegt. Hier wurde kein signifikanter

Unterschied zwischen den zwei Gruppen festgestellt (9,8 vs. 11,0 pg/ml pro mg/ml
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Abbildung 15: Cxcl9-Uberexpression ist im Brca2-Wildtyp-Ovarialkarzinommausmodell auch im
Aszites der Versuchstiere nachweisbar.

Cxcl9- (links) und Cxcll10-Konzentration (rechts) im Aszites. Gemessen durch ELISA und normalisiert
auf das Gesamtprotein im Aszites. Signifikanztestung durch T-Test.

Durch die digitale Analyse immunhistochemischer Féarbungen des mesenterialen
Tumorgewebes jeder Maus konnte gezeigt werden, dass die Tumorinfiltration CD3-
positiver T-Lymphozyten durch die Cxcl9-Uberexpression in der Gegeniiberstellung zur
LV-Gruppe im Median mit einem Faktor von 2,7 signifikant erhéht wurde (0,96% vs.
2,55% CD3" Zellen; p=0,0254). Weiterhin ergab sich mit einem Faktor von 2.5
ebenfalls eine Steigerung an CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen (0,47% vs. 1,19%
CD8" Zellen; p=0,0109). Bei der Auswertung des Transkriptionsfaktors Foxp3, der
charakteristisch flir die immunsuppressive Funktion regulatorischer T-Zellen ist, konnte
im Vergleich dazu kein Unterschied zwischen der LV- und der Cxcl9-Gruppe
festgestellt werden (0,42% vs. 0,47% Foxp3™ Zellen; p=0,4492). Abbildung 16 zeigt pro
Gruppe ein Beispielfoto aus den verschiedenen Farbungen. In den zugehdrigen Dot
Plots wurde je ein Dot pro Maus dargestellt. Der Median wurde als horizontale Linie

eingezeichnet.
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Abbildung 16: Cxcl9 erhoht die Infiltration zytotoxischer T-Zellen im Brca2-nicht mutierten IDS-
Ovarialkarzinommodell

A) Beispielfotos zur immunhistochemischen Farbung auf CD3* T-Lymphozyten, CD8" zytotoxische T-
Zellen und Foxp3* regulatorische T-Zellen (Balkenlidnge 50 um). B) Zugehorige digitale Auswertung der
positiven Zellen mit Angabe als Prozent aller Zellen im Tumor. Jeder Punkt stellt den Mittelwert eines
Tumorgewebes mit fiinf ausgewerteten Regionen dar. Innerhalb einer Gruppe ist der Median gezeigt.
Statistischer Vergleich mittels T-Test.

Zusitzlich zu den tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten wurden natiirliche Killerzellen
durch eine CD49b-Farbung detektiert und ausgezihlt (Abbildung 17). Hier ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der LV- und Cxcl9-Gruppe (1,87% vs. 1,61%
CD49b* Zellen; p=0,7833). Wie in der Einleitung bereits erwihnt, ist der Anteil an
Makrophagen im Tumormilieu des humanen Ovarialkarzinoms sehr hoch. Dieser
Phénotyp zeigte sich mit iiber 60% F4/80-positiver Zellen auch in dem hier
verwendeten Mausmodell. Im Vergleich zur LV-Gruppe war die Anzahl an F4/80-
positiven Makrophagen in der Cxcl9-Gruppe signifikant niedriger (74,5% zu 60,2%
F4/80" Zellen; p=0,0419). Der Proliferationsmarker Ki67 zeigte passend zu den in
Abbildung 11 dargestellten in vitro Daten auch in vivo, dass es keinen signifikanten
intratumoralen Proliferationsunterschied zwischen beiden Gruppen gibt (30,6% vs.

32,6% Ki67" Zellen; p=0,5206).
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Abbildung 17: Cxcl9 senkt die Infiltration F4/80-positiver Makrophagen im Brca2-nicht mutierten
ID8-Ovarialkarzinommodell A) Beispielfotos zur immunhistochemischen Férbung CD49b-positiver
natiirlicher Killerzellen, F4/80-positiver Makrophagen und Ki67-positiver, proliferierender Tumorzellen
(Balkenlidnge 50 pm). B) Zugehorige digitale Auswertung der positiven Zellen mit Angabe als Prozent
aller Zellen im Tumor. Jeder Punkt stellt den Mittelwert eines Tumorgewebes mit fiinf ausgewerteten
Regionen dar. Innerhalb einer Gruppe ist der Median gezeigt. Statistischer Vergleich mittels T-Test.

Die Heatmap in Abbildung 18 veranschaulicht, dass die Parameter Gesamtiiberleben,
Cxcl9 im Aszites und Infiltration von CD3" bzw. CD8" Zellen positiv miteinander
korrelieren. Im Vergleich zum Gesamtiiberleben ergaben sich Pearson-
Korrelationskoeffizienten von 0,67 fiir Cxcl9 im Aszites (p=0,0172), von 0,71 fiir die
CD3" Infiltration (p=0,0063) und von 0,65 fiir die CD8" Infiltration (p=0,0171). Cxcl9
im Aszites korrelierte zudem signifikant mit der CD8" Infiltration (p=0,0799). Da die
CD8" Population einen Teil der CD3" Population darstellt, korrelierten diese beiden
Parameter erwartungsgemal3 signifikant mit einem hohen Koeffizienten von 0,83

(p=0,0005).
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Abbildung 18: Heatmap, die die Korrelation von Uberlebenszeit, Cxcl9-Konzentration im Aszites
und T-zelluldrem Infiltrat zeigt.

Signifikante Pearson-Korrelationen (p<0,05) wurden mit einem griinen Rechteck gekennzeichnet.

2.3. Abhingigkeit der Cxcl9-Wirkung vom adaptiven Immunsystem im
Brca2-Wiltyp Ovarialkarzinommausmodell

Um die Hypothese zu untermauern, dass das verbesserte Uberleben durch
intratumorales Cxcl9 auf das adaptive Immunsystem zuriickzufiihren ist, wurde die
intraperitoneale Inokulation von 1x107 ID8Trp537-Cxcl9 oder 1D8Trp53" Leervektor-
Zellen in immunkompromittierten athymischen Nacktméusen (athymic nude)
wiederholt, die iiber keine ausgereiften T-Zellen verfiigen. Die ID8-Zellen bildeten in
zum C57BL/6-Modell vergleichbarer Zeit dhnliche phédnotypische Merkmale in der
Metastasierung der Bauchhohle aus (Abbildung 19).

A
athymic nude RegelmaRige Kontrolle
des Allgemeinzustandes i
(8-10 Wochen) 9 > Auswertung bei
‘ Abbruchkriterien

Intraperitoneale Injektion
1x107 ID8Trp53”Cxcl9 oder
1x107 ID8Trp53” Leervektor in 250 pl PBS
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Abbildung 19: Immunkompromittiertes Mausmodell zur Untersuchung der Abhingigkeit Cxcl9-
vermittelter Effekte vom adaptiven Immunsystem A) Versuchsaufbau mit sieben athymic nude
Maéusen pro Gruppe. B) Beispielfotos nach Erreichen der Abbruchkriterien mit himorrhagischem Aszites
und Tumorknoten in Peritoneum, Mesenterium und Zwerchfell.

2.3.1.  Uberlebenszeiten

Beim immunkompromittierten Modell wurde im Vergleich zum immunkompetenten
Modell bereits sechs Tage frither (Tag 31) die erste Maus mit Aszitesbildung
dokumentiert. Bei drei Mdusen in der LV-Gruppe wurde eine Metastasierung ohne
Aszitesbildung festgestellt. Der Median der Aszitesbildung bei der LV-Gruppe ergab
einen nicht signifikanten Unterschied von 53 Tagen im Vergleich zur Cxcl9-Gruppe mit
42 Tagen (p=0,1122). Im Gesamtiiberleben zeigte sich noch eindrucksvoller, dass der
positive Cxcl9-Effekt auf das Uberleben ohne die Beteiligung des adaptiven
Immunsystems verloren geht. Das mediane Uberleben beider Gruppen lag bei Tag 50

(p=0,56).
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Abbildung 20: Cxcl9 hat keinen Effekt auf das Uberleben im immunkompromittierten Tiermodell.

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (links) und zum Gesamtiiberleben (rechts). Log-Rank-
Signifikanztest.

2.3.2. Expressionsanalysen und Immunzellpopulationen im Tumor

Die intratumorale Cxcl9-Uberexpression iibersetzte sich auch im
immunkompromittierten Modell auf eine signifikant erhohte Cxcl9-Konzentration im
Aszites der Versuchstiere (0,1 vs. 2,1 pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein im Vergleich
zwischen LV- und Cxcl9-Gruppe; p=0,013). Immunhistochemisch fiel der mediane
Anteil CD3-positiver Zellen im Tumor innerhalb der Cxcl9-Gruppen von 2,55% im
immunkompetenten Modell auf 1,13% in den athymischen Tieren. Es ergab sich somit
kein Unterschied mehr zur LV-Gruppe (0,98% CD3" Zellen; p=0,29). Dass immer noch

ein geringer Prozentsatz CD3-positiver Zellen vorhanden ist, ldsst sich dadurch
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erkldren, dass vereinzelte CD3-Lymphozyten extrathymisch reifen konnen und somit

auch in athymic nude Méusen zu finden sind (Kennedy et al., 1992).
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Abbildung 21: Cxcl9-Uberexpression im Aszites athymischer, tumortragender Versuchstiere

A) Cxcl9-Konzentration im Aszites, gemessen mittels ELISA und normalisiert auf das Gesamtprotein im
Aszites mittels Bradford Assay. B) Digitale Auswertung der immunhistochemischen CD3-Farbung (T-
Lymphozyten). Jeder Punkt stellt den Mittelwert zur Auswertung eines Tumorgewebes dar. Innerhalb
einer Gruppe ist der Median gezeigt. Signifikanztestung durch T-Test.

24. Einfluss von Cxcl9 auf Tumorwachstum, Uberleben und
Immuninfiltration im Brca2-defizienten Ovarialkarzinommausmodell
Wie in der Einleitung unter Punkt II1.1.2 bereits erldutert wurde, belduft sich das Risiko
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken bei einer BRCA2-Mutation auf etwas iiber
10% (Kiechle et al., 2014; Tinelli et al., 2010). Um die Rolle von Cxcl9 auch im HR-
defizienten Ovarialkarzinom untersuchen zu kdénnen, wurden ID87rp537Brca2”~ Zellen
(Walton et al., 2016) lentiviral mit Cxcl9 transduziert. Ausgewdhlte Klone (in Kurzform
Brca2/Cxcl9 und Brca2/LV genannt) wurden nach dem folgenden Schema mit einer
Zellzahl von 1x107 intraperitoneal in jeweils sieben weibliche C57BL/6 Maiuse

inokuliert (Abbildung 22).

Regelmalige Kontrolle
(8—?05 \3\%51? en) des Allgemeinzustandes Auswertung bei
P erreichten
T Abbruchkriterien

Intraperitoneale Injektion
1x107 ID8Trp53” Brca2’” oder
1x107 ID8Trp53” Brca2’ Leervektor in 250 ul PBS

Abbildung 22: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Rolle von Cxcl9 im syngenen, Brca2-
defizienten Ovarialkarzinommodell.
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2.4.1.  Uberlebenszeiten

Im Vergleich zur 14 Tage verlangerten medianen Aszitesbildung in der Cxcl9-Gruppe
im Brca2-Wildtyp Modell, verkiirzte sich der Cxcl9-Effekt im Brca2-Knockout-Modell
auf 4 Tage Unterschied und war nicht mehr signifikant (32 Tage Brca2/LV vs. 36 Tage
Brca2/Cxcl9; p=0,15). Auch beim Gesamtiiberleben wurde ein nicht signifikanter
Unterschied von 4 Tagen im Median festgestellt (44 Tage Brca2/LV zu 48 Tage
Brca2/Cxcl9; p=0,2204). Die Brca2/LV-Gruppe bestand aus einer Maus weniger, da

hier die Tumorzellen nicht angewachsen waren.
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Abbildung 23: Cxcl9 verliert den signifikanten, tumor-suppressiven Effekt im Brca2-deizienten
Ovarialkarzinommausmodell

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (links) und zum Gesamtiiberleben (rechts). Log-Rank-
Signifikanztest.

2.4.2. Expressionsanalysen und intratumorale Immunzellpopulationen

Auch im Brca2-defizienten Modell konnte die intratumorale Cxcl9-Uberexpression im
Aszites nachgewiesen werden. Die Werte lagen vergleichbar zum Brca2-Wildtyp-
Modell bei einer medianen Cxcl9-Konzentration von 1,6 pg/ml pro mg/ml
Gesamtprotein in der Brca2/LV-Gruppe und bei 3,0 pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein in
der Brca2/Cxcl9-Gruppe (p=0,0400). Bei der Cxcl10-Messung wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen Brca2/LV und Brca2/Cxcl9 im Aszites festgestellt (24 vs. 39
pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein; p=0,29). Anzumerken ist allerdings, dass die absoluten
Werte der Cxcll0-Konzentration im Brca2-Knockout-Modell doppelt so hoch waren
wie die im Brca2-Wildtyp-Modell.
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Abbildung 24: Cxcl9-Uberexpression im Aszites von Miusen mit Brca2-defizienten Tumoren

Cxcl9-Konzentration (links) und Cxcl10-Konzentration (rechts) im Aszites, gemessen mittels ELISA und
normalisiert auf das Gesamtprotein im Aszites mittels Bradford Assay. Signifikanztestung durch T-Test.

Im Gegensatz zur verbesserten T-Zell-Infiltration durch Cxcl9 im Brca2-Wildtyp-
Modell konnte bei den Brca2-Knockout-Tumoren kein positiver Effekt mehr
nachgewiesen werden (Abbildung 25). Der Anteil an CD3-positiven Zellen lag bei 4,2%
in der Brca2/LV-Gruppe und bei 2,7% in der Brca2/Cxcl9-Gruppe (p=0,10). Fiir CD8
waren es 0,97% in der Brca2/LV-Gruppe und 0,5% in der Brca2/Cxcl9-Gruppe
(p=0,10). Auch bei den F4/80-positiven Makrophagen (52% vs. 54%; p=0,96) und beim
Ki67-Proliferationsstatus  (30% vs. 32%; p=0,50) gab es keinen signifikanten

Unterschied zwischen Leervektor und Cxcl9-Uberexpression.
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Abbildung 25: Cxcl9 verursacht keine verbesserte T-Zell-Infiltration im Brca2-defizienten ID8-
Ovarialkarzinommausmodell

Digitale Auswertung der immunhistochemischen Farbung CD3-positiver T-Lymphozyten, CD8-positiver
zytotoxischer T-Zellen, F4/80-positiver Makrophagen und proliferierender Zellen (Ki67). Jeder Punkt
stellt den Mittelwert zur Auswertung eines Tumorgewebes dar. Innerhalb einer Gruppe ist der Median
gezeigt. Statistischer Vergleich mittels T-Test.

Im Gegensatz zu den in Abbildung 18 dargestellten positiven Korrelationen im BrcaZ2-
Wildtyp-Modell konnten im Brca2-defizienten Modell keine signifikanten

Korrelationen zwischen Gesamtiiberleben und Cxcl9 im Aszites (r=0,31), CD3" T-
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Zellen (r=-0,09) oder CD8" T-Zellen (r=-0,03) beobachtet werden. Als eine gewisse
Positivkontrolle zeigte sich eine gute Korrelation zwischen CD3- und CD8-Infiltration

(Pearson Korrelationskoeffizient 0,75; p=0,003; Abbildung 26).
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Abbildung 26: Im Brca2-defizienten Ovarialkarzinommodell zeigen sich keine signifikanten
Korrelationen zwischen Gesamtiiberleben, Cxcl9-Konzentration und TILs.

Heatmap mit Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen Gesamtiiberleben, Cxcl9-Konzentration im
Aszites und CD3- bzw. CD8-positiven Zellen. Signifikante Korrelationen sind mit einem griinen
Rechteck gekennzeichnet (p<0,05).

2.5. Einfluss von Cxcl9 auf die Wirkung einer anti-PD-L1-Therapie im
Brca2-Wildtyp-Ovarialkarzinommausmodell
Wie in der Einleitung unter Punkt II1.2.4 bereits angesprochen wurde, konnte in
klinischen Studien bis dato kein Uberlebensvorteil durch Immuncheckpoint-Inhibition
beim Ovarialkarzinom erreicht werden. Im Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
wurde hingegen gezeigt, dass Tumore mit bereits infiltrierten Lymphozyten eher auf
eine Immuncheckpoint-Blockade ansprechen (Thommen et al., 2018). Die folgenden
murinen Experimente sollten daher priifen, ob eine intratumorale Cxcl9-Uberexpression
mit einhergehender TIL-Infiltration ausreichen konnte, um ein (additiv) verbessertes
Uberleben in der Kombination mit anti-PD-L1 Therapie zu erwirken. Bei folgenden vier
Therapiearmen wurden je sieben weibliche C57BL/6-Miuse intraperitoneal mit 1x107
Zellen inokuliert: 1) Cxcl9-Uberexpression mit anti-PD-L1-Therapie; 2) Cxcl9-
Uberexpression mit Isotyp-Kontrolle; 3) Leervektor-Gruppe mit anti-PD-L1-Therapie
und 4) Leervektor-Gruppe mit Isotyp-Kontrolle (sieche Abbildung 27). Die
intraperitoneal verabreichte anti-PD-L1-Therapie wurde mit 200 pg in 100 pl zweimal

die Woche ab Tag 30 nach der Tumorzellinokulation gestartet und bis zum Erreichen
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der Abbruchkriterien fortgefiihrt.

RegelmaRige Kontrolle
des Allgemeinzustandes

(8-10 Wochen) erreichten:
IgG2b Isotyp Kontrolle (200 ug 2x/Woche) |—P» Abbruchkriterien

C57BL/6 —I: anti-PD-L1 Antikorper (200 ug 2x/Woche) —  Auswertung bei

—p» Therapiestart 30 Tage nach Injektion

Intraperitoneale Injektion
1x107 ID8Trp53” Cxcl9 oder
1x107 ID8Trp53'/' Leervektor in 250 ul PBS

Abbildung 27: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Cxcl9-Wirkung auf den Erfolg einer anti-
PD-L1-Therapie im syngenen Brca-Wildtyp-Ovarialkarzinommausmodell

Erlauterung des intraperitonealen Inokulationsschemas mit sieben C57BL/6 Méausen pro Gruppe und
1x107 Zellen in 250 ul PBS. Ab Tag 30 nach Inokulation wurde zweimal die Woche intraperitoneal mit
200 pg anti-PD-L1 oder Isotyp Kontrolle therapiert.

2.5.1.  Uberlebenszeiten

Passend zu dem in Abbildung 14 gezeigten Experiment konnte der protektive Effekt
von Cxcl9 auf die Zeit bis zur ersten Aszitesbildung reproduziert werden (38 vs. 45
Tage; p=0,0011), ebenso hinsichtlich des Gesamtiiberlebens (44 vs. 52 Tage; p=0,0072)
(siehe Abbildung 28). In den Leervektor-Tumoren hatte die anti-PD-L1-Therapie weder
einen Einfluss auf die Aszitesbildung (Median beider Kurven an Tag 38; p=0,2202),
noch auf das Gesamtiiberleben Uberleben (44 Tage ohne Therapie vs. 49 Tage mit
Therapie; p=0,33). Im Gegensatz dazu konnte innerhalb der Cxcl9-Gruppe gezeigt
werden, dass eine anti-PD-L1-Therapie die Aszitesbildung im Vergleich zur Isotyp-
Kontrolle um sechs Tage verzdgert (45 vs. 51 Tage; p=0,0031). Ein vergleichbarer
Effekt wurde auch beim Gesamtiiberleben verzeichnet (52 vs. 57 Tage; p=0,0007). Eine
Maus aus der Cxcl9-PD-L1-Gruppe iiberlebte das festgelegte Ende des Experiments

und wurde daher zensiert dargestellt.
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Abbildung 28: Cxcl9-Uberexpression erméglicht eine erfolgreiche Immuncheckpoint-Therapie
(anti-PD-L1) im syngenen, Brca-Wildtyp-Ovarialkarzinommmausmodell

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (oben) und zum Gesamtiiberleben (unten). Log-Rank-
Signifikanztest.

2.5.2. Expressionsanalysen und Immunzellpopulationen

Im Aszites der Méduse aus der Cxcl9-Gruppe (mit und ohne anti-PD-L1-Therapie)
konnte eine 3,2-fach hohere Cxcl9-Konzentration gemessen werden als in der LV-
Gruppe (1,45 vs. 4,59 pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein; p=0,0496). Im Gegensatz dazu
gab es keinen Unterschied in der Cxcl10-Asziteskonzentration (Median 6,1 zu 6,6 pg/ml
pro mg/ml Gesamtprotein; p=0,5477).
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Abbildung 29: Cxcl9 und Cxcl10 im Aszites von Brca2-Wildtyp-tumortragenden Méusen

Cxcl9-Konzentration (links) und Cxcl10-Konzentration (rechts) im Aszites; gemessen durch ELISA und
normalisiert auf das Gesamtprotein im Aszites mittels Bradford Assay. Signifikanztestung durch T-Test.

In der immunhistochemischen Auswertung der T-Lymphozyten konnte in den Gruppen
ohne anti-PD-L1-Therapie ein signifikanter Anstieg der CD3-positiven Zellen (2,1% vs.
4,0%; p=0,0265) und CD8-positiven Zellen (0,8% vs. 1,6%; p<0,0001) durch Cxcl9 im
Vergleich zum Leervektor reproduziert werden (Abbildung 30). Dieser Effekt ging
unter anti-PD-L1-Therapie jedoch verloren, die Mediane néherten sich mit 2,0% vs. 2,2
% CD3-positiven Zellen und 0,6% zu 0,8% CDS8-positiven Zellen (LV- vs. Cxcl9-
Gruppe) wieder an (p=0,7840 fiir CD3 bzw. p=0,3693 fiir CDS). Bei der Analyse der
Foxp3-positiven regulatorischen T-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den vier Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 30: Erhohte Infiltration zytotoxischer T-Zellen durch Cxcl9 flacht unter anti-PD-L1-
Therapie ab.

Digitale Auswertung der immunhistochemischen Férbung von CD3" T-Lymphozyten, CD8"
zytotoxischen T-Zellen und Foxp3™ regulatorischen T-Zellen. Statistischer Vergleich mittels one-way
ANOVA und Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte unter 0,05 wurden im Diagramm dargestellt.

In  weiteren immunhistochemischen Analysen wurden Granzym B-positive
Immunzellen (a.e. zytoxische NK-Zellen und T-Zellen), F4/80-positive Makrophagen,
sowie PD-1-positive Zellen (a.e. aktivierte B-Zellen, T-Zellen und Monozyten)
untersucht. Wie in Abbildung 31 gezeigt, gab es jeweils keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Gruppen. Die Mediane reihten sich zwischen 0,6% und
0,9% Granzym B-positiven Zellen, zwischen 60% und 68% F4/80-positiven Zellen,
sowie zwischen 9,4% und 11,8% PD-1-positiven Zellen ein. Beziiglich der Analyse des
Proliferations-Markers Ki67 zeigte sich, dass die anti-PD-L1-Therapie die intratumorale

Proliferation hemmt. Innerhalb der Cxcl9-Gruppe war dies ein signifikanter Effekt mit
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30% vs. 15% Ki67-positiver Zellen (IgG2b vs. PD-L1; p=0,0023) und innerhalb der
Leervektor-Gruppe war es ein Trend mit 27 vs. 19 % (IgG2b vs. PD-L1; p=0,0788).
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Abbildung 31: Anti-PD-L1-Therapie senkt den intratumoralen Proliferationsstatus im Brca2-nicht
defizienten Ovarialkarzinommausmodell

Digitale Auswertung der immunhistochemischen Féarbung von A) Granzym B Immunzellen, B) F4/80°
Makrophagen, C) PD-1" Immunzellen, und D) Ki67" proliferierenden Zellen. Statistischer Vergleich
mittels one-way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons Test. P-Werte unter 0,05 wurden im
Diagramm dargestellt.

2.6. Einfluss von Cxcl9 im Brca2-defizienten Ovarialkarzinommausmodell
mit anti-PD-L1-Therapie

Um zu testen, ob eine Immuncheckpoint-Inhibition mit anti-PD-L1 einen

Uberlebensvorteil im Brca2-defizienten Mausmodell erwirken kann, wurde die

Therapie nach dem in Abbildung 32 gezeigten Schema mit ID87rp537Brca2” Cxcl9-

oder Leervektor-Zellen durchgefiihrt.
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—p Therapiestart 30 Tage nach Injektion

Intraperitoneale Injektion
1x10” ID8Trp53” Brea2™ oder
1x107 ID8Trp53” Brca2” Leervektor in 250 yl PBS

Abbildung 32: Versuchsschema zur Untersuchung des Einflusses einer Cxcl9-Uberexpression auf
die anti-PD-L1-Therapie im syngenen, Brca2-defizienten Ovarialkarzinommausmodell

Intraperitoneales Inokulationsschema mit sieben C57BL/6-Méusen pro Gruppe und 1x107 Zellen in
250 ul PBS. Ab Tag 30 nach der Inokulation wurde zweimal pro Woche intraperitoneal mit 200 pg
anti-PD-L1 oder Isotyp-Kontrolle therapiert.

2.6.1.  Uberlebenszeiten

Die Aszitesbildungs- und Uberlebensdaten ohne anti-PD-L1 Therapie reproduzierten
das in Abbildung 23 dargestellte Ergebnis, dass eine Cxcl9-Uberexpression im Brca2-
defizienten Modell zu keinem Uberlebensvorteil fiihrt. Der mediane Unterschied wurde
zwar durch Cxcl9 in der Aszitesbildung auf sieben Tage und im Gesamtiiberleben auf
neun Tage angehoben, doch war dies in beiden Fillen nicht statistisch signifikant (40
vs. 47 Tage in der Aszitesbildung; p=0,39 und 45 vs. 54 Tage beim Gesamtiiberleben;
p=0,26). Die anti-PD-L1-Therapie konnte weder innerhalb der Leervektor-Gruppe noch
innerhalb der Cxcl9-Gruppe signifikante Effekte erwirken und steht somit im Gegensatz
zum additiven Uberlebensvorteil der Cxcl9/anti-PD-L1-Kombination im Brca2-
Wildtyp-Modell (s.0.). Das mediane Gesamtiiberleben wurde im vorliegenden
Mausexperiment durch die anti-PD-L1-Therapie in der Leervektor-Gruppe um zwei
Tage (p=0,70) und in der Cxcl9-Gruppe um einen Tag (p=0,52) verlangert (Abbildung
33). Da bei einigen Tieren die Tumorzellen nicht angewachsen waren, bestehen die
Uberlebenskurven aus folgenden Fallzahlen: Leervektor IgG2b n=7; Leervektor PD-L1
n=4; Cxcl9 IgG2b n=5; Cxcl9 PD-L1 n=6.
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Abbildung 33: Immuncheckpoint-Therapie mit anti-PD-L1 zeigt keinen signifikanten
Uberlebensvorteil im Brca2-defizienten Ovarialkarzinommodell

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (oben) und zum Gesamtiiberleben (unten). Log-Rank-
Signifikanztest.

2.6.2. Expressionsanalysen und Immunzellpopulationen

Im Aszites der Méduse (mit und ohne anti-PD-L1-Therapie pro Klon zusammengefasst)
konnte kein signifikanter Unterschied in der Cxcl9-Konzentration (2,8 vs. 2,0 pg/ml pro
mg/ml Gesamtprotein im Vergleich von LV- zu Cxcl9-Gruppe; p=0,83) oder in der
Cxcl10-Konzentration (63 vs. 39 pg/ml pro mg/ml Gesamtprotein im Vergleich von
LV- zu Cxcl9-Gruppe; p=0,22) festgestellt werden (siche Abbildung 34).

p=0,8305 p=0,2213
150

100

50 G°

Cxcl9 im Aszites [pg/ml]
pro mg/ml Gesamtprotein
»

1

[ ]
Cxcl10 im Aszites [pg/ml]

pro mg/ml Gesamtprotein
(]

LV  Cxcl9 LV  Cxcl9

Abbildung 34: Cxcl9- und Cxcl10-Konzentrationen im Aszites von Maiusen aus anti-
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PD-L1/Placebo-behandelten, Brca2”-tumortragenden Miusen

Cxcl9-Konzentration (links) und Cxcl10-Konzentration (rechts) im Aszites; gemessen durch ELISA und
normalisiert auf das Gesamtprotein im Aszites mittels Bradford Assay. Signifikanztestung durch T-Test.

Bezogen auf die immunhistochemische Auswertung wurde analog zum Brca?l-
Knockout-Experiment unter Punkt VII.2.4.2 festgestellt, dass im Vergleich zur LV-
Gruppe eine intratumorale Cxcl9-Uberexpression ohne anti-PD-L1-Therapie zu keiner
signifikant erh6hten T-Lymphozyten Infiltration fiihrte (3,2% vs. 2,8% CD3-positiver
Zellen in LV zu Cxcl9-Gruppe; p=0,59). Die anti-PD-L1-therapierte Cxcl9-Gruppe
zeigte mit einem Median von 4,4% CD3-positiver Zellen einen nicht signifikanten
Trend (p=0,206) zu einer hoheren Infiltration als in der anti-PD-L1-therapierten
Leervektor-Gruppe mit 2,7% (siche Abbildung 35). Bei den CD8-positiven Zellen gab

es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen allen vier Gruppen.
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Abbildung 35: Cxcl9 fiihrt zu keiner signifikant verbesserten T-Lymphozyten-Infiltration im
Brca2-defizienten Ovarialkarzinommausmodell

Digitale Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf CD3" T-Lymphozyten und CDS8"
zytotoxische T-Zellen. Statistischer Vergleich mittels one-way ANOVA und Tukey’s multiple
comparisons Test.

In der weiteren IHC Analyse wurden PD-1-positive Immunzellen (a.e. aktivierte T-
Zellen, B-Zellen und Monozyten) gefarbt und es wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen festgestellt (Abbildung 36). Die medianen Werte lagen zwischen
3,0% und 5,1% PD-1-positiver Zellen. Die Analyse der F4/80-positiven Makrophagen
ergab mit Werten knapp unter 60 % keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Im Gegensatz zu dem Ergebnis, dass die anti-PD-L1-Therapie im BrcaZ2-
Wildtyp-Modell die Ki67-Expression senkt, wurden im Brca2-Knockout-Modell keine
signifikanten Unterschiede zu den Isotyp-Kontrollen gemessen (mediane Werte knapp
unter 40%). Die Ki67-Analyse stiitzt somit die in Abbildung 33 dargestellten Daten, in

denen kein Uberlebensvorteil durch die anti-PD-L1-Therapie erreicht werden konnte.
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Abbildung 36: Anti-PD-L1-Therapie hat keinen Einfluss auf intratumorale PD-1-, F4/80- oder
Ki67-positive Zellen im Brca2-Knockout-Modell

Digitale Auswertung der immunhistochemischen Féarbung auf PD-1, F4/80 und Ki67. Statistischer
Vergleich mittels one-way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons Test.

2.7. Experimentiibergreifende Analysen

Um den Einfluss eines funktionellen Brca2-Verlusts auf Chemokinexpression und
lymphozytéres Infiltrat zu untersuchen, wurden die Ergebnisse der oben beschriebenen
Experimente zusammengefiihrt. Da es bei beiden Modellen (Brca2-Wildtyp und Brca2-
Knockout) keinen Unterschied zwischen Leervektor und Cxcl9-Gruppe hinsichtlich der
Cxcl10-Asziteskonzentration und der Infiltration PD-1-positiver Zellen gab, wurden die
Mause dieser zwei Gruppen zusammengefasst. Anti-PD-L1-therapierte Méduse wurden
in der Darstellung ausgeschlossen. Wéhrend sich die Cxcl9-Konzentrationen zwischen
beiden Modellen in einem vergleichbaren Rahmen bewegten, ergab sich im Vergleich
zum Modell mit ID877p537-Zellen fiir die ID8Trp537 Brca2”"-Experimente im Median
eine 6,5-fach hohere Cxcll0-Konzentration im Aszites (7,1 vs. 56,2 pg/ml pro mg/ml
Gesamtprotein; p<0,0001). Der prozentuale Anteil PD-1-positiver Immunzellen war mit
einem Median von 5,0% im Brca2-Knockout-Modell signifikant niedriger als mit den

Brea2-Wildtyp-Zellen (9,6%; p=0,044).
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Abbildung 37: Einfluss eines Brca2-Verlusts auf die Cxcll0-Asziteskonzentration und den Anteil
PD-1-positiver tumorinfiltrierender Immunzellen

A) Cxcl10-Konzentrationen im Aszites; gemessen mit ELISA und normalisiert auf das Gesamtprotein. B)
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[HC-Analyse PD-1-positiver Zellen. LV- und Cxcl9-Gruppen aus mehreren Experimenten ohne anti-PD-
L1 Therapie wurden zusammengefasst dargestellt. Signifikanztestung mittels T-Test.

Betrachtet man schlieBlich noch im experimentiibergreifenden Vergleich die CD3- und
CD8-Analysen unter Ausschluss der anti-PD-L1-therapierten Méuse, so zeigt sich eine
hochsignifikante Steigerung der CD3-Infiltration (1,8% vs. 2,8%; p=0,0058) und der
CD8-Infiltration (0,7% vs. 1,3%; p=0,0007) zwischen Leervektor- und Cxcl9-Gruppe
im Brca2-Wildtyp-Modell. Im Brca2-Knockout-Modell konnten diese Infiltrationen
nicht durch Cxcl9 erhéht werden. In den vergleichenden Graphen in Abbildung 38 wird
allerdings deutlich, dass der Anteil CD3-positiver Zellen in Tumoren mit ID87rp53"
Brca2”Leervektor-Zellen mit 3,7% bereits signifikant hoher war als in den ID8Trp53”
Leervektor-Tumoren mit 1,8% CD3-positiver Zellen (p=0,0002). Bezogen auf die CD8-
positiven Zellen war ein vergleichbarer Effekt zu sehen (0,7% beim Brca2-Wildtyp zu
1,0% beim Brca2-Knockout; p=0,0462). Cxcl9-liberexprimierende Zellen lagen bei der
CD3-Auswertung unabhingig vom Brca2-Status mit 2,8% positiven Zellen gleichauf.
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Abbildung 38: Der Brca2-Verlust bedingt eine signifikante Erhohung CD3- bzw. CD8-positiver
tumorinfiltrierender Lymphozyten

[HC-Analyse CD3- bzw. CD8-positiver Zellen. Es wurden experimentiibergreifend Gruppen ohne anti-
PD-L1-Therapie zusammengefiigt. Statistischer Vergleich mittels one-way ANOVA und Tukey’s
multiple comparisons Test.

2.8. Einfluss von CXCL9 auf die PD-L1-Expression

Da von Chow und Kollegen 2019 gezeigt wurde, dass das Ansprechen einer anti-PD-1-
Therapie von der intratumoralen Aktivitdit des CXCR3-Chemokinsystems abhingt
(Chow et al., 2019), sollte im Folgenden untersucht werden, ob CXCL9 auf den
Tumorzellen die Expression von PD-L1 hochreguliert. Dies war in
Harnblasenkarzinomzellen bereits in vitro gezeigt worden (Xiu & Luo, 2021) und
konnte die Beobachtung einer durch Cxcl9 verbesserten anti-PD-L1-Therapie ebenfalls

erkldren.
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Hierfiir wurde zunéchst auf RNA-Ebene die PD-LI1-Expression verschiedener Klone
aus der Cxcl9 Virionen-Transduktion von ID87rp53”- und ID8Trp537 Brca2”-Zellen
untersucht. Die qPCR-Analyse ergab keinen Unterschied zwischen Leervektor- und
Cxcl9-transduzierten Klonen (p=0,81, Abbildung 39A). Auch im aufgeschlossenen
Tumorgewebe aus dem Mausexperiment aus Kapitel VII.2.2, konnte kein Unterschied
in der PD-L1-Expression zwischen Leervektor- und Cxcl9-Uberexpression im Brca2-

Wildtyp-Tumor festgestellt werden (p=0,85, Abbildung 39B).
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Abbildung 39: Cxcl9-iiberexprimierende Klonen zeigen auf RNA-Ebene keine erhohte PD-L1-
Expression in vitro und in vivo

Quantitative PCR-Analyse der PD-L1 Expression von A) verschiedenen Zellkonen mit ohne Brca2-
Knockout bzw. mit und ohne Cxcl9-Uberexpression und B) murinem Tumorgewebe aus ID8Trp537-
Zellen mit und ohne Cxcl9-Uberexpression. Statistischer Vergleich mittels T-Test.

Auf Proteinebene wurden im Western Blot Zell-Lysate aus den unter Punkt VII.2.1
beschriebenen Klonen mit und ohne Cxcl9-Uberexpression mit oder ohne Brca2-
Verlust mit einem anti-PD-L1 Antikorper auf die PD-L1-Expression hin getestet. Eine
Cxcl9-Uberexpression hatte keinen Einfluss auf die PD-L1-Expression (Abbildung
40A). Auch in den humanen Zelllinien OVCAR-3, OV-MZ-6, CAOV-3 und SKOV-3,
hatte eine 72-stiindige Stimulation mit 100 ng/ml rekombinantem CXCL9 keinen
Einfluss auf die PD-L1-Expression (Abbildung 40B). Wurden die Zellen als
Positivkontrolle anstelle von CXCL9 mit 10 ng/ml humanem IFNy als PD-L1-Induktor
(Abiko et al., 2013) stimuliert, so wurden bei jeder Zelllinie deutlich stiarkere PD-L1-
Banden detektiert (Abbildung 40B).
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Abbildung 40: Cxcl9 verursacht keine PD-L1-Induktion in murinen oder humanen
Ovarialkarzinomzelllinien

Anti-PD-L1 Western Blot-Analyse von Zellklonen mit und ohne Cxcl9-Uberexpression (A) und von mit
rekombinantem CXCL9 stimulierten humanen Zelllinien (B). Als Positivkontrolle diente die Induktion
von PD-L1 durch rekombinantes humanes IFNy.

3. Expression und Induktion von CX3CL1 im Ovarialkarzinom
3.1. Expression in Ovarialtumoren und peritonealen Metastasen (HGSOC
Kollektiv)

Durch eine immunhistochemische Farbung des HGSOC Kollektivs der Frauenklinik der
Technischen Universitit Miinchen sollte erstmals festgestellt werden, ob die Expression
von CX3CL1 im Ovarialkarzinom eine prognostische Rolle spielt. Tissue Microarrays
(TMAs) mit Tumorgewebe wurden wie unter Punkt VI.1.3 beschrieben mit einem anti-
CX3CLI1-Antikorper gefarbt und die Intensititsunterschiede digital ausgewertet (siche
VI1.1.4). Abbildung 41A zeigt Beispielfotos fiir eine starke und moderate intratumorale
CX3CLI1-Féarbung. In peritonealen Metastasen (n=126) war signifikant mehr CX3CL]1
exprimiert als in omentalen Metastasen (n=122, p<0,0001; Abbildung 41B). Die
Analyse des progressionsfreien Uberlebens mit Daten von 113 moderat und 78 stark
gefarbten Primértumorproben (Abbildung 41C) ergab ein um 4,5 Monate signifikant
verschlechtertes medianes PFS in der CX3CLI1-stark exprimierenden Gruppe (20
Monate vs. 15,5 Monate; p=0,0229). Fiir das Gesamtiiberleben ergab sich bei der
Auswertung von 130 moderat und 92 stark CX3CL1 exprimierenden Primédrtumoren ein
signifikanter medianer Uberlebensnachteil von 17 Monaten fiir die stark exprimierende
Gruppe (49 Monate vs. 32 Monate; p=0,0186). Die Hohe der CX3CL1 Expression im
Primédrtumor korrelierte dabei weder signifikant mit der zugehodrigen Expression in
Peritoneum-Metastasen (r=-0,09; p=0,355;n=110) noch mit der Expression in

Omentum-Metastasen (r=0,17; p=0,082; n=108).
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Abbildung 41: CX3CL1 ist im HGSOC-Kollektiv mit einem signifikant schlechteren PFS und OS
vergesellschaftet

A) Beispielfotos der immunhistochemischen CX3CL1-Farbung des HGSOC-Kollektivs (stark/moderat).
Balkenlinge 50 pum. B) Digitale Auswertung der CX3CLI-Intensitdt in omentalen (n=122) und
peritonealen (n=126) Metastasen. Es erfolgte eine Normalisierung auf das jeweilige TMA-Nieren-
Kontrollgewebe (T-Test Signifikanz). C) Digitale Auswertung der CX3CL1-Intensitdt in Primartumoren.
Darstellung von PFS (links) und OS (rechts) mit Aufteilung der Gruppen in eine moderate bzw. starke
CX3CL1-Expression. Signifikanztestung mittels Log-Rank-Test.

Eine univariate Cox-Regressionsanalyse bestitigte, dass die klinischen Parameter
FIGO-Stadium, Resttumormasse und Aszitesvolumen in dem getesteten Kollektiv
signifikante, prognostische Faktoren fiir das Gesamtiiberleben (p=0,004; p<0,001;
p<0,001) und das progressionsfreie Uberleben (p=0,001; p<0,001; p<0,001) sind
(Tabelle 3). So errechnete sich beispielsweise fiir die Hazard Ratio (HR) bezogen auf
das Gesamtiiberleben bei FIGO IV im Vergleich zu FIGO III ein Wert von 1,76; bei
einem vorhandenen Resttumor ein Wert von 2,04 und bei einem Aszitesvolumen iiber
500 mL ein Wert von 2,49. In Ubereinstimmung mit den in Abbildung 41 gezeigten
Kaplan-Meier-Diagrammen war eine hohe CX3CL1-Expression im Primartumor dabei
signifikant mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben (HR=1,44; 95% CI=1,04-2,00;
p=0,026) und progressionsfreien Uberleben (HR=1,47; 95% CI=1,07-2,03; p=0,018)

verbunden.
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Tabelle 3: Univariate Cox-Regressionsanalyse der klinischen Uberlebensdaten bei Patientinnen mit
high-grade serésem Ovarialkarzinom (FIGO III/IV) im Hinblick auf klinische Parameter und
CX3CL1-Expression im Primiirtumor.

Klinische OS PFS
Parameter N HR (95% CI) p N HR (95% CI) p
Alter (Jahre) n.s n.s.
<60 71 1 79 1
1,193 1,033
> 60 119 140
(0,853-1,668) (0,740-1,441)
FIGO Stadium 0,004 0,001
11 146 1 163 1
1,759 1,768
v 44 56
(1,203-2,572) (1,246-2,509)
Resttumor <0,001 <0,001
0 cm 81 1 89 1
2,040 3,055
>0cm 106 126
(1,466-2,841) (2,130-4,381)
Aszitesvolumen <0,001 <0,001
<500 ml 54 1 60 1
2,490 2,158
> 500 ml 50 57
(1,591-3,898) (1,438-3,239)
Lymphknoten-
befall n.s. 0,010
negativ 53 1 57 1
1,266 1,695
positiv 110 128
(0,871-1,840) (1,132-2,538)
CX3CLI- 0,026 0,018
Expression
gering 112 1 128 1
1,444 1,474
hoch 78 91
(1,044-1,997) (1,069-2,032)

Abkiirzungen: N, Anzahl der Patientinnen, HR, Hazard Ratio, CI, Konfidenzintervall, p,
Signifikanzlevel; OS, Gesamtiiberleben; PFS, progressionsfreies Uberleben; FIGO, International
Federation of Gynecology and Obstetrics.

Eine zusitzliche multivariate Analyse wurde mit verfiigbaren OS-Daten fiir 85
Patientinnen und PFS-Daten fiir 95 Patientinnen durchgefiihrt (Tabelle 4). Hierbei
wurde erstmals der unabhéngige, negative Einfluss einer hohen CX3CL1-Expression im
Primértumor auf die Prognose von Gesamtiiberleben (HR=2,07; 95% CI=1,23-3,50;
p=0,006) und progressionsfreiem Uberleben (HR=1,83; 95% CI=1,14-2,93; p=0,012)
dargestellt.
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Tabelle 4: Multivariate Cox-Regressionsanalyse der klinischen Uberlebensdaten bei Patientinnen
mit high-grade seréosem Ovarialkarzinom (FIGO III/IV) im Hinblick auf klinische Parameter und
CX3CL1-Expression im Primiirtumor.

Klinische OS PFS

Parameter N HR (95% CI) p N HR (95% CI) p
Alter (Jahre) n.s n.s.
<60 45 1 47 1

> 60 40 0,956 (0,567-1,612) 48 1,060 (0,663-1,697)
FIGO-Stadium 0,052 0,001
I1I 58 1 63 1

v 27 1,768 (0,995-3,144) 32 2,295 (1,404-3,750)
Resttumor 0,072 <0,001
0cm 36 1 39 1

>0cm 49 1,659 (0,955-2,881) 56 2,805 (1,606-4,899)
Aszitesvolumen 0,003 0,083
<500 ml 46 1 51 1

> 500 ml 39 2,342 (1,340-4,095) 44 1,581 (0,942-2,653)
Lymphknoten-

befall n.s. n.s.
negativ 26 1 27 1

positiv 59 0,822 (0,473-1,429) 68 0,885 (0,508-1,543)
CX3CLI- 0,006 0,012
Expression

gering 36 1 38 1

hoch 49 2,073 (1,227-3,499) 57 1,830 (1,144-2,925)

Abkiirzungen: N, Anzahl der Patientinnen, HR, Hazard Ratio, CI, Konfidenzintervall, p,
Signifikanzlevel; OS, Gesamtiiberleben; PFS, progressionsfreies Uberleben; FIGO, International
Federation of Gynecology and Obstetrics.

3.2. Regulation von Cx3cll in murinen ID8-Ovarialkarzinomzellen

Um im murinen Modell in vitro zu testen, ob Cx3cll wie auch beim Menschen als
16sliche und membranstindige Form exprimiert und von Proteasen wie ADAM-17 von
der Membran abgespalten wird, wurden ID87rp53"-Zellen fiir 24 Stunden mit 50 ng/ml
TNFa oder 50 ng/ml TNFa plus 50 uM TAPI-2 (ADAM17-Inhibitor) inkubiert. Fiir die
Analyse der membranstindigen Form wurden die Zellen anschlieend abgelost, mit
anti-Cx3cll-Alexa-Fluor-488 gefdarbt und im FACS ausgewertet. Die Stimulation mit
TNFoa fiihrte durch die allgemeine Aktivierung der Chemokinexpression zu einer
sichtbaren Rechtsverschiebung im Peak der relativen Cx3cll-Fluoreszenz (Abbildung
42A). Wurde zusitzlich zur Aktivierung mit TNFa noch die Cx3cll-Abspaltung von
der Zellmembran durch TAPI-2 gehemmt, so wurde der Anteil an membranstindigem

Cx3cll verstdrkt, was in einer additiven Rechtsverschiebung sichtbar wurde. Fiir den
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Test auf die losliche Cx3cll-Form wurden Zelliiberstinde der verschiedenen
Stimulationen im Chemokin-ELISA eingesetzt und die Konzentration von ldslichem
Cx3cll gemessen. Die Stimulation mit TNFo fiihrte verglichen mit der
Losungsmittelkontrolle zu einer 4,2fachen Cx3cll-Konzentration (0,37 vs. 1,55 ng/ml;
p<0,0001). Wurde zusétzlich mit TAPI-2 stimuliert, konnte dieses shedding und damit
die sezernierte Menge praktisch auf das Niveau unstimulierter Zellen gesenkt werden
(0,53 ng/ml, p<0,0001). Die Beobachtung, dass sich dieser Wert von 0,53 ng/ml
dennoch nicht gidnzlich an die Losungsmittelkontrolle mit 0,37 ng/ml angenéhert hat,
stiitzt die in der Einleitung unter Punkt I11.3.3 erlduterte Erklarung, dass ADAM17 nicht

die einzige Protease ist, die Cx3cll von der Membran abspalten kann.
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Abbildung 42: CX3CL1 wird von murinen ID87rp53-"-Zellen membranstindig exprimiert und
durch ADAM17 in eine losliche Form abgespalten

A) FACS-Messung mit stimulierten 1D87rp537-Zellen zur Bestimmung der membranstindigen Form
von Cx3cll. B) ELISA-Messung aus dem Uberstand stimulierter ID87rp537-Zellen zur Analyse der
16slichen Form von Cx3cll. Die Stimulationen erfolgten fiir 24 Stunden mit 50 ng/ml TNFa oder 50
ng/ml TNFa plus 50 uM TAPI-2 (ADAMI17-Inhibitor). Statistischer Vergleich mittels one-way ANOVA
und Tukey’s multiple comparisons Test.

3.3. Induktion von CX3CL1 durch PARP-Inhibitoren in humanen
Ovarialkarzinomzelllinien
Wie in der Einleitung bereits beschrieben, haben PARP-Inhibitoren wie Olaparib oder
Niraparib in der Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms einen festen
Stellenwert als Erhaltungstherapie eingenommen. Da zudem beschrieben ist, dass durch
PARP-Inhibition die Chemokine CXCL10 und CCL5 hochreguliert werden (Shen J. et
al.,, 2018), wurde im nachfolgenden Experiment getestet, ob auch das Chemokin
CX3CL1 durch PARP-Inhibition induziert werden kann. Hierfiir wurden drei
verschiedene Ovarialkarzinom-Zelllinien fiir 48 Stunden mit Niraparib oder Olaparib

stimuliert und die Zelluberstinde anschlieBend im ELISA auf die CX3CLI1-
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Konzentration untersucht. Um die basale Chemokin-Konzentration zu erhdhen, wurde
ein zweiter Versuchsansatz mit dem Zusatz von 10 ng/ml TNFa aufgestellt (Abbildung
43). Am wenigsten CX3CL1 wurde von CAOV-3 Zellen exprimiert (0,03 ng/ml basal),
wobei verglichen mit der Losungsmittelkontrolle sowohl in Ruhe als auch unter TNFa.-
Stimulation keine CX3CL1-Induktion durch Niraparib erfolgte. Unter dem Einfluss von
Olaparib wurde die CX3CL1-Konzentration allerdings in Ruhe zweifach (p=0,0305)
und mit TNFa 2,3-fach (p=0,0123) erhoht. Bei OV-MZ-6 Zellen (0,07 ng/ml basales
CX3CL1) wurden durch beide PARP-Inhibitoren signifikant héhere CX3CL1-
Konzentrationen induziert. Niraparib verstiarkte in Ruhe 2,2-fach (p=0,0103) sowie mit
TNFa 2,1-fach (p=0,0256) und Olaparib induzierte in Ruhe 2,1-fach (p=0,0364) sowie
mit TNFa 4,2-fach (p=0,0031). OVCAR-3 Zellen exprimierten mit 1,2 ng/ml am
meisten CX3CL1 in Ruhe. Weder Niraparib (p=0,4957) noch Olaparib (p=0,8812) 16ste
in dieser Zelllinie jedoch eine CX3CLI1-Induktion aus. Unter TNFa-Stimulation stieg
die Konzentration in der Losungsmittelkontrolle auf 2,3 ng/ml, doch auch in diesem
Ansatz wurde kein Unterschied durch PARP-Inhibition erreicht. Verschiedene PARP-
Inhibitoren zeigen somit in verschiedenen Ovarialkarzinom-Zelllinien unterschiedliche

Effekte auf die CX3CL1-Sekretion.
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p=0,8812 p=0,9735
=0,0031 __
= 2,0 p=0,4957 = 4 Lids p—(l_7099
E — Es p=0,0256
o O 5 2 - _
& 1,54 I £ i ﬁ ﬁ i
- p=0,0364 -3 N =
| |l| L | g N
Q Ny p=0,0103 2% 06-
S 02\ S 3 p=0,0123
" p=0,0305 nzZ 04
o oF p=0,4264
‘G 0,1 p=0,7507 S8 92 —
: lmamll 22 |l
o S o | 0 |
CAQV-3 OV-MZ-6 OVCAR-3 CAOQV-3 OV-MzZ-6 OVCAR-3

Abbildung 43: Einfluss der PARP-Inhibitoren Niraparib und Olaparib auf die CX3CLI1-
Expression in verschiedenen humanen Ovarialkarzinom-Zelllinien

Die humanen Ovarialkarzinom-Zelllinien OV-MZ-6, CAOV-3 und OVCAR-3 wurden fiir 48 Stunden
ohne (links) oder mit (rechts) Zusatz von 10 ng/ml TNFa durch 10 uM Niraparib oder Olaparib
stimuliert. CX3CL1-Konzentrationen wurden im ELISA gemessen und als Mittelwerte mit
Standardfehlern aus drei unabhéngigen Experimenten dargestellt. Statistische Auswertung mittels T-Test.
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4. Funktionelle Rolle von Cx3cll im syngenen

Ovarialkarzinommodell

4.1. Lentivirale Uberexpression von Cx3cll in ID87rp53-~-Zellen

Um die Rolle von Cx3cll in vivo untersuchen zu konnen, wurde Cx3cll stabil mittels
lentiviraler Transduktion in ID87rp537-Zellen iiberexprimiert. Je ein Leervektor- und
ein Uberexpressionsklon wurde auf eine vergleichbare Proliferationsrate getestet und
die Cx3cll-Expression auf RNA- und Proteinebene miteinander verglichen (Abbildung
44). Die qPCR-Analyse ergab eine 2,1-fache Cx3cll-Expression im Cx3cll-
transduzierten Klon im Vergleich zum Leervektor-Klon (p=0,0028). Auf Proteinebene
wurde im ELISA beim Uberexpressionsklon mit 0,84 ng/ml eine 2,3-fache Cx3cll-
Konzentration verglichen zum Leervektor-Klon im Zelliiberstand gemessen (p=0,0017).
Wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit 25 ng/ml TNFa stimuliert, so stieg die Cx3cll-
Konzentration im Leervektor-Klon von 0,37 auf 1,14 ng/ml an. Der Uberexpressions-

Klon lag weiterhin mit 1,90 ng/ml Cx3cll 1,7-mal héher (p=0,011).

(oy)

Cc

p=0,0028 p=0,0017 p=0,0107
1,04 2,54

A

-
o
1

»n
2
1

Lv
Cx3cl 1

»
©
1

0,8 2,0

-
o
1
-
G
1

0,6 1,54

-
o
1

0,4 1,04

o
1
TNFo induziertes

16sliches Cx3cl1 [ng/ml]

n.s.

b
]
1

0,2 0,5+

Proliferationsrate
normalisiert auf 4 Std.
Losliches Cx3cl1 [ng/ml]

Relative Cx3cl1 Expression

o

o
I
o
!
o
I

T T 1
20 40 60 LV Cx3clt LV Cx3clt LV Cx3clt

Zeit [Std.]

o

Abbildung 44: Erfolgreiche Cx3cl1-Uberexpression in ID8Trp53”-Zellen

A) Proliferationsmessung mittels MTT-Reagenz {iber 4, 24 und 48 Stunden (two-way ANOVA Test);
reprisentative Mittelwerte mit technischen Triplikaten aus drei Wiederholungen. B) qPCR-Analyse der
Uberexpression mit angegebenen 2°-AACt-Werten; Mittelwerte und Standardfehler aus drei
unabhingigen Wiederholungen (Student’s T-Test). C) ELISA-Messung von Ioslichem Cx3cll im
Uberstand mit und ohne TNFa-Stimulation (25 ng/ml); Mittelwerte und Standardfehler aus drei
Wiederholungen (Student’s T-Test).

4.2. Funktion von Cx3cll im syngenen Ovarialkarzinommausmodell
(intraperitoneal)

Zur Untersuchung der Rolle von Cx3cll im metastasierten Ovarialkarzinom wurden je

siecben Miusen entweder ID87rp537Cx3cll- oder ID8Trp537Leervektor-Zellen mit

einer Zellzahl von 1x107 in 250 ul PBS intraperitoneal inokuliert. Die Mause wurden

regelmafig beziiglich des Allgemeinzustands und der Bildung von Aszites kontrolliert.
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Regelmalige Kontrolle
(8_1(:05\7,\%'5/: en) des Allgemeinzustandes Auswertung bei
»  erreichten
Abbruchkriterien

Intraperitoneale Injektion
1x107 ID8 Trp53” Cx3cl1 oder
1x107 ID8Trp53” Leervektor in 250 ul PBS

Abbildung 45: Syngenes Mausmodell mit Cx3cll-Uberexpression im intraperitonealen
Versuchsansatz

Erlauterung des intraperitonealen Inokulationsschemas mit sieben C57BL/6 Méausen pro Gruppe und
1x107 Zellen in 250 pl PBS.

42.1.  Uberlebenszeiten

Die Cx3cll-Uberexpression verkiirzte die Zeit bis zum Auftreten von Aszites
signifikant um 12 Tage (50 vs. 62 Tage; p=0,0176). In guter Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung von CX3CL1 im humanen
Ovarialkarzinom verkiirzte die Cx3cll-Uberexpression auch funktionell das mediane
Uberleben im Tiermodell (57 vs. 64 Tage; p=0,0156). Abbildung 46 zeigt die

zugehorigen Kaplan-Meier-Kurven.
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Abbildung 46: Intratumorale Cx3cll-Uberexpression verschlechtert das Uberleben in
immunkompetenten C57BL/6-Méusen nach intraperitonealer Tumorimplantation

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (links) und zum Gesamtiiberleben (rechts). Log-Rank-
Signifikanztest.

42.2. Expressionsanalysen und Immuninfiltration

Nach dem Erreichen der Abbruchkriterien und der Finalisierung der Miuse wurde
getestet, ob die Cx3cll-Uberexpression im Aszites oder im Tumorgewebe auch am
Versuchsende noch nachzuweisen ist. Mittels Cx3cl1-ELISA konnte im Aszites kein
Unterschied zwischen der Leervektor-Gruppe (0,07 pg/ml Cx3cll pro mg/ml
Gesamtprotein) und der Cx3cl1-Gruppe (0,05 pg/ml Cx3cll pro mg/ml Gesamtprotein)
festgestellt werden (p=0,72; Abbildung 47A). Nach dem Aufschluss von
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kryokonserviertem Tumorgewebe aus dem Mesenterium wurde in der qPCR-Analyse
mit Normalisierung auf das Housekeeping-Gen Hprt (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase) festgestellt, dass die relative Cx3cl1-Expression verglichen zur Leervektor-
Gruppe in der Cx3cll Gruppe im Median signifikant um einen Faktor von 1,4 erhoht

war (p=0,0384).
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Abbildung 47: Cx3cll Uberexpression kann im mesenterialen Tumorgewebe nachgewiesen werden

A) Cx3cll Konzentration im Aszites; gemessen durch ELISA und normalisiert auf das Gesamtprotein im
Aszites mittels Bradford Assay. B) gPCR Analyse der Uberexpression mit angegebenen 2/-ACt Werten.
Signifikanztestung durch T-Test.

Die manuelle immunhistochemische Analyse des mesenterialen Tumorgewebes
(Abbildung 48) zeigte in der Cx3cll-iiberexprimierenden Gruppe signifikant erhdhte
Zahlen an tumorinfiltrierten CD3-positiven Zellen pro Bildausschnitt (Median 20 Zellen
pro Bildausschnitt in der LV-Gruppe vs. 25 Zellen in der Cx3cll-Gruppe; p=0,0497).
Dieser Effekt wurde auch bei den CD8-positiven Zellen gesehen (Median 8 Zellen vs. 9
Zellen; p=0,404). Mit einem Antikorper gegen die Serinprotease Granzym B, welche
beispielsweise in den intrazelluldren Granula von NK-Zellen und zytotoxischen T-
Zellen vorhanden ist, wurde kein Unterschied in der immunhistochemischen Farbung

beider Gruppen festgestellt (p=0,5891).
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Abbildung 48: Cx3cll erhoht die Infiltration zytotoxischer T-Zellen im intraperitoneal
implantierten Ovarialkarzinommausmodell

A) Beispielfotos zur immunhistochemischen Farbung von CD3, CD8 und Granzym B (Balkenldnge 50
um). B) Zugehorige manuelle Auswertung der positiven Zellen mit Angabe als Anzahl pro
Bildausschnitt. Jeder Punkt stellt den Mittelwert eines Tumorgewebes mit fiinf ausgewerteten Regionen
dar. Innerhalb einer Gruppe ist der Median gezeigt. Statistischer Vergleich mittels T-Test.

In weiteren immunhistochemischen Analysen (Abbildung 49) wurde kein signifikanter
Unterschied in der Intensitdit der Cx3crl-Expression (0,32 vs. 0,31 DAB-
Intensitatsquotient; p=0,6221) oder dem Anteil proliferierender Zellen (35% vs. 39%
Ki67"; p=0,7629) zwischen Leervektor- und Cx3cll-Gruppe festgestellt. Durch die
Cx3cll-Uberexpression erhohte sich der Anteil F4/80-positiver Makrophagen von 52%
auf 68% (p=0,0170). Um den Aktivierungszustand der infiltrierten Makrophagen auf
den immunsuppressiven M2-Subtyp zu testen, wurde mit einem CD206 Antikorper
gefarbt. Mit dem niedrig ausfallenden Wert von 2% CD206" Zellen in beiden Gruppen
wurde hier allerdings kein Unterschied festgestellt (p=0,6919). Mit der Anfarbung des
Proteins Ly6G, welches auch als das myeloide Differenzierungsantigen Grl bekannt ist,
wurde neben den Makrophagen noch eine weitere Gruppe moglicher Suppressorzellen
des Immunsystems analysiert. Auch hier war der mediane Wert von 0,95% Ly6G-
positiver Zellen in der LV-Gruppe und 1,09% in der Cx3cll1-Gruppe sehr gering und
nicht signifikant unterschiedlich (p=0,91).
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Abbildung 49: Cx3cll erhoht die Makrophagen-Infiltration im intraperitoneal metastasierten
Ovarialkarzinommausmodell

A) Reprisentative Fotos zur immunhistochemischen Féarbung des Cx3crl-Rezeptors, von Ki67, F4/80"
Makrophagen, CD206" M2-Makrophagen und Ly6G" myeloiden Suppressorzellen (Balkenlinge 50 um).
B) Zugehorige digitale Auswertung der positiven Zellen mit Angabe als DAB-Intensititsquotient oder als
Prozent aller Zellen. Jeder Punkt stellt den Mittelwert eines Tumorgewebes mit fiinf ausgewerteten
Regionen dar. Innerhalb einer Gruppe ist der Median gezeigt. Statistischer Vergleich mittels T-Test.

4.3. Einfluss des adaptiven Immunsystems auf den intraperitonealen Effekt
von Cx3cll
Aufgrund der Tatsache, dass im vorangegangenen Effekt letztendlich zwei funktionell
gegensitzliche Effekte einer Cx3cll-Uberexpression gefunden wurden (erhdhte CDS8"
T-Zell-Infiltration und erhohte Makrophagen-Infiltration) sollte im ndchsten Schritt
untersucht werden, welchen Effekt eine Cx3cll-Uberexpression ohne ein
funktionierendes adaptives Immunsystem hat. Dazu wurden 1x107 ID87rp53”Cx3cll-
oder ID8Trp537 Leervektor-Zellen intraperitoneal in je sieben athymische Nacktmiuse

pro Gruppe inokuliert.

Regelmafige Kontrolle

athymic nude des Al - ;
i gemeinzustandes Auswertung bei
(8-10 Wochen) P ermreichten

Abbruchkriterien

Intraperitoneale Injektion
1x107 ID8Trp53” Cx3cl1 oder
1x107 ID8Trp53'/'Leervektor in 250 pl PBS

Abbildung 50: Immunkompromittiertes Mausmodell zur Untersuchung einer Cx3cll-
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Uberexpression nach intraperitonealer Tumorimplantation

Erlauterung des intraperitonealen Inokulationsschemas mit sieben C57BL/6 Méausen pro Gruppe und
1x107 Zellen in 250 ul PBS.

43.1.  Uberlebenszeiten

Auch im immunkompromittierten Tiermodell bildeten sich durch die inokulierten
Tumorzellen Metastasen an Peritoneum, Mesenterium und Zwerchfell. Aszites wurde
im Gegensatz zum immunkompetenten Modell (Tag 42), bereits an Tag 28 erstmals
dokumentiert (Abbildung 51). Eine Maus pro Gruppe erreichte die Abbruchkriterien
ohne Aszitesbefund. Der mediane Unterschied lag bei 26 Tagen zwischen beiden
Gruppen (56 Tage LV-Gruppe vs. 30 Tage Cx3cll-Gruppe; p=0,1771), also deutlich
mehr als im vollstindig immunkompetenten Tier. Bei den Uberlebenskurven erhohte
sich dieser mediane Unterschied auf 29 Tage (73 Tage in der LV-Gruppe vs. 44 Tage in
der Cx3cll-Gruppe; p=0,008). Somit stieg im Vergleich zum immunkompetenten
Modell der mediane Uberlebensnachteil der Cx3cll Gruppe im immunkompromittierten
Setting von 7 auf 29 Tage. Die erhdhte Lymphozyten-Infiltration bei Beteiligung des
adaptiven Immunsystems scheint somit dem ansonsten negativen Uberlebenseffekt in

der Cx3cl1-Gruppe entgegenzuwirken.
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Abbildung 51: Eine intratumorale Cx3cll-Uberexpression verschlechtert das Uberleben im
immunkompromittierten Tiermodell

Kaplan-Meier-Kurven zur Aszitesbildung (links) und zum Gesamtiiberleben (rechts). Log-Rank-
Signifikanztest.

4.3.2. Expressionsanalysen und tumor-infiltrierende Makrophagen
Nach Erreichen der Abbruchkriterien wurden die Aszitesproben im ELISA auf deren
Cx3cll-Konzentration untersucht. Es konnte kein Unterschied zwischen beiden

Gruppen festgestellt werden (0,15 ng/ml pro mg/ml Gesamtprotein in der LV-Gruppe
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zu 0,13 ng/ml pro mg/ml Gesamtprotein in der Cx3cll-Gruppe; p=0,3870). Im
Vergleich zum immunkompetenten Tiermodell wurde jedoch auch keine erhohte
Makrophagen Infiltration mehr in der Cx3cl1-Gruppe gemessen (50% F4/80" Zellen in
der LV-Gruppe vs. 48% in der Cx3cl1-Gruppe; p=0,80).
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Abbildung 52: Eine Cx3cll-Uberexpression kann im immunkompromittierten Mausmodell nicht
im Aszites nachgewiesen werden und zeigt keinen Effekt auf die Makrophagen-Infiltration

A) Cx3cll-Konzentration im Aszites, gemessen durch ELISA und normalisiert auf das Gesamtprotein im
Aszites. B) Digitale Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf F4/80-positive Makrophagen.
Jeder Punkt stellt den Mittelwert zur Auswertung eines Tumorgewebes dar. Innerhalb einer Gruppe ist
der Median gezeigt. Signifikanztestung durch T-Test.

4.4. Lentivirale Cx3cl1-Uberexpression in ID87rp53-SFeGFPluc -Zellen

Durch eine stabile Transduktion von Cx3cll in murinen ID87rp53”"SFeGFPluc-Zellen
wurde mittels Luciferase-Expression eine in vivo Biolumineszenz-Messung mit der
Moglichkeit einer bildgebenden Verlaufskontrolle des Tumorwachstums ermdoglicht.
Um  Proliferationsunterschiede  zwischen den zwei ausgewdhlten Klonen
auszuschlieen, wurden die Zellen jeweils nach 4, 24 und 48 Stunden in einer
Neubauer-Kammer ausgezdhlt und auf den Startwert normalisiert. Es konnten keine
Unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung 53A). Auf RNA-Ebene ergab sich
fiir den Uberexpressionsklon eine 2,6-fache Cx3cll-Expression verglichen mit dem
Leervektor-Klon (p<0,0001, Abbildung 53B). Auf Proteinebene wurden im ELISA in
den Zelliiberstanden 0,39 ng/ml Cx3cll fiir den Leervektor gemessen und 1,4 ng/ml fiir
den Uberexpressionsklon (p=0,0007, Abbildung 53C). Unter dem Stimulationszusatz
von 50 ng/ml TNFa ergab sich mit 1,9 ng/ml (Leervektor) zu 3,9 ng/ml eine zweifache

Uberexpression fiir den Cx3cll-transduzierten Klon (p=0,0003, Abbildung 53C).
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Abbildung 53: Erfolgreiche Cx3cll Uberexpression in ID8Trp537SFeGFPluc Zellen

A) Auszédhlung der Zellzahl mittels Neubauer-Kammer iiber 4, 24 und 48 Stunden (two-way ANOVA
Test); reprisentative Mittelwerte mit technischen Duplikaten. B) gPCR Analyse der Uberexpression mit
angegebenen 2"-AACt-Werten; Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhingigen Wiederholungen
(Student’s T-Test). C) ELISA Messung von lslichem Cx3cll im Uberstand mit und ohne 50 ng/ml
TNFa-Stimulation; Mittelwerte und Standardfehler aus drei Wiederholungen (Student’s T-Test).

4.5. Funktionelle Bedeutung von Cx3cll im subkutanen
Ovarialkarzinommausmodell

Um die funktionelle Rolle von Cx3cll auBlerhalb des peritonealen Milieus zu

untersuchen, wurden in je sechs Miuse pro Gruppe subkutan 1x107 Luciferase-

exprimierende  ID87rp53/SFeGFPluc-Cx3cll-  oder  1D8Trp53”"SFeGFPluc-

Leervektor-Zellen inokuliert. Neben der Verschlechterung des Allgemeinzustands

wurden die Abbruchkriterien in diesem Modell durch einen Aufbruch des subkutanen

Tumors oder einen maximalen Tumordurchmesser von 15 mm bestimmt.

Regelmalige Kontrolle

C57BL/6 d :
des Allgemeinzustandes Auswertung bei
(8-10 Wochen) P erreichten

Abbruchkriterien

Subkutane Injektion
1x107 ID8Trp53”SF Cx3cl1 oder
1x10” ID8Trp53” Leervektor in 250 ul PBS

Abbildung 54: Syngenes, subkutanes Mausmodell mit Cx3cll-Uberexpression Erliuterung des
subkutanen Inokulationsschemas mit sechs C57BL/6-Méusen pro Gruppe und 1x107 Zellen in 250 pl
PBS.

4.5.1. Non-invasive Messungen des Tumorwachstums

Die maximalen Durchmesser der subkutanen Tumore wurden zweimal wochentlich
mittels Messschieber bestimmt. Abbildung 55A zeigt eine Ubersicht iiber die zeitliche
Entwicklung mit Beginn der Zeitachse beim ersten auffilligen Palpationsbefund und

mit Ende der Zeitachse beim ersten Erreichen eines Abbruchkriteriums. Die Tumoren in
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der Leervektor-Gruppe zeigten iiber die Zeit ein signifikant erhéhtes Wachstum
(p<0,0001, two-way ANOVA). Bestitigt wurde diese Beobachtung durch die
wiederkehrenden in vivo Biolumineszenzmessungen mittels Injektion des Luciferase-
Substrats Luciferin. Abbildung 55B stellt die zeitabhéngigen Kurven beider Gruppen
mit Mittelwerten und Standardfehlern aus den jeweiligen Flux-Messungen in Photonen
pro Sekunde dar. Das Tumorwachstum in der Leervektor-Gruppe war im zeitlichen
Verlauf signifikant hoéher als in der Cx3cll-Gruppe (p=0,0080). Abbildung 55C
veranschaulicht beispielhaft mit Aufnahmen von je drei Mausen pro Gruppe an Tag 93
nach Tumorinokulation die starkeren Biolumineszenz-Signale in der Leervektor Gruppe

und die Lage der subkutan gesetzten Tumoren.
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Abbildung 55: Nicht-invasive Kontrolle des subkutanen Tumorwachstums

A) Proliferationsmessung der Tumorldnge in Millimetern (Mittelwerte mit Standardfehlern pro Gruppe
und Messtag, two-way ANOVA Test). B) Zeitlicher Verlauf des Tumorwachstums gemessen in
Photonen/Sekunde (Log Flux; two-way ANOVA Test). C) Reprisentative Fotos der Biolumineszenz-
Strahldichte von je drei Mausen pro Gruppe gemessen an Tag 93 nach Tumorinokulation.

4.5.2.  Uberlebenszeiten

Die erste Maus erreichte das Abbruchkriterium zur Finalisierung an Tag 108 nach
Tumorinokulation, somit zeigt das subkutane Modell eine insgesamt deutlich
langsamere Wachstumskinetik verglichen zum intraperitonealen Versuchsdesign (siche
auch Abbildung 51). Eine Maus in der Cx3cl1-Gruppe hatte am Ende des Experiments

(Tag 210 nach Inokulation) immer noch kein Abbruchkriterium erreicht und erscheint
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daher in der Kaplan-Meier Uberlebenskurve in Abbildung 56 als zensiert. Der zweite
Teil der Abbildung zeigt beispielhaft eine Maus mit einem subkutan gewachsenen
Tumor, der den festgesetzten Maximaldurchmesser von 15 mm als Abbruchkriterium
erreicht hatte.

A B
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Abbildung 56: Eine intratumorale Cx3cll-Uberexpression verbessert das Uberleben im IDS-
Subkutanmodell

A) Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiiberleben (Log-Rank-Signifikanztest). B) Beispielfotos zur
Finalisierung einer Maus mit subkutanem Tumor nach Erreichen des Abbruchkriteriums eines maximalen
Tumordurchmessers von 15 mm.

4.5.3. Expressionsanalysen und intratumorale Immunzellpopulationen

Die immunhistochemischen Farbungen des subkutanen Tumorgewebes (Abbildung 57)
ergaben im Vergleich zur Leervektor-Gruppe signifikant erhohte Zahlen an infiltrierten
CD3-positiven T-Zellen in der Cx3cll1-Gruppe (im Median 13 Zellen verglichen mit 21
Zellen pro Bildausschnitt; p=0,0444). Ebenso wurde ein signifikanter, positiver Cx3cll1-
Effekt bei der Untergruppe der CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen verzeichnet (im
Median 5 Zellen in der LV-Gruppe vs. 7 Zellen in der Cx3cl1-Gruppe; p=0,0289). Bei
den regulatorischen T-Zellen ergab sich mit 16 Zellen pro Bildausschnitt in der
Leervektor-Gruppe und 19 Zellen in der Cx3cll-Gruppe kein signifikanter medianer
Unterschied (p=0,9056). Ebenso bei den F4/80-positiven Makrophagen mit 47% F4/80*
Zellen in der LV-Gruppe und 45% in der Cx3cll-Gruppe (p=0,91). Der Anteil der
Cx3cl1-Gruppe lag somit 23% unter dem gemessenen Wert im intraperitonealen Modell
(p=0,0051), wéhrend die Kontrollgruppen mit 52% im intraperitonealen und 47% im
subkutanen Modell vergleichbar hoch waren. Passend zum verlangsamten in vivo
Wachstum des subkutanen Modells wurden in der Ki67-Analyse mit 22% positiven
Zellen in der LV-Gruppe und 27% in der Cx3cl1-Gruppe (p=0,72) insgesamt geringere
intratumorale Proliferationsraten als im intraperitonealen Setting gemessen (35% Ki67-

positive Zellen in der LV-Gruppe vs. 39% in der Cx3cll-Gruppe; p=0,76). Fasst man
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die jeweiligen LV- bzw. Cx3cl1-Gruppen zusammen, so sind die Proliferationsraten in
den intraperitonealen Tumorgeweben signifikant hoher als in den subkutanen

(p=0,0072).
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Abbildung 57: Cx3cll erhoht im subkutanen ID8-Modell die Infiltration von TILs und zeigt keinen
Effekt auf die Makrophagen Infiltration

A) Reprisentative Fotos zur immunhistochemischen Farbung von CD3, CD8, Foxp3, F4/80 und Ki67
(Balkenlidnge 50 um). B) Zugehorige manuelle oder digitale Auswertung der positiven Zellen mit Angabe
als Anzahl pro Bildausschnitt oder als Prozent von allen Zellen im Tumor. Jeder Punkt stellt den
Mittelwert eines Tumorgewebes mit fiinf ausgewerteten Regionen dar. Innerhalb einer Gruppe ist der
Median gezeigt. Statistischer Vergleich mittels T-Test.
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VIII. DISKUSSION

1. Intratumorales Cxcl9 verbessert abhingig vom adaptiven

Immunsystem die Gesamtiiberlebensrate

Neben der Entstehung sogenannter ,,Neo-Antigene* durch die erh6hte Mutationslast in
der Tumorprogression kann die Immunogenitit eines Tumors durch die Aktivierung
und Infiltration zytotoxischer T-Lymphozyten wesentlich erhéht werden (Budczies et
al., 2015; Chen & Mellman, 2013). Im humanen Ovarialkarzinom wurde gezeigt, dass
diese Merkmale, besonders stark ausgeprigt im sogenannten ,,immunreaktiven Subtyp®,
mit einem verbesserten Uberleben einhergehen (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2011; Konecny et al., 2014; Wang C. et al., 2017). Im murinen ID8-Wildtyp-
Tumormodell fiihrte die Uberexpression des CXCR3-Chemokins Cxcl10 zu einer
verringerten Tumorlast und zu einer verlangsamten Aszitesbildung (Au et al., 2017).
Zudem wurden Gene, welche an der Apoptoseinduktion und T-Zell-Funktion beteiligt
sind, hochreguliert. In der vorliegenden Studie wurde nun die Rolle von CXCL9 im

Ovarialkarzinom weiter untersucht.

Die starke prognostische Bedeutung der CXCR3-Chemokine CXCL9 und CXCL10 im
high-grade serdsen Ovarialkarzinom sowie deren Assoziation mit einer verstidrkten
Lymphozyteninfiltration beim Menschen war im Vorfeld dieser Arbeit bereits von
unserer Arbeitsgruppe gezeigt worden (Bronger et al., 2016). Nun galt es, diese
Assoziationen auch funktionell im Tiermodell zu bestitigen. Das hier verwendete
Ovarialkarzinommausmodell wurde durch intraperitoneale Inokulation von murinen
ID8-Zellen initiiert, welche urspriinglich aus dem Ovarialepithel einer C57BL/6-Maus
isoliert worden waren (Roby et al., 2000). Im Gegensatz zu den meisten bisher mit
diesem Modell verdffentlichten Publikationen, welche mit der urspriinglichen IDS§-
Zelllinie arbeiten, wurde in der vorliegenden Studie eine CRISPR-Cas9 generierte ID8-
Zelllinie mit Trp53-Knockout (Walton et al., 2016) verwendet. Dies simuliert die
Situation im Menschen tatsidchlich besser, da das HGSOC in fast allen Tumoren (96%)
TP53-Mutationen aufweist (Cancer Genome Atlas Research Network, 2011). Weil
intratumorale Immunzellen eine stirkere prognostische Aussagekraft als Immunzellen
im Tumorstroma haben (Hamanishi et al., 2007), wurden stromale Bereiche bei den

immunhistochemischen Auswertungen nicht berticksichtigt.
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Eine stabile Cxcl9-Uberexpression im murinen Modell mit ID87rp53” Zellen reichte
bereits aus, um sowohl eine signifikant hohere Infiltration zytotoxischer T-Zellen als
auch ein damit korrelierendes, signifikant verbessertes Gesamtiiberleben zu erwirken.
Auch der Zeitpunkt der Aszitesbildung konnte in der Cxcl9-Gruppe signifikant
hinausgezdgert werden. Gleichzeitig wurde trotz des Vorhandenseins des CXCR3-
Rezeptors auf immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen (Redjimi et al., 2012) diese
Population nicht vermehrt durch Cxcl9 in den Tumor gefiihrt. Weiterhin fanden sich
signifikant weniger intratumorale F4/80-positive Makrophagen in den Cxcl9-
iiberexprimierenden Tumoren, womit der Anteil tumor-assoziierter Makrophagen
womoglich verringert wurde, was sich moglicherweise zusitzlich gilinstig auf den
protektiven Cxcl9-Effekt auswirken konnte. Um dies weiter abzukldren, wére ein
entsprechendes Experiment in SCID-Beige-Méusen denkbar. Der Mechanismus der
verringerten Makrophagen-infiltration konnte letztlich nicht geklart werden,
moglicherweise handelt es sich lediglich um einen Verdriangungseffekt durch die
erhdhte Zahl anderer Immunzellen. Bei gleichbleibender Cxcl9-Uberexpression
(Aszites) verschwand der tumor-suppressive Effekt von Cxcl9 in athymischen Méausen,
was darauf hinweist, dass die Cxcl9-Wirkung gut durch die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems erkldrbar ist. Auch die aus unserer Arbeitsgruppe heraus gestellte
Hypothese, CXCL9 konnte durch Retention CXCR3-positiver Ovarialkarzinomzellen
die intraperitoneale Metastasierung hemmen, erscheint weniger wahrscheinlich

(Windmiiller et al., 2017).

Da BRCA1/2-mutierte Tumore eine klinisch relevante Subgruppe im Ovarialkarzinom
darstellen, wurde eine lentivirale Cxcl9-Uberexpression in der von Josephine Walton
generierten Zelllinie 1D87rp537 Brca2”- durchgefiihrt (Walton et al., 2016). Trotz
vergleichbaren in vitro Uberexpressionswerten zwischen den Cxcl9-Klonen mit und
ohne Brca2-Knockout, konnte in vivo im Brca2-Knockout Modell kein signifikant
positiver Cxcl9-Effekt mehr auf die Aszitesbildung und das Gesamtiiberleben
festgestellt werden. Im Vergleich zum Brca2-Wildtyp Modell konnten zudem keine
erhohten T-Zell-Infiltrationsraten mehr durch Cxcl9 erreicht werden. Dies konnte
dadurch erkldrt werden, dass die Brca2-mutierten Tumore per se schon ein signifikant
starkeres Immuninfiltrat aufwiesen, als es in den Brca-Wildtyp Tumoren zu finden war.
Ausgelost wurde dies vermutlich durch die Tatsache, dass im Aszites der Mause aus
dem Brca2-mutierten Experiment 6,5-mal mehr 16sliches Cxcl10 nachgewiesen wurde.

Dies lasst sich zufriedenstellend durch eine durch den Brca?-Verlust induzierte
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Aktivierung des STING-Signalwegs erkldren, bei dem in Folge der homologen
Rekombinationsdefizienz die IFNy-Typ I-Antwort und die Expression von Cxcl10
hochreguliert wird (Bruand et al.,, 2021). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte
Induktion von Cxcl10 und damit verbunden auch der T-Zell-Infiltration begriindet
ebenfalls sehr gut die auch bei Patientinnen beobachtete verstirkte T-Zell-Infiltration in

BRCA-mutierten Ovarialkarzinomen (Strickland et al., 2016).

2. CXCL9 als pridiktiver Biomarker fiir die Effektivitit einer

Immuncheckpoint-Blockade

Trotz der effektiven Wirksamkeit und des giinstigen Nebenwirkungsprofils einer
Immuncheckpoint-Blockade (ICB) im malignen Melanom und im nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (Brahmer et al., 2012; Kwok et al., 2016) konnten beim
Eierstockkrebs hiermit noch keine durchschldgigen Erfolge verzeichnet werden
(Bronger, 2021). Beispielsweise in der 2020 erstmalig ausgewerteten ,,IMagyn50“
Phase IlI-Studie wurde Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom in der
Erstlinientherapie der anti-PD-L1-Antikdrper Atezolizumab bzw. Placebo zusitzlich zur
Erstlinienchemotherapie und dann auch in der Erhaltungstherapie gegeben (Moore K.N.
et al., 2021). In der Intention to treat-Population ergab sich in der ICB-Gruppe kein
signifikant verbessertes medianes progressionsfreies Uberleben (19,5 Monate im
Vergleich zur Placebo-Gruppe mit 18,4 Monaten; HR 0,92; 95% CI 0,79-1,07; p=0,28).
Ebenso zeigte sich bislang keine Verbesserung beim Gesamtiiberleben. Lediglich eine
nach PD-L1-Expression stratifizierte Subgruppe profitierte im PFS signifikant von der
ICB-Therapie, letztlich blieb aber auch die pridiktive Aussagekraft der PD-L1-
Expression enttduschend. Es sind also weitere Subgruppenanalysen mit anderen
moglichen Biomarkern nétig, um den kleinen Teil der Patientinnen finden zu koénnen,

der wirklich von der ICB profitieren kdnnte.

Aktuell geht man davon aus, dass die Therapie fiir einen wirksamen Effekt mit einer
maximalen Infiltrationsrate von Lymphozyten im Tumormikromilieu zusammenfallen
sollte (Doo et al., 2019). Es soll also bereits vor der Applikation eine systemische
Immunantwort vorhanden sein, die dann durch die ICB ,,enthemmt“ werden kann
(Spitzer et al., 2017). Entsprechend scheint das CXCR3-System eine wichtige Rolle bei
der Therapieeffizienz einzunehmen, da es in zahlreichen Studien fiir die
Immuninfiltration im Tumor verantwortlich gemacht wurde (Dufour et al., 2002; Harris

et al., 2012; Wendel et al., 2008). Es wurde gezeigt, dass der intrinsische CXCR3-
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Signalweg im Tumormilieu erforderlich ist fiir die Expansion CD8-positiver T-Zellen
und somit auch fiir eine erfolgreiche tumorsuppressive Antwort unter anti-PD-1-
Therapie (Chow et al., 2019). Begiinstigt wurde die ICB-Effizienz hierbei durch die
Produktion des Chemokins Cxcl9 von intratumoralen CD103-positiven dendritischen
Zellen. Die vorliegende Studie konzentrierte sich auf den Einfluss von Cxcl9, welches
primdr von den Tumorzellen selbst sezerniert wird, wie es unsere Untersuchungen

zuvor beim Menschen gezeigt hatten (Bronger et al., 2016).

Es sollte zundchst in Brca2-Wildtyp Tumoren eruiert werden, ob eine Cxcl9-
Uberexpression und die damit verbundene erhdhte Immuninfiltrationsrate ausreicht, um
eine  effektive = Immuncheckpoint-Blockade  mittels = monoklonaler =~ PD-L1-
Antikorpertherapie zu ermoglichen. Der Start der Therapie wurde mit Tag 30 nach
Tumorinokulation dabei gezielt relativ spédt gewdhlt, damit die Tumorausbreitung nicht
bereits durch das aktivierte Immunsystem gehemmt werden konnte, bevor in Anlehnung
an die klinische Relevanz ein ausreichend metastasiertes Stadium erreicht wird. Im
Kombinationsexperiment aus Cxcl9-Uberexpression und anti-PD-L1-Therapie konnte
in der Cxcl9/1gG2b-Gruppe der positive Cxcl9-Effekt auf das Uberleben genauso wie
die signifikant erhohte CD3"-bzw. CD8"-Infiltration erfolgreich repliziert werden.
Obwohl allgemein unter ICB die intratumorale Ki67-Proliferationsrate erfolgreich
gesenkt wurde, hatte die Therapie in der Leervektor/PD-L1-Gruppe keinen Effekt auf
die Aszitesbildung oder das Gesamtiiberleben, also genau so, wie es sich in der
iiberwiegenden Mehrzahl der Ovarialkarzinompatientinnen ebenfalls zeigt (siehe oben).
Im Gegensatz dazu erreichte die Cxcl9/PD-L1-Gruppe ein signifikant besseres
Uberleben als die Cxcl9/IgG2b-Gruppe. Unterstiitzt wurde der Therapieerfolg
moglicherweise durch die Tatsache, dass im Gegensatz zur Leervektor/IgG2b-Gruppe
in den anderen Gruppen ein Trend =zu einem gesenkten intratumoralen
Makrophagenanteil verzeichnet wurde. M2-aktivierte Makrophagen kénnen CD8/PD-1-
positive T-Zellen in ihrer Aktivitit hemmen, indem sie PD-L1 auf ihrer Oberfliche
exprimieren (Fang et al., 2021). Zudem sind M2-Makrophagen an der Rekrutierung
immunsuppressiver regulatorischer T-Zellen (7-regs) beteiligt (Lin et al., 2005). Eine
Depletion oder Umpolung in M1-Makrophagen wird demnach als mogliche Strategie
zur verbesserten Effektivitit von Immun-Checkpoint-Inhibitoren vorgeschlagen
(Cassetta & Kitamura, 2018). Die immunhistochemische Analyse der vorliegenden
Studie ergab bezogen auf die Immuninfiltration das Ergebnis, dass innerhalb der

Cxcl9/PD-L1-Gruppe signifikant weniger intratumorale CD8-Zellen vorhanden waren
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als in der Cxcl9/1gG2b-Gruppe. Da die Maiduse aus der ICB-Gruppe spiter die
Abbruchkriterien erreichten und somit auch die Immunzellfarbung zu einem spiteren
Zeitpunkt als in der anderen Gruppe vorgenommen wurde, ist denkbar, dass die
zytotoxischen T-Zellen durch die stindige Aktivierung unter Immuncheckpoint
Blockade bereits ,,ausgebrannt waren und daher apoptotisch und nicht mehr in der
Immunhistochemie nachweisbar wurden. Ein vergleichbarer Effekt war bereits zuvor
gezeigt worden: in préklinischen Studien anderer Entititen zeigte sich unter
fortlaufender  anti-PD-1-Therapie = ein  abnehmender  Prozentsatz =~ CXCR3-

exprimierender, CD8-positiver T-Zellen (Chow et al., 2019).

Passend zur Verbesserung des ICB-Ansprechens durch eine CXCL9-Uberexpression
konnten wir in der vorliegenden Arbeit eine im Vergleich zu anderen Ovarialkarzinom-
Subtypen verstirkte CXCL9-Expression im klarzelligen Typ feststellen. Klarzellige
Ovarialkarzinome zeigten, womdoglich durch stdrkere Infiltrate von CD3*, CD8" und
PD-1" Immunzellen (Howitt et al., 2017) in klinischen Studien der letzten Jahre zumeist
bessere ICB-Ansprechraten als die iibrigen Entitdten, wobei die Fallzahlen hier leider

sehr klein waren (Hamanishi et al., 2015; Liu et al., 2019; Matulonis et al., 2019).

In HR-defizienten ID87rp537 Brca2”’-Tumoren ergab sich vergleichbar zum HR-
profizienten Modell in der Leervektor/IgG2b-Gruppe ein lediglich um einen Tag
verschobener Median im Uberleben. Weder die alleinige Cxcl9-Uberexpression, noch
die Kombination mit einer anti-PD-L1-Therapie ergaben signifikant verbesserte
Uberlebenszeiten. Anzumerken ist dennoch, dass sich die Cxcl9-Gruppen im Median
der Kaplan-Meier Grafik optisch nach rechts verschoben darstellten. Obwohl Brca-
mutierte Tumore durch nachgewiesen hohere CD8-Infiltrate theoretisch sensitiver auf
Immuncheckpoint-Blockaden ansprechen sollten (Strickland et al., 2016), verzeichneten
iibereinstimmend mit unseren Experimenten auch andere préklinische und klinische
Arbeiten keinen Erfolg bei der Immuncheckpoint Blockade im HR-defizienten Modell
(Bruand et al., 2021; Disis et al., 2019; Konstantinopoulos et al., 2019). Da in der
vorliegenden Studie die Cxcl9/PD-L1-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen
einen Trend fiir eine erhdhte Anzahl intratumoraler CD3*-Lymphozyten aufwies, ist
anzunehmen, dass ein geringer, aber nicht effektiv wirksamer Effekt durch Cxcl9 bzw.
durch die ICB hinsichtlich der Erhéhung der Infiltrationsrate erreicht werden konnte.
Beziiglich der Ki67-Proliferationsrate konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen allen vier Gruppen festgestellt werden. Die absoluten Werte lagen allerdings

mit etwa 40% Ki67-positiver Tumorzellen im Median hoher als die Werte bei den
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ID8Trp537-Tumoren mit 30% in den Placebo-Gruppen und mit unter 20 % in den ICB-
Gruppen. In der Literatur wurde passend dazu gezeigt, dass HR-defiziente Tumoren
zudem eine hohere Angiogeneserate aufweisen als HR-profiziente ID877p53” Tumoren
(Bruand et al., 2021). Neben der Beobachtung, dass im Brca2-defizienten Modell
allgemein mehr intratumorale T-Lymphozyten vorhanden sind, als im Brca2-Wildtyp
Modell, wurden im direkten Vergleich der Experimente allerdings in Brca2-Knockout-
Tumoren nur halb so viele PD-1-positive Zellen gefunden. Da PD-1 bei Lymphozyten
als Aktivierungsmarker gilt, deutet dies moglicherweise darauf hin, dass die infiltrierten
T-Zellen keinen ausreichenden Aktivierungsstatus fiir einen verbesserten Uberlebens-

effekt besallen.

Zusammenfassend war eine Cxcl9-Uberexpression im  Brca-WT-Tiermodell
ausreichend, um eine erfolgreiche ICB zu ermdglichen. CXCL9 konnte daher ein
geeigneter pradiktiver Marker sein, um Patientinnen zu identifizieren, die von einer ICB
profitieren konnten. Bisher wurde in klinischen Therapiestudien beim Ovarialkarzinom
als Biomarker die PD-L1 Expression im Tumormilieu verwendet, doch dieser lieferte
lediglich eine unzureichende Korrelation mit dem Therapieansprechen. Auch bei der
vorliegenden Studie, bei welcher die PD-L1-Expression von Brca2-Wildtyp und Brca2-
Knockout Tumorzellen vergleichbar hoch war, ergaben sich dennoch unterschiedliche
Ansprechraten. Erklart werden konnte dies durch die Limitation, dass die PD-L1-
Expression genau wie die T-Zell-Infiltration dynamische Prozesse darstellen, die
moglicherweise zum Zeitpunkt des Therapiestarts schon wieder verdndert vorliegen
konnten. Da allerdings bei einer Blutplasmauntersuchung von Melanompatienten die
CXCL9-Konzentration innerhalb der ersten Monate nach einer Immuncheckpoint-
Blockade positiv mit der Ansprechrate der Therapie korrelierte (Chow et al., 2019),
konnte das Chemokin CXCL9 kiinftig zur Stratifizierung einer Subgruppe mit einer
potenziell effektiven Ansprechrate eingesetzt werden. CXCL9 wurde auch bereits zuvor
in anderen Entititen als prédiktiver Marker vorgeschlagen (Higgs et al., 2018; Iwai et
al., 2021; Qu et al., 2020). In einer kiirzlich publizierten Untersuchung an mehr als 1000
ICB-behandelten Patienten {iber sieben Krebsentititen war CXCL9 neben der
Tumormutationslast (TMB) der stidrkste priadiktive Marker fiir ein Therapieansprechen

(Litchfield et al., 2021).

Neben der moglichen pradiktiven Aussagekraft von CXCL9, konnten Therapien, die
CXCL9 im Tumormilieu anreichern, vielversprechende Kombinationspartner fiir ICB

beim Ovarialkarzinom sein. Die Chance, CXCL9 medikamentds zu erhohen, liefert die
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praklinische Studie von Peng und Kollegen (Michigan, USA). Hier wurde gezeigt, dass
ein epigenetisches Silencing mittels DNA-Methylierung als neuer Immunevasions-
Mechanismus die intratumorale Sekretion von Chemokinen wie CXCL9 und CXCL10,
sowie die Infiltration von Effektor T-Zellen unterdriicken kann. Durch eine Behandlung
mit epigenetischen Modulatoren konnten die unterdriickten Vorgénge wiederhergestellt
werden, was sowohl zu einer verlangsamten Tumorprogression, als auch zu einem
verbesserten Ansprechen einer Checkpoint-Blockade mit anti-PD-L1 fiihrte (Peng D. et
al., 2015a). Die Effizienz der Kombination aus epigenetischen Modulatoren und
Immuncheckpoint-Blockade befindet sich daher aktuell in der klinischen Testung
(Guadecitabin und Atezolizumab in Phase I/IIb, NCT03206047). Eine weitere
Moglichkeit, um eventuell auch bei Brca-mutierten Ovarialkarzinomen ein Ansprechen
auf die ICB zu ermdglichen, wire eine dreifache Kombinationstherapie aus VEGF-
Inhibition, PARP-Inhibition und Immuncheckpoint-Blockade. Diese wiirde zum einen
die Immunaktivierung im Ovarialkarzinom erhdhen und zum anderen den
immunsuppressiven Resistenzmechanismen entgegenwirken. In der MEDIOLA-Studie,
die diese Dreifachkombination getestet hatte, zeigten sich in einem durchaus stark
vorbehandelten, BRCA-nicht mutierten Patientinnenkollektiv eine im Vergleich zu
anderen Therapien sehr vielversprechende Ansprechrate von 87%. Die Tatsache, dass
ein bedeutender Anteil der T-Zellen mindestens zwei Immuncheckpoints exprimiert und
somit unter Inhibition eines Checkpoints den anderen hochregulieren kann, betont
zudem die Notwendigkeit weiterer Studien mit dualer ICB (Duraiswamy et al., 2013;
Huang et al., 2017). Praklinische Daten aus dem Coukus Labor (Lausanne, Schweiz)
lieferten hierzu vielversprechende Ergebnisse in ID8Trp537 Brcal”’~ Tumoren: Im
Vergleich zu den Monotherapiearmen wurde die beste Tumorwachstums-Suppression
durch PARP-Inhibition, dualer ICB und anti-VEGF Therapie zusammen erreicht
(Bruand et al., 2021).

Einer der wichtigsten Punkte bleibt dennoch die Frage nach dem richtigen Timing der
Immuncheckpoint-Blockade. Die Beobachtung, dass unter Chemotherapie die
Immuninfiltration des Tumors angehoben wird (Yaniz et al., 2020), legt hierbei einen
zeitnahen Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren nahe. Das Chemokin CXCL9
wiirde als Biomarker den entscheidenden Vorteil bringen, dass zum Zeitpunkt einer
positiven Analyse sehr wahrscheinlich bereits der limitierende Faktor einer
ausreichenden Immuninfiltration fiir ein verbessertes Uberleben und Ansprechen auf

eine Immuncheckpoint-Blockade erreicht wurde.
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Weiterhin wurde in der vorliegenden Studie in vitro sowohl mit murinen als auch mit
humanen Zellen gezeigt, dass durch eine Cxcl9-Uberexpression bzw. durch die Zugabe
von rekombinantem humanen CXCL9 keine Hochregulation von PD-L1 auf den
Tumorzellen erkennbar ist. Andere Gruppen (Chow et al., 2019; Peng D. et al., 2015b)
hatten gezeigt, dass in der umgekehrten Reihenfolge eine Blockade des PD-1/PD-L1-
Checkpoints die Cxcl9-Expression erhoht. Diesen vermuteten Effekt konnten wir im
Aszites der PD-L1 therapierten Leervektor-Gruppe allerdings weder im Brca2-Wildtyp,
noch im Brca2-Knockout Modell nachweisen. Lediglich die Cxcl9-liberexprimierende
PD-L1-Gruppe im Brca2-Wildtyp-Modell zeigte im Aszites einen Trend hin zu mehr

16slichem Cxcl9. Hier sind demnach weitere Untersuchungen, auch beim Menschen,

notwendig.
3. Duale Rolle von CX3CL1 bei der Immuninfiltration und
Metastasierung

Im vorliegenden Projekt wurde durch eine immunhistochemische Farbung des HGSOC-
Kollektivs der Technischen Universitdit Miinchen beobachtet, dass Patientinnen mit
einer starken intratumoralen Expression von CX3CLI1 einen signifikanten medianen
Uberlebensnachteil von 17 Monaten hatten. Auch bereits verdffentlichte Studien
unterstiitzen die tumorfordernde Wirkung des CX3CLI/CX3CR1 Systems: Im
Ovarialkarzinom wurde die Expression des Chemokinrezeptors CX3CR1 mit einem
verschlechterten Uberleben in Verbindung gebracht (Main et al., 2017). In weiteren
Entitdten wie beispielsweise beim Prostatakarzinom oder beim Brustkrebs ist das
CX3CL1/CX3CRI1-System zudem mit einer erhohten Metastasierung vergesellschaftet
(Jamieson-Gladney et al., 2011; Jamieson et al., 2008).

Im hier verwendeten syngenen Mausmodell wurde weiterhin untersucht, ob Cx3cll
tatsdchlich funktionell tumorférdernd wirkt oder ob es auch gegenldufige Effekte durch
Rekrutierung tumorsuppressiver Lymphozyten gibt. In Ubereinstimmung mit den
Uberlebensdaten beim Menschen konnte in vivo nachgewiesen werden, dass eine
Cx3cll-Uberexpression im metastasierten Modell zu einem signifikanten
Uberlebensnachteil ~ fiihrt. Obwohl weitere Analysen Z#hnlich hohe Cx3cll-
Konzentrationen in den Aszitesproben beider Gruppen ergaben, konnte in der Cx3cll-
Gruppe dennoch eine signifikant hohere Anzahl an infiltrierten T-Lymphozyten
festgestellt werden. Entgegen der Annahme, dass Cx3cll die Tumorproliferation per se

fordern kann (Gaudin et al.,, 2011), wurden in der vorliegenden Studie keine



Diskussion 110

Unterschiede im Ki67-Proliferationsstatus zwischen beiden Gruppen gemessen. Da sich
der Uberlebensnachteil der Cx3cll-Gruppe nach intraperitonealer Inokulation der
Tumorzellen in athymische Nacktméuse sogar noch weiter erhdhte, ist davon
auszugehen, dass das adaptive Immunsystem im immunkompetenten Modell tatséchlich

gegenldufig zur tumor-progressiven Komponente des Chemokins agiert.

Des Weiteren spielt die membranstindige Form des CX3CLI1-Chemokins als
Andockstelle fiir CX3CRI1-positive Tumorzellen womoglich eine entscheidende Rolle
fiir den insgesamt negativen Einfluss auf das Uberleben. Es war bereits zuvor gezeigt
worden, dass der CX3CRI1-Rezeptor in epithelialen Ovarialkarzinom-Zelllinien
exprimiert wird und fiir die Adhésion an peritoneale Mesothelzellen erforderlich ist. In
humanem Gewebe wurde zudem gemessen, dass 64% der getesteten Lésionen eine
CX3CRI1-Expression aufwiesen (Kim M. et al.,, 2012). Auch wenn es bei unseren
murinen immunhistochemischen Auswertungen keinen Unterschied in der
intratumoralen Cx3crl-Expression zwischen der Cx3cll-iiberexprimierenden Gruppe
und der Kontrollgruppe gab, war die Expression des Rezeptors bei jedem analysierten
mesenterialen Tumorgewebe vorhanden und konnte somit eine Rolle bei der
Metastasierung gespielt haben. Die Barbolina-Gruppe griff diesen Gedanken bereits
weiter auf und konnte durch Herunterregulation von Cx3crl die Metastasenlast in
Peritoneum und Zwerchfell reduzieren (Main et al., 2017). Da sie in Ubereinstimmung
zu den IHC-Daten in unserem humanen Kollektiv im priklinischen Modell ebenfalls
mehr Cx3cll im Peritoneum und im Zwerchfell gefunden hatten als im Omentum,
erscheint es plausibel, dass die Metastasierung Cx3crl-positiver Tumorzellen an diesen

Stellen von der vorhandenen Cx3cl1-Expression abhédngig ist.

Ein weiterer Faktor, der in der hier vorliegenden Studie zur tumorférdernden
Eigenschaft von Cx3cll im Ovarialkarzinom beitragen konnte, ist die beobachtete
signifikant hohere Makrophagenrekrutierung in der Cx3cll-Gruppe im immun-
kompetenten Mausmodell. Bereits zuvor wurde CX3CL1 eine Rolle bei der
Makrophagenchemotaxis in Tumoren zugeschrieben (Balkwill, 2004; Dreyer et al.,
2021; Medina-Contreras et al., 2011). Interessant war allerdings bei unserem
Experiment, dass der signifikante = Unterschied zwischen der Cx3cll-
iiberexprimierenden Gruppe und der Kontrollgruppe hinsichtlich des intratumoralen
Makrophagenanteils im immunkompromittierten System verloren gegangen ist,
wihrend die Cx3cll1-Gruppe weiterhin ein signifikant schlechteres Uberleben aufwies.

Dies spricht dafiir, dass zur Cx3cll-vermittelten Makrophagen-Infiltration auch eine
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Beteiligung des adaptiven Immunsystems notig ist, und dass die Makrophagen ebenfalls
nicht der ausschlaggebende Effekt fiir das verschlechterte Uberleben zu sein scheinen.
Die dennoch naheliegende Idee einer Makrophagen-Depletion fithrte im ID8-fLuc
Ovarialkarzinom-Modell einer anderen Arbeitsgruppe sowohl durch die Therapie mit
Clodronat-Liposomen, als auch durch einen CSF-1-Antikorper allerdings sogar zu
einem verschlechterten Uberleben (Baert et al., 2019). Als mogliche Erklidrung wurde
hier ein zu starker Eingriff in die Homdostase des Tumormikromilieus durch eine
radikale Makrophagen-Depletion angesetzt. Unsere eigenen weiterfiihrenden Analysen
zur Rolle des angeborenen Immunsystems im immunkompetenten Ovarialkarzinom-
Modell ergaben {iiberraschend niedrige Anteile an immun-suppressiven M2-
Makrophagen und myeloiden Suppressorzellen (MDSCs) im Tumormilieu. Beide
Zelltypen waren zudem in ihrer Anzahl nicht signifikant unterschiedlich zwischen

Leervektor- und Cx3cl1-Gruppe.

Um die Rolle des Cx3cll-Chemokins aullerhalb des spezifischen Peritonealmilieus
untersuchen zu konnen, wurden Luciferase-exprimierende ID87rp537"SFeGFPluc
Zellen mit Cx3cll-Uberexpression subkutan injiziert. Da im Kolorektalkarzinom
beschrieben wurde, dass eine Ko-Expression von CX3CR1 und CX3CLI1 die
Tumorzellen im Primdrtumor zuriickhielt und weitergehend zu einer verringerten
Metastasierung und einem verlingerten Uberleben fiihrte (Erreni et al., 2016), wurde im
vorliegenden subkutanen Modell womoglich ein protektiver Faktor bedeutsam.
Tatséchlich drehten sich verglichen zum intraperitonealen Modell die Uberlebenskurven
im subkutanen Experiment um und die Cx3cll-Gruppe zeigte eine signifikant
langsamere Tumorprogression, sowie ein signifikant verbessertes medianes Uberleben.
Zudem konnte die Anzahl an tumorinfiltrierenden zytotoxischen T-Zellen in der
Cx3cl1-Gruppe signifikant erhoht werden. Die absoluten Werte lagen dabei nahe an den
gemessenen Medianen im metastasierten, intraperitonealen Modell. Es erscheint
plausibel, dass dieser Effekt in beiden Modellen vergleichbar ist und sich positiv auf das
Uberleben auswirkt, wihrend die gegenliufige tumorforderliche Komponente der
Cx3cll-Expression im subkutanen Modell seinen Effekt verliert. Der Anteil der
Makrophagen lag dabei im subkutanen Modell immer noch knapp unter den
gemessenen Medianen im intraperitonealen Experiment, wobei sich allerdings keine
Unterschiede zwischen der Leervektor- und Cx3cl1-Gruppe ergaben. Ubereinstimmend
mit der Tatsache, dass die Tumore subkutan viel langsamer gewachsen sind als im

intraperitonealen Modell, war der Anteil an Ki67-positiven Zellen im subkutanen
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Modell geringer. Auch hier gab es zwischen den Gruppen keinen signifikanten
Unterschied. Natiirlich limitiert sich die Aussagekraft des subkutanen Experiments
durch die Tatsache, dass hier prinzipiell eine andere Zusammensetzung des
Tumorstromas vorliegt als dies normalerweise im intraperitonealen (orthotopen) Modell
der Fall ist (Doo et al., 2019). Dennoch kdénnten genau die im subkutanen Modell
fehlenden Komponenten die umgekehrten Nettoeffekte auf das Uberleben im

intraperitonealen Modell erkléren.

Es sind also weitere Untersuchungen nétig, wie man den tumor-fordernden Anteil der
CX3CL1/CX3CR1-Achse im Ovarialkarzinom durchbrechen konnte. Da in unserem in
vitro Experiment unter PARP-Inhibition von OV-MZ-6 Zellen mehr 16sliches CX3CL1
sezerniert wurde, konnte dieser bisher unbekannte Nebeneffekt einer Erhaltungstherapie
mit Olaparib oder Niraparib durch den Einfluss des ldslichen Chemokins auf die
Immuninfiltration die positive Komponente des CX3CLI1-Systems verstdrken.
Vielversprechend erscheint zudem eine Blockade des CX3CR1-Rezeptors, der von
mindestens einem Viertel der Patientinnen mit serdsem Ovarialkarzinom stark
exprimiert wird und mit einem verschlechterten Uberleben korreliert (Main et al.,
2017). Beim therapeutischen Einsatz eines CX3CRI1-Antagonisten in einer
praklinischen Brustkrebsstudie wurde die Metastasierung von CX3CRI1-positiven
Tumorzellen bereits erfolgreich eingeddmmt (Shen F. et al., 2016). Eine andere Gruppe
erreichte durch ein humanes CX3CL1-Analogon eine effizient reduzierte Zelladhédsion
der CX3CR1/L1-Achse, sowie auch eine Inhibition der Makrophagen-Ansammlung in
einem murinen Modell von Peritonitis (Dorgham et al., 2009). Vor allem durch die zwei
zuletzt genannten Faktoren klingt eine Blockade des CX3CR1-Rezeptors auch fiir den
Einsatz im Ovarialkarzinom sinnvoll, doch es ist zu beachten, dass dann auch der
protektive Mechanismus der CX3CL1-vermittelten Chemotaxis auf CX3CR1-positive
Immunzellen ungewollt gechemmt werden wiirde. Um diesen Teil dennoch aufrecht zu
erhalten, miisste man einen Weg finden, wie man ausschlielich die membranstiandige
Komponente des CX3CL1-Chemokins blockieren kénnte, wéhrend die l6sliche Form
weiterhin, wie in der vorliegenden Studie gezeigt, zu einem verbesserten Immuninfiltrat

und somit zu einem verbesserten Uberleben fiithren kann.

Dem Chemokin CX3CL1 ist im Ovarialkarzinom also durchaus eine protektive Rolle
durch eine verbesserte T-Zellinfiltration mittels Chemotaxis zuzusprechen, wéhrend
sich der Nettoeffekt im metastasierten Modell allerdings auf die negative Seite verlagert

und moglicherweise durch die vermehrt vorhandenen membranstdndigen ,,CX3CLI1-
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Andockstellen® fiir CX3CRI1-positive Tumorzellen an peritonealen Mesothelzellen die

Tumorprogression verstirken konnte.
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IX. AUSBLICK

Trotz zahlreicher Schritt-flir-Schritt-Erfolge im letzten Jahrzehnt bleibt eine wichtige
Rationale fiir eine erfolgreiche Eindimmung der Tumorprogression des
Ovarialkarzinoms zum einen das Verstdndnis des vorherrschenden Immunmilieus und
zum anderen die Identifikation von Subgruppen mit einem verbesserten Ansprechen auf

bereits vorhandene und kiinftig verfiigbare Therapieoptionen.

Die vorliegenden Daten schlagen CXCL9 als positive und klinisch relevante
Komponente der anti-tumoralen Immunantwort sowie des Progressionsverlaufs im
high-grade ser6sen Ovarialkarzinom vor. Unsere in vivo Experimente bestidrken zudem
durch den signifikanten Cxcl9-Effekt auf das Uberleben im Brca2-Wildtyp-Modell im
Vergleich zum Brca?-mutierten Modell die Bedeutung der Stratifizierung von HR-
profizienten und HR-defizienten Subgruppen bei klinischen Studien. Insbesondere im
Hinblick auf die Préadiktion einer erfolgreichen Immuncheckpoint-Blockade beim
Ovarialkarzinom konnte CXCL9 ein geeigneter Kandidat sein. Im Gegensatz dazu
wurde fiir das Chemokin CX3CL1 trotz einer moglichen Verbesserung der
intratumoralen Immuninfiltration eine negativ-prognostische Rolle im humanen
Ovarialkarzinom gefunden. Die Bedeutung der membranstindigen CX3CLI1-Form bei
der Tumorprogression und Rezidivbildung bleibt dabei Gegenstand der laufenden

Forschung.

Um unsere Hypothesen kiinftig zu stirken, sollte CXCL9 als préadiktiver Biomarker in
verschiedenen Kollektiven unter Immuncheckpoint-Blockade validiert werden. Dabei
sollte besonders darauf geachtet werden, ob der im Mausmodell gezeigte Einfluss des
Brca-Mutationsstatus auf den Therapieerfolg der ICB klinisch bestétigt werden kann.
Weiterhin muss final aufgeklart werden, welcher adverse Effekt im Cx3cll-
Uberexpressionsmodell ~ der Cx3cll-vermittelten anti-tumoralen Immunantwort
entgegenwirkt. Hierbei sollte neben weiteren Tumorzell-Analysen ein besonderes
Augenmerk auf immun-suppressive Komponenten wie tumor-assoziierte Makrophagen

und auf die membranstindige Cx3cl1-Expression im Peritonealmilieu gelegt werden.
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