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Vorwort

karkinos (kapkivog) — zu Deutsch: Krebs bzw. Krabbe leitet sich aus dem
Altgriechischem her und tauchte erstmals in den hippokratischen Schriften (Corpus
Hippocraticum) im 2. Jahrhundert n. Chr. als Bezeichnung fur Geschwire auf. Die
geschwollenen Adern eines Tumors sichtbar auf dem Thorax eines an Brustkrebs
erkrankten Menschen waren die Reminiszenz an die Gebeine eines Krebstieres und
somit Namensgeber der Krankheit, die die Menschheit bis ins 21. Jahrhundert verfolgt
und heutzutage nach den kardiovaskularen Erkrankungen die haufigste Todesursache
in der westlichen Welt darstellt [1]. Trotz des immensen Fortschritts der Wissenschaft
im 20. Jahrhundert unter anderem mit der EindAmmung verschiedener
Infektionskrankheiten durch die Entdeckung von antimikrobiellen Substanzen, der
vollstandigen Eradikation der Pockenkrankheit durch die Einfuhrung des
Pockenimpfstoffs oder der Entwicklung von bildgebenden Verfahren zur préazisen
Diagnostik, ist die Therapieeffizienz moderner Behandlungsmethoden zur
Bekampfung unterschiedlicher Krebserkrankungen stark limitiert.

Nichtsdestotrotz wurden besonders in der letzten Dekade (Stand: 2023) verschiedene
neuartige Therapieansatze basierend auf der Verstarkung der anti-tumoralen
Immunantwort eruiert, publiziert und zur klinischen Anwendung adaptiert.

Somit erlangte ein genetisch modifiziertes Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) mit
dem Trivialnamen Talimogen laherparepvec (T-VEC), besser bekannt unter Imlygic,
von der US-Behorde fir Lebens- und Arzneimittel (engl.: U.S. Food and Drug
Administration, FDA) sowie von der Europaischen Arzneimittelbehérde (engl.:
European Medicines Agency; EMA) im Jahr 2015 als erste onkolytische virusbasierte
Immuntherapie die Zulassung zur Behandlung des metastasierenden Melanoms.
Uberdies kiirte das Nobelpreiskomitee des Karolinska Instituts James P. Allison und
Tasuko Honjo im Jahr 2018 mit dem Nobelpreis fur Medizin fir die Entwicklung der
Immuncheckpoint-Inhibitoren.

Sowohl die onkolytische virusbasierte Immuntherapie als auch die Immuncheckpoint-
Inhibitor-Therapie haben Limitationen, welche mittels Kombinationstherapien
eingeschrankt werden sollen. Derzeit werden zahlreiche klinische Studien
durchgeftihrt in denen Kombinationstherapien bestehend aus den vorher

beschriebenen Komponenten zum Einsatz kommen. Hierdurch soll die
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Therapieeffizienz und somit das Langzeitiberleben von Tumorpatienten verbessert
werden.

Dieses Werk soll mit Hilfe von praklinischen Studien in zwei exogenen
Tumormausmodellen und einem endogenen Tumormausmodell die Effizienz einer
anti-tumoralen  Immuntherapie  mittels der = Kombination  verschiedener
Immuntherapiekomponenten verbessern.

Die Analyse der Auswirkung der kombinierten Immuntherapie auf das TME und die
primar und sekundar lymphatischen Organe sollen zur Aufklarung der Mechanismen
des Tumor-Immunescapes und folglich zur Verbesserung der Therapieeffizienz

beitragen.
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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Seit Jahrtausenden bietet unsere Umwelt nicht nur uns Homo sapiens sapiens ein
Habitat zum evolutionaren Fortschritt, sondern ebenso evolvieren sich die
verschiedensten Pathogene und Mikroben in Koexistenz mit den Tieren und Pflanzen.
Diese Koevolution hat unter dem Selektionsdruck zur Abwehr gegen die
,Eindringlinge® ein ausgekligeltes und nahezu perfekt aufeinander abgestimmtes
System hervorgebracht, dessen Komponenten und Dynamik von der Wissenschaft
vermehrt entschlisselt werden konnten. Die Bedeutsamkeit unseres Immunsystems
ist besonders zu den jingst pandemischen Ereignissen (Stand 2023) ins Bewusstsein
der Gesellschaft gedrungen [2]. Ist die physikalische (Haut), chemische (Schweil3 und
Talg) und biologische (Bakterien auf der Haut) Barriere erst einmal durch ein Pathogen
durchdrungen, so sorgen persistente Immunzellen der Haut (dendritische Zellen; engl.:
dendritic cell, DC) zur Aktivierung einer Immunkaskade. Diese Kaskade kann eine
systemische Inflammation auslésen, die der Eliminierung des Pathogens und der
Entwicklung von Gedachtniszellen zur schnellen Rekrutierung von Immunzellen bei
einem wiederholten Angriff des gleichen Pathogens, dient. Somit stellt das
Immunsystem ebenso ein permanentes Lernzentrum dar, das sich fortlaufend selbst
verbessert [3].

Jedoch ist dieses nicht nur sehr effizient in der Bekampfung von aufReren Stimuli,
sondern attackiert und lysiert selektiv nicht mehr funktionelle, kérpereigene Zellen und
zrfaumt® anschlieRend den Uberschiussigen Zelldebris ab.

Hierflr ist eine Maschinerie verschiedener Immunzellen verantwortlich, die grob
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem unterschieden

werden kdnnen [4].

1.1.1 Das angeborene ,innate” Immunsystem

Wie der Name bereits vermuten l&sst, ist das angeborene Immunsystem bereits bei
der Geburt vorhanden und schitzt somit den Saugling vor Pathogenen oder
pathologischen Stimuli [5]. Charakteristisch fur das auch sogenannte ,innate®

Immunsystem ist die rapide, innerhalb von wenigen Minuten nach der Pathogen




Exposition einsetzende protektive (pro)-inflammatorische Antwort auf den pathogenen
Reiz. Dieser wird durch die patrouillierenden Immunzellen wie z.B. NK Zellen,
Makrophagen und Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile und Basophile) und die
Aktivierung ihrer spezifischen Rezeptoren ,pattern recognition receptors® (PRRs)
initiiert. Diese erkennen entweder nicht vom Pathogen abstammende ,damage-
associated molecular patterns® (DAMPs), die beispielsweise im Rahmen von
Zellschaden freigesetzt werden oder direkt vom Pathogen abstammende ,pathogen-
associated molecular patterns® (PAMPs) welche entweder von den Pathogenen
ausgeschieden werden oder an deren Oberflache haften [6].

PRRs konnen eingeteilt werden in oberflachliche, l6sliche und intrazellulare
Rezeptoren. Oberflachliche PRRs umfassen Scavenger Rezeptoren, C-Typ Lektin
Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren (TLRs). Die TLRs zum Beispiel kdnnen in 13
verschiedene Unterarten aufgegliedert werden, die jeweils PAMPs aus verschiedenen
mikrobiellen Pathogenen detektieren, wie zum Beispiel von Viren, Bakterien, Protozoa
oder Pilzen [7]. Diese mikrobiellen Strukturen beinhalten beispielsweise
Lipopolysaccharide (LPS, Ligand fir TLR4), Lipoproteine (Ligand fur TLR2), bakterielle
CpG DNA (Ligand fur TLR9) oder virale doppelstrangige RNA (dsRNA; Ligand fur
TLR3). Die TLRs werden auf verschiedenen Immunzellen (Makrophagen, B-Zellen,
DCs, Neutrophilen etc.) und Immun-assoziierten Zellen exprimiert (Fibroblasten,
Epithelzellen, Keratinozyten etc.). Nach Aktivierung der TLRs werden Adapterproteine
mit Toll/IL-1 Rezeptor (TIR) Domé&nen rekrutiert, die wiederum die Downstream Signal
Kaskade wie beispielsweise den Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B (NFkB)
aktivieren. Dieser kontrolliert eine Reihe von proinflammatorischen Zytokinen und

Chemokinen, die fur die T-Zell Aktivierung unentbehrlich sind [8].

1.1.1.1 NFkB Signalweg

NFkB prasentiert eine Familie induzierbarer Transkriptionsfaktoren, die in der
Immunantwort eine grundlegende Rolle spielen. Diese Familie besteht aus funf
strukturell verwandten Mitgliedern NFkB1 (p50), NFkB2 (p52), RelA (p65), RelB und
c-Rel, die als verschiedene Hetero- oder Homodimere an ein spezifisches DNA-
Element — den kB Enhancer — binden und wiederum die Transkription eines

spezifischen Gens auslésen [9]. Der NFkB Signalweg ist an zahlreichen Prozessen




beteiligt, beispielsweise induziert er die Proteinbiosynthese und die Produktion
funktioneller Proteine und moduliert die Proliferation, Differenzierung und das
Uberleben von Immunzellen [10]. Man unterscheidet hierbei zwei NFkB-Signalwege,
den klassischen (kanonischer) und den alternativen (nicht-kanonischer).

Bei der Aktivierung des klassischen Signalwegs spielen RelA und p50 die tragende
Rolle. Im steady-state Status werden RelA und p50 im Zytoplasma durch IkB Proteine
inhibiert. Diese IkB Proteine bestehen aus 3 Gruppen (IkBa, IkBB, IkBg) den Precursor
Proteinen (p100 und p105) und den IkB Proteinen (IkB{, BCL-3 and IkBNS) [11]. Zur
Aktivierung des klassischen NFkB Signalwegs kommt es durch die Stimulation von
transmembranaren Rezeptoren u.a. Tumor Nekrose Faktor Rezeptor (TNFR),
Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R), T-Zellrezeptor (TZR), B-Zellrezeptor (BZR) oder TLR.
Diese fuhrt zur Aktivierung des IkB Kinasen Komplexes (IKK) und schlie3lich zur
Polyubiquitinierung der IkB Proteine und anschlieRend zu deren Degradierung durch
das 26S Proteasom. Somit wird das RelA/p50 Heterodimer vom inhibierenden IkB
getrennt, transloziert in den Nukleus und initiilert dort die Transkription an den
jeweiligen regulatorischen Abschnitten der DNA [10, 12, 13] (Abbildung 1). Die
Aktivierung des klassischen NFkB Signalwegs geschieht sehr schnell und induziert
zugleich die Expression negativer Regulatoren wie |kBa, A20 und p105, die ein
negatives Feedback generieren. Der klassische NFkB Signalweg ist vor allem
assoziiert mit dem ,innate" Immunsystem [14]. Dieser wird namlich durch die Bindung
von mikrobiellen PAMPs an den PRRs, die auf den ,innate® Immunzellen,
beispielsweise Monozyten, Neutrophilen und DCs exprimiert werden, aktiviert.
Daraufhin werden pro-inflammatorische Zytokine wie TNF, IL-1 oder IL-6 von der Zelle
sezerniert [15]. Somit ist der klassische Signalweg besonders mit der Abwehr von
bakteriellen Infekten assoziiert [16, 17]. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass
der klassische NFkB Signalweg erheblich an der Initierung und Progression von
Autoimmunerkrankungen wie z.B. die rheumatoide Arthritis durch die Produktion von

Matrixmetalloproteinasen beteiligt ist [18-20].

Im Vergleich zum klassischen NFkB Signalweg kann der alternative NFkB Signalweg
von einer deutlich geringfligigeren Anzahl von Rezeptoren wie u.a. CD40L,

Lymphotoxin Rezeptor oder B-cell-activating factor receptor (BAFF-R) aktiviert




werden. Dies impliziert, dass die biologischen Funktionen dieses Signalwegs
spezifischer sind als die des klassischen. Die NFkB inducing kinase (NIK) ist das
Schlisselenzym des alternativen NFkB Signalwegs. Im steady-state Status wird NIK
von dem TNFR-assoziierten Faktor 3 (TRAF3) ubiquitiniert und infolgedessen
degradiert. Die Stimulation eines der oben genannten Rezeptors, der die Aktivierung
des alternativen Signalwegs einleitet, aktiviert die E3 Ubiquitin Ligase cellular inhibitor
of apoptosis (clAP). clAP ubiquitiniert TRAF3, welches anschliel3end im Proteasom
degradiert. Dies erzeugt die Akkumulation von NIK [21, 22]. Infolgedessen
phosphoryliert NIK zusammen mit IKKa das Protein p100, welches ubiquitiniert und im
Proteasom zu p52 degradiert wird [23]. Die Degradierung von pl100 induziert die
Bildung von RelB/p52 Heterodimeren, die in den Nucleus translozieren und dort an die
jeweiligen regulatorischen Abschnitten der DNA binden [24-26] (Abbildung 1). Die
Aktivierung des alternativen NFkB Signalwegs ist aufgrund der proteasomalen
Degradierung von pl00 und der anschlieBenden Entstehung des RelB/p52
Heterodimers zeitintensiver und somit langsamer als die Aktivierung des klassischen
Signalwegs. Die Aktivierung des alternativen NFkB Signalwegs assoziiert man mit dem
adaptiven Immunsystem. Beispielsweise reguliert der klassische NFkB Signalweg die
Entwicklung und Maturation der B-Zellen [27] und induziert die Entwicklung der T-
Zellen im Thymus als auch die Maturation in Effektor- und Gedéachtnis-T-Zellen [28].
Zudem konnten Doyle et al. in p52-Knockoutmausen zeigen, dass das Fehlen von p52
zu einer erhohten viralen Genexpression fuhrt und somit schlussfolgern, dass der
alternative Signalweg eine wichtige Rolle im Rahmen der adaptiven, T-Zell-mediierten,
anti-viralen Immunantwort spielt [29].

Zusammenfassend kdonnen sowohl pro- als auch anti-apoptotische Effekte, sowie
Proliferations- und Senescence-Merkmale auf beide NFkB Signalwege zurtickgefuhrt
werden [30, 31].
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Abbildung 1: Schematische lllustration des alternativen und klassischen NFkB Signalwegs.

Der klassische Signalweg wird durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF, aber auch durch
LPS an den jeweiligen Rezeptoren initiiert. Die klassische Signalkaskade fuihrt zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren p50 und RelA, die die Entzindung und die angeborene Immunitét stimulieren
und fir das Uberleben der Zelle eine wichtige Rolle spielen. Der alternative Signalweg wird
typischerweise durch CD40L, LTa1B2 oder BAFF initiiert, welche eine Signalkaskade aktivieren, die
wiederum zur Folge hat, dass die Transkriptionsfaktoren RelB und p52 in den Nukleus migrieren und

die lymphoide Entwicklung und adaptive Immunitat stimulieren. Modifiziert nach Nishikori et al. [10].

1.1.2 Das erworbene ,,adaptive” Immunsystem

Wie zuvor bereits erlautert, ermdglicht das angeborene ,innate“ Immunsystem (1.1.1
Das angeborene ,jinnate“ Immunsystem) eine rapide Immunantwort auf einen
pathologischen Reiz. Im Gegensatz hierzu hat das erworbene ,adaptive*
Immunsystem im Laufe der Evolution ein sehr sensibles und breites Antigen-
Erkennungsorchester bestehend aus Immunzellen wie den antigenprasentierenden
Zellen (engl.: antigen presenting cell; APC), DCs, B-Zellen und T-Zellen entwickelt, die
zur Pathogen-Eradikation permanent miteinander kommunizieren [32]. Hierbei

absolvieren die B- und T-Zellen wahrend ihrer Maturation verschiedene Schritte, die




u.a. zur spateren Unterscheidung zwischen Eigen- und Fremd-Antigenen dienen — die
positive und negative Selektion. Die vollstandige Maturation der B-Zelle von einer
pluripotenten Stammzelle bis hin zur reifen B-Zelle mit individuellen BZR auf deren
Zelloberflache findet im Knochenmark statt [33]. Die T-Zell Maturation beginnt im
Knochenmark, worauf T-Progenitor-Zellen in den Thymus migrieren und dort die
Reifung des individuellen TZR initiieren. Die T-Zellen, die die positive und negative
Selektion tberleben und somit nicht autoreaktiv sind, bekommen das membranére
Differenzierungskluster (cluster of differentiation; CD) CD4* oder CD8" [34, 35]. Diese
CD’s reflektieren die verschiedenen Differenzierungsstadien bzw.
Aktivierungszustande, mit denen sich die Zelltypen voneinander (z.B. mittels 3.5.5
Durchflusszytometrie) unterscheiden lassen [36]. Beide T-Zell-Subtypen tragen
zusatzlich das membranadre CD3-Antigen und bilden mit dem TZR und der Zetta-Kette
(C-Kette) den T-Zellreptor-Komplex [37]. Kommt es nun zur Exposition mit einem
pathogenen Antigen bzw. PAMP, dann wird dieses von einer APC z.B. einer DC mittels
PRR (z.B. TLR4) erkannt. Dies hat die Aktivierung des TLR4/NFkB Signalwegs zur
Folge und initiilert die Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B.
Interleukin-1  (IL)-1, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) oder IL-6, die eine pro-
inflammatorische Mikroumgebung und die Aktivierung naiver Immunzellen induzieren.
Infolgedessen wird das Pathogen von der APC phagozytiert [38-41]. Daraufhin wird
die Expression des kostimulierenden Molekils CCR7 auf der Zelloberflache der APC
und des Haupthistokompatibilititskomplexes 11 (engl.: major histocompatibility
complex; MHC-II) stark hochreguliert [42]. Die NFkB -Signalweg-vermittelte
Expression von CCRY7 dirigiert die DCs zu den Lymphknoten und initiiert die adaptive
Immunabwehr durch die Prasentation des Antigens auf dem MHC-II an naive CD4* T-
Zellen [43, 44]. Zum einen kommt es zur Interaktion zwischen MHC-II-Antigen-
Komplex der APC und dem TZR der T-Zelle und zum anderen zur Interaktion von B7.1
(CD80) bzw. B7.2 (CD86) auf der APC mit CD28 auf der T-Zelle.

Beide Zell-Zell-Interaktionen, MHC-II-Antigen-Komplex: TZR und CD80/CD86:CD28
sind fur eine erfolgreiche Aktivierung der naiven CD4* T-Zelle essentiell [45, 46]. Je
nach vorliegendem lokalem Zytokinprofil differenziert die naive CD4* T-Zelle in einen
der in Abbildung 2 illustrierten Phanotypen der T-Helferzelle (Th), die wiederum eine

eher pro- oder anti-inflammatorische Zytokinsekretion induziert. Zum Beispiel




differenzieren CD4* T-Zellen in einem von IFN-y/IL-12 dominierten Zytokin-Milieu zu
pro-entziindlichen IFN-y-sezernierenden Thl Zellen [47, 48]. Im Gegensatz hierzu
differenzieren CD4* T-Zellen in einem von IL-4 dominierten Zytokin-Milieu zu anti-
entzindlichen IL-4-sezernierenden Th2 Zellen [49].
Dies hat zur Folge, dass zwei verschiedene Immunantworten im Rahmen der
adaptiven Immunantwort ausgeldst werden kénnen:

Die humorale Immunantwort wird durch B-Zellen vermittelt, welche durch die

Zytokinsezernierung von aktivierten Th-Zellen, aber auch PRR-vermittelt aktiviert
werden konnen [50, 51]. Die PRR-vermittelte humorale Immunantwort ist Th
unabhéngig und ist definiert durch den Kontakt zwischen einem PRR auf der
Membranoberflache der B-Zellen und einem Antigen, beispielsweise einem PAMP.
Dieser Kontakt resultiert in der Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen, die AK
mit einer geringen Affinitat sezernieren und das Antigen opsonisieren [52].

Die Th-abhangige humorale Immunantwort bendétigt die Mithilfe der Th Zellen. Hierbei
wandern aktivierte DCs in den Lymphknoten und prasentieren den CD4* T-Zellen das
Antigen, worauf antigenspezifische CD4* T-Zellen zu Th Zellen differenzieren. Die Th
Zellen migrieren in den interfollikularen Raum der Lymphknoten und differenzieren dort
zu T-follikularen Helferzellen (Trn) u.a. durch die Expression von CXCR5 [53].
Follikulare B-Zellen, die nun ebenfalls einen Antigenkontakt mit ihrem BZR hatten,
migrieren aus den Lymphfollikeln in den interfollikularen Raum und treffen dort auf die
Tru. Die aktivierten B-Zellen prasentieren tiber deren MHC-II das prozessierte Antigen
(MHC-II-Antigen-Komplex) den Trn [54]. Dies fuhrt zur Aktivierung der follikularen B-
Zellen und zur Differenzierung in Plasmazellen, die in die Peripherie migrieren und dort
die erste Verteidigungslinie darstellen u.a. mittels der Ausschittung von pathogen-
spezifischen AK geringer Affinitat. Ein anderer Teil der aktivierten follikularen B-Zellen
migriert in das Keimzentrum des Lymphknotens wund initiert somit die
Keimzentrumsreaktion. Hierbei entsteht die sogenannte dunkle Zone, in der die
klonale Expansion der aktivierten B-Zellen stattfindet, mit dem Ziel durch konstante
Mutationen der Gene der variablen Regionen der leichten und schweren Ketten der
Immunoglobuline (Ig) die Affinitdt der BZR zum Antigen deutlich zu erhghen [55, 56].

Bei diesem Prozess werden ebenso Plasmazellen, aber auch Gedachtniszellen




generiert, die bei erneuter Antigen-Exposition sofort und sehr spezifisch aktiviert
werden kdnnen [57].

Die zellulare Immunantwort ist auch bekannt als T-Zell-vermittelte Immunantwort

und wird u.a. durch die Prasentation eines Antigens tber den MHC-II-Komplex auf in
den Lymphknoten migrierten APCs (B Zellen, DZs, Makrophagen) oder den MHC-I-
Komplex von Koérperzellen (Tumorzellen etc.) initiiert. Intrazellulare Antigene werden
nach proteasomalem Abbau Gber den MHC-I-Komplex im drainierenden Lymphknoten
prasentiert. Extrazellulare Antigene werden hingegen tber den MHC-lI-Komplex an
CD4* T-Zellen im drainierenden Lymphknoten présentiert [58]. CD4* T-Zellen
erkennen hierbei das prasentierte Antigen Gber den MHC-II-Komplex und CD8* T-
Zellen hingegen Uber den MHC-I-Komplex: Signal 1 [59-61]. Die Aktivierung und
Proliferation von antigenspezifischen CD4* und CD8" T-Zellen benétigen neben der
Antigenprasentation auf dem MHC-Komplex noch 2 weitere Signale. APCs
exprimieren die kostimulierenden Molekiile B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86), welche mit
dem transmembranaren Protein CD28 auf CD4* bzw. CD8" T-Zellen interagieren und
die T Zell-Aktivierung fordern: Signal 2. Des Weiteren folgt die Sezernierung
verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-12 und IFN-y, die die
antigenspezifische CD4* oder CD8* T-Zelle in eine Effektorzelle differenzieren: Signal
3 [62, 63]. Alle 3 Signale mussen in kurzem Abstand zueinander auftreten um die
Differenzierung der naiven T-Zelle und somit die klonale Expansion einzuleiten. Die
antigenspezifische CD4* T-Zelle differenziert somit in eine Th und je nach
vorliegendem Zytokinprofil in eine proinflammatorische Thl, in eine anti-
inflammatorische Th2 oder gar in eine Trn etc. (Abbildung 2). Die antigenspezifische
CD8" T-Zelle differenziert in eine zytotoxische CD8" T-Zelle (engl.: Cytotoxic T cell;
CTL) [64]. Zudem kann die Ausschittung von IFN-y durch die Th1 die Differenzierung
(Signal 3) einer antigenspezifische CD8* T-Zelle in eine CTL férdern [65]. Die CTL
erkennt nun selektiv Uber ihren TZR die Zielzelle durch die Bildung des MHC-I-Antigen-
Komplexes und lysiert diese mittels Perforin und Granzym [66]. Ein Teil der aktivierten
CD4* und CD8* T-Zellen entwickelt sich zu persistenten Gedachtniszellen und
zirkuliert im System [67] (Abbildung 2). Nach der vollstdndigen Pathogen-Eradikation
sorgen diverse Mechanismen flur die Umpolarisierung der pro-inflammatorischen zu

einer anti-inflammatorischen Mikroumgebung [68]. Zudem garantieren spezifische




Prozesse, die im Folgenden besprochen werden, die Regulation der Selbsttoleranz.
Zum Erhalt des homoostatischen Gleichgewichts sorgen sogenannte regulatorische T-
Zellen (engl.: T-regulatory cells; Tregs), die ca. 10 % der peripheren CD4* T-Zellen
ausmachen [69], [70]. Diese exprimieren neben CD4, CD25 und FOXPs. DCs
sezernieren die Zytokine IL-10 und TGF-B und initiieren die Aktivierung und
Differenzierung der Tregs [71]. So wurde beispielsweise von Kiihn et al. ermittelt, dass
IL-10-defizitdire Versuchsmause eine chronische Enterokolitis durch eine
unkontrollierte Immunreaktion bedingt durch die fehlende Immunregulation der Tregs
entwickeln [72]. Zudem konnten Kang et al. darlegen, dass die Fahigkeit eines
Organismus zwischen Eigen- und Fremdgewebe zu unterscheiden (engl.:
allorecognition) maf3geblich dartber entscheidet, ob sich die naive CD4* T-Zelle in
eine Treg 0der eine Th differenziert. Eine schwache Zell-Zell-Interaktion und somit eine
schwache Allostimulation zwischen APC und naiver CD4* T-Zelle resultiert in der Treg
Induktion und einem ,toleranten® Mikroenvironment. Eine starke Allostimulation
induziert hingegen die Th Differenzierung [73]. Somit herrscht ein permanenter
Balanceakt zwischen optimaler Immunantwort und der Regulation der Selbsttoleranz.
Neben den Tregs sorgen ebenso spezifische Rezeptoren auf der Membran von T-

Zellen — die sogenannten Immuncheckpoints — fur die Immunregulation [74].
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Abbildung 2: Schematische lllustration der Initiilerung der erworbenen ,,adaptiven” Immunantwort. Ein
Pathogen bzw. ein Antigen wird von der APC erkannt und phagozytiert. Die Antigene werden nun
prozessiert und mittels MHC-Il an die naive CD4* T-Zelle prasentiert. Diese wiederum differenziert je
nach vorhandenem Zytokinstimulus in eine pro-inflammatorische, anti-inflammatorische oder follikulare
T-helferzelle (Th) etc., die wiederum weitere Zytokine zur Verstarkung oder zur Limitierung der
Entziindung sezernieren. Mittels der Aktivierung der CD4* T-Zelle wird u.a. auch die humorale oder
zellulare Immunantwort initiiert. Im Rahmen der humoralen Immunantwort kann die B-Zelle mittels CD4*
T-Zellen oder auch durch ein pathogenes Antigen selbst aktiviert werden und zu funktionellen
Plasmazellen differenzieren. Die Plasmazellen produzieren und sezernieren pathogenspezifische AK,
welche an das Epitop des Pathogens binden und die Phagozytose und folglich dessen Eliminierung
initiieren. Des Weiteren kommt es zu Bildung von B-Zell-Gedachtniszellen (engl.: memory B cells), die
fur einen langen Zeitraum im System patrouillieren und in der Lage sind eine sofortige Immunantwort
Zu initiileren, sobald das Pathogen erspaht wird. Die zellulare Immunantwort wird u.a. durch pro- bzw.
anti-inflammatorische Zytokine initiilert. Diese Zytokine garantieren die Differenzierung der
antigenspezifischen CD8* T-Zellen zur CTL, die durch die Sekretion von Perforin und Granzym das
Pathogen oder infizierte Zellen (mit intrazellularem Pathogen) neutralisieren. Zudem kommt es ebenfalls
zur Bildung von Gedachtniszellen, die im System zirkulieren und beim Auftreffen des spezifischen
Pathogens sofort reaktiviert werden kénnen und eine CD8* T-Zell-mediierte Immunantwort imitieren
kénnen. Ebenfalls bilden Th-Zellen Gedéachtniszellen, die sehr lange im Blut zirkulieren und im Falle

eines erneuten Antigenkontakts unmittelbar aktiv werden. Modifiziert nach Schijns et al. [75].
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1.2 Immuncheckpoints

Immuncheckpoints sind Rezeptoren, die durch Bindung an ihren Liganden das
homdostatische  Gleichgewicht  zwischen pro- und anti-inflammatorischer
Immunantwort und somit die Selbst-Toleranz essentiell regulieren [76]. Zum Beispiel
sorgt ein inhibitorischer Immuncheckpoint, bekannt als programmed death-ligand 1
(PD-L1), der u.a. auf DCs exprimiert ist, fir die Regulierung der Tregs [77]. Wang et al.
konnten ex vivo zeigen, dass DCs aus Versuchsmausen, die eine genetische Deletion
im PD-L1 Gen aufwiesen (PD-L17- DCs), selbst in Anwesenheit von TGF- nicht in der
Lage waren, die Differenzierung von naiven CD4* T-Zellen in FOXPs-exprimierende
Tregs zU induzieren. Des Weiteren konnte von der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
die in vivo-Blockade von PD-L1 ebenso die Tregs Differenzierung verhindert [78].
Zudem fuhrt die Bindung des programmed cell death protein 1 (PD-1), welches
membranar von T-Zellen exprimiert wird, an den PD-L1 Rezeptor zur gravierenden
Inhibition der Immunantwort. Denn die PD-1/PD-L1 Signalgebung fuhrt zur Aktivierung
der Phosphatase SHP-2, die sich nahe des TZR und des kostimulierenden CD28
Molekils befindet. Dies resultiert wiederum in der Dephosphorylierung von CD3,
ZAP70 und der Protein Kinase C6, dass die Inhibition der T-Zell Aktivierung,
Proliferation und Zytokinproduktion, — APOPTOSE — von CTLs und eventuell sogar
aktivierten T-Zellen einleitet [79, 80]. Ein weiterer Immuncheckpoint, der auf der
Membranoberflache aktivierter CD4* und CD8* T-Zellen exprimiert wird, ist lymphocyte
activation gene-3 (LAG-3). Dieser bindet an MHC-II in etwa viermal starker als CD4
und initiiert die ,Exhaustion® der T-Zelle [81-83]. Dies ist ein Status der T-Zelle, der aus
einer dauerhaften Antigenprasentation, beispielsweise wie im Rahmen einer
chronischen Infektion resultiert [84]. T-Zell-,Exhaustion® ist assoziiert mit der fehlenden
Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. IFN-y, TNF und IL-2, der
deutlichen Einschrankung des Proliferationspotenzials und einer erhéhten Expression

von Immuncheckpoints auf der Membranoberflache [85].
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1.3 Maligne Tumorerkrankungen — Entstehung und Progression

Wahrend des 19. Jahrhunderts wurde die Reproduktion einer Zelle durch das
Phanomen der Zellteilung nachgewiesen, wodurch die Zelltheorie begrindet wurde
[86]. Infolgedessen wurde die mitotische Zellteilung und die ,zytoskelettale
Nanomaschinerie® in den folgenden Dekaden grindlich erforscht [87]. Heutzutage sind
viele der Regulationsmechanismen des Zellzyklus wie zum Beispiel Onkogene und
Tumorsuppressorgene, die essentiell zur Zellteilung, -regulation und -differenzierung
beitragen, erforscht [88, 89]. Nichtsdestotrotz kbnnen Genmutationen beispielsweise
durch Radiation, Chemikalien, Virusinduktion oder oxidativer Stress zu einer
Fehlregulation des Zellzyklus fuhren und somit zur Entstehung eines unkontrollierten
Zellwachstums (Tumor) beitragen [90-93]. Zwei gut erforschte Beispiele fur
Tumorsuppressoren sind p53 und Retinoblastom (Rb), die bei Aktivierung und
anschlieBender Proteinbiosynthese zur Produktion der Proteine (genauer:
Transkriptionsfaktoren) p53 und Rb, fihren [94-96]. In intakten, gesunden Zellen sind
diese kaum messbar. Kommt es jedoch in der Zelle zu einer Fehlfunktion des
Zellzyklus z.B. durch einen DNA Schaden (Mutation), einer Hypoxie oder einer
Onkogen-Aktivierung, wird nun p53 in groRerer Menge produziert und aktiviert somit
indirekt Rb. Je nach Dauer und Intensitat der Akkumulation von p53 resultiert dies in
der Aktivierung von DNA Reparaturmechanismen, dem Stopp des Zellzyklus oder der
Apoptose der Zelle [97, 98]. Somit dienen diese zum Schutz des unkontrollierten
Wachstums. Sind nun zudem diese Proteine selbst von einer Mutation betroffen und
konnen deshalb ihre Funktion als Initiator von PraventionsmalRnahmen nicht
durchfiihren, so kann die Zelle in einen Zustand des unkontrollierten Wachstums, das
sogenannte Tumorwachstum, gelangen. Zunachst ist dieser Zustand benigne
(gutartig), kann allerdings unter Umstanden in einen bdsartigen (malignen) Status
Ubergehen. Zur Definition dieses Zustands haben D. Hanahan und R.A. Weinberg
bereits im Jahre 2000 die 6 Charakteristika von Krebs (engl.: six hallmarks of cancer)
postuliert und in den darauffolgenden Jahren 2011 und 2022 prazisiert und dem
aktuellen Forschungsstand angepasst [99-101]. Die originalen sechs Charakteristika
von Krebs aus dem Jahr 2000, die die Komplexitat der mehrstufigen Karzinogenese
beschreiben, sind:

1) Endogene Aufrechterhaltung der Zellproliferation
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2) Unempfindlichkeit gegenuber Inhibitoren des Wachstums
3) Umgehung des programmierten Zelltods (Apoptose)

4) Potenzial der unendlichen Replikation

5) Induktion einer persistenten Angiogenese

6) Metastasierung

Der komplexe Pfad von multiplen Mutationen endet folglich in der Aneignung dieser
sechs Charakteristika und klassifiziert somit eine Krebszelle [99].
Im Jahr 2011 wurden die sechs ,Basis“-Charakteristika von Krebs jeweils um 2 weitere
erganzt. Diese umfassen:

7) Dysregulation der zellularen Energiekontrolle
Wahrend intakte Zellen Sauerstoff zur Glukoseprozessierung und Energiegewinnung
nutzen (aerobe Glykolyse), kdnnen maligne Zellen zur anaeroben Glykolyse wechseln
(Warburg Effekt).

8) Immune-,Escape®
Da Immunzellen eine essentielle Rolle in der Bek&mpfung von malignen Zellen
spielen, versuchen diese der Immunabwehr zu entgehen [100]. Dies geschieht unter
anderem durch die Auspragung von Immuncheckpoints auf der Oberflachenmembran
von Tumorzellen. Wie oben beschrieben (1.2 Immuncheckpoints), induziert die
membranare Expression von PD-L1 auf den Tumorzellen und die anschlielRende
Bindung an den PD-1 Rezeptor auf T-Zellen die Apoptose der T-Zelle [102, 103].

In etwa eine Dekade spater flgten Hanahan und Weinberg zwei weitere
Charakteristika fur das maligne Wachstum hinzu:
9) Tumorwachstum-stimulierende Entziindung

Chronische Entzindungen koénnen bedingt durch die Anwesenheit von
Entzindungsmarkern wie z.B. Reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen
species; ROS) zusatzlich Mutationen beginstigen [104]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Tregs Unter lang-anhaltender Entziindung ihre Féhigkeit verlieren IL-10
zu produzieren und somit nicht mehr in der Lage sind, die Entziindung zu kontrollieren
[105].
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10) Genominstabilitdt und Mutation
Zudem fuhrt die Instabilitaét des Genoms zu einer erhéhten Frequenz von Mutationen
und beginstigt somit das maligne Wachstum. Ein erhdhtes Vorkommen an DNA
Schaden sind die Ursache fir diese Instabilitdt des Genoms [100] (Abbildung 3A).

Im Jahr 2022 wurden von Hanahan und Weinberg vier weitere Charakteristika einer
Tumorzelle postuliert (Abbildung 3B):

11) Phanotypische Plastizitat

12) Nicht-mutagene epigenetische Umprogrammierung

13) Polymorphes Mikrobiom

14) Tumorseneszenz [106]

Die zellulare Seneszenz ist zun&chst in humanen Fibroblasten beschrieben worden.
Diese verfugten nur tGber ein geringes Replikationspotenzial und fielen infolgedessen
in einen irreversiblen Zellarrest [107]. Infolgedessen konnte Seneszenz als Antwort auf
zellularen Stress infolge der Aktivierung von Onkogenen nachgewiesen werden [108].
In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass sich zellulare Seneszenz durch einen
stabilen Zellzyklus-Arrest als Antwort auf verschiedene Stressreaktionen, welche
durch Einflussfaktoren des tumor microenvironments (TME) (z.B. DNA Schaden,
N&hrstoffmangel) induziert, auf3ert [109]. Somit zeigen viele Publikationen den
protektiven Effekt einer seneszenten Zelle und dessen inhibierende Wirkung auf die
Tumorprogression auf, insbesondere die Therapie-induzierte Seneszenz [110-113].
Nichtsdestotrotz, gibt es kontroverse Studien, die zeigen, dass Therapie-induzierte
seneszente Zellen das Tumorwachstum auch fordern kann [114, 115]. Baker et. al.
konnte in transgenen Versuchsmausen darlegen, dass das Fehlen von pi16'nk4a-
positiven Zellen, welches als typischer Marker seneszenter Zellen gilt, in eine
verspatete Tumorgenese und altersbedingte Funktionseinschrankung verschiedener

Organe resultiert [116].
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Abbildung 3: Schematische lllustration der Charakteristika der Entstehung und Progression von
malignen Tumoren nach D. Hanahan und R. Weinberg. Die sechs Charakteristika Endogene
Aufrechterhaltung der Zellproliferation, Unempfindlichkeit gegeniber Inhibitoren des Wachstums,
Immune-,Escape”, Potenzial der unendlichen Replikation, Induktion der persistenten Angiogenese
wurden im Jahr 2000 in der Zeitschrift “Cell” als “The Hallmarks of Cancer” introduziert [99]. 2011 folgten
vier weitere Charakteristika: Tumorwachstum-stimulierende Entzindung, Genominstabilitdt und
Mutation, Umgehung des programmierten Zelltods und die Dysregulation der zelluldren
Energiekontrolle, die wiedermals in “Cell” als “Hallmarks of Cancer: The Next Generation” vorgestellt
wurden. 2022 wurden 4 weitere Charakteristika vorgestellt (phanotypische Plastizitat, nicht-mutagene
epigenetische Umprogrammierung, Tumorseneszenz und polymorphes Mikrobiom), die insbesondere
die Komplexitat der Krebsprogression auf einer phanotypischen Ebene erklaren [100]. Diese wurden im
“Cancer Discovery” als “Hallmarks of Cancer: New Dimensions” vorgestellt [101]. Modifiziert nach
Hanahan et al. [101]

1.4 Neuwertige Immuntherapien

Auf Basis der zuvor eruierten Mechanismen, die Tumorzellen fur ihr Wachstum zu
Nutze ziehen, wurden ebenso individuelle Therapien erforscht und begriindet, die
bereits klinisch zugelassen sind und nun in verschiedenen Studien als
Kombinationstherapie zum Zwecke der Erhdéhung der Therapieeffizienz gepruft

werden. Diese werden im Folgenden genauer erortert.
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1.4.1 Adoptiver T-Zelltransfer

Das Prinzip des adoptiven T-Zelltransfers erschloss sich priméar aus der Beobachtung,
dass Tumor-infiltrierende Lymphozyten aus malignen Melanomen (Primartumor) von
Patienten isoliert und mit autologen Melanom-Zellen des Patienten kokultiviert wurden
und es hierbei zur Melanomzelllyse durch die Tumor-infiltrierenden Lymphozyten kam
[117, 118]. Bruggen et al. gelangen 1991 erstmals die Klonierung des Antigens MZ2-
E aus einer humanen Melanom-Zelllinie. MZ2-E wird auf den MHC-I von Melanom-
Zelllinien préasentiert und wird von spezifischen CTLs erkannt [119]. In den
darauffolgenden Jahren wurden immer wieder neue Antigene aus Primartumoren von
Patienten isoliert und kloniert [120, 121]. Diese Methodik konnte als Basis fur die
anschlielende Klonierung von T-Zellen, isoliert aus dem Tumorgewebe oder aus
peripherem Blut, verwendet werden. Nach der Isolation der Tumor-infiltrierenden T-
Zellen werden diese hierbei in vitro kloniert, vermehrt und wieder in denselben
Patienten injiziert (Abbildung 4A). In metastasierten Melanompatienten konnte in
einer Phase I/ll Studie die Effizienz dieses Therapieansatzes belegt werden. Drei von
25 Patienten mit metastasiertem Melanom zeigten eine vollstandige Tumorregression
und sieben ein partielles Ansprechen auf die Therapie (engl.: objective response rate?:
ORR 42 %) [122]. Die ORR gibt die Proportion von Patienten mit einer
TumorgréfRenreduktion einer vordefinierten Grof3e innerhalb eines vordefinierten
Zeitraums an [123]. In anderen Studien mit &hnlichem Therapieansatz konnte eine
ahnliche ORR bestétigt werden (ORR: 42 — 55 %; n = 20 - 43) [124-127]. T-Zellen, die
aus peripherem Blut gewonnen werden, kdnnen auch genetisch modifiziert werden,
sodass der TZR spezifisch ein Antigen auf der Tumoroberflache (Tumor-assoziiertes
Antigen; TAA) erkennt und somit selektiv eine Immunantwort gegen die Tumorzelle
ausbildet (Abbildung 4B). In einer klinischen Studie wurden genetisch modifizierte T-
Zellen mit einem TAA-spezifischen TZR den Patienten mittels intravendser Infusion
verabreicht. Die ORR von klinischen Studien bei Patienten mit metastasiertem
malignem Melanom oder Synovialsarkom lag unter der Behandlung mittels TAA-
spezifischen T-Zellen bei 13 — 90 %; (n = 15 — 20) [128-131].

16



A ; B T-Zell Isolation vom
Extrahierter Tumor peripherem Blut

@; é@ m
PRNE \ /
‘. J & Tumorzellen

Tumor-infiltrierende
Lymphozyten (TILs) / Genetische Modifikation mit

TZR bd \g oder CAR
@ @L w0
09 ©
20 |
Prakondmonlerung

und T-Zell
T- Zellexpansmn T- Zellexpanston

\/

‘ j Administration

Abbildung 4: Schematische lllustration der Herstellung von T-Zellen fur den adoptiven T-
Zelltransfer. (A) Aus dem Primartumor des Patienten werden die sich darin befindlichen Tumor-
infiltrierenden T-Zellen (TILs) extrahiert und isoliert. Mittels in vitro T-Zellkulturansatz werden die TILs
expandiert, sodass dem prakonditionierten Patienten (im Rahmen einer vorangehenden
Cyclophosphamid oder Fludarabine Behandlung) genigend TAA-spezifische T-Zellen verabreicht
werden konnen. (B) Eine andere Methode ist die Isolation der T-Zellen aus dem peripheren Blut des
Patienten und die anschlieBende genetische Modifikation des T-Zell-Rezeptors der T-Zellen oder das
Hinzufigen eines chiméaren Antigenrezeptors (chimeric antigen receptor: CAR T-cell). Wiederum
werden die TAA-spezifischen T-Zellen in vitro kultiviert und expandiert und letztendlich in die

prakonditionierten Patienten injiziert. Modifiziert nach Met et al. [132].

1.4.2 Immuncheckpoint-Inhibitoren

Im Jahr 2018 wurden die Wissenschaftler James Allison und Tasuku Honjo mit dem
Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin fur ihre Entdeckung der Immuncheckpoints
gekdurt. Honjo et al. konnten 1992 nachweisen, dass die Expression von PD-1 eine
immunsupprimierende Wirkung induziert [133]. Auf dieser Basis konnte Allison et al.
in einem transgenen Mausmodell, in dem die Versuchsmause in einem Alter von 8 —
12 Wochen invasive und metastasierende Adenokarzinome entwickeln, zeigen, dass
monoklonale AK (AK), die den Immuncheckpoint cytotoxic T-lymphocyte-associated
Protein 4 (CTLA-4) blockieren (anti-CTLA-4 AK), in der Lage sind eine signifikante

Tumorvolumenreduktion zu induzieren; dies war letztendlich die Geburtsstunde der
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Immuncheckpoint-Inhibitoren [134]. CTLA-4 ist auf T-Zellen exprimiert und konkurriert
mit CD28 um die Liganden CD80 und CD86 (Signal 2). Im Rahmen der CTLA-
4:CD80/CD86 Bindung wird somit die Kostimulation, die zur T-Zellaktivierung bendtigt
wird, blockiert und es kommt nicht zur Aktivierung und Proliferation der T-Zelle [135,
136]. Mittels anti-CTLA-4 AK kann die Bindung CTLA-4:CD80/CD86 aufgehoben
werden und somit die T-Zellaktivierung durch die CTLA-4:CD80/CD86 Bindung
ermdglichen (Abbildung 5). Somit wurden 2011 die anti-CTLA-4 AK mit dem Namen
Ipilimumab von der FDA zur Behandlung des metastasierenden Melanoms genehmigt
[137]. Des Weiteren wurden andere Immuncheckpoint-Inhibitoren praklinisch und
klinisch evaluiert. Nach langanhaltender T-Zellaktivierung exprimiert die
antigenspezifische T-Zelle auf der Membranoberflache PD-1, das mit PD-1 (auf der
Membranoberflache von beispielsweise Tumorzellen) bindet und ein inhibierendes
Signal in der T-Zelle auslost. Eine dauerhafte PD-1:PD-L1 Interaktion fihrt zur T-Zell-
,Exhaustion“. Die Blockade von PD-L1, wie dem in 1.2 Immuncheckpoints
beschriebenen Mechanismus zu entnehmen ist, verhindert die PD-1:PD-L1 Interaktion
und somit auch den dauerhaften Zustand der T-Zell-Ermidung, in dem diese die T-
Zell-Effektor-Funktionen wiederherstellen und deren Reaktivitat deutlich steigern
(Abbildung 5). Dies konnte durch die metabole Reprogrammierung und
epigenetischen Veranderungen der ermideten T-Zelle nach Therapie bewerkstelligt
werden  [138, 139]. Auf dieser Basis konnten die PD-L1 Immuncheckpoint-
inhibitorischen AK bereits in die Klinik zugelassen werden: Unter dem Handelsnamen
Atezolizumab, zur Behandlung vom Nicht-kleinzelligem-Lungenkrebs wurde im
Vergleich zum bereits etablierten Arzneimittel Docetaxel eine erhohte Uberlebensrate
von 4,2 Monaten erwiesen [140]. Eine weitere klinische Studie mit 451 Trippel-
negativen Brustkrebs (TNB) Patienten ergab, dass das mediane Uberleben unter
Medikation von Atezolizumab und Paclitaxel (einem zugelassenen Arzneimittel zur
Behandlung von TNB) 25,0 Monate betrug und somit im Vergleich zum Placebo und
Paclitaxel (15,5 Monate) signifikant gesteigert werden konnte. Dies war jedoch nur in
Patienten mit PD-L1-positiven Tumoren der Fall und in der Gesamtgruppe geringer.
Somit spielt die basale PD-L1 Expression des Tumors eine wichtige Rolle bei der
Therapieeffizienz von PD-L1 AK [141].
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Ein weiteres zugelassenes Arzneimittel, das auf PD-L1 AK basiert, ist Durvalumab.
Durvalumab wird in der Klinik zur Behandlung von Lungenkrebs. Besonders empfohlen
wurde es dem Institut fir Qualitéat und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen fir
Personen mit fortgeschrittenem kleinzelligem Lungenkrebs mit der Mutation PD-L1
und fur Personen mit lokal fortgeschrittenem nicht kleinzelligem Lungenkrebs [142].
Avelumab, das dritte PD-L1 AK Anti-Krebs-Arzneimittel, wurde im Januar 2021 zur
Behandlung eines metastasierten Urotheltumors zugelassen [143]. Da LAG-3 u.a. die
CD4* T-Zell-Aktivierung inhibiert und die CD8* T-Zell-Effektorfunktion dampft, sorgt der
Immuncheckpoint-Inhibitor gegen LAG-3 flr eine Verstarkung der T-Zell-vermittelten
Immunantwort [144-146]. Zurzeit wird die Therapieeffizienz von Relatlimab (LAG-3 AK)
in verschiedenen malignen soliden Tumorerkrankungen (z.B. Melanom, Kleinzelliges

Lungenkarzinom) in Phase 2 Studien Uberprift [147, 148].

Lymph nodes Peripheral tissus

i/

CD28 \ 1
Inhi%nsl Inhi%nal
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_— o PD1 E PD-L

anti-CTLA-4 mAbs %&

- Ipilimumab
<. Tremellmumab anti-PD-1 mAbs anti-PD-L1 mAbs
- Nivolumab - Atezolizumab
- Pembrolizumab - Avelumab
- Cemiplimab - Durvalumab

Dendritic cell

Abbildung 5: Funktionsmechanismus der anti-CTLA-4, anti-PD-1 und anti-PD-L1 AK. Zun&chst
erkennt die antigenspezifische T-Zelle Uber ihren TZR das tumorspezifische Antigen, das Uber den MHC
auf den APC (beispielsweise DC oder Tumorzelle) prasentiert wird (Signal 1). Daraufhin fuhrt die
Expression des kostimulatorischen Molekils B7-1 (CD80) oder B7-2 (CD86) und deren Bindung an
CD28 zur Aktivierung der T-Zelle (Signal 2). Infolgedessen wird CTLA-4 auf der Membranoberflache
der T-Zelle exprimiert. Da die Affinitdt von CTLA-4 zu B7-1 oder B7-2 hoher als CD28 ist, wird diese
Bindung (Signal 2) priorisiert und vermittelt der T-Zelle ein inhibierendes Signal. Anti-CTLA-4 AK
hemmen dieses inhibierende Signal durch die Bindung mit CTLA-4. Unter einer anhaltenden T-Zell-

Aktivierung exprimiert die aktivierte T-Zelle auf dessen Membranoberflache PD-1, das an PD-L1 (u.a.
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membranar exprimiert von Tumorzelle) bindet. Diese Bindung induziert ein inhibierendes Signal in der
T-Zelle und endet in der T-Zell-Apoptose. Anti-PD-1 und anti-PD-L1 AK blockieren diese Bindung und

induzieren somit die Reaktivierung antigenspezifischer T-Zellen. Modifiziert nach Desnoyer et al. [149].

1.4.3 Onkolytische Virustherapie

Eine relativ neue Strategie der Tumortherapie basiert auf onkolytischen Viren, die
selektiv Tumorzellen infizieren, sich in diesen replizieren und die Tumorzellen lysieren
und folglich neue Tumorzellen befallen. Das genetisch modifizierte Herpes Simplex
Virus Typ 1 (HSV-1) Talimogen laherparepvec (T-VEC), produziert von dem US-
Unternehmen Amgen (Thousand Oaks, Kalifornien, Vereinigte Staaten), wurde im Jahr
2015 als erste und bisher einzige onkolytische Virustherapie von der FDA und EMA
zur klinischen Therapie des metastasierenden malignen Melanoms zugelassen. Die
Viren wurden mithilfe gentechnischer Verfahren so modifiziert, dass sie selektiv
Tumorzellen infizieren und eine spezifische adaptive Immunantwort hervorrufen
konnen [150, 151]. Diese wird mittels zweier genetischer Deletionen erméglicht:
A) Infected cell protein 34.5 (ICP34.5)-Gen
B) Infected cell protein 47 (ICP47)-Gen

Das Fehlen vom ICP34.5-Gen zerstort die Neurovirulenz und virale
Abwehrmechanismen des HSV-1, wodurch die exponentielle Replikation des Virus in
normalen Zellen ausbleibt. Tumorzellen dagegen verlieren meist die Fahigkeit sich
gegen die Vermehrung des Virus zu wehren (engl.: Interferon-induced PKR-mediated
block) und das Virus infiziert, repliziert und lysiert die Tumorzelle selektiv. Das ICP47
Protein induziert eine Inhibition des Antigenpeptid-Transporters (TAP), das fur die
Translokation von Peptiden durch das Endoplasmatische Retikulum (ER) sorgt und
somit zur Herabregulation des MHC-I fuhrt. Wird das (ICP47)-Gen durch
gentechnische Verfahren deletiert, erhdht sich die MHC-1 Expression und somit auch
die anti-tumorale CTLs-vermittelte Immunabwehr. Somit wird die selektive Abwehr
gegen virus-infizierte Krebszellen initiiert, wéhrend normale
Zellen unberihrt bleiben [152]. Diese Mechanismen gewahrleisten eine selektive
Infektion von Krebszellen mit dem T-VEC und zeigten sich in den Phase-I und Phase-
lI-Studien als sehr sicher [153]. Des Weiteren verfugt T-VEC Uber eine genetische

Insertion — beide Kopien des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
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Faktor (engl.: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF)-Gens
wurden in das virale Erbgut eingefiigt — wodurch die Aktivierung und Proliferation von
DCs stimuliert und somit die Immunabwehr selektiv gegen Tumorzellen gesteigert
wird. Hierbei wird bei der humanen Version des Virus (T-VEC) das humane GM-CSF
und bei der murinen Version (OncoVEX) die murine Variante des Gens eingesetzt.
Zurzeit laufen mehrere Studien, die unter anderem die Therapieeffizienz von einer
kombinierten Viro-Immuntherapie mit T-VEC und ICl evaluieren. Eine bereits
abgeschlossene Phase-2-Studie bei der Patienten mit metastasierendem Sarkom mit
der Kombination aus Pembrolizumab (i.v.; 200 mg) und T-VEC (intratumoralen (i.t.);
108 plaque forming units (PFU)) behandelt wurden, zeigte in der histologischen

Auswertung eine erhéhte anti-tumorale Immunantwort [154].

1.5 Experimentelle Tumormausmodelle
Im folgenden Abschnitt werden die experimentellen Tumormausmodelle aufgefihrt,
die im Rahmen dieser Dissertationsarbeit aufgefiihrten Studien verwendet wurden.

1.5.1 Endogenes RIP1-Tag2 Inselzellkarzinommodell

Das RIP1-Tag2 Inselzellkarzinommodell wurde 1985 von Douglas Hanahan
charakterisiert [155]. In diesem Tumormodell kontrolliert der Ratten-Insulin-Promotor
(RIP1) ein Onkogen des Simian-Virus 40 (SV40) wodurch das ,Large T-Antigen“ (Tag)
in allen 3-Zellen des Pankreas exprimiert wird [156]. Dieser Mechanismus fuhrt zur
Inhibition der Tumorsuppressor-Proteine p53 und Rb und letztendlich zur malignen
Transformation und mehrstufigen Karzinogenese der Inselzellen (Synonym:
Langerhans’sche Inseln; illustriert in Abbildung 6). Ab der 5. Lebenswoche kommt es
in den Pankreata der RIP1-Tag2 Mause zur Entwicklung von hyperplastischen Inseln
und ab der achten Lebenswoche zum ,angiogenic switch“ und infolgedessen zur
vermehrten Angiogenese und Nahrstoffversorgung der hyperplastischen Inseln. Ab
der 10. Lebenswoche entwickeln sich kleine solide Tumore und spatestens ab der
Lebenswoche 12-14 invasive Inselzellkarzinomen, welche auch lymphogen in die
naheliegenden Organe metastasieren konnen [157-159]. Aufgrund der Vermehrung

der insulinproduzierenden R-Zellen kommt es konsequenterweise zur erhdhten
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Insulinproduktion und infolgedessen zur Verringerung der Blutglukosewerte.
Spatestens im Alter von 14-15 Wochen versterben die RIP1-Tag2 Mause an
Hypoglykéamie. Demzufolge ist der Blutglukosewert ein indirekter Parameter flr das
Tumorvolumen. Umso niedriger der Blutglukosewert umso gréf3er das Tumorvolumen
[160] (Abbildung 6).

L 1
L)

Hyperplastische ,Angiogenic  Kieine solide
Inseln switch“ Tumore

Invasive Inselzellkarzinome

‘Blutglukosewert ' —

Abbildung 6: Maligne Transformation im RIP1-Tag2 Tumormodell. Ab der 5. Lebenswoche
entwickeln RIP1-Tag2 Mause in deren Pankreata hyperplastische Inselzellen. Infolge des ,angiogenic
switch® in der 8. Lebenswoche kommt es zur Induktion der Angiogenese und ab der 10. Lebenswoche
zur Entwicklung kleiner solider Tumore und im weiteren Verlauf zu invasiven Inselzellkarzinomen. Durch
die deutliche Zunahme der 3-Zellen erhoht sich die Insulinproduktion und Insulinfreisetzung, sodass die
RIP1-Tag2 Mause mit einem Alter von 14-15 Lebenswochen an Hypoglykamie sterben. Adaptiert von
Bergers et al. 1999 [161] und modifiziert von Schorg, 2021, S. 48.

Anhand ihrer GroRRe lassen sich die Inselzellkarzinome sehr gut mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) darstellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Magnetresonanztomographische (MRT) Aufnahme einer RIP1-Tag2 Maus in der 12.
Lebenswoche. Koronale (links) und axiale (rechts) MRT Darstellung des unteren Corpus mit markierten
(weil3e Pfeile) RIP1-Tag?2 Inselzellkarzinomen. MRT Aufnahme wurde eigens am 7 Tesla MRT Scanner

erworben.

RIP1-Tag2 Versuchsméuse werden aufgrund der Homologie ihrer Tumorentwicklung
und der Ahnlichkeit zur Tumorprogression im Menschen oftmals zu Therapiestudien
mit translationalen Charakter eingesetzt.

Zum Beispiel wurde von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Rdcken
(Universitatshautklinik Tiibingen) gezeigt, dass die mehrmalige Applikation von 107
IFN-y produzierenden Tumorantigen-spezifischen CD4* T-Zellen (Tag-Twl) nach
initialer Depletion der Immunzellen mittels 2 Gy Ganzkorperbestrahlung das Uberleben
von RIP1-Tag2 Versuchsmausen signifikant von 14 auf 30 Lebenswochen verlangern
lasst [162]. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass von aktivierten Tag-Tul Zellen
sezernierten Zytokinen IFN-y und TNF eine zentrale Bedeutung durch die Induktion
der Tumorseneszenz zukommt. TNF-Rezeptor-1-defiziente RIP1-Tag2
Versuchsmause, die mit der Tag-Tul-basierten Therapie behandelt wurden, zeigten
sogar unter zusatzlicher Applikation von anti-IFN-y AK eine Zunahme des
Tumorwachstums [162, 163].
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1.5.2 Subkutanes Ovalbumin (OVA)-exprimierendes B16 Melanom und MC38

Kolon Adenokarzinom-Tumormodell

Eiklar besteht zu 54 % aus Ovalbumin (OVA) [164]. Trotz der fehlenden Protease-
Inhibitor-Aktivitat gehort OVA zur Serpin Familie [165]. Mittlerweile hat sich OVA als
artifizielles TAA in verschiedenen experimentellen Tumormodellen bewahrt, wie zum
Beispiel im B16 Melanom (OVA-B16), MC38 Kolon Adenokarzinom (OVA-MC38) oder
auch im PyMT Brustkrebs (OVA-PyMT), die u.a. in préklinischen Studien zur
Evaluation der Therapieeffizienz zu Nutze gezogen werden [166-168]. Hierbei werden
transgene CD8* T-Zellen aus OT-I Spendermausen in vitro OVA-spezifisch polarisiert
und kultiviert. Unter der Gabe von IL-2, CPG Oligonukleotid ODN 1668 (ein TLR9
Agonist), anti-IL-4 AK und dem OVA-Peptid (Ova 257-264, SIINFEKL) differenzieren
naive OT-l Zellen zu CTLs (Tc1 Zellen). Wie unter 1.1.2 bereits erwahnt, zeichnet sich
die CTL durch einen pro-inflammatorischen Phanotypen mit der Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine, Perforine und Granzyme aus. Werden die OT-1 Tc1 Zellen
in eine Versuchsmaus mit OVA-exprimierenden Tumorzellen appliziert, so erkennen
diese Zellen das OVA Peptid, das auf der Membranoberflache des Tumors mittels
MHC-1 prasentiert wird [169]. Daraufhin werden die OT-lI Tcl Zellen aktiviert und
sezernieren Perforine und Granzyme aus, wodurch die OVA-exprimierende
Tumorzelle lysiert wird [170].

Es kdénnen auch transgene OVA-spezifische CD4* Thl Zellen (OVA-TH1) aus OT-II
Spenderméausen in vitro kultiviert werden. Auch hier wird durch die Gabe von IL-2,
CPG Oligonukleotid ODN 1668, anti-IL-4 AK und dem OVA-Peptid 323-339 eine
Differenzierung in einen pro-inflammatorischen Phanotypen, genauer in eine Thl Zelle
erreicht. Die OVA-Tul Zellen kdénnen nun in eine Versuchsmaus mit OVA-
exprimierenden Tumorzellen appliziert werden. Durch phagozytierende Zellen (z.B.
APCs) wird das OVA Peptid aus OVA-exprimierenden Tumorzellen aufgenommen,
anschlieend lysosomal degradiert und mittels MHC-II prasentiert [171, 172]. Die
applizierten OVA-TH1 Zellen erkennen das MHC-II prasentierte OVA-Peptid selektiv.
Nach der Bildung des OVA- TZR/OVA-Peptid MHC-II Komplexes kommt es zur T-Zell-
(Re-)Aktivierung und in dessen Folge zur Sezernierung von pro-inflammatorischen
Zytokinen (IFN-y und TNF) durch die OVA-TH1 Zellen. Diese Zytokine beeintrachtigen
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die Differenzierung der Makrophagen und tragen zur Differenzierung endogener naiver
antigenspezifischer CD8* T-Zellen bei (Signal 3) [173].

Eine lokale Bestrahlungstherapie (1x 15 Gy oder 5x 3 Gy) von OVA-B16
tumortragenden Versuchsmausen resultierte in einer erhéhten Anzahl von
spezifischen IFN-y-produzierenden T-Zellen im Vergleich zu den nicht-bestrahlten
Kontrollmausen [174]. Nichtsdestotrotz, konnte in diesem Mausmodell keine
signifikante Tumorreduktion mittels OT-1l Thl Zellen erreicht werden [175, 176].
Ciraolo et al. konnten allerdings zeigen, dass die Applikation von OT-I CD8" T-Zellen
in PD-1- und LAG-3-defiziente OVA-B16 tumortragende Mause deren Uberleben
signifikant steigert [177].

Das (OVA-) MC38 Kolon Adenokarzinom-Modell ist als Immuncheckpoint-Inhibitor
Therapie (PD-L1 AK)-sensitives Tumormodell bekannt. Die Therapie mit PD-L1 AK
fuhrt hierbei oftmals zur Reduktion des Tumorwachstums (,partial responder®) [178,
179]. Aufgrund dessen wird dieses zur Erforschung der Immunreaktion im Rahmen
einer Immuntherapie eingesetzt. So hat z.B. die Blockade von PD-L1 oder PD-1 mittels
PD-L1 oder PD-1 AK das Tumorvolumen von MC38 tumortragenden Versuchsméusen
bis zum Versuchsende zur nahezu vollstdndigen Tumorregression gefuhrt [180].

1.6 Bildgebende Verfahren

In der modernen Medizin wie auch in der praklinischen und klinischen Forschung
werden eine Reihe von bildgebenden Verfahren zur Diagnostik und zur zwei- oder
dreidimensionalen Visualisierung von Organen und Strukturen eingesetzt.
Bildgebende Verfahren liefern nicht-invasive in vivo Informationen zur Morphologie,
Anatomie und teils auch zur Funktionalitat des Korpers und unterscheiden sich in der
Sensitivitat und Spezifizitat. Die Bildgebungsmodalitdten, die im Rahmen dieser
Dissertation eingesetzt wurden, werden im Folgenden eingeleitet.

Am 8. November 1895 entdeckte der deutsche Physiker Wilhelm Conrad Réntgen die
nach ihm benannten Rontgen-Strahlen, wofur er 1901 mit dem ersten Nobelpreis fir
Physik gekirt wurde und somit den Grundstein fir bildgebende Verfahren legte [181].
Seitdem wurden viele innovative Methoden zur Visualisierung der Anatomie und
Pathophysiologie auf makroskopischer wie auch mikroskopischer Ebene entwickelt.

Hierzu gehoren unter anderem die MRT, die Positronen-Emissions-Tomographie
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(PET) oder die Biolumineszenz-basierte  Bildgebung. Jede  dieser
Bildgebungsmethoden basiert auf verschiedenen zugrunde liegenden Mechanismen
mit individuellen Vor- und Nachteilen wie z.B. Penetrationstiefe oder Sensitivitat. In
Abbildung 8 sind einige dieser unterschiedlichen Bildgebungsmethoden bezuglich
Sensitivitat und Penetrationstiefe illustrativ veranschaulicht. Das MRT zeichnet sich
durch die groRBe Eindringtiefe und niedrige Sensitivitdit aus, wohingegen die
Biolumineszenz eine niedrigere Eindringtiefe und eine hohe Sensitivitat hat. Somit

werden je nach Fragestellung bestimmte Bildgebungsmethoden préferiert.

Cerenkov Biolumineszenz

o Ultraschall Raman

Optoakustik Fluoreszenz

mm 4

cm A

Penetrationstiefe/“Field of View"

niedrig B hoch
Sensitivitat

Abbildung 8: Schematische Darstellung verschiedener bildgebenden Verfahren, repréasentiert
als Wasserfahrzeug. Angegeben sind jeweils die Penetrationstiefe (Y-Achse) sowie die Sensitivitat (X-

Achse). Enthnommen aus Pirovano et. al. (2020) [182].

1.6.1 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

In dem Artikel ,Die Quantum Theorie des Elektrons® (1928) hat P. Dirac zum ersten
Mal das Positron beschrieben. Dieses ist das Antiteilchen des Elektrons und weist im
Gegensatz zu diesem eine positive elektrische Ladung auf [183]. Das Positron konnte
1933 auch von C. D. Anderson experimentell im Rahmen der Erforschung der
kosmischen Strahlung nachgewiesen werden [184]. Die wohl bekannteste Anwendung
dieser Entdeckung findet man heutzutage in der Nuklearmedizin als nicht-invasives
bildgebendes Verfahren: Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Die PET basiert
auf dem Prinzip, dass bestimmte Isotope (Radionuklide) bei inrem radioaktiven Zerfall
ein Positron aussenden (3*-Zerfall). Das Radionuklid kann nun an ein funktionelles
Molekdl, beispielsweise an einen minibody gebunden werden. Diese Verbindung ist
der sogenannte Tracer [185]. Die B*- Zerfallsgleichung [186]:
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pon+et+u,

Beim B*-Zerfall wird das Proton (p) in ein Neutron (n), ein Positron (e*) und ein

Neutrino (v,) umgewandelt.

Somit lautet die Gleichung des B* - Zerfalls am Beispiel des Molekils ‘éX [187]:
X -, 4+ et + v,

Der B*- Zerfall reduziert die Atomnummer Z des Molekiils 4X um eins und somit

entsteht ein neues Molekdl: Z_“llY. [187]. Beidiesem Prozess gelangt das Positron ins
umliegende Gewebe und sobald es auf ein Elektron trifft, flhrt dies dazu, dass sich
beide Teilchen vereinen und sogenannte Vernichtungsstrahlung
(Annihilationsstrahlung) in Form von zwei Gammaquanten von je 511 keV (in einem
Winkel von nahezu 180° zueinander) freigesetzt wird. Diese Gammaquanten bewegen
sich mit Lichtgeschwindigkeit durch das Gewebe und werden von speziellen PET
Detektoren im PET-Scanner detektiert [188] (Abbildung 9 I.).

IV.) PET Aufnahme

1)

Prozessierung —_— Bild-

rekonstruktion

Energie
Zeit
Position

Annhihilation

Positron f
emittierendes Positron
Radionuklid Elektron

Gammastrahlen

Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung des Verarbeitungsschemas der PET zeigt die Erfassung
der Gammastrahlung bis hin zur vollstandigen Rekonstruktion der Aufnahme. Adaptiert von [189-

191]

27



Diese PET Detektoren sind aus mehreren Szintillationskristallen aufgebaut. Sie
bestehen aus dichtem Material wie Lutetiumoxyorthosilikat mit einer hohen
Protonenanzahl, die eine hohe Interaktionswahrscheinlichkeit mit den emittierten
Gammaquanten bieten [192]. Die Gammaquanten werden von den
Szintillationskristallen gestoppt, wodurch die Kristalle angeregt werden. Die Detektion
eines Gammaquantums wird auch als ,event‘ bezeichnet. Diese Anregung flhrt zur
Freisetzung mehrerer Szintillationsphotonen mit einer niedrigeren Energie als der des
ursprunglichen Gammaquants, die mittels spezieller Sensoren detektiert werden
konnen. Beispiele fur diese Sensoren sind ,Photomultiplier Tubes (PMTs)“ oder auf
Silizium basierende Avalanche Photodiodes oder Silicion Photomultipliers. Diese
Sensoren wandeln die Photonen in ein elektrisches Signal um und verstarken dieses.
Dieses Signal kann durch nachgeschaltete Verstarkerstufen weiter verstéarkt und
mittels integrierter Messelektronik gemessen werden [193].

Bei der Event-Prozessierung werden die Detektionszeitpunkte einzelner events auf
Koinzidenzen analysiert. De facto wird Uberprift, ob die einfallenden Gammaquanten
innerhalb eines bestimmten Zeitfensters registriert werden (Abbildung 9 II.). So
werden aus den singuldren events koinzidente ,Eventpaare” gebildet, die mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit von ein und derselben Annihilation stammen. Diesen
Prozess nennt man elektronische Kollimierung. Folgen zwei events innerhalb eines
sehr engen Zeitfensters (z.B. 4 ns) aufeinander, werden diese als Eventpaar registriert
[194]. Diesem Eventpaar kann eine ,line of response“ (LOR) zugeordnet werden
(Verbindungslinie zwischen zwei Detektoren) (Abbildung 9 I.). Wie oben bereits
erwahnt, treffen die bei der Annihilationsstrahlung freigesetzten Photonen in einem
Winkel von nahezu 180° zueinander auf die PET Detektoren und werden von den
beiden Detektoren, die entlang der zugehdrigen LOR liegen, detektiert. Hierbei spricht
man von der echten , True“ Koinzidenz (Abbildung 10). Es werden mehrere LORs und
dementsprechend mehrere events bendtigt um die Verteilung des Tracers zu
bestimmen. Die LORs eines kompletten PET Scans werden in ein Sinogramm
einsortiert, welches herangezogen wird, um mithilfe mathematischer Algorithmen ein
tomographisches Bild zu rekonstruieren [192].

Bei der Event-Prozessierung ist es wichtig echte Koinzidenzen von anderen,

beispielsweise einer ,Scatter Koinzidenz oder einer ,Random® Koinzidenz zu
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unterscheiden. Interagiert ein Photon mittels des Compton-Effekts mit einem Elektron,
so wird das Photon von seiner urspringlichen Flugbahn abgelenkt. Dieser als "Scatter”
bezeichnete Prozess fuhrt dazu, dass falschlicherweise eine LOR angenommen wird,
welche nicht den Ursprung der realen Annihilation abbildet. Dieser Messfehler muss
in der Event-Prozessierung bericksichtigt werden. Da durch die Ablenkung des
Photons das Photon an Energie verliert, trifft es mit einer geringeren Energie (< 511
keV) auf den Detektor im Vergleich zu einem Photon, dass nicht abgelenkt wurde.
Somit ist es moglich gestreute Events anhand ihrer gemessenen Energie zu
identifizieren und sofern diese unterhalb eines Energiegrenzwerts sind, zu verwerfen
[195].

Ein weiterer Messfehler passiert, wenn zwei Photonen mit einer Energie von 511 keV
unabh&ngig voneinander, d.h. nicht von der gleichen Annihilation stammend, innerhalb
des Koinzidenzzeitfensters auf die PET Detektoren treffen und somit als Eventpaar
registriert werden (,Random*“ Koinzidenz, Abbildung 10). Dies kann geschehen, wenn
eines der Photonen des urspringlichen Photonenpaars (von der gleichen Annihilation)
innerhalb des zu untersuchenden Objekts gestreut (Compton Scatter) oder gestoppt
(Photoelektrischer Effekt, d.h. absorbiert bei vollstandiger Ubergabe seine Energie an

ein Elektron) wurde.

Echte Koinzidenz ,Scatter* Koinzidenz ,Random® Koinzidenz
Sz, Wy
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S % §
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Abbildung 10: Schematische lllustration von drei Eventtypen, registriert von PET Detektoren.
Adaptiert aus [190].

PET zeichnet sich aus durch eine sehr hohe Sensitivitat, eine Quantifizierbarkeit und
erlaubt longitudinale Messungen zur Bestimmung der Biodistribution des radioaktiven

Tracers. Der Tracer ist das funktionelle Molekil, das am Radionuklid gebunden ist und
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am Stoffwechsel im Koérper teilnimmt und hierdurch funktionelle Informationen liefert
[196]. Bei der Wahl des Radionuklids spielen Faktoren wie Halbwertszeit und Kinetik
eine zentrale Rolle. Die Kinetik bestimmt die Dauer, die bendétigt wird, bis die
spezifische Bindung erreicht ist. Zudem haben verschiedene Radionuklide
unterschiedliche Positronen-Reichweiten. Es gilt, je hther die Reichweiten, umso
unpraziser die Lokalisierung des Annihilationsortes. Dies resultiert in einer
verschlechterten ortlichen Auflosung. Somit werden je nach funktionellem Molekul

Isotope mit verschiedenen Halbwertszeiten verwendet:

Mittlere B*-

Radionuklid  Halbwertszeit Tracer (Bsp.) Anwendung Reichweite in

Wasser (mm)

. . Neurologie:
20,4 min 1C-raclopride ) 0,85 [197]
Metabolismus
Kardiologie:
150-H20 . 1,80 [198]
Perfusion
Onkologie:
18F-FDG* _ _ 0,46 [199]
Diagnostik
Humaner CD4*
64Cu-CD4-Nb1 0,60 [200]
Nanobody

Tabelle 1: Auflistung verschiedener Radionuklide und deren mégliche Radiopharmaka (Tracer)
fur die PET. Je nach Halbwertszeit werden die Tracer in verschiedenen Anwendungsbereichen zur
praklinischen sowie klinischen Forschung genutzt. *Abklrzung: 2-[(18)F]fluoro-2-deoxy-D-glucose, 18F-

Fluorodeoxyglucose (*8F-FDG). Mittlere Weglénge adaptiert aus [201, 202]

Der wohl am haufigsten verwendete Tracer in der onkologischen Diagnostik ist 2-
[(18)F]fluoro-2-deoxy-D-glucose (*¥F-FDG) [203, 204]. Die Glukose-Homgostase spielt
eine zentrale Rolle im Metabolismus und dessen Dysregulation ist assoziiert mit
verschiedenen Pathologien wie zum Beispiel dem Tumorwachstum. Ein
fortgeschrittenes Tumorwachstum resultiert haufig in einer Metastasierung in
umliegendes Gewebe (1.3 Maligne Tumorerkrankungen - Entstehung und
Progression). Das Tumorwachstum erfordert viel Energie, die die Tumorzellen u.a. in
Form von Glukose aufnehmen [205]. 18F-FDG wird im menschlichen Koérper besonders
in den Orten mit einem hohen Glukoseverbrauch angesammelt und ist somit in der
PET darstellbar [206]. Aus diesem Grund wird 8F-FDG auch zur Untersuchung von
pathologischen Veranderungen im Gehirn Metabolismus wie z.B. zur Erforschung der
Alzheimer Erkrankung verwendet [207].
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Zudem gibt es Tracer, die selektiv einen spezifischen Zelltypen darstellen kénnen. Ein
Beispiel hierfir ist 9-[4-[(18)F]fluoro-3-(hydroxymethyl)butyl]guanine (**F-FHBG). 8F-
FHBG wird verwendet, um das HSV-1 Thymidin-Kinase (HSV-1-tk) Reportergen im
lebenden Organismus darzustellen [208]. Mithilfe der Cre-induzierbaren Expression
eines spezifischen Thymidin-Kinase Reportergens (sr39tk) in der Zielzelle konnten
beliebige Zelltypen in der ,PET-Reportermaus” visualisiert werden [209]. Hierzu
wurden vorerst R26 Knock-in Versuchsmause, die ein Transgen flr Cre-induzierbare
sr39tk (sr39tk Linie) Expression trugen, mit Versuchsméusen verpaart, die Cre unter
der Kontrolle eines spezifischen Promotors z.B. Pf4, CD4 oder Myh6 exprimierten ,Cre
Linie“. In den Nachkommen wird nun die sr39tk selektiv und ausschlielich in den
Zielzellen (Pf4, CD4 oder Myh6) exprimiert (Abbildung 11A). Gelangt nun 8F-FHBG
in die Blutbahn, so wird dieses ebenfalls von den Zielzellen aufgenommen und durch
die sr39tk phosphoryliert, wodurch es die Zielzelle nicht mehr verlassen kann und
gefangen ist (Abbildung 11B). Somit kénnen die Blutplattchen, CD4* T-Zellen oder
Kardiomyozyten mittels ®F-FHBG-PET visualisiert werden [209].
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Abbildung 11: Schematische lllustration der Generierung von PET-Reportermausen zur
Detektion von spezifischen Zellen mittels 8F-FHBG-PET. (A) Zuerst wird die ,sr39tk Mauslinie®
generiert, die die modifizierte HSV-1 Thymidinkinase ,sr39tk“ in allen Zellen exprimiert. In dieser
Mauslinie wird sr39tk durch die loxP-flankierte Gen-Kassette (zwischen den schwarzen Dreiecken)
»tomato red fluorescent protein“ (mT) blockiert. Diese wird nun gekreuzt mit der ,Cre Linie®, die die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle eines spezifischen Promoters (z.B. Pf4, CD4, Myh6) tragt. Diese
Kreuzung fihrt zur Generation der Reportermaus, in der die Cre-Rekombinase die sr39tk Expression in
der Zielzellpopulation aktiviert. (B) In Zellen ohne Cre-Rekombinase ist vom L2 Allel das mT, jedoch
nicht sr39tk exprimiert. So gelangt nun 18F-FHBG in die Zelle und kann diese schnell wieder verlassen.
Unter der Cre-Rekombinase wird die mT Gen-Kassette entfernt und das L2-Allel konvertiert zum L1
Allel (das nur eine loxP Seite tragt) durch das sr39tk nun exprimiert werden kann. Gelangt nun 8F-
FHBG in die Zielzelle, wird es vom sr39tk phosphoryliert und kann die Zelle nicht mehr verlassen. Somit
erfolgt die Akkumulation von 8F-FHBG in den Zielzellen, die mittels 8F-FHBG-PET dargestellt werden

kénnen. Abbildung nach Thunemann et al. [193].
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1.6.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eins der zentralen Elemente in der
heutigen Bildgebung zur Darstellung von Morphologie und Anatomie. Zur
Beantwortung funktioneller Fragestellungen dient die funktionelle MRT (fMRT). Die
Technik basiert auf dem von F. Bloch und E. M. Purcell entdeckten Phanomen der
magnetischen Resonanz. Diese beschreibt den Effekt, bei dem Atomkerne eines
Materials in einem konstanten Magnetfeld elektromagnetische Strahlung absorbieren
und emittieren. F. Bloch und E. M. Purcell wurden aufgrund dieser Entdeckung 1952
mit dem Nobelpreis gekurt [210, 211]. Die frihen 1980er Jahre gelten als Startschuss
fur die routinemafige klinische Applikation der MRT. Seitdem folgten diverse
Entdeckungen, die die Anwendungsmaglichkeiten der MRT vervielfaltigen. Diese sind
unter anderem die Sequenz-Acquisitions-Strategien, funktionelle Messungen,
Diffusionsgewichtete MRT, Perfusionsmessungen oder pH Messungen (z.B. CEST-
MRT) [212-215]. Das Prinzip der MRT beruht auf der ,Spin“-Eigenschaft einiger
Atomkerne, wie z.B. bei den Isotopen 'H oder '3C [216]. Dieser Kernspin (auch:
Eigendrehimpuls) beschreibt den Drehimpuls des Protons um die eigene Achse,
wodurch ein lokales Magnetfeld mit Nord- und Stdpol generiert wird. Im MRT herrscht
ein starkes Magnetfeld (Bo). Somit richten sich die Protonen parallel zu Bo und
antiparallel zu Bo aus. Die préaferierte Ausrichtung der Protonen ist parallel zu Bo, da
diese weniger Energie bendtigt. Folglich sind mehr Protonen parallel als antiparallel
ausgerichtet. Insgesamt richten sich (unter dem Erdmagnetfeld) pro 10.000.000
parallel ausgerichteten Protonen rund 10.000.007 Protonen antiparallel zu Bo aus
[217]. Durch diesen kleinen Unterschied ergibt sich der Nettomagnetisierungsvektor
(Mz). Die Spins, die nach Bo ausgerichtet sind, sind nicht statisch fixiert, sondern
kreisen in einer Rotationsbewegung um die Richtung von Bo — die Prazession. Die
Frequenz dieser Prazession, auch Larmorfrequenz bezeichnet, wird bestimmt durch
die magnetische Feldstarke (Bo) und das gyromagnetische Verhaltnis des Kerns (y).

Larmorgleichung [218]):

YBo
2nF =vB, & F =—
T YDy o

Mz innerhalb von Bo ist im Equilibrium und produziert kein messbares Signal. Um nun

eine Information Uber den Kernspin zu erhalten, muss die Richtung von Mz verédndert
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werden. Dies geschieht mithilfe elektromagnetischer Strahlung (Radiofrequenz, RF)
entsprechend der exakten Larmorfrequenz. Die Richtungsveranderung geschieht
durch den Energietransfer von der RF zu den Protonen. Dieser Energietransfer kann
nur gewdhrleistet werden, wenn die RF dieselbe Frequenz wie die
Prazessionsfrequenz der Protonen hat und diese miteinander resonieren. Hierauf
basiert der Term Magnetresonanz. Die RF hat zwei Effekte auf die Protonen: Zum
einen erhalten die Protonen Energie und gelangen somit in einen hdheren
Energiezustand. Zum anderen sorgt die RF fir einen synchronen Richtungswechsel
der Protonen. Hierdurch entstent die Transversalmagnetisierung, die im
dreidimensionalen Feld auf der x-y-Achse liegt. Beim Abklingen der RF nimmt die
Transversalmagnetisierung ab (transversale Relaxation) und die Protonen relaxieren
in ihren Ursprungszustand (longitudinale Relaxation). Zur Modulierung des Kontrasts
der MRT-Aufnahme konnen nun die Protonendichte und die Relaxationszeiten als
Parameter genommen werden. In beispielsweise luftreichen Organen wie der Lunge
herrscht eine geringe Protonendichte, sodass diese in einer T2-gewichteten MRT-
Aufnahme ,hypointense* erscheinen [219].

Die Ausrichtung an den Zustand vor der RF Exposition (Ursprungszustand) ist die
Langsrelaxation und wird bestimmt durch die T1 Relaxationszeit. Diese wird definiert
als Zeit, die bendtigt wird, um 63 % des Ursprungszustands nach RF Exposition zu
erreichen. Diverse murine und humane Organe reflektieren verschiedene T1 Werte. So
hat zum Beispiel die humane Leber eine Relaxationszeit von 569 + 39 ms, wobei die
der Pankreas bei 1,172 + 71 ms liegt (bei 1,5 T; Werte als Median angegeben) [220].
Die transversale Relaxationszeit wiederum basiert auf den Eigenschaften des
Kernspins. Kurz nach RF Exposition prazessieren die Atomkerne vollstandig synchron
und es entsteht eine Transversalmagnetisierung. Mit der Zeit stellt sich eine
Asynchronitat ein, begunstigt durch kleine Unterschiede in der Larmorfrequenz, die
durch lokale magnetische Unterschiede im Rahmen von Kernspin-Interaktionen im Bo
zustande kommen. Aufgrund dieser Eigenschaft der Kernspins wird dieser Prozess
auch als Spin-Spin Relaxation bezeichnet und wird bestimmt durch die T2
Relaxationszeit. Dies ist die Zeitspanne, nach der die Transversalmagnetisierung ca.

37 % zerfallen ist. Die Relaxationszeiten T1 und T2 unterscheiden sich je nach
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Gewebeart und Wasser- oder Fettgehalt, die jeweils eine unterschiedliche
Protonendichte aufweisen [221].

Zur akkuraten Signaldetektion werden zum Magnetfeld Gradientenspulen benutzt, die
Gradienten in alle drei Richtungen (x/y/z) formen kdnnen. Hierdurch konnen die
Protonen innerhalb eines 3D Gitterpunkt (Voxel) prazise lokalisiert werden. Zur
Detektion des MRT-Signals werden die Spins mittels eines zusatzlichen Gradienten-
oder RF-Pulses refokussiert und es entsteht ein Echo zur sogenannten Echozeit
(engl.: echo time, TE). Die Zeitspanne zwischen der Aussendung zweier 90° RF-Pulse
wird als Repetitionszeit (engl.: repetition time, TR) betitelt. Die Auswahl von TE und
TR in einer Sequenz kann unterschiedliche Signalstarken von Geweben hervorbringen

und steuert so den Kontrast zwischen den Geweben [222, 223].

1.6.3 Optische Bildgebung

Die optische Bildgebung umfasst diverse Applikationen basierend auf der lllumination
von Licht im elektromagnetischen Spektrum von ultraviolett (200 nm — 400 nm) bis hin
zu infrarot (760 nm — 1 mm) [224, 225]. Hierfir nimmt eine hochsensible charge-
coupled device (CCD) Kamera die emittierten Photonen auf und verarbeitet diese.
Diese CCD Kamera wird auf -90 °C gekuhlt, um die Sensitivitat zu steigern. Zur
planaren optischen Bildgebung gehdren die in vivo (Bio)-Lumineszenz und die in vivo
Fluoreszenz Bildgebung [226, 227].

Die (Bio)-Lumineszenz ist ein natirlich vorkommender Prozess in Lebewesen. Hierbei
wird durch chemische Prozesse freikommende Energie in Form von Licht abgegeben.
Das wohl bekannteste Lebewesen, das mittels Biolumineszenz u.a.
Paarungsbereitschaft signalisiert und zur Kommunikation einsetzt, ist das
Gluhwirmchen (lat.: Photinus pyralis) [228]. Hierbei wird Luciferin unter Verbrauch von
Sauerstoff, Mg?* und ATP durch das Enzym Luciferase in Oxyluciferin katalysiert,
infolgedessen Licht emittiert wird. Das Oxyluciferin wird durch die Entstehung des
Zwischenprodukts  2-cyano-6-hydroxybenzothiazole in Luciferin  umgewandelt
(Abbildung 12) [229].
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Abbildung 12: lllustration des biosynthetischen Mechanismus des Luciferin im Gluhwirmchen.
Abbildung modifiziert nach Cheng et. al. (2019) [229].

In der biomedizinischen Forschung wird dieses Phanomen zur Visualisierung
molekularer Strukturen bzw. deren Expressionsdynamiken angewandt. Zum Beispiel
kann mittels Koppelung der Luciferase an einen Promotor die Aktivierung eines
bestimmten Gens untersucht werden. Somit kdnnen temporale und raumliche
Informationen Uber die Gen-Aktivitat gewonnen werden. Wird das Gen aktiviert, so
wird Luciferase synthetisiert. Daraufhin katalysiert die Luciferase Luciferin in
Oxyluciferin, sodass Licht emittiert wird (Abbildung 12) [230].

Fluoreszenz nennt man den Prozess der Absorption eines energiereichen Photons
und die daraus resultierende Emission eines energiedrmeren Photons [231]. Hierbei
regt das Laserlicht durch dessen hochenergetische Strahlung (Ein = hv) das Fluorophor
an, worauf dieses einen Teil der Energie in Form von Photonen emittiert, die wiederum
von einer CCD Kamera erfasst werden (Abbildung 13) [232].
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Abbildung 13: Schematische lllustration des Prinzips der Fluoreszenz. Hochenergetisches
Laserlicht wird auf einen Fluorophor projiziert, wodurch dieser in einen angeregten (hoher
energetischen) Zustand versetzt wird. Wé&hrend das Fluorophor wieder in den energetischen
Grundzustand zuruckféllt, verliert es einen Teil der absorbierten Energie und emittiert diese in Form von
Photonen, die als Fluoreszenz gemessen werden. Abbildung modifiziert nach Pirovano et. al. (2020)
[182].

In vielen Studien wird zum Beispiel das grun fluoreszierende Protein (GFP) als
Reportergen zur Quantifizierung von Zielproteinen verwendet. Die Intensitat des GFP
Fluoreszenz-Signals ist proportional zur Anzahl der GFP mRNA Produkte. Hierdurch
lasst sich mittels Quantifizierung des Signals die Quantitdt des davorliegenden

Promotorproteins bestimmen [233].
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2. Zentrale Fragestellung

Das primare Ziel dieser Dissertation ist die Evaluation des Therapieeffekts einer
kombinierten Immuntherapie, die aus einer initialen Niedrigdosis-
Ganzkorperbestrahlung (2 Gy), der i.p. Applikation von antigenspezifischen CD4*-Thl
Zellen (Tul-Zellen) und der i.p. Gabe von Checkpoint-inhibierenden AK (anti-PD-
L1/anti-LAG-3 AK) besteht. Fur die kombinierte Viro-Immuntherapie wurde zusatzlich
das onkolytische Virus OncoVEX appliziert.

Zur Evaluation des Therapieeffekts wurde das Tumorvolumen bestimmt, zellulare
Analysen der Immunzellkomposition im Tumor und in den priméar und sekundar
lymphatischen Organen als auch molekularbiologische Untersuchungen zur
Bestimmung des Grads der Virusinfektion durchgefuhrt. Des Weiteren wurde zur
nichtinvasiven in vivo Visualisierung von OncoVEX-infizierten Tumorzellen
kombinierte '8F-FHBG-PET/MRT Untersuchungen durchgeftihrt. Zudem wurde in
tumortragenden NFBLuc-Reportermausen mit kombinierter Immuntherapie die NFkB
Aktivierung der endogenen Immunzellen und residenten Zellen mittels
Biolumineszenz-Bildgebung erfasst und der Effekt der Therapie auf das TME und das

lymphatische System detailliert analysiert.

Folgende Fragestellungen sollen durch die vorgegebenen Experimente beantwortet
werden:

e Welche Rolle spielen CD8* T-Zellen im Hinblick auf die Wirksamkeit der
kombinierten Immuntherapie und kénnen diese das Uberleben der RIP1-Tag?2
Versuchsmause mit fortgeschrittenen Inselzellkarzinomen verlangern?

e Kann eine initiale Behandlung mit dem Zytostatikum Cyclophosphamid zur
Depletion endogener Immunzellen die Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung
ersetzen und gar das Uberleben der RIP1-Tag2 Mause verlangern?

e Erzielt man durch die additive Gabe des onkolytischen Virus OncoVEX im
Rahmen der kombinierten Immuntherapie einen additiven Therapieeffekt und
wie beeinflusst dies die einzelnen Komponenten der etablierten kombinierten
Immuntherapie?

e Lassen sich die OncoVEX-infizierten Tumorzellen mittels nicht-invasiver in vivo
BF-FHBG PET/MRT visualisieren?
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e Untersuchung der zeitlichen Dynamik der NFkB Aktivierung im Tumor und im
Knochenmark im Verlauf einer kombinierten Immuntherapie in NFBLuc-

Reportermdusen mit sensitiven als auch nicht-sensitiven exogenen Tumoren.
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3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

311

Isolation und Kultivierung der Tag-Tul / OVA-TH1 Zellen

3.1.1.1 Vorbereitung
Als Medium zur Kultivierung der Tag-Tul/OVA-Tu1 Zellen wurde Dulbecco’s Modified
Eagles Medium (DMEM, 500 ml; Sigma Aldrich AG, Berlin, Deutschland) mit NaHCOs,

4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin, ohne Natrium-Pyruvat verwendet und folgende

Substanzen zugesetzt:

10 % fetales Kalberserum (FCS) nach einer Thermo-Inaktivierung im
Wasserbad (56 °C fur 30 Minuten; Thermo Fisher Scientific, Hyclone, Waltham,
Vereinigte Staaten)

10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsdure (HEPES)-
Pufferlosung (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland)

1 mM Natrium Pyruvat (Sigma Aldrich AG, Berlin, Deutschland)

1 % Minimales Essentielles Medium (MEM) Aminosaurelésung (Sigma Aldrich
AG, Berlin, Deutschland)

100 U/ml Penizillin- und 100 pg/ml Streptomycin-Lésung (Sigma Aldrich AG,
Berlin, Deutschland)

0,05 mM 2-R-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich AG, Berlin, Deutschland)

Des Weiteren wurde 1 % FCS/PBS-Puffer: Phosphat gepufferte Saline (PBS, PAA

Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland) fir die Aufarbeitung der Milz sowie der

Lymphknoten verwendet. Als Spendermause fur die Isolation und Kultivierung von
Tag-TH1l/OVA-TH1l Zellen wurden Tag-TCR bzw. OT-ll Mause verwendet. Es wurden

CD4* T-Zellen und APCs aus der Milz und den Lymphknoten isoliert, um anschlieRend

Tumorantigen-spezifische Tag-THl/OVA-TH1 Zellen zu kultivieren. Der Kulturansatz

erfolgte nach einem standardisierten Protokoll [234].
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3.1.1.2 Isolation der CD4* T-Zellen

Die Tag-TCR bzw. OT-lIl Spendertiere wurden in ihren Kafigen mittels CO:2
euthanasiert und fir 2 Minuten in einem Behalter mit 80 % Ethanol (SAV Liquid
PRODUCTION GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland) desinfiziert. Zur Pr&paration
wurden eine anatomische Pinzette, eine chirurgische Pinzette sowie eine chirurgische
Schere eingesetzt (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland). Diese
erfolgte unter streng sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse
Il (Heasafe 2025, ThermoFisher Scientific, Langenselbold, Deutschland). Zur Fixation
der zu sezierenden Tiere wurde ein mit Aluminiumfolie beschichteter Styroporblock
benutzt, worauf die Tiere in Ruckenlage mittels 14 G Kanulen (BD Microlance, Sarl,
Schweiz) an den Extremitaten befestigt wurden. Mit der chirurgischen Schere wurde
nun ein feiner Hautschnitt beginnend am Abdomen von unten nach oben (zur
Mandibula) durchzogen. Anschlie3end erfolgte ein Hautschnitt von thorakal mittig bis
zu den Pfoten der Vorderlaufe sowie vom Abdomen mittig bis zu den Pfoten der
Hinterlaufe und die Haut und die darunterliegenden Strukturen freigelegt. Daraufhin
konnten die inguinalen, axillaren, brachialen und zervikalen Lymphknoten isoliert und
in ein steriles Zellsieb (70 pum; Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) tberfuhrt
werden. Zudem erfolgte die Offnung des Peritoneums und die Isolation der Milz,

welche in ein separates Zellsieb (70 pum) Uberfihrt wurde (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Illustration der Anatomie der Lymphknoten und sekundar lymphatischen Organe.
Rot markiert sind die fur die T-Zellkultivierung verwendeten Lymphknoten und die Milz (modifiziert nach
Dunn, 1954 [235])

Die auf Falconrohrchen (50 ml Falcon, BD Biosciences, San José, CA, Vereinigte
Staaten) aufgesetzten Zellsiebe wurden mit 5 ml des 1 % FCS/PBS Puffers
durchgespult. Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension, wurden die Lymphknoten
und Milzen mit dem Kopf eines Spritzestempels einer 1 ml Spritze (BD Biosciences)
durch das Zellsieb gepresst. AnschlieBend wurden das Sieb sowie der Stempel mit
weiteren 5 ml des 1 % FCS/PBS Puffers gespult. Nach der Zentrifugation (bei 1200
rpm fur 5 min bei 4 °C) mit einer Multifuge 3SR+ (Thermo Fisher Scientific) wurde der
Uberstand verworfen und auf das Milz-Pellet 1,5 ml (pro Milz) ACK-Lyse-Puffer (Lonza,
Walkesville, MD, Vereinigte Staaten) gegeben. Anschlielend wurden die Zellen
resuspendiert und fur 5 min bei Raumtemperatur zur Lyse der Erythrozyten inkubiert.
Zum Stoppen der Erythrozytenlyse wurden 10 ml 1 % FCS/PBS hinzugegeben und die
Lymphknoten- bzw. Milz-Zellsuspensionen in einem 50 ml Falconréhrchen

zusammengefihrt. Nach dem einmaligen Waschen mit einem 1 % FCS/PBS Puffer
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erfolgte das ,Magnetic Activated Cell Sorting“ (MACS) zur magnetischen Separierung
(Positivselektion) von mit Microbeads-markierten Zellpopulationen. Zur Selektion der
CD4* T-Zellen wurden zur Zellsuspension Microbeads (50 nm grol3e
Eisenoxidpartikel)-gekoppelte CD4 AK (L3T4, Klon: RPA-T4; Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, Deutschland) zugegeben und das Zellpellet mit 15 pl der
Microbeads Ldsung (pro Tag-TCR Spendertier) in einer 1:10 Verdinnung mit 1 %
FCS/PBS-Puffer fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Abstoppen mit
10 ml 1 % FCS/PBS-Puffer wurde die Zellsuspension einmal gewaschen und die
Zellsuspension mit 3 ml 1 % FCS/PBS-Puffer resuspendiert und in eine MACS LS-
Trennséaule (Miltenyi Biotec) uberfluhrt. Diese wurde zuvor in eine magnetische
Vorrichtung, MACS-Multistand Quadro (Miltenyi Biotec), eingespannt, die mittels eines
starken Magneten beim Durchfluss die Microbeads-markierten CD4* T-Zellen in der
Saule zurtickhélt. Die Zellen, die nicht mit Microbeads markiert wurden, sind in der
Lage die Saule ungehindert zu passieren. Die Saule wurde zweimal mit 5 ml 1 %
FCS/PBS-Puffer gespilt, um die nicht-CD4* exprimierenden Zellen aus der Saule
herauszuspulen. Abschlieend wurde die Saule mit 6 ml 1 % FCS/PBS-Puffer
aufgeflllt, die Sdule aus der magnetischen Vorrichtung entnommen, der Kolben auf
die Saule aufgesetzt, die 6 ml der 1 % FCS/PBS-Puffer-Lésung durch die Saule
durchgepresst und die CD4* T-Zellen in einem separaten 50 ml Falconréhrchen
aufgefangen. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden die separierten CD4* T-
Zellen in 5 ml T-Zellmedium resuspendiert und bei 4 °C zwischengelagert.

3.1.1.3 Isolation der Antigenpréasentierenden Zellen (APC)

Nach der Separierung der CD4* T-Zellen erfolgte die Aufarbeitung der APCs. Hierbei
wurden die CD4* und CD8* T-Zellen mittels AK-Komplement-Reaktion depletiert.
Zunachst wurde das Kaninchenkomplement (Cedarlane, Burlington, Kanada) zuerst in
1 ml destilliertem Wasser gelost, mit 9 ml PBS aufgefullt und mit Hilfe eines sterilen
Filters (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) steril filtriert. Danach wurde
das Zellpellet mit 1,5 ml Kaninchenkomplement, 0,5 ml anti-CD4 AK-Verdinnung (Klon
Gk1.5), 0,5 ml anti-CD8 AK-Verdinnung (Klon: 53-6.7) und 0,5 ml Maus-anti-Ratte
AK-Verdinnung (Klon: MAR 18.5) (jeweils pro Milz) resuspendiert und fiir 45 min bei
37 °C und 5 % CO2) in einem Inkubator (Heracell 150i, Thermo Fisher Scientific)
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inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension nach Zugabe von 20 ml T-
Zellmedium resuspendiert und gewaschen. Zur Einddmmung der Proliferation der
APCs wurde die APC-Zellsuspension (in 3 ml T-Zellmedium) in einem Gammacell
1000 Elite-Bestrahlungsgerat (Nordion Internation, Kanata, Kanada) mit 30 Gy (4 min,
Tischhéhe 180 cm) bestrahlt. Durch die Bestrahlung bleibt die APC-Funktion

(Antigenprasentation etc.) erhalten.

3.1.1.4 Kultivierung der Tag-Th1l/OVA-TH1 Zellen

Nach der Isolation der APCs sowie der CD4* T-Zellen wurden die APCs auf 5 x10°
und CD4* T-Zellen auf 2 x10° Zellen pro ml eingestellt. Zur Kultivierung als auch Th1i-
Differenzierung von antigenspezifischen Tag-TH1/OVA-THl Zellen wurden 2 x10°
CD4* T-Zellen in 200 pl T-Zellmedium mit 0,2 uM CPG 1668-Oligonukleotid (Eurofins
MWG Operon, Ebersberg, Deutschland), 10 pg/ml anti-IL-4 AK (Klon: 11B11; BioXcell
Holzel, Koln, Deutschland), 5 U/ml IL-2 (Chiron, Emeryville, Vereinigte Staaten) und
80 nM Tag2-Peptid (4 uM Stocklosung; EMC Microcollections GmbH, Tubingen,
Deutschland) bzw. OVA (323-339) Peptid zusammen mit 5 x10% APCs in 96-Well
Flachboden-Platten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) kultiviert.
Das Tag- bzw. OVA-Peptid wird von den APCs phagozytiert und den CD4* T-Zellen
Uber MHC-1I-Molekule prasentiert. Die Addition des CPG Oligonukleotids induziert die
IL-12 Sekretion der APCs und férdert somit die Thl-Polarisation [236]. Die
Differenzierung der CD4* T-Zellen zu Th2-Zellen wird durch die Zugabe von anti-IL-4
AK unterbunden [237]. IL-2 ist ein T-Zellwachstumsfaktor, der die T-Zellproliferation
anregt [238].

Nach drei Tagen Kultivierung der Tag-Tul-Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator
werden die Zellen unter dem Mikroskop auf Proliferationsherde untersucht und diese
Beobachtung dokumentiert. Nach vier Tagen erfolgt die Umsetzung der Zellen von 96-
Well- auf die 24-Well-Flachbodenplatte (Greiner Bio-One). Es werden je 4 Wells der
96-Well-Platte auf ein Well der 24-Well Platte tberfihrt, 50 U/ml IL-2 zugegeben und
die Kultivierung im Inkubator fortgesetzt. Bei optimalem Wachstum werden die Zellen
nach weiteren drei Tagen von der 24-Well Flachbodenplatte in eine Zellkulturflasche
(550 ml, 175 cmz?; Greiner Bio) mit 1 x10° Zellen pro ml Zellkulturmedium transferiert
und erneut 50 U/ml IL-2 zugegeben. Nach einem 10-tdgigen Kulturansatz werden die
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Tag-Tul/OVA-TH1 Zelllen in den Therapiestudien eingesetzt. Hierzu wird die Anzahl
der Tag-Thl/OVA-Tul Zellen bestimmt und die gewinschte Anzahl aus der
Zellkulturflasche entnommen und die Tag-TH1/OVA-Tr1-Zell-Suspension zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgekippt und die Zellen einmal mit 30
ml PBS gewaschen, der Uberstand verworfen und die Zellen auf 5 x107/ml in PBS
eingestellt. Je Injektion werden den Versuchstieren 1 x107 Tag-Tn1/OVA-TH1 Zellen in
200 pl i.p. verabreicht. Zusatzlich erfolgte eine Qualitatskontrolle mittels
Durchflusszytometrie zur Uberpriifung der Thl Differenzierung der Tag-TH1/OVA-TH1
Zellen (BD Maus Th1/Th2/Th17 Phenotyping-Kit, Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland).

3.1.2 Isolation und Kultivierung der Inselzellkarzinome

3.1.2.1 Vorbereitung

Fur die in vitro Kultivierung der RIP1-Tag2 Tumorzellen missen die Tumore zuvor im
Rahmen eines speziellen Isolationsverfahrens isoliert werden. Hierzu werden folgende
Ldsungen bendtigt:

e Praparierlésung 1: Hanks-Salzlosung (Hanks Balanced Salt Solution, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland) mit 2,8 mM Glukose: 500 ml + 0,275 ¢
Glukose. Der pH-Wert der Losung muss auf 7,25 eingestellt werden (mittels
NaOH)

e Praparierlésung 2: 0,871 g BSA (V, 96 %) zu 250 ml

e Kollagenaselosung: 6 mg Kollagenase NB8 (Serva), 35 pl 1 M CaClz, 6 ml
Préparierldsung 1

3.1.2.2 Prégparation und Isolation der RIP1-Tag2 Tumorzellen:

Zuerst wurde mit einem Blutglukosemessgerat (HemoCue® Glucose 201* PE, Hitado,
Arnsberg, Deutschland) der Blutglukosewert der RIP1-Tag2 Versuchsméause
bestimmt. Mithilfe des Blutglukosewerts kann die Tumorprogression indirekt anhand
der fallenden Blutglukosewerte ermittelt werden. Nur bei Versuchstieren mit
fortgeschrittener Tumorprogression erfolgt die Isolation der RIP1-Tag2 Tumorzellen.

Daraufhin wurden die RIP1-Tag2 Versuchsméause mit CO:2 euthanasiert und das
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Totungsverfahren mittels zervikaler Dislokation abgeschlossen. Analog zu der
Praparation der Tag-TCR Spendertiere wurden die RIP1-Tag2 Versuchsmause
euthanasiert und wie unter 3.1.1.2 beschrieben desinfiziert und préapariert.

Die Praparation des Pankreas wurde unter einem Mikroskop (Falttubus f170/f260
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefihrt. Das Intestinum und das Kolon wurden
mittels Pinzette auf die rechte Seite geschoben, sodass eine freie Sicht auf das
Pankreas und die Leber gewahrleistet wurde. Dann erfolgte das Abbinden des ductus
hepaticus mit einer chirurgischen Naht (6,5 mm, Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland) und das Abklemmen des Duodenums dextra und
sinister der Papilla-Vateri. Die Papilla-Vateri wurde nun minimal eingeschnitten,
sodass eine Spritzenkanile eingefuhrt werden konnte. AnschlieBend wurden 3 ml
Kollagenase durch in die Papilla-Vateri in das Pankreas injiziert. Dies fuhrte zur
Volumenzunahme des Pankreas, welches anschliel3end chirurgisch isoliert und in
Kollagenaselosung in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt wurde. Die Kollagenase
wurde im Falconréhrchen fir 10 min bei 37 °C in einem Wasserbad aktiviert.
Abschliel3end erfolgte das Abstoppen des Verdaus mit 20 ml Pr&parierlésung B
(enthalt Ca?* Fander).

3.1.2.3 Invitro Kultivierung der RIP1-Tag2 Tumorzellen

Die Tumorzellen, die sich in dem Falconréhrchen befinden, wurden nach dem
Abstoppen des Verdaus zentrifugiert (900 rpm, 2 min / 800 U) und der Uberstand nach
der Zentrifugation verworfen. AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte: Hierbei
wurden die Zellen mit 20 ml PBS aufgefiillt und der Uberstand nach der Zentrifugation
verworfen. Um die hyperplastischen Inseln voneinander zu separieren, wurden die sich
in PBS befindlichen Tumorzellen mittels einer grol3en Kanule (BD Microlance) durch
mehrmalige Resuspension aufgetrennt. Folglich konnten die Tumore (die als rote
Geschwulste identifizierbar sind) unter dem Mikroskop aufgesammelt und in ein auf
Crash-Eis gekiihltes Eppendorf-Rohrchen uberfiihrt werden. Der Uberstand (PBS)
wurde nun vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und entsorgt und die Tumore in 0,5
ml Trypsin (PAN Biotech, auf 37 °C erwarmt) uberfihrt. AnschlielRend wurden die
Tumore in Trypsinlésung fur 5 min mit einer Schere zerkleinert und abschliel3end fir 5

min bei 37 °C inkubiert bevor der Verdau mit DMEM-Volimedium abgestoppt und die
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Tumore in ein 15 ml Falconréhrchen (15 ml Falcon, BD Biosciences) Uberfiihrt und far
5 min bei 1500 rpm zentrifugiert wurden. Nach Zentrifugation wurden die Tumore in
0,5 ml T-Zellmedium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Fir die Zellkultur

wurden jeweils 200.000 Zellen / well in eine 24er Mikrotitrierplate tberfuhrt.

3.1.3 Kultivierung der (OVA)-B16 Melanom- und (OVA)-MC38 Kolon

Adenokarzinom Zelllinien

Die OVA-B16 Tumorzellen wurden von ATCC (Manassas, Virginia, Vereinigte Staaten)
gekauft und die OVA-MC38 Tumorzellen freundlicherweise von Frau Dr. Arnold-Schild
(Universitatsklinikum Mainz) zur Verfigung gestellt. Beide Tumorzelllinien wurden in
90 % fetalem Kalberserum (FCS) (Thermo Fisher Scientific, Hyclone, Waltham,
Vereinigte Staaten) und 10 % Dimethylsulfoxide (DMSO) (Honeywell, Charlotte, North
Carolina, Vereinigte Staaten) bei -80 °C aufbewahrt.

Dem Medium zur Kultivierung der OVA-B16 sowie OVA-MC38 Tumorzellen wurde 500
ml DMEM mit NaHCOg, 4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin, ohne Natrium-Pyruvat), 50 ml
fetales Kalberserum (FCS) (Thermo Fisher Scientific, Hyclone, Waltham, Vereinigte
Staaten) und 100 U/ml Penizillin-/200 pg/ml Streptomycin-Lésung zugesetzt. Dem
MC38 Tumorzellmedium wurde zudem 5 ml (HEPES)-Pufferlosung (Biochrom AG)
hinzugefugt.

Nach dem Auftauen der Tumorzellen wurden die Tumorzellen (OVA-B16 oder OVA-
MC38) mit 10 ml des jeweiligen Kulturmediums versetzt und bei 1500 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Nachdem der Uberschuss verworfen wurde, wurden die Tumorzellen in
einem 50 ml Falconréhrchen in 25 ml Kulturmedium resuspendiert und in einer T175
Zellkulturflasche ausgelegt und im Inkubator (bei 37 °C und 5 % CO2) inkubiert. Ein
Tag nach dem Aussaden der Tumorzellen wurde das Kulturmedium gewechselt, um
nicht angehaftete Zellen zu entfernen. Des Weiteren diente der Wechsel des
Kulturmediums zur Auswaschung des DMSOs. Ab einer Konfluenz von ca. 70 — 80 %
(meist an Tag 2 — 3 nach dem Auslegen der Tumorzellen) wurden die Tumorzellen
1:10 passagiert. Hierzu wurden die adharenten Tumorzellen zuerst mit 25 ml PBS
gewaschen und mit 3 ml Trypsin im Inkubator bei 37 °C fir 2 min abgel6st. Daraufhin
wurden die Tumorzellen mit 22 ml Kulturmedium in einem 50 ml Falconréhrchen

Uberfihrt, bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiert und in 10 ml Medium resuspendiert.
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Abschliel3end wurde 1 ml dieser Suspension in eine T175er Kulturflasche mit 24 ml
Kulturmedium tberfuhrt. Die Tumorzellen wurde ein weiteres Mal nach ca. drei Tagen
passagiert, um die Adaption der Tumorzellen an die in vitro Bedingungen zu

gewahrleisten.

3.1.4 Inokulation der (OVA)-B16 Melanom- und (OVA)-MC38 Kolon

Adenokarzinomzellen

Die OVA-B16 sowie OVA-MC38 Tumorzellen wurden mit 25 ml PBS in einem
Falconréhren gewaschen (zentrifugiert und der Uberstand verworfen) und
anschlieBend mit 3 ml Trypsin bei 37 °C fur 2 min zur Ablésung der Tumorzellen
inkubiert. Nach der Zugabe von 22 ml Kulturmedium und erneuter Zentrifugation (1500
rpm fur 5 min) wurden die Tumorzellen in 10 ml Kulturmedium zur Zellzahlbestimmung
resuspendiert. Hierbei wurden diese 1:10 mit Trypanblau verdiinnt und unter dem
Mikroskop (10x Magnifikation) gezahlt.

Um ein Austrocknen der Kornea im Rahmen der Narkose zu verhindern wurden die
Augen mit Augensalbe (Recugel, Bausch + Lomb) geschitzt, bevor die
Versuchsmause in eine gewarmte Narkosebox uUberfihrt und mittels Isofluran-
Inhalationsanasthesie (1,5 Vol. % gemischt mit 100 % O2) narkotisiert wurden.
Daraufhin wurden die narkotisierten Versuchsméuse aus der Narkosebox auf eine
Warmematte gelegt und es wurde eine Inhalationsanasthesie-Maske (1,5 Vol. %
gemischt mit 100 % O3) Uber die Schnauze gezogen. AnschlieRend wurden 7,5 x10°
OVA-B16 Tumorzellen intrakutan (i.c.) in einem Volumen von 25 ul PBS bzw. 0,5 x108
OVA-MC38 Tumorzellen subkutan (s.c.) in einem Volumen von 100 pl PBS mir einer
Insulinspritze (0,5 ml; U-40 Insulinspritze (BD Micro-Fine, Becton Dickinson and

Company, NJ, Vereinigte Staaten) in die rechte Schulter der Empfangertiere inokuliert.

3.2 Versuchstiere

3.2.1 Zucht- und Haltungsbedingungen

Alle hier aufgelisteten Versuchsmause entstammen aus der eigenen Zucht in der

Tierhaltung des Verfligungsgebaudes ,FORS* der Universitat Tlubingen und wurden
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von ausgebildeten Tierpflegern taglich kontrolliert. Mit einem Alter von 3 Wochen
wurden die Nachkommen nach ihrem Geschlecht aufgeteilt. Die Versuchstiere wurden
unter pathogenfreien Bedingungen in ,Individually ventilated cages® (IVC) des Typs 2
Long mit maximal 5 Mausen pro Kafig unter standardisierten Haltungsbedingungen
(22 - 24 °C Raumtemperatur, mit einem Lichtzyklus von téglich 12 Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus) gehalten. Des Weiteren wurden Zellstofftlicher, fur den Bau eines
Nestes in den Kafigen platziert. Futter und Wasser wurde den Tieren ad libitum zur
Verfigung gestellt. Die hier beschriebenen Versuche wurden vom
Regierungsprasidium Tubingen (R12/14, R6/20G, R1/16) genehmigt und nach
geltendem Tierschutzrecht (8§ 8 Abs. 1 Tierschutzgesetz) durchgefihrt.

3.2.2 Transgene Mauslinien

3.2.2.1 Versuchsmause

RIP1-Tag2 (C3.Cg-Tg(RIP1-Tag2)2Dh) Mause, auf C3H/HeJ Hintergrund, wurden als
endogenes Inselzellkarzinom-Tumormodell verwendet. Die RIP1-Tag2 Mause
entwickeln endogene Inselzellkarzinome, da die Insulin-produzierenden 3-Zellen der
Pankreas das Onkogen T-Antigen (Tag2) des Simian-Virus 40 unter Kontrolle des

Ratten-Insulin-Promotors (Rip1) exprimieren.

C6.CBA tg(3x-NFkB-Luc) auch: NFB_yc-Reportermaus:

Die NFKBLuc-Reportermause, auf C57BL/6J Hintergrund, wurden von Herrn Prof.
Harald Carlsen (Norwegian University of Life Sciences, Oslo, Norwegen) kreiert [239]
und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Diese entstammen der eigenen Zucht.
Das Reportergen Luciferase wird in Abhangigkeit der NFkB Aktivierung exprimiert.
Sobald NFkB in der Zelle aktiv wird, wandert diese in den Zellkern und bindet an die
DNA Responseelemente kB, die dem Reportergen vorgeschaltet sind. Der
Transkriptionsfaktor NFkB bindet dementsprechend an eines dieser drei
Responseelemente und aktiviert infolgedessen die Expression des Reportergens
Luciferase. Wird Luciferin (Substrat fur Luciferase) in NF*BLuc-Reportermause injiziert,
wandelt das Enzym Luciferase das Luciferin in Oxyluciferin um, welches sich in einem
energetisch angeregten Zustand befindet. Unter Abgabe eines Photons fallt es in
seinen Grundzustand zurtick. Somit korreliert die im IVIS® (Perkin Elmer, Rodgau-
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Jigesheim, Germany) nicht-invasiv in vivo gemessene Luciferase-assoziierte

Signalintensitat (S.1.) in den Zellen der NFBLuc-Reportermause mit der NFkB Aktivitat.

3.2.2.2 Spenderméause

Tag-TCR (C3.Cg-Tg(Tag2-TCR)Dh) Donormause, auf C3H/HeJ Hintergrund, dienen
in den hier beschriebenen Versuchen als Spendertiere zur Generierung der Tag2-Thl
Zellen fur den adaptiven T-Zelltransfer. Die CD4* T-Zellen exprimieren transgen den
Tag2-T-Zell-Rezeptor (Tag2-TCR), dessen Tag2-Antigen spezifisch auf allen 3-Zellen

des RIP1-Tag2-Tumormausmodells exprimiert wird.

OT-Il (B6.Cg-Tg(TcraTcrb)425Cbn/J) Donormause, auf C57BL/6J Hintergrund,
exprimieren die alpha und beta Kette des TZR und bilden mit dem CD4 Co-Rezeptor
eine Einheit, die spezifisch das mittels MHC-II prasentierte OVA (323-339) Peptid

erkennt.

3.3 Kombinierte Viro-Immuntherapie

Die  kombinierte  Immuntherapie  bestehend aus einer Niedrigdosis-
Ganzkorperbestrahlung, dem adaptiven Tag-Tul Zelltransfer (i.p.), der Gabe der
Immun-Checkpoint-inhibierenden monoklonalen anti-PD-L1 und anti-LAG-3 AK (i.p.)
und der systemischen (i.p.) Applikation des onkolytischen Virus OncoVEX wurde in
den hier beschriebenen Versuchen an weiblichen RIP1-Tag2 Mausen eingesetzt und
wird in den folgenden Abschnitten detailliert erlautert. Bei OncoVEX handelt es sich
um das murine Aquivalent des FDA zugelassenen Medikaments Talimogen
Laherparepvec; T-VEC. Der Versuchsaufbau wird in den Resultaten jeweils fir jeden
Versuch schematisch dargestellt. Der initiale Blutglukosewert der zu diesem Zeitpunkt
10-11 Wochen alten Versuchsmause wurde aufgrund von Schwankungen zwischen
den Versuchsgruppen, zur vereinfachten Darstellung, auf 100 % gesetzt. Dies
vereinfacht den Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen. Folglich werden in der
hier vorgelegten Promotionsschrift auschlief3lich relative Blutglukosewerte (rBGW)
angegeben. Zusatzlich wird der initiale Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe in mg/dl
angebegen (entspricht einem rBGW von 100 %).
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3.3.1 Depletion der endogenen Immunzellen mittels Niedrigdosis-

Ganzkorperbestrahlung

Die  Bestrahlungen der tumortragenden  Versuchsmause wurden im
Verfiigungsgebaude der Immunologie (Verfligungsgebaude, Auf der Morgenstelle 15,
72076 Tubingen) mittels standardisierten y-Strahlquellen (Gammacell 2000 Elite;
[13/Cs]-Quelle) durchgefuihrt. Zum Zwecke der Depletion der endogenen Immunzellen
wurde eine Bestrahlungsdosis von 2 Gy gewéhlt. Hierbei wurden die Versuchsmause
in einen hierfir konzipierten Bestrahlungsbecher (Radius: ca. 5 cm; Hohe ca. 18 cm)

gefuhrt und einer Bestrahlungszeit von 22 Sekunden der [*3’Cs]-Quelle ausgesetzt.

3.3.2 Depletion der endogenen Immunzellen mittels der Gabe von
Cyclophosphamid

Zur Depletion der endogenen Immunzellen wurde den Versuchstieren

Cyclophosphamid (250 pg/g Koérpergewicht) mittels i.p. Injektion verabreicht. Dieses

wurde von der Universitats-Apotheke des Universitatsklinikums Tubingen (20 mg/ml)

zur Verfugung gestellt.

3.3.3 Invivo Depletion der CD8* T-Zellen

Um die CD8* T-Zellen in weiblichen RIP1-Tag2 Versuchsméausen zu depletieren
wurden 200 pg anti-CD8 AK (Klon: 53-5.8; BioXcell Holzel) in einem Volumen von 100
ul PBS i.p. einmal wochentlich in einem Versuchszeitraum von 4 Wochen appliziert.
Es wurde strikt darauf geachtet, dass ein anderer Klon als bei der Tag-Tul
Zellkultivierung verwendet wird (3.1.1.3 Isolation der Antigenprésentierenden

Zellen (APC)). Die Depletion wurde in einer Machbarkeitsstudie zuvor validiert.

3.3.4 Intraperitoneale (i.p.) Applikation der Tag-Tul Zellen

Die Isolation und Kultivierung der Tag-Tul Zellen wurde unter 3.1.1 detailliert
beschrieben. Pro zu behandelnde RIP1-Tag2 Versuchsmaus wurden 1 x107 Tag-THl
Zellen in einer 0,5 ml U-40 Insulinspritze (BD Micro-Fine) in einem Volumen von 200
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pl PBS abdominal links oder rechts i.p. verabreicht. Den Kontrolltieren wurde

ausschlief3lich PBS injiziert.

3.3.5 L.p. Applikation der Checkpoint-inhibierenden AK

Analog zur Tag-Tul Zellapplikation wurden die AK anti-PD-L1 (Klon: 10F.9G2;
BioXcell Holzel) und anti-LAG-3 (Klon: C9B7W,; BioXcell Holzel) abdominal i.p.
appliziert. Initial wurden 500 pg je AK in einem Volumen von 200 ul PBS injiziert. Die
Folgeinjektionen erfolgten mit 200 pg je AK in 100 pl PBS. Allen Versuchstieren wurde
zweimal pro Woche die Lésung mit den beiden AK injiziert. Den Kontrolltieren wurden
in identischen Volumina und Konzentrationen Isotyp AK anti-lgG2b (Klon: LTF-2;
BioXcell Holzel) und anti-lgG1 (Klon: HRPN; BioXcell Holzel) injiziert.

3.3.6 L.p. Applikation der onkolytischen Viren

Das onkolytische Virus OncoVEX wurde freundlicherweise von unserem
Kollaborationspartner Prof. Dr. Lauer (Innere Medizin VIII, Medizinische Onkologie und
Pneumologie, Universitatsklinikum Tubingen). Im Rahmen einer Kollaboration mit dem
Pharmaunternehmen Amgen (Thousand Oaks, Kalifornien, Vereinigte Staaten) zur
Verfiigung gestellt. In der ersten und zweiten Therapiewoche wurde den RIP1-Tag2

Versuchstieren 5 x10% PFU OncoVEX in einem Volumen von 100 pl PBS i.p. appliziert.

3.4 Therapie Monitoring
Zur Uberwachung des Therapieeffekts und des Gesundheitszustands wurden die
Versuchstiere in den jeweiligen experimentellen Abschnitten auf verschiedene

Kriterien untersucht.

3.41 RIP1-Tag2 Versuchstiere

Um eine erhohte Belastung der RIP1-Tag2 zu vermeiden wurde ein Score Sheet zur
besseren Beurteilung des Gesundheitszustands und zur Vermeidung einer unnotig

starken Belastung in Zusammenarbeit mit den Tierérzten verfasst.
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Score Sheet

Hierzu wurden folgende Kriterien evaluiert:

Anderung im Korpergewicht bezogen auf das Ausgangsgewicht, korrigiert um die
erwartete Gewichtszunahme gleichalter, gleichgeschlechtlicher Tiere derselben Linie

im Beobachtungszeitraum.

1. Gewicht

Kategorie:

0: normal

1 < 15 % Gewichtsverlust

2: 15 - < 20 % Gewichtsverlust
3

2 20 % Gewichtsverlust

2. Pflegezustand:

Kateqgorie:

0: Fell glatt, anliegend

1 ungepflegtes Fell

2: Fell mittelgradig verschmutzt, struppig, verschmutzte Augen
3 Fell / Augen hochgradig verschmutzt, Piloerektion

3. Atmung:

Kategorie:

0: Normale Atmung

1 Atemfrequenz geringgradig erhdht

2: Atemfrequenz erhéht, geringgradig verstarkte abdominale Atmung
3

Atemfrequenz erhoht, mittelgradig verstarkte abdominale Atmung

4. Verhalten in der Gruppe:
Kategorie:

0: normal

1 verringerte Bewegung

2: Isolation von der Gruppe
3 Apathie
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5. Blutglukosemessung:

Kategorie:
0: normaler Wert: 100 — 140 mg/dl
1 50 — 100 mg/dl
2: 30 — 50 mg/di
3 < 30 mg/dl

Folgende Handlungsweisen wurden je nach Stufe durchgefihrt:

Stufe 1 = Geringe Belastung: Verantwortliche Person/en informieren. Sorgféltig weiter
beobachten. Es sind ggf. Interventionen notwendig (z.B. Warmezufuhr, Spezialfutter).
Bei 3 Symptomen der Kategorie 1 ist von einer mittleren Belastung auszugehen und

Anweisungen der Stufe 2 sind auszufuhren.

Stufe 2 = Mittlere Belastung: Das Tier ist der verantwortlichen Person vorzustellen. Es
sind ggf. Interventionen notwendig (z.B. Analgesie, Antibiotikum, Feuchtfutter).

Bei 2 Symptomen der Kategorie 2 zusammen mit einem Symptom der Kategorie 1 ist
eine sofortige To6tung durchzufuhren, sodass eine schwere Belastung der

Versuchstiere vermieden wird.

Stufe 3 = Humaner Endpunkt: Durch die oben aufgefiihrten Mal3nahmen wird diese
Stufe hier nicht erreicht. Alle Tiere werden bereits VOR Eintritt dieses Kriteriums

getotet (Entzug aus genehmigten Tierversuchsantrag R6/20G).

3.4.1.1 Gewichtskontrollen

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde (soweit keine Belastung zu beobachten
war) zweimal wochentlich mittels einer digitalen Waage (Ascuro Service GmbH,
Ldrrach, Deutschland) bestimmt. Zur Gewichtsbestimmung wurde jeweils eine Maus
aus ihrem Kafig genommen und auf eine austarierte Messchale gelegt, die sich auf

einer digitalen Waage befand.
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3.4.1.2 Blutglukosemessungen der RIP1-Tag2 Tiere

Da die Zunahme des Tumorvolumens bedingt durch das maligne Wachstum der 3-
Zellen (Hyperplasie der Langerhans-Inseln) eine direkte Vermehrung der
Insulinsekretion verursacht und somit der Blutglukosewert parallel sinkt, kann dieser
zur Einschéatzung des insgesamten Tumorvolumens herangezogen werden. Zweimal
wochentlich wurde der Blutglukosewert jeweils nach der Gewichtskontrolle bestimmit.
Hierfir wurde eine Maus aus dem Kafig genommen und zur Erméglichung der
Entnahme eines Bluttropfens mittels einer Spritzenkanule (25 G) in die Schwanzspitze
gestochen. Dieser wurde mit einer Glukose-Kuvette aufgefangen und in das
Blutglukosemessgerat (HemoCue® Glucose 201* PE, Hitado) installiert. Der

Blutglukosewert wurde notiert und in das Score Sheet eingetragen.

3.4.1.3 Humane Endpunkte

Bei Beeintrachtigungen der Tiere (sichtbare Verhaltensénderung, Veranderungen des
Fells, Verdnderungen des Schlafverhaltens, Gewichtsverlust, Verminderung der
Nahrungsaufnahme oder entziindliche Veréanderungen des Peritoneums) wurden die
im Score Sheet vermerkten Handlungsanweisungen durchgefuhrt (Warmezufuhr,
Analgesie, Spezialfutter). Beim Feststellen von Anzeichen einer Erkrankung wurde ein
Tierarzt zur Kontrolle konsultiert und falls keine adaquate Therapie zur Verfigung
gestellt werden konnte, wurde die Versuchsmaus euthanasiert. Gemald der EU
Richtlinie 2010/63/EU Anhang VIl ist die Induktion des endogenen Inselzellkarzinoms
einer mittleren Belastung zuzuordnen. Somit wurden die Versuchsméause noch vor
Uberschreitung einer mittleren Belastung euthanasiert. Zusatzlich zu den im Score
Sheet festgelegten humanen Endpunkten, wurden folgende weitere humane
Endpunkte definiert, die zur sofortigen Euthanasie der Versuchstiere flhrten:
Anhaltender Durchfall von mehr als einem Tag, Akkumulation von Aszites im
Bauchraum oder eine Hypertrophie der Milz, sowie anale Blutungen (modifizierter
Auszug aus dem genehmigten Tierversuchsantrag R6/20G).

3.4.2 OVA-B16 und OVA-MC38 tragende Versuchstiere

OVA-B16 bzw. OVA-MC38 Tumorzellen wurden in weibliche NFBLuc-Reportermause

inokuliert. Zur Uberprifung und Monitoring des Gesundheitszustands sowie zur
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Bestimmung der Therapieeffizienz wurden nach Anwachsen des Tumors die

folgenden Parameter taglich erfasst:

3.4.2.1 Gewichtskontrollen
Die Bestimmung des Korpergewichts erfolgte wie unter 3.4.1.1 beschrieben. Das
Korpergewicht der Versuchstiere wurde (soweit keine Belastung zu beobachten war)

zweimal wochentlich mittels einer Waage bestimmt.

3.4.2.2 Tumorvolumenbestimmung
Das Tumorvolumen wurde t&glich nach Tumorinokulation mittels eines digitalen
Messschiebers (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) gemessen.

Hierbei wurde in zwei Dimensionen (die Lange und Breite) gemessen und das

LiangexBreite?
2

Volumen wurde mit folgender Formel berechnet: Tumorvolumen =
3.4.2.3 Humane Endpunkte

Folgende Kriterien wurden als Abbruchkriterien in den Studien definiert: Ein
Versuchstier, dass einen Tumordurchmesser von 15 mm {berschreitet, wird
unmittelbar aus dem Versuch genommen und euthanasiert. Des Weiteren erfolgte die
sofortige Totung des Tieres bei Auftreten von Verhaltensanderungen,
Atembeschwerden bzw. starker Zunahme der Atemfrequenz, einem Gewichtsverlust
von 20 % (verglichen mit dem Ausgangsgewicht, korrigiert um die zu erwartende
mittlere Gewichtszunahme des jeweiligen Versuchstieres) und einem anhaltenden

Durchfall (Auszug aus genehmigten Tierversuchsantrag R1/16).

3.5 Ex vivo Analysen

Die Totung der Versuchstiere erfolgte strikt nach dem Eintreten der humanen
Endpunkte bzw. am jeweiligen Versuchsende. Hierzu wurden die Versuchstiere in
einer CO2-Kammer eingeschlafert und anschlieRend eine zervikale Dislokation
durchgefuhrt. Im Anschluss wurde u.a. Blut und selektiv Organe (Tumor, Milz,
drainierende und nicht-drainierende Lymphknoten) entnommen und fir die ex vivo

Analysen zur aufgearbeitet.
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3.5.1 Retrobulbare Blutentnahme bei RIP1-Tag2 Versuchsmausen

Zur Gewinnung von Vollblut bzw. Blutserum, welches bei den RIP1-Tag2
Versuchsmausen zum Nachweis viraler HSV-1 DNA bzw. des von Virus infizierten
Zellen produzierten GM-CSF (Biomarker des OncoVEX) erfolgte, wurden die
Versuchsmause zunachst unter Isoflurananésthesie (1,5 Vol. % gemischt mit 100 %
0O2) in einer Warmebox narkotisiert. Danach wurde eine kleine Glaskapillare im
medialen Augenwinkel der Versuchstiere platziert. Unter leichter Rotation und leichtem
Druck und wurde der retro-orbitale Sinus aufgebrochen, sodass das Blut durch die
Kapillare in eine vorbereitete EDTA-Microvette (CB 300, Sarstedt AG & Co. KG,
Numbrecht, Deutschland) gesammelt werden konnte. Es wurden hierbei maximal 100
pl Blut gewonnen. Die Blutproben wurden nach Entnahme sofort auf Eis gelegt. Die
Blutentnahme am Auge erfolgte wechselseitig (re. bzw. li.). Die Prozedur erfolgte nach

den Regeln des Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

3.5.2 Organisolation

Die Euthanasie und die Praparation zur Organentnahme der Versuchstiere erfolgte
wie unter 3.1.1.2 beschrieben.

3.5.2.1 RIP1-Tag2 Versuchstiere

Die intestinalen Organe wurden nach rechts geklappt, um dorsal des Pankreas den
pankreatischen Lymphknoten (pLK) zu isolieren. AnschlieBend wurde das Pankreas
vorsichtig von der Milz und dem Duodenum getrennt. Zuerst wurde das Pankreas und
dann die Milz isoliert. Die Praparation musste aufgrund der starken postmortalen
autolytischen Aktivitat des Pankreas so schnell wie mdglich erfolgen.

3.5.2.2 OVA-B16 und OVA-MC38 tragende Versuchstiere

Zunachst wurde der Tumor an der rechten Schulter, dann die rechten (drainierenden)
und linken (nicht-drainierenden) axillaren und brachialen Lymphknoten und im
Anschluss die Milz isoliert. Zuletzt wurde das Femur (links und rechts) prapariert und
distal des Caput femoris getrennt und mithilfe einer Spritze inklusive Spritzenkantle
(25 G) mit ca. 3 -5 ml FACS Puffer in ein 50 ml Falconréhrchen gesplilt.
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3.5.3 Histologie

Nach der Organisolation wurden diese zunéchst in Formalin (4,5 %) fixiert und
anschlieRend mittels Entwasserungsautomat (Leica TP1020, Biosystems Switzerland
AG) in steigender Alkoholkonzentration (2x 70 %, 2x 96 %, 2x 100 %; SAV, Liquid
Production GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland) entwassert und am Ende in Xylol
(SAV, Deutschland) zwischengelagert. Daraufhin wurden die Organproben in flissiges
Paraffin gelegt und in einem Warmeschrank (Bachofer Laboratoriumsgerat,
Reutlingen, Deutschland; bei 60 °C) getrocknet. Mithilfe des Paraffingerats mit
integriertem Paraffinspender (Leica EG 1150 C, Buffalo Grove, Vereinigte Staaten)
wurden die Organe in flissigem Paraffin eingegossen. Daraufhin erfolgte eine
Kaltebehandlung zur Verhartung der Paraffinblocke. Diese wurden im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Leticia Quintanilla-Martinez de Fend
(Institut fur Allgemeine und Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum Tubingen) von
der Pathologie in 5 um dinne Paraffinschnitte geschnitten, gefarbt und mikroskopisch

analysiert.

3.5.3.1 Hamatoxylin- und Eosin (H&E) Farbung

Es erfolgte zunachst eine 15-mindtige Entparaffinierung der 5 um Paraffinschnitte in
Xylol (SAV, Deutschland). Daraufhin wurden die Paraffinschnitte jeweils fir eine
Minute in absteigender Alkoholkonzentration (2x 100 %, 2x 96 %, 2x 70 %; SAV,
Deutschland) entwéssert und anschliel3end in destilliertem Wasser zwischengelagert.
Nach einer 12-minutigen Trockenzeit wurden die Schnitte jeweils 2x in Xylol
gewaschen und erneut in absteigender Alkoholkonzentration entwassert (100 %, 96
%, 70 %). Daraufhin wurden die Schnitte fir 30 s in destilliertes Wasser gelegt wonach
sie fur insgesamt 10 min in eine Hamatoxylin-Losung (2,5 g Hamatoxylin, 2,5 |
destilliertes Wasser, 0,5 g Natriumjodat, 125 g Chloralhydrat, 125 g
Aluminiumkaliumsulfat und 2,5 g Zitronensaure) getrankt wurden. Es folgte eine 10-
minttige Waschung in Leitungswasser. Anschlieend wurden die Paraffinschnitte fur
30 s in einer Eosin-Lésung (Merck) angefarbt. Daraufhin wurden die Schnitte fiir 10 s
in Leitungswasser gelegt, um das nicht gebundene Eosin abzuwaschen. Zum Schluss
erfolgte fr 1 min die Entwasserung der Schnitte in ansteigender Alkoholkonzentration

(70 %, 96 %, 100 %) wonach diese flur 4 min in Xylol gelegt wurden.
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3.5.3.2 Immunhistochemische Farbung

T-Zellen (CD3) und B-Zellen (B220) wurden immunhistochemisch an spezifische
monoklonalen Primar-AK gebunden und mittels Sekundar-AK visualisiert. Hierzu
wurden 5 um Paraffinschnitte in frischem Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe
(100 %, 95 %, 80 %) fur jeweils 8 min inkubiert und anschliel3end in Leitungswasser
gewaschen. Verbliebendes Paraffin wurde mittels einer zehn-minttiger Inkubation in
Methanol-Peroxid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Vereinigte Staaten) abgewaschen.
Anschliel3end wurden die Schnitte 20 bis 30 Minuten in einer 0,01 M Citrat-gepufferten
LAsung erhitzt und daraufhin fir zwei Stunden in Tris-Puffer (5 % FCS) inkubiert. Die
Schnitte wurden anschlie3end fur sechs Stunden mit den Primar-AK inkubiert (CD3,
Thermo Fisher und B220, BD Biosciences) und daraufhin 10 Mal in Tris-Puffer
gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekund&r-AK erfolgte mittels automatisiertem
.Jmmunostainers® (Ventana, Tucson, AZ, Vereinigte Staaten) nach dem
Herstellerprotokoll unter Gebrauch des BasicDAB oder iVIEW DAB Detektionskits.

3.5.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Schaller. Zu Beginn wurden 5 pm dunne Kryoschnitte mit Perjodat-Lysin-
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich) fixiert. Danach wurden die Kryoschnitte 5 min in PBS
gewaschen und 5 — 10 min in Waschpuffer gelagert. Daraufhin folgte die Blockade
freier Bindungsstellen mittels 1:20 verdinntem Eselsserum (Sigma-Aldrich). Folglich
wurden die Kryoschnitte in verdinnten Losungen der spezifischen Priméarantikorper
eine Stunde lang inkubiert und danach dreimal in Waschpuffer gewaschen. Nach dem
Waschvorgang wurden die Kryoschnitte in einer verdinnten Lésung des
Sekundarantikdrpers bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten drei weitere
Waschschritte. Daraufhin wurden die Zellkerne fir 5 min bei Raumtemperatur in einer
in PBS verdiinnten (1:2000) DAPI-L6sung (Sigma-Aldrich, D9542, 033M4064 — 78)
gefarbt und danach 5 min in PBS gewaschen. Schliel3lich wurden die Schnitte auf
einem Objekttrager fixiert und mit einem konfokalen Lasermikroskop (LSM 800; Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE) untersucht und mit der Software ZEN 2.3 (Carl
Zeiss) analysiert.
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Primarantikorper Hersteller

anti-HSV-1 Novusbio, NB120-9533, lot p564-NB
anti-Insulin Genetex, GTX27842, 10t822102563
anti-Ki67 Abcam, ab15580, lot GR3278/47-1 — 39
anti-CD3 DCS, # C1597C01, lot H 691

anti-CD4 R&D Systems, AF554, EPE0217091 — 156
anti-CD8 Abcam, ab217344, lot GR3366917 - 186
anti-lba-1 Abcam, ab178846, lot GR3235737-15 — 168
anti-F4/80 Abcam ab 186073, lot Gr 207473-34 — 155
CD45R eBioscience, 53-0452-82, lot 2452726

3.5.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auf Englisch ,Fluorescent activated cell sorting — FACS*
ermoglicht die Analyse der Expression von Oberflachenproteinen (CDs, 1.1.2)
verschiedener Zellpopulationen.

Um die Detektion von Oberflachenproteinen zu gewahrleisten werden
antigenspezifische monoklonale AK, die an Fluorochrome gekoppelt sind, verwendet.
Diese spezifischen monoklonalen AK binden an die Membranproteine und kénnen so
mittels Durchflusszytometers detektiert werden. Mittels verschiedener Laser, welche
jeweils in einem Mikrokanal angeordnet sind, werden im Durchflusszytomter die
Fluorophor-monoklonale-AK-Zell-Komplexe erfasst. Die Fluorophore werden mit
spezifischen Lasern angeregt, sodass die optischen Signale mittels verschiedener
Photodioden detektiert und in elektrische Signale umgewandelt und somit analysiert
werden kdnnen.

Die GrolRe und die Granularitat einer einzelnen Zelle werden Uber die Lichtbrechung
bestimmt: Fir die GroRRe wird das Vorwartsstreulicht (engl.: forward scatter, FSC) und
fur die Granularitat das Seitwartsstreulicht (engl.: side scatter, SSC) verwendet. Fur
diese Dissertation wurde das Durchflusszytometer des Typs LSR-II (BD® Biosciences,

San José, CA, Vereinigte Staaten; max. 8 Farben) angewandt.
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3.5.5.1 Aufarbeitung der Proben

Nach der Isolation wurden die frisch isolierten Organe durch ein 70 um Sieb mittels
eines 1 ml Spritzenkolben in ein 50 ml Falconréhrchen mit 2-prozentigem FCS-PBS
Medium (FACS Puffer) gepresst und unmittelbar auf Eis gelagert. Die Milz und das
Blut wurden zur Lyse der Erythrozyten mit 1,5 ml ACK-Lysepuffer behandelt und fir 5
min inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit 10 ml FACS-Puffer einmal gewaschen
(Zentrifugation fur 5 min unter 1.200 rpm bei 4°C). AnschlieRend wurden die Zellen
durch ein weiteres Sieb (40 ym) in das Analyserohrchen (engl.: ,Bluecap®) gepresst.
In diesem erfolgte dann die Farbung der Zellsuspension mit dem vorbereiteten ,AK-
Cocktails” in 50 uyl PBS fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln. AbschlieRend wurden die
Proben zweimal mit dem FACS Puffer gewaschen.

Folgende ,AK-Cocktails“ wurden verwendet:

CD8* T-Zelldepletion

Zellpopulation Fluorochrom
CD45" Zellen Pacific Blue
CD3* T-Zellen PE

CD4* T-Zellen PE-Cy7
CD8* T-Zellen (clone: 53-6.7) FITC
Zellpopulation Fluorochrom
Zellviabilitatsmarker 7AAD

CDA45" Zellen APC-Cy7
CD4* T-Zellen APC

CD8* T-Zellen PE-Cy7
TAG-TCR PE
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Kombinierte Viro-Immuntherapie RIP1-Tag2 ,,Myeloides Panel“

Zellpopulation

Fluorochrom

CDA45" Zellen Pacific Orange
CD3* T-Zellen Pacific Blue
CD19" B-Zellen APC-Cy7
Granulozyten (CD11b) PE-Cy7
Makrophagen (F4/80) APC

Kombinierte Viro-Immuntherapie RIP1-Tag2 ,, T-Zell Panel“

Zellpopulation

Fluorochrom

CDA45" Zellen Pacific Orange
CD3* T-Zellen APC-Cy7
CD4* T-Zellen APC

CD8" T-Zellen PE

PD-1 Immuncheckpoint FITC

Kombinierte Viro-Immuntherapie RIP1-Tag?2

Zellpopulation

Fluorochrom

CDA45" Zellen Pacific Orange
CD3* T-Zellen Pacific Blue
CD4* T-Zellen APC-Cy7
CD8* T-Zellen PE-Cy7
CD25* Zellen APC
Aktivierungsmarker (CD69) FITC
TAG-TCR PE
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Kombinierte Inmuntherapie NF*BLuc-Reportermaus

Zellpopulation Fluorochrom
Zellviabilitatsmarker 7AAD

CD4" T-Zellen APC

CD8* T-Zellen APC-Cy7
CD19* B-Zellen Pacific Blue
Aktivierungsmarker (CD69) FITC

3.5.5.2 Analyse der Daten der Durchflusszytometrie

Die Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms FlowJo, (LCC, Ashland, OR, Vereinigte
Staaten). Als Erstes wurde die Grof3e der Zellpopulation (FSC Signal) gegen dessen
Granularitat (SSC Signal) in einem Dot-Plot-Diagramm gegentbergestellt, um die
Lymphozytenpopulation zu erfassen. AnschlieRend wurde ein Rahmen ,engl.: gate®
eingezeichnet und in einem neuen Dot-Plot-Diagramm die sich au3erhalb dieses gates
befindlichen Zell-Dubletten ausgeschlossen. Im Weiteren wurde (wenn vorhanden) der
Zellviabilitatsmarker 7AAD untersucht um mit Hilfe eines weiteren gates ausschlief3lich
die lebenden Zellen zu erfassen. Als Nachstes wurde die Lymphozytenpopulation
mittels CD45* definiert und daraufhin die T-Zellpopulationen CD4*, CD8* und die B-
Zellpopulation CD19* erfasst. In diesen Gates wurde der Aktivierungsmarker CD69
bestimmt. Zusatzlich wurden Tregs mittels CD25 definiert. Der Gebrauch von

Einzelfarbungen wurde zur Quantifizierung der Fluoreszenzsignale genutzt.
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3.6 Praklinische Bildgebung

3.6.1 In vitro cell uptake assay

Hierzu wurden drei verschiedene Tumorzelllinien (OVA-B16, OVA-MC38, und RIP1-
Tag2 Tumorzellen) analysiert. Von jeder Tumorzelllinie wurden 10® Tumorzellen in
jeweils ein Well eine 6-Well Flachbodenplatte Gberfiihrt und Gber Nacht in 10 ml des
jeweiligen Mediums bei 37 °C im Inkubator bei 5 % CO:2 inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Tumorzellen mit drei verschiedenen Viruskonzentrationen (engl.:
multiplicity of infections, MOIS) infiziert: niedrige MOI: 0,1; mittlere MOI: 1,0; hdchste
MOI: 5,0; mit jeweils OncoVEX und T-VEC infiziert. Nach einer Inkubation von 24 h
wurden die Tumorzellen mit 4 MBq (0,4 MBg/ml) 8F-FHBG fir jeweils 60 min und 120
min inkubiert. Folglich wurde das Tumorzellhomogenisat zweimal mittels
MultiScreen®HTS  Vakuumfiltrationssystems  (Merck  Millipore, = Darmstadt,
Deutschland) gewaschen, um das nicht gebundene F-FHBG zu entfernen.

Abschliefiend wurde die Radioaktivitat mittels y-counters bestimmt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schematische lllustration des in vitro ¥F-FHBG Aufnahme Assays. 10% Tumorzellen
der OVA-B16 OVA-MC38 Kolon RIP1-Tag2

Inselzellkarzinomzellen wurden in 6-Well Platten ausgeséat und tber Nacht unter 37 °C im Inkubator

Melanomzellen, Adenokarzinomzellen und

inkubiert. Die Tumorzellen wurden mit zwei verschiedenen Viren (murines OncoVEX, humanes T-VEC)
und einer Mock Kontrolle (leere Virushille) in verschiedenen Konzentrationen fir 24 Stunden inkubiert.
AnschliBend wurden die Tumorzelllinien fiir 60 min und 120 min mit *8F-FHBG inkubiert und anschlieBend
zwei Mal mithilfe des MultiScreen®its Vakuumfiltrationssystems (Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland) gewaschen. Das in den Tumorzellen irreversibel gebundene *¥F-FHBG wurde mittels y-

Counter-Messung erfasst und quantifiziert.

3.6.2 Allgemeine Vorbereitungen der Versuchstiere fir die ®F-FHBG-PET/MRT
Untersuchung

Fur die in vivo ¥*F-FHBG-PET Analysen wurden drei RIP1-Tag2 Mause, eine nicht-
behandelte RIP1-Tag2 Maus und drei C3H Mause im Alter von 10 Wochen untersucht.
Den Versuchsmausen wurde einmalig OncoVEX 5 x10® PFU mittels i.p. Injektion
verabreicht. Drei Tage spater erfolgte die kombinierte 8F-FHBG-PET/MRT Messung
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(Siemens Preclinical Solutions, Knoxville, TN, Vereinigte Staaten /Bruker Biospiin,
Ettlingen, DE). Hierzu wurden alle Versuchstiere mittels Isoflurananasthesie (1,5 Vol.
% gemischt mit 100 % Og) in einer Warmebox narkotisiert und die Augen mit einem
Augengel (Corneregel, Gerhard Mann GmbH, Berlin, DE) zum Schutz vor dem
Austrocknen behandelt. Unter Narkose wurden die Versuchstiere zur Tracerinjektion
auf eine Warmematte platziert. Hierbei wurde ein Katheter aus einer
Einwegspritzenkantle (30 G) und einem Schlauch aus Polyethylen angefertigt.
AnschlieRend wurde F-FHBG in 0,9 % NaCl (vermischt mit 0,8 U/ml Heparin)
verdinnt und ein Gesamtvolumen von 50 pl intravends (i.v.) injiziert. Daraufhin wurde
jeder Versuchsmaus jeweils 2 MBq ®F-FHBG mittels einer Insulinspritze (20 U) i.v.
injiziert und mit ca. 20 pl NaCl nachgespult. Nach der 8F-FHBG Injektion wurden die
Versuchstiere in den Heimké&fig uUberfuhrt, nach einem dreistindigen Uptake (im
Wachzustand) entnommen und erneut als Vorbereitung fur die PET Untersuchung mit
Isofluran narkotisiert. Hiernach erfolgte die ®F-FHBG-Positronen-Emissions-
Tomographie. Die Versuchsmause wurden im Anschluss auf einer PET/MRT
kompatiblen Liege aus Polymethylmethgacrylat (PMMA; Bruker Biospin, Ettlingen, DE)
unter Isoflurananasthesie (1,5 Vol. % gemischt mit 100 % O3) fixiert, bevor ein 20-
minutiger statischer PET Scan zur funktionellen Untersuchung der ®F-FHBG
Anreicherung in OncoVEX infizierten RIP1-Tag2 Inselzellkarzinomen erfolgte.
Unmittelbar nach Beendigung des PET-Scans wurden die Versuchstiere auf der
PET/MRT kompatiblen Liege zum MRT gebracht und es erfolgte die ®F-FHBG-PET-
Magnetresonanztomographie. Zur anatomischen Co-Lokalisation wurde ein Ta-
gewichteter MRT Ganzkdrperscan mit Fokus auf die Pankreas-Region angefertigt.
Zunachst wurde ein Messprotokoll zur Lokalisierung der Versuchsmaus verwendet —
der ,Localizer®. Hiermit kann die Position der Versuchsmaus erfasst werden. Die
Prazision der MRT Messung lag vor allem auf dem gastrointestinalen Bereich zur
Erfassung des Pankreas inklusive der Inselzellkarzinome. Um ein Atmungs-Artefakt
(durch das Heben und das Senken des Thorax) zu verringern, wurde eine Atemsonde
unterhalb des Thoraxbereichs angebracht. Mittels einer Gating-Kontrolleinheit wurde
ausschlief3lich im Zeitraum zwischen den Atemimpulsen gemessen — ,Triggering®. Zur

anatomischen Visualisierung wurde das T2-gewichtete ,3D Turbo Spin Echo“ gewahlt.
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Die Atmung wurde sowohl wahrend der PET als auch MRT Untersuchung mit einer

Atemsonde Uberwacht.

3.6.3 Optische Bildgebung

3.6.3.1 Technische Informationen zur optischen Bildgebung und Analyse

Fur die in vivo Untersuchungen wurde das IVIS® Spectrum Ol System (Perkin Elmer,
Rodgau-Jigesheim, Germany) verwendet. Zum Zwecke der Sensitivitdtserhohung
und zur Reduktion des thermischen Rauschens wird die CCD-Kamera auf —90 °C
gekuhlt. Das IVIS System umfasst eine lichtundurchlassige Dunkelkammer und eine
Epi-lllumination zur Visualisierung des Biolumineszenz Signals. 28 Filter (430 — 850
nm) unterstitzen die Erkennung des Signals innerhalb eines 23 cm grol3en,
guadratischen Felds, auf dem bis zu 5 Versuchsmause geleichzeitig (in
Isoflurananésthesie, 1,5 Vol. % gemischt mit 100 % O2) gemessen werden kénnen.
Die anschlielende Analyse wurde mit der Software Living Image Software (Perkin
Elmer, Waltham, Vereinigte Staaten) durch das Einzeichnen der Regions of Interest
(ROIs) durchgefuhrt. ROIs wurden fir den Tumor und das Knochenmark
eingezeichnet. Es erfolgte jeweils eine semi-quantitative Analyse der average radiance
(mittlere Strahlungsemission; Photonen pro Sekunde pro cm? pro Steradianten;
p/s/cm/sr) der emittierten Luciferase Aktivitdt 5 min. nach i.p. Injektion des Luciferins.

3.6.3.2 Allgemeine Vorbereitung fir die optische Bildgebung

Die Versuchstiere wurden drei Tage vor Tumorinokulation mittels Isoflurananésthesie
(1,5 Vol. % gemischt mit 100 % O2) narkotisiert und die Augen mit Augensalbe
(Corneregel®, Bausch & Lomb, Berlin, Deutschland) benetzt. Unter Narkose folgte die
Rasur mit einem Kurzhaarschneider und die anschlieende Enthaarung der
inguinalen, zervikalen sowie dorsalen Areale (zur Pravention der Absorption des
Biolumineszenzsignals durch das Fell) mittels Veet®-Enthaarungscreme (Reckitt
Benckiser, Slough, UK). AnschlieRend wurden die Versuchsmause wieder in die

Heimkéafige zuriickgesetzt.
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3.6.3.3 Durchfuhrung der Messung

Zur Visualisierung der NFkB Aktivitatsorte der NFKBLuc-Reportermause wurden diese
jeweils 5 Minuten vor Beginn des Scans mit 75 mg/kg Luciferin i.p. injiziert. Es wurden
ein bis maximal finf Versuchsmause auf der beheizten Plattform (37 °C) unter
Isoflurananésthesie (1,5 Vol. % gemischt mit 100 % O32) positioniert. Es wurden je zwei
Aufnahmen durchgefuhrt: a) dorsal (auf dem Bauch liegend) und b) ventral (auf dem
Rucken liegend). Fokus dieser Untersuchung ist die NFKB Aktivierung im Tumor als
auch im Knochenmark (Abbildung 16). Folgende Einstellungen wurden zur optischen
Bildgebung verwendet:

Binning: Medium, F-Stop: 1, Foto Belichtung: Auto wund verschiedene

Belichtungszeitenvon 1s,2s,5s,10s, 30 sund 60 s.

Abbildung 16: Visualisierung der Positionierung der Versuchstiere in der Dunkelkammer zur
Erfassung der NFkB Aktivierung im Tumor als auch im Knochenmark; Riickenlage (links) und

Bauchlage (rechts).

3.7 Statistische Analyse

Die Resultate der relativen Blutglukosekurven der RIP1-Tag2 Mause unter der
kombinierten Viro-Immuntherapie wurden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts (,Standard Error oft he Mean®, SEM) dargestellt. Fir den Vergleich von
unabhangigen Stichproben wurde der initiale rBGW (100 %) mit dem Mittelwert des

rBGW zu einem definierten Zeitpunkt mittels ungepaartem parametrischem T-Test
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verglichen. Ebenso wurde der ungepaarte parametrische T-Test fur den Vergleich
einer Zellpopulation zwischen 2 Behandlungsgruppen verwendet. Fir den Vergleich
der rBGW des insgesamten Behandlungszeitraums von 2 Behandlungsgruppen
wurden zunéchst die Flachen unter den Kurven beider Gruppen (Area under the curve,
AUC) berechnet und diese dann mittels parametrischem T-Test miteinander
verglichen. Das relative Tumorvolumen der OVA-B16 und OVA-MC38 tragenden
NFKBluc-Reportermause und die S.1. (Optische Bildgebung) wurden ebenfalls zu einem
definierten Zeitpunkt mittels ungepaartem parametrischem T-Test miteinander
verglichen.

Fur den Vergleich des medianen Uberlebens wurde der Log-rank (Mantel-Cox) Test
benutzt.

Fur den Vergleich der rBGW innerhalb 3 verschiedener Behandlungsgruppen wurde
die AUC berechnet und die Mittelwerte mittels einfaktoriellem ANOVA verglichen. Zur
Korrektur fur Mehrfachtestungen wurde jeweils eine Bonferroni-Korrektur des
Signifikanzniveaus angewendet. Der Vergleich der relativen Anzahl einer definierten
Zellpopulation innerhalb 3 Behandlungsgruppen wurde ebenfalls mittels
einfaktoriellem ANOVA mit einer Bonferroni-Korrektur verglichen.

Fur den Vergleich von mehreren Zellpopulationen (= 2) zwischen 2 oder 3
Behandlungsgruppen wurde der zweifaktorielle ANOVA gefolgt von einer Bonferroni-
Korrektur herangezogen. Die in den Experimenten gebrauchten statistischen Analysen
sind unter den jeweiligen Abbildungen beschrieben. Falls nicht explizit erwahnt,
wurden Werte von p < 0,05 als statistisch signifikant bestimmt. Fur die statistische
Auswertung wurde die Software GraphPad Prism Version 9.3.1 (GraphPad Software,

Inc., San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) genutzt.
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Tabellarische Zusammenfassung der verwendeten statistischen Tests:
Log-rank Einfaktorieller ANOVA

+ Bonferroni Korrektur

Ungepaarter Zweifaktorieller ANOVA

+ Bonferroni Korrektur

(Mantel Cox)

parametrischer T-Test

Medianes
Uberleben

rBGW (ein Zeitpunkt)

AUC von rBGW (Verlauf

zwischen 2 Gruppen)

AUC von rBGW (Verlauf

zwischen 3 Gruppen)

FACS (1 Zellpopulation +
2 Gruppen)

FACS (1 Zellpopulation +
3 Gruppen)

FACS (2 oder mehr
Zellpopulation +
3 Gruppen)

Relatives Tumorvolumen
(ein Zeitpunkt)

S.I.
(ein Zeitpunkt)
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4. Resultate

Die Wirksamkeit der Immuntherapie basierend auf Tag-spezifischen Tnl-Zellen wurde
im RIP1-Tag2 Tumormausmodell bereits von der AG Roécken (Hautklinik,
Universitatsklinikum Tubingen) grundlegend untersucht [240]. Hierbei wurden in einem
protektiven Ansatz finf Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause (?) i.p. mit Tag-THl
Zellen behandelt, wodurch ein permanenter Wachstumsarrest in den RIP1-Tag2
Tumoren induziert wurde. In diesem Alter befinden sich die RIP1-Tag2 Tumore noch
in einem hyperplastischen Stadium. Im Alter von 8 Wochen erfolgt der sogenannte
angiogenic switch. Infolgedessen entwickeln sich in der 10. Lebenswoche kleine solide
Tumore. Anhand des gesunkenen Blutglukosewerts lasst sich die Tumorprogression
indirekt messen. Des Weiteren lassen sich Inselzellkarzinome bereits mittels MRT
nicht-invasiv in vivo darstellen [241]. In einer weiteren Studie wurden RIP1-Tag2
Versuchsmause mit fortgeschrittenem Tumorstadium im Alter von 10 bis 11 Wochen
mit einer kombinierten Immuntherapie bestehend aus Tag-Twl Zellen und den Immun-
Checkpoint-blockierenden AK anti-PD-L1 und anti-LAG-3 therapiert. Diese
kombinierte Immuntherapie konnte die Therapieeffizienz im Vergleich zu der
Solotherapie signifikant steigern. Zudem wurde keine signifikante Tumorprogression
im Versuchszeitraum von ca. 3,5 Wochen registriert [242].

Im Rahmen der kombinierten Immuntherapie sollte nun in RIP1-Tag2
Versuchsmausen der Einfluss der CD8* T-Zellen auf die Therapieeffizienz untersucht

werden. Hierzu wurden die CD8* T-Zellen mittels CD8 AK vollstandig depletiert.
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4.1 Der Einfluss von CD8"* T-Zellen auf die Therapieeffizienz einer kombinierten

Immuntherapie im fortgeschrittenen murinen Inselzellkarzinommodell

4.1.1 Validierung der CD8* T-Zell Depletion

Zur Validierung der CD8* T-Zell Depletion wurde ein Vorversuch initiiert, in dem C3H
Wildtyp Mause mit CD8 depletierenden AK mittels i.p. Applikation behandelt wurden.
Initial wurden 500 pg und fir die Folgeinjektionen 200 pg des anti-CD8 AKs appliziert,
um eine vollstandige systemische Saturierung zu erzielen. Es wurde initial vor und
jeweils wochentlich nach der CD8 AK-Applikation eine Analyse des Blutes mittels
Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Das Blut wurde mittels retrobulbarer Blutentnahme
gewonnen. Nach einer vier-wochigen anti-CD8 AK-Applikation wurden die
Versuchsmause eingeschlafert und die inguinalen, abdominalen, brachialen und
zervikalen Lymphknoten sowie die Milz und das Blut zur Untersuchung der
Anwesenheit von CD8* T-Zellen isoliert. Die Analyse wurde mittels
Durchflusszytometrie durchgefuhrt (Abbildung 17).

w
: ;
= =
Y / 8 y 8 / 8 v 8 / Versuchsende
X < 4 <
L L (T L
PEE B B | | | | 4
Lov v v o v v v vv v bvvv v b v v brr v
Woche

Py i.p. Applikation anti-CD8 Antikdrper
FACS Analyse der Anzahl CD8* T-Zellen mittels Durchflusszytometrie

Abbildung 17: Versuchsschema zur Validierung der CD8* T-Zell Depletion. C3H Wildtyp-Mause
wurden mit einer i.p. Injektion von anti-CD8 AK (n = 2) bzw. mit Isotyp AK (n = 1) zur Depletion
endogener CD8* T-Zellen behandelt. Initial wurden 500 pg anti-CD8 AK in einem Volumen von 200 pl
und fur die Folgeinjektionen 200 pg in einem Volumen von 100 pl appliziert. Zur Analyse der
Anwesenheit von CD8* T-Zellen im zeitlichen Verlauf wurde repetitiv retrobulbares Blut gewonnen und
im Anschluss mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zusatzlich erfolgte am Versuchsende die Analyse
des Blutes, der Lymphknoten und der Milz zur Validierung der erfolgreichen CD8* T-Zell Depletion

mittels Durchflusszytometrie.
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Die relative Anzahl der CD8* T-Zellen im Blut betrug zu Beginn der Analyse 22 — 27 %
gemessen an der Gesamtzahl CD3* T-Zellen. Der Mittelwert der CD8* T-Zellen betrug
initial 24,5 % und verringerte sich nach zwei anti-CD8 AK Applikationen auf 2,3 %.
Nach der dritten anti-CD8 AK Applikationen wurde eine nahezu vollstandige Depletion
der CD8" T-Zellen erzielt (Abbildung 18A; 0,210 %). Die Bestimmung der CD8" T-
Zellen im Blut, in den Lymphknoten und in der Milz nach vierwdchiger Applikation der
anti-CD8 AK bestétigte eine beinahe vollstandige Depletion der CD8* T-Zellen im
Vergleich zur Isotyp-Behandlungsgruppe (Blut: 30,10 % vs. 0,04 %; Lymphknoten:
24,80 % vs. 0,45 %; Milz: 20,30 % vs. 0,23 %; dargestellt als Quotient: CD8" T-
Zellen/CD3* T-Zellen) (Abbildung 18B + C).

A
40-
— -e- |sotyp AK
c
% 30- -= anti-CD8 AK
3 N
o
N+
™ .
l_ 2 20
o O
A c
(@) g 104
S
0 T T - ——

-1 0 1 2 3 4
Behandlungswochen

73



Milz

Lymphknoten

Lymphknoten

Blut

o © © v © ©v o
o ™ (9] ~ ~
(Usjlez-L ,£QD UoA %) <
x
us|ez-1 ,800 < g
s 2
= 2
2 G
m‘
= N
o =

=
o
A A fl-h
s g

[ T T T T T 1
« S &g 2 e e o S S P
80211 o elezL.cqouons) (Usllez-L €0 UoA %)
)apueyaq sgd wanajdap , 8aD uellozZ-1 800 weIeZ-L .8a0

74




Abbildung 18: Monitoring der Depletion von CD8* T-Zellen mittels Durchflusszytometrie. Die
CD8* T-Zellen wurden als Prozent der CD3* T-Zellen angegeben. (A) Longitudinale Analyse der CD8*
T-Zelldynamik im Blut unter 6-maliger anti-CD8 AK Gabe Uber einen Zeitraum von 4 Wochen. (B)
Schematische lllustration der Gating-Strategie der CD8* T-Zellen nach 6-maliger anti-CD8 AK Gabe im
Blut, in den inguinalen und axillaren Lymphknoten und in der Milz. (C) Analyse der CD8* T-
Zellexpression in Versuchsmausen nach 6-maliger Verabreichung eines Isotyp-AK bzw. depletierenden
anti-CD8 AK.

4.1.2 Einfluss der CD8" T-Zellen auf die Therapieeffizienz der kombinierten
Immuntherapie mit einer initialen 2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkorperbestrahlung

Nach der Validierung der erfolgreichen CD8* T-Zell Depletion sollte nun der Einfluss
der CD8* T-Zellen auf die Therapieeffizienz der bereits etablierten kombinierten
Immuntherapie in 10 — 11 Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchsmause uberprift werden.
Zunachst wurden die Versuchstiere analog an die oben beschriebene Vorstudie vor
Therapiestart mit einer zweimaligen Applikation von anti-CD8 AK (Initial: 500 ug;
Folgeinjektion: 200 pg) zur Depletion der CD8* T-Zellen behandelt. Die Gabe der anti-
CD8 AK erstreckte sich uber den gesamten Versuch jeweils einmal wéchentlich.
Infolgedessen wurden die Tiere analog zu Brenner et al. initial mit einer 2 Gy
Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung zum Zweck der Depletion endogener
Immunzellen bestrahlt [242]. Die i.p. Applikation der 107 Tag-Tnl-Zellen erfolgte 24
Stunden spater und im Verlauf einmal wochentlich. Zusatzlich wurden 24 Stunden
nach der Applikation der Tag-Tul-Zellen anti-PD-L1/anti-LAG-3 AK zur
Immuncheckpoint-Blockade (im Folgenden als ICB abgekirzt) zweimal wéchentlich
i.p. appliziert. Der Blutglukosewert wurde bei den Versuchsmausen zur indirekten
Kontrolle des Wachstums der Inselzellkarzinome zweimal wdchentlich bestimmt
(Abbildung 19).

Der initiale Blutglukosewert der Versuchsméause (Alter: 10-11 Wochen) zum Zeitpunkt
des Therapiestarts wurde aufgrund von Schwankungen zwischen den
Versuchsgruppen zur vereinfachten Darstellung auf 100 % gesetzt. Dies vereinfacht
den Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen. Folglich werden in der hier

vorgelegten Promotionsschrift auschlie3lich rBGWs angegeben. Zuséatzlich wird der
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initiale Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe in der Beschreibung der Abbildung 20

in mg/dl angebegen (entspricht einem rBGW von 100 %).

/ i.p Applikation der anti-CD8 AK
&  Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung (2 Gy)

i.p Applikation der Tag-Ty1 Zellen / PBS

R

';1;4 i.p Applikationder ICB / Isotyp AK

Abbildung 19: Versuchsschema der kombinierten Immuntherapie mit initialer 2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkdrperbestrahlung und Depletion der CD8" T-Zellen. 10 — 11 Wochen alte RIP1-Tag2
Versuchsmause wurden initial vor Versuchsbeginn zweimal und anschlielend bis zum Versuchsende
jeweils einmal pro Woche mit anti-CD8 AK (i.p.) zur Depletion der endogenen CD8* T-Zellen behandelt.
Die kombinierte Immuntherapie startete in Woche 0 mit einer Niedrigdosis-Ganzkoérperbestrahlung (2
Gy) gefolgt von der i.p. Applikation von Tag-Tnl Zellen/PBS (einmal wochentlich) und der i.p Gabe der

ICB/Isotyp AK (zweimal wochentlich). Zudem wurde zweimal wochentlich der Blutglukosewert bestimmt.

Zunachst wurde uUberpruft, welchen Einfluss CD8* T-Zellen auf den Verlauf der
Tumorprogression ohne Behandlung haben. Hierzu wurde die Tumorprogression in
RIP1-Tag2 Versuchsmausen im Rahmen einer Uberlebensstudie analysiert. Die
Versuchsmause wurden mit anti-CD8 depletierenden AK und Isotyp AK (Isotyp-AK zur
ICB) behandelt. Es konnte kein signifikanter Unterschied im rBGW zwischen den CD8*
T-Zell-depletierten und nicht-depletierten RIP1-Tag2 Versuchsmausen beobachtet
werden (Abbildung 20A). Des Weiteren konnte kein Effekt der CD8* T-Zell-Depletion
auf das Uberleben festgestellt werden (Abbildung 20B).
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Anschlie3end wurde der Einfluss von CD8" T-Zellen auf die Therapieeffizienz der
kombinierten Immuntherapie evaluiert. Hierzu wurden RIP1-Tag2 Versuchsmause 4
Wochen lang mit der kombinierten Immuntherapie behandelt und zusatzlich die CD8*
T-Zellen mittels anti-CD8 AK depletiert. In den behandelten Versuchsmausen ohne
CD8" T-Zell-Depletion konnte 8 Tage nach Behandlungsbeginn ein Anstieg des
rBGWs um 59,52 % + 17,19 % beobachtet werden. Dieser Anstieg rBGWs war unter
Depletion der CD8* T-Zellen deutlich geringer (23,32 % * 12,01 %; Abbildung 20C)
und es zeigte sich Uber die Zeit kein Peak.

Die kombinierte Immuntherapie fuhrte zur Stabilisierung des rBGWs der
Versuchsmause beider Versuchsgruppen Uber einen Zeitraum von drei Wochen (nach
2 Wochen: 109,19 % + 7,00 %; Abbildung 20C). Wobei sich die rBGWs der
Versuchsgruppe mit Depletion der CD8" T-Zellen auf einem stabilen Niveau ohne
auffallige Schwankungen verhielt und die Versuchsgruppe ohne Depletion der CD8*
T-Zellen einen wellenférmigen Verlauf mit Peak zeigte (Abbildung 20C). Hingegen
zeigten die Versuchsmause, die nur mit den Isotyp AK behandelt wurden, zu diesem
Zeitpunkt bereits einen Abfall des rBGWs auf 69,25 % * 5,17 %; Abbildung 20A).
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Abbildung 20: Einfluss der Depletion der CD8* T-Zellen auf die rBGWs und das Uberleben von
10-11 Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchsmausen (A) Zeitlicher Verlauf der  BGWSs der mit Isotyp AK
behandelten Versuchsméause mit (anti-CD8 AK + Isotyp AK; n = 5) und ohne Depletion (Isotyp AK; n =
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4) der CD8* T-Zellen. 100 % des rBGWs entsprechen zum Zeitpunkt O einem Mittelwert der Blutglukose
von 74,40 + 4,99 mg/dl der anti-CD8 AK + Isotyp AK Versuchsgruppe und 73,75 £ 6,33 mg/dl der Isotyp
AK Versuchsgruppe. (B) Uberlebensrate der Versuchsmause mit Isotyp AK Behandlung mit und ohne
Depletion der CD8* T-Zellen. (C) Zeitlicher Verlauf der rBGW von Versuchsmausen mit kombinierter
Immuntherapie mit (anti-CD8 AK + Tag-THl + ICB; n = 3) und ohne Depletion der CD8* T-Zellen (Tag-
Tul + ICB; n = 3). 100 % des rBGWs entsprechen einem Mittelwert der Blutglukose von 69,33 + 9,60
mg/dl fir die anti-CD8 AK + Tag-TH1 + ICB Versuchsgruppe (n = 3) und 67,67 + 3,18 mg/dl die Tag-Tn1l
+ ICB Versuchsgruppe (n = 3) zum Zeitpunkt 0.

4.1.3 Einfluss der CD8* T-Zellen auf die Therapieeffizienz der kombinierten

Immuntherapie mit einer initialen Cyclophosphamid Behandlung

Analog zum unter 4.1.2 beschrieben Versuchsaufbau wurde im Weiteren der Einfluss
der CD8* T-Zellen auf die Therapieeffizienz in Kombination mit einer
Cyclophosphamid-Behandlung (anstelle der Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung)
untersucht. Da es sich bei Cyclophosphamid um ein zur Tumortherapie beim
Menschen zugelassenes Zytostatikum handelt, werden unter Verwendung dieses
Zytostatikums klinisch translatierbare Bedingungen geschaffen. Im Gegensatz hierzu
wird sich eine 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkoérperbestrahlung kaum in die Klinik
translatieren lassen. Wie bereits zuvor wird der initiale Blutglukosewert der zu diesem
Zeitpunkt 10-11 Wochen alten Versuchsméuse wurde aufgrund von Schwankungen
zwischen den Versuchsgruppen, zur vereinfachten Darstellung, auf 100 % gesetzt.
Der initiale Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe ist in der Beschreibung der

Abbildung 22 in mg/dl angebegen (entspricht einem rBGW von 100 %).
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Abbildung 21: Versuchsschema der kombinierten Immuntherapie mit initialer Cyclophosphamid
Behandlung (250 ug/g Korpergewicht) und Depletion der CD8* T-Zellen. 10 — 11 Wochen alte RIP1-
Tag2 Versuchsmdause wurden initial vor Versuchsbeginn zweimal und anschlieRend bis zum
Versuchsende jeweils einmal pro Woche mit anti-CD8 AK (i.p.) zur Depletion der endogenen CD8* T-
Zellen behandelt. Die kombinierte Immuntherapie startete in Woche 0 mit einer initialen i.p.
Cyclophosphamid Applikation, gefolgt von der i.p. Applikation von Tag-Tuwl Zellen/PBS (einmal
wochentlich) und der i.p Gabe der ICB/Isotyp AK (zweimal woéchentlich). Zudem wurde zweimal

wochentlich der Blutglukosewert bestimmt.

10 — 11 Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsméause wurden wie in Abbildung 21
dargestellt initial mit Cyclophosphamid behandelt. Im Weiteren wurde die kombinierte
Immuntherapie (Tag-Tul + ICB) mit oder ohne Depletion der CD8* T-Zellen bis zum
Erreichen der humanen Endpunkte durchgefiihrt. Alle Versuchsgruppen ohne ICB
Gabe wurden mit den entsprechenden Isotyp AK behandelt und alle Versuchsgruppen
ohne Tag-Tw1 Injektion erhielten anstelle der Tag-Tx1 Injektion eine Injektion mit PBS
(Abbildung 21).

Der rBGW der Versuchsgruppe, die mit der kombinierten Immuntherapie (Tag-Tnl +

ICB) behandelt wurde, zeigte einen &hnlichen Verlauf wie im Vorversuch (4.1.2). Zwei
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Wochen nach Behandlungsbeginn konnte in dieser Gruppe ein signifikanter Anstieg
des Blutglukosewerts auf 125,71 % + 10,29 % (*p = 0,0368) beobachtet werden. Der
deutliche Anstieg des rBGWs konnte in der CD8* T-Zell-depletierten Versuchsgruppe
mit kombinierter Immuntherapie nur in sehr abgeschwachtem Ausmald beobachtet
werden (106,41 % + 13,46 %;

Abbildung 22A). Dies impliziert, dass die CD8* T-Zellen zu diesem friihen Zeitpunkt
der kombinierten Immuntherapie eine wichtige Rolle fir die Therapieeffizienz spielen.
Im weiteren Therapieverlauf konnte kein Unterschied im rBGW zwischen den mit
kombinierter Immuntherapie behandelten Versuchsgruppen mit und ohne Depletion
der CD8* T-Zellen beobachtet werden. Zudem zeigten die Versuchsmause, die mit
den Isotyp AK behandelt wurden, einen &hnlichen Verlauf des rBGWs wie die
Kontrollgruppe mit Depletion der CD8* T-Zellen

Abbildung 22A).

Die Versuchsmause, die mit der kombinierten Immuntherapie behandelt wurden
Uberlebten im Median 6,4 Behandlungswochen und exakt genauso lange wie die
Kontrollgruppe mit depletierten CD8* T-Zellen

Abbildung 22B). Wurden die Versuchsmause mit Isotyp AK behandelt, so betrug das
mediane Uberleben nur 5,6 Wochen. Wurden den Isotyp AK behandelten
Versuchsmausen zusatzlich anti-CD8 AK appliziert, verringerte sich das mediane
Uberleben auf 4,6 Behandlungswochen. Zusammenfassend, konnte das Uberleben
der Versuchsmause durch die Gabe der kombinierten Immuntherapie um 0,8 Wochen
signifikant verlangert werden (**p = 0,0077,

Abbildung 22B). Vergleicht man die Versuchsgruppen mit depletierten CD8* T-Zellen
so konnte das Uberleben durch den Einsatz der kombinierten Immuntherapie um 1,8
Wochen verlangert werden (**p = 0,0093;

Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Verlauf der rBGW in 10-11 Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchsméusen mit initialer
Cyclophosphamid-Behandlung und kombinierter Inmuntherapie mit/ohne Depletion der CD8* T-
Zellen (A) Zeitlicher Verlauf der rBGW von Versuchsmausen mit initialer Cyclophosphamid-
Behandlung, kombinierter Immuntherapie mit (anti-CD8 AK + Tag-Tn1 + ICB; n = 7) und ohne Depletion
der CD8* T-Zellen (anti-CD8 AK + Tag-TH1 + ICB; n = 8). Eine Kontrollgruppe wurde ausschliel3lich mit
Isotyp AK behandelt; mit (anti-CD8 AK + Isotyp AK; n = 5) und ohne Depletion der CD8* T-Zellen (anti-
CD8 AK + Isotyp AK; n =5). 100 % des rBGWs entsprechen einem Mittelwert der Blutglukose von 76,57
+ 3,85 mg/dl furr die anti-CD8 AK + Tag-Tul + ICB Versuchsgruppe, 86,88 + 6,95 mg/dl fir die Tag-Tnl
+ICB, 62,20 + 3,50 mg/dI fur die anti-CD8 AK + Isotyp AK Versuchsgruppe und 67,40 + 3,50 mg/dl fr

die Isotyp AK Versuchsgruppe. Zur statistischen Evaluation wurde der Zeitpunkt des Peaks (2 Wochen)
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mit dem Behandlungsbeginn (Zeitpunkt 0) verglichen und mittels ungepaartem parametrischem T-Test
ausgewertet. (B) Uberlebensrate der Versuchsméause mit initialer Cyclophosphamid-Behandlung,
kombinierter Immuntherapie bzw. Isotyp AK Behandlung mit und ohne Depletion der CD8* T-Zellen. Die

Signifikanz des medianen Uberlebens wurde mittels Log-rank (Mantel-Cox) Test berechnet.

4.2 Einfluss der onkolytischen Viren OncoVEX auf die Therapieeffizienz der
kombinierten Immuntherapie (kombinierte Viro-Immuntherapie)

Die Kombination aus onkolytischen Viren und Checkpoint-blockierenden AK hat
bereits einen synergistischen Therapieeffekt bei verschiedenen Tumoren gezeigt, wie
beispielsweise beim murinen Adenokarzinom Py230, beim murinen B16 Melanom
oder bei der humanen Nierzellenlinie 293T [243]. Die kombinierte Viro-Immuntherapie
bestehend aus onkolytischen Viren, einer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung,
Tag-Tnl T-Zellen und ICB soll in den nachfolgenden Experimenten evaluiert werden.
Es soll Uberprift werden ob die Addition von OncoVEX zur bereits etablierten
kombinierten Immuntherapie bei RIP1-Tag2 Versuchsmausen im fortgeschrittenen
Tumorstadium einen additiven Therapieeffekt erzielt. Somit wurden zusatzlich zur
kombinierten Immuntherapie, 24 Stunden nach Applikation der anti-PD-L1/anti-LAG-3
AK, 5 x10° PFU OncoVEX in der Behandlungswoche 1 und 2 appliziert. Analog zu den
Vorversuchen wurden 10 — 11 Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause behandelt
(Abbildung 23) und der Blutglukosewert 2-mal wdchentlich bestimmt. Zudem wurde
jeweils eine retrobulbare Blutentnahme vor der OncoVEX Injektion sowie 4 Stunden
und 72 Stunden danach als auch 4 Stunden, 96 Stunden und 14 Tage (Versuchsende)
nach der zweiten OncoVEX Injektion zum Nachweis viraler DNA durchgefihrt.

Zum Versuchsende wurden der Pankreas inklusive der Inselzellkarzinome als auch
die Milz isoliert und zur histopathologischen Begutachtung fixiert und nach
Entwasserung in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden die Organbldcke
geschnitten und H&E Farbungen als auch immunhistochemische Farbungen der T-
Zellinfiltrate und von OncoVEX infizierten Zellen angefertigt. Der initiale
Blutglukosewert der zu diesem Zeitpunkt 10-11 Wochen alten Versuchsméause wurde
aufgrund von Schwankungen zwischen den Versuchsgruppen, zur vereinfachten

Darstellung, auf 100 % gesetzt. Der initiale Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe ist
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in der Beschreibung der Abbildung 24 in mg/dl angebegen (entspricht einem rBGW
von 100 %).
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Abbildung 23: Versuchsschema der kombinierten Viro-Immuntherapie. 10 — 11 Wochen alte RIP1-
Tag2 Versuchsméuse wurden Uber einen Zeitraum von 4 Wochen behandelt. Die kombinierte Viro-
Immuntherapie startete zum Zeitpunkt 0 mit einer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung gefolgt von
der i.p. Applikation von Tag-Tul Zellen/PBS (einmal wochentlich) und der i.p. Gabe von den
Immuncheckpoint-Inhibitoren anti-PD-L1 und anti-LAG-3 (ICB, zweimal wochentlich). Daraufhin wurde
das onkolytische Virus OncoVEX (erste und zweite Behandlungswoche) appliziert. Zudem wurde
zweimal wdchentlich der Blutglukosewert bestimmt. Zur Evaluation der erfolgreichen OncoVEX

Replikation wurde vor und nach Virus Applikation Blut genommen.

4.21 Analyse der Therapieeffizienz der kombinierten Viro-Immuntherapie

mittels Blutglukosewertmessung bei RIP1-Tag2 Versuchsmausen

Die RIP1-Tag2 Versuchsmause wurden analog zum Versuchsschema in Abbildung
23 therapiert. Eine Gruppe wurde mit der vollstdndigen kombinierten Viro-
Immuntherapie behandelt (OncoVEX + Tag-TH1 + ICB). Eine Kontrollgruppe wurde mit

der kombinierten Immuntherapie und anstelle von OncoVEX mit PBS behandelt (Tag-
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Trul + ICB) und eine weitere Kontrollgruppe mit OncoVEX + Isotyp AK (OncoVEX +
Isotyp AK).

Der Blutglukosewert betrug zu Therapiebeginn durchschnittlich 80 — 100 mg/dl (in
Abbildung 24A+B angegeben als rBGW in Prozent des initialen Blutglukosewertes
einen Tag vor Therapiebeginn). Sechs Tage nach der ersten OncoVEX-Injektion
(erster Peak, dies entspricht 1,43 Wochen nach Therapiestart) konnte ein signifikanter
Anstieg des rBGWs um 50,83 % + 21,12 % in dieser Versuchsgruppe beobachtet
werden (*p = 0,0369; Abbildung 24A+B). Sieben Tage nach der zweiten OncoVEX-
Injektion (zweiter Peak, entspricht 2,71 Wochen) wurde erneut ein signifikanter Anstieg
des rBGWs um 32,00 % £ 12,00 % gemessen (*p = 0,0369; Abbildung 24A+B).

Wie bereits von Brenner et al. beobachtet, zeigte die Kontrollgruppe, die mit der
kombinierten Immuntherapie behandelt wurde, einen stabilen Blutglukosewert tber
den Behandlungszeitraum von 4 Wochen [242]. Der rBGW betrug zum Zeitpunkt des
Therapieendes 91,60 % % 9,45 % und war im Vergleich zum Therapiestart nicht
signifikant gesunken (p = 0,3506; Abbildung 24A). Der rBGW der Versuchsmause,
die nur mit OncoVEX und Isotyp AK behandelt wurden, befand sich Uber einen
Behandlungszeitraum von 2 Wochen auf einem konstanten Niveau und fiel nach der
2. OncoVEX-Injektion rasch ab (Abbildung 24A).

Die statistische Analyse der relativen Blutglukosespiegel Uber den gesamten
Behandlungszeitraum (,area under the curve® (AUC)) ergab einen signifikant hoheren
rBGW der kombinierten Viro-Immuntherapie-Versuchsgruppe (443,50 £+ 25,36 a.u.) im
Vergleich zur OncoVEX + Isotyp AK Versuchsgruppe (327,90 + 21,09; **p = 0,0076;
Abbildung 24C).
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Abbildung 24: rBGW der RIP1-Tag2 Versuchsmdausen im Verlauf der kombinierten Viro-
Immuntherapie (zum Zeitpunkt 0). (A) Zeitlicher Verlauf der rBGW der Versuchsméause mit
kombinierter Viro-Immuntherapie (OncoVEX + Tag-Tul + ICB; n = 6). Eine Kontrollgruppe erhielt die
etablierte kombinierte Immuntherapie und eine PBS Injektionen (Tag-Tnl + ICB; n = 6). Eine weitere
Kontrollgruppe wurden mit OncoVEX und Isotyp AK behandelt (OncoVEX + Isotyp AK; n = 6). 100 %
des rBGWs entsprechen einem Mittelwert der Blutglukose von 69,33 £ 3,83 mg/dl fur die OncoVEX +
Tag-Tnl + ICB Versuchsgruppe und von 69,33 £ 5,57 mg/dl fur die Tag-Tnl + ICB Versuchsgruppe und
von 90,50 + 4,37 mg/dl fur die OncoVEX + Isotyp AK Versuchsgruppe. OV = i.p. OncoVEX Gabe (B)
Um den Anstieg des rBGWs statistisch zu evaluieren, wurde der rBGW zum Zeitpunkt des
Behandlungsstarts mit den Zeitpunkten der beiden Peaks (6 Tage nach erster OncoVEX Injektion; 1,43
Wochen nach Therapiestart und sieben Tage nach zweiter OncoVEX Injektion; 2,43 Wochen nach

Therapiestart) mittels ungepaartem parametrischem T-Test evaluiert. (C) Zur statistischen Auswertung
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wurden die Flachen unter den relativen Blutglukosekurven (,area under the curve® (AUC)) uber den
gesamten Behandlungszeitraum mittels einfaktoriellem ANOVA mit Bonferroni-Korektur fr

Mehrfachtestungen (k = 3) miteinander verglichen (Flacheneinheit, engl.: area unit, a.u.). **p = 0,0076.

4.2.1.1 Bestimmung der Anwesenheit von OncoVEX im Vollblut von RIP1-
Tag2 Mausen mittels qPCR
Im Verlauf der vier-wdchigen Behandlung wurde den RIP1-Tag2 Versuchsmausen
mehrmals Blut zum Nachweis viraler DNA abgenommen. Dies erfolgte einmal vor der
ersten OncoVEX Applikation sowie 4 Stunden und 72 Stunden danach. Des Weiteren
4 Stunden, 96 Stunden und zwei Wochen nach der zweiten OncoVEX Applikation. Das
Blut wurde infolgedessen mittels quantitativer PCR auf die Anwesenheit von HSV-1
DNA (OncoVEX) untersucht. Als Negativ-Kontrolle wurde die Tag-Tul + ICB

Versuchsgruppe, welche keine OncoVEX Injektionen erhielten, analysiert.

Bereits 4 Stunden nach der ersten und zweiten OncoVEX Injektion konnte in der
kombinierten Viro-Immuntherapiegruppe (OncoVEX + Tag-Tul + ICB) HSV-1 DNA
mittels quantitativer PCR im Blut nachgewiesen werden (Abbildung 25); ebenso 72
Stunden nach der ersten und 96 Stunden nach der zweiten OncoVEX Injektion. Da der
CT Wert (Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus) bei 35 — 45 liegt, ist jedoch von einer
relativ geringen Virus-DNA-Konzentration im Blut auszugehen. 17 Tage nach der
zweiten OncoVEX Injektion (Tag 24) konnte im Blut keine Virus-DNA mehr
nachgewiesen werden (Abbildung 25). In der Kontrollgruppe (Tag-Tul + ICB) ohne
OncoVEX Injektion konnte zu keinem Zeitpunkt Virus-DNA nachgewiesen werden
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Quantitative PCR zum Nachweis viraler DNA im Verlauf der vier-wdchigen
kombinierten Viro-Immuntherapie. Vor und nach den zwei OncoVEX Injektionen wurde den 10 — 11
Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchsméausen retrobulbar Blut abgenommen und die virale DNA mittels
guantitativer PCR quantifiziert. Der CT Wert (Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus) gibt die Anzahl der
Zyklen wieder. Es wurden folgende Versuchsgruppen analysiert: OncoVEX + Tag-Tul + ICB und Tag-
Tul + ICB. BT = Behandlungstag; Therapiestart = Behandlungstag: 1. (h =2 — 4).

4.2.1.2 Histopathologische Evaluation der Inselzellkarzinome und der Milz von
RIP1-Tag2 Versuchsméusen nach vierwdchentlicher kombinierter
Viro-Immuntherapie
Am Versuchsende wurden alle Versuchstiere euthanasiert und das Pankreas inklusive
der Inselzellkarzinome sowie die Milz isoliert. Der Pankreas wurde mit Hilfe eines
Skalpells in drei Teile geschnitten und die Milz in zwei Teile. Der an der Milz
anlehnende Teil des Pankreas und der kraniale Teil der Milz wurden in Formalin fixiert
und nach dem Entwéssern in Paraffin eingebettet. Anschlie3end wurden 5 um Schnitte
der beiden Organe angefertigt und H&E Farbungen als auch immunhistochemische
Farbungen durchgefihrt (Institut fur Allgemeine und Molekulare Pathologie des
Universitatsklinikums Tidbingen unter der Leitung von Prof. Dr. Leticia Quintanilla de
Fend).
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Das Pankreas als auch die Milz der beiden Versuchsgruppen ‘OncoVEX + Tag-THl +
ICB* und ‘Tag-Tnl + ICB‘ wurden mittels H&E-Farbung morphologisch analysiert
(3.5.3.1). Zusatzlich wurde immunhistochemische Analysen der Pankreata der beiden

Versuchsgruppen veranlasst, mit Fokus auf CD3* T-Zellen und HSV-1 (3.5.3.2).

Analysen des Pankreas

In den Pankreata aller untersuchten RIP1-Tag2 Mause waren Inselzellkarzinome
erkennbar. Im Zentrum der Inselzellkarzinome waren viele dilatierte BlutgefalRe
anzutreffen (Abbildung 26A+B). Zudem wiesen die Inselzellkarzinomzellen deutlich
weniger Zytoplasma auf (Abbildung 26C). Die Inselzellkarzinome bestanden aus
kleinen bis mittelgrol3e Zellen und wiesen ,Salz-und-Pfeffer-Chromatin® auf
(Abbildung 26C). In der Versuchsgruppe mit der kombinierten Viro-Immuntherapie
waren die Inselzellkarzinome kleiner als in der Versuchsgruppe die mit der etablierten
kombinierten Immuntherapie ohne OncoVEX-Gabe behandelt wurde (Abbildung
26D+E).

Insgesamt zeigten die Versuchstiere, die nicht zusatzlich mit OncoVEX behandelt
wurden, eine geringere relative Anzahl an CD3* T-Zellen im und in der Peripherie der
Inselzellkarzinome (Abbildung 26F+G). Generell konnten in beiden Versuchsgruppen
die CD3*" T-Zellen vorwiegend im Randbereich der Inselzellkarzinome detektiert
werden (Abbildung 26H+1). Vereinzelte CD3* T-Zellen konnten jedoch auch innerhalb
der Inselzellkarzinome detektiert werden (Abbildung 26J+K). In beiden
Versuchsgruppen konnte mittels immunhistochemischer Analyse keine HSV-1
(OncoVEX) Expression nachgewiesen werden (Abbildung 26L). Als Positiv-Kontrolle
der HSV-1 Immunhistochemie wurde humanes HSV-1 exprimierendes, mit T-VEC
behandeltes Tumorgewebe (malignes Melanom) verwendet (Abbildung 26M).

Inselzellkarzinom (50x) Nuclei (400x)

H&E
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OncoVEX + Tag-Ty1 + ICB Humanes Melanom (Positiv-Kontrolle)

HSV-1 (200x)
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Abbildung 26: Histopathologische (H&E) und immunhistochemische (CD3) Analyse des
Pankreas von RIP1-Tag2 Mausen nach vier-wéchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie. (A-C) Reprasentative H&E Farbung der Inselzellkarzinomen von OncoVEX + Tag-Thl
+ ICB behandelten Versuchsméausen. (A) Die Ubersichtsaufnahme (VergroRerung: 50x) zeigt das
Inselzellkarzinom und (B) eine Detailaufnahme des Inselzellkarzinoms (VergréRerung: 200x). (C) zeigt
die ‘Salz und Pfeffer' Nuklei (Vergrofierung: 400x) mit gelben Pfeilen markiert. (D+E) Reprasentative
Darstellung das Pankreasgewebes inklusive der Inselzellkarzinomen (schwarz gestrichelte Linie; H&E)
dargestellt. (F-K) Représentative CD3 Immunhistochemie der Pankreata inklusive den
Inselzellkarzinomen der beiden Versuchsgruppen (OncoVEX + Tag-Tul + ICB; Tag-Tul + ICB) in der
Ubersicht (F+G; VergréRerung: 50x) und in der Detailaufnahme (VergréRerung: 200x) mit Fokus (H+I)
den Randbereich des Inselzellkarzinoms und (J+K) des Zentrums. Die schwarzen Pfeile deuten auf
CD3 positive T-Zellen hin. Zum Nachweis von OncoVEX infizierten Zellen wurde eine HSV-1
immunhistochemische Analyse durchgefuhrt. (L) Reprasentative HSV-1 Immunhistochemie ohne
Nachweis von HSV-1 positive Zellen (n = 3 — 4) (VergréRerung: 200x). (M) Das maligne Melanom eines
Tumorpatienten diente als Positiv-Kontrolle der HSV-1 Immunhistochemie. Die HSV-1 Viren sind mit

blauen Pfeilen markiert (VergréRerung: 20x).

Analyse der Milz
Die histopathologische Untersuchung der Milzen der mittels kombinierter Viro-
Immuntherapie (OncoVEX + Tag-Tul + ICB) behandelten Versuchstiere ergab in drei

der sechs Milzen eine Hypertrophie mit milder Expansion der roten Pulpa (gelb

gestrichelte Linie) und Atrophie der weil3en Pulpa (weil3 gestrichelte Linie; Abbildung
27A-D). Zudem konnte in den Milzen dieser drei Versuchstieren eine erhohte
Hamatopoese und die Akkumulation von Granulozyten um die Sinusoide der roten
Pulpa herum festgestellt werden (Abbildung 27E-H). In den Milzen der
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Versuchsmause, die eine Kombinationstherapie ohne Verabreichung von OncoVEX
(Tag-Tul + ICB) erhielten, war keine Hypertrophie der Milz jedoch eine milde
Expansion der roten Pulpa und Atrophie der wei3en Pulpa nachweisbar (Abbildung
27E-H). In den Milzen aller Tiere der beiden Versuchsgruppen konnte eine erhdhte
Anzahl an Megakaryozyten detektieren (gelber Pfeil; Abbildung 27G+H), was
vermutlich auf die multiplen Blutuntersuchungen (6 Blutabnahmen; je Analyse maximal

50 um) zurtckzufihren ist.

OncoVEX + Tag-T,1 + ICB Tag-T,1 + ICB

H&E (12.5x)

H&E (200x) H&E (50x)

H&E (400x)
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Abbildung 27: Histologische (H&E) und immunhistochemische (CD3) Analyse der Milz von RIP1-
Tag2 Versuchsmausen nach vier-woéchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie. Reprasentative H&E Farbung der Milzen der beiden Versuchsgruppen (OncoVEX +
Tag-Twl + ICB; Tag-Tul + ICB) in der VergrofRerung (A+B) 12,5x, (C+D) 50x, (E+F) 200x und (G+H)
400x. Die Areale der roten Pulpa sind mit einer gestrichelten gelben Linie umrandet. Die Areale der
weilRen Pulpa sind mit einer gestrichelten weifl3en Linie umrandet. Représentativer Megakaryozyten sind

mit einem gelben Pfeil markiert. (n = 4).

4.2.1.3 Untersuchung der T-Zellpopulationen in der Milz unter Einfluss der
kombinierten Viro-Immuntherapie mittels Durchflusszytometrie
Um die Wirkmechanismen der kombinierten Viro-Immuntherapie (Abbildung 23) auf
zellularer Ebene zu evaluieren, wurden CD45.2 positive Immunzellpopulationen der
Milz mit Fokus auf die CD4*- und CD8* T-Zellen analysiert. Hierzu wurde am
Versuchsende nach vier-wochiger kombinierter Viro-lImmuntherapie der kaudale Anteil
der Milz aller Versuchstiere zur Untersuchung der Immunzellpopulationen mittels
Durchflusszytometrie aufgearbeitet (3.5.5).
Im Folgenden werden die prozentualen Anteile der CD4* und CD8* T-Zellen jeweils in
Bezug auf die relative Anzahl der CD45.2 positiven Immunzellen angegeben.
Die Milzen der Versuchsmause, die mit der kombinierten Viro-Immuntherapie
behandelt wurden, zeigten mit 7,25 £ 1,54 % signifikant weniger CD4* T-Zellen
verglichen zu den Milzen der Versuchsmause, die mit OncoVEX + Isotyp AK behandelt
wurden (25,04 + 1,36 % CD4* T-Zellen; ***p < 0,0001; Abbildung 28A). In diesem
Zusammenhang ist zu beachten, dass die CD4* T-Zellen sowohl die endogenen als
auch die therapeutischen Tag-Tul Zellen inkludieren. Die Therapie der RIP1-Tag2
Méause mit OncoVEX + Tag-THl Zellen + ICB (7,25 + 1,54 %) oder auch Tag-TH1 Zellen
+1CB (10,50 0,63 %) fuhrte im Vergleich zur OncoVEX + Isotyp AK Therapie (22,37
+ 1,09 %) zu einer signifikanten Reduktion der CD4* T-Zellen in der Milz (**p <
0,0001, Abbildung 28A). Identisch zu den CD4* T-Zellen fuhrte die Therapie der
RIP1-Tag2 Mause mit OncoVEX + Tag-Tul Zellen + ICB (0,88 + 0,24 %; ***p = 0,0001)
oder Tag-Tul Zellen + ICB (1,19 + 0,16 %) im Vergleich zur OncoVEX + Isotyp AK
Therapie (7,48 £ 0,55 %; ***p = 0,0003) ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der
CD8* T-Zellen in der Milz (Abbildung 28A).
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Anschliel3end wurde die relative Anzahl der therapeutischen Tag-Tnl Zellen in den
Milzen der Versuchsmause der beiden mit Tag-Tul Zellen behandelten
Versuchsgruppen, mit und ohne zusatzliche Behandlung mit OncoVEX bestimmt. Die
zusatzliche Verabreichung von OncoVEX fuhrte in den Milzen der Versuchstiere zu
einem 33 %igen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der Tag-Tnl Zellen (9,72 + 1,41
%) im Vergleich zu Versuchstieren ohne OncoVEX Gabe (7,33 = 0,70 %; Abbildung
28B).

Milz
A B
Tag-Ty1
15+
30 e
mm OncoVEX + Tag-Ty1 + ICB ns
B Tag-Ty1 +ICB
20 Bl OncoVEX + Isotyp AK 10

sk

% von CD45.2" Zellen
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Abbildung 28: Analyse der CD4*, CD8" T-Zellen und Tag-Tn1 Zellen in den Milzen von RIP1-Tag2
Mausen nach vier-wdchiger Therapie (A) Prozentualer Anteil der CD4* und CD8* T-Zellen in Bezug
auf die relative Anzahl der CD45.2 positiven Immunzellen. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM. Zur
statistischen Auswertung wurde ein zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir
Mehrfachtestungen (k = 3) verwendet. Ein Balken préasentiert jeweils den Mittelwert £+ SEM einer Gruppe
(OncoVEX + Tul +ICB; n =6, Tul + ICB, n = 5; OncoVEX + Isotyp AK, n = 5). ****p < 0,0001. CD8* T-
Zellen: OncoVEX + Tul + ICB vs. OncoVEX + Isotyp AK: ***p = 0,0001; THl + ICB vs. OncoVEX +
Isotyp AK: ***p = 0,0003 (B) Prozentuale Anzahl der Tag-Tul Zellen in Bezug auf die CD4* T-Zellen.
Zur statistischen Auswertung wurden die jeweiligen Gruppen miteinander mittels ungepaartem

parametrischem T-Test verglichen. (ns = nicht signifikant).
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4.2.2 Monitoring der Therapieeffizienz der kombinierten Viro-Immuntherapie
(ohne Tag-Twl Zellen) bei RIP1-Tag2 Versuchsmausen im

fortgeschrittenen Tumorstadium mittels Blutglukosespiegel

Im Rahmen von weiterfihrenden Experimenten wurde die Therapieeffizienz einer
bimodalen Viro-Immuntherapie bestehend aus OncoVEX und ICB ohne Gabe von
therapeutischen Tag-Tul Zellen bestimmt, um den additiven Effekt der Tag-THl Zellen
in den vorangegangenen Studien zu eruieren. Identisch zu den vorangegangenen
Studien erhielten die RIP1-Tag2 Versuchsméuse im Alter von 10 — 11 Wochen initial
eine 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung und erhielten anschliel3end identisch
zum Basistherapieschema (Abbildung 23) zweimal pro Woche eine i.p. Injektion mit
ICB sowie in der Behandlungswoche 1 und 2 eine i.p. OncoVEX Injektion. Die beiden
Kontrollgruppen wurden ausschliefZlich mit OncoVEX oder ICB behandelt (Abbildung
29). Zum Monitoring der Progression der Inselzellkarzinome der RIP1-Tag2 Mause
wurden die Blutglukosewerte zweimal wochentlich bestimmt. Zudem wurde den RIP1-
Tag2 Mausen zur Determination viraler DNA 4 und 96 Stunden nach der ersten
OncoVEX Gabe und 4 und 72 Stunden nach der zweiten OncoVEX Gabe retrobulbér
Blut abgenommen als auch am Versuchsende.

Zudem wurden am Versuchsende nach der Tétung der Tiere mittels CO2 die Pankreata
mit fortgeschrittenen Inselzellkarzinomen und die Milz isoliert, in Formalin fixiert, in
Paraffin-Blocken eingebettet und geschnitten. Zur histopathologischen Beurteilung
wurden H&E Farbungen und immunhistochemische Farbungen veranlasst. Der initiale
Blutglukosewert der zu diesem Zeitpunkt 10-11 Wochen alten Versuchsméause wurde
aufgrund von Schwankungen zwischen den Versuchsgruppen, zur vereinfachten
Darstellung, auf 100 % gesetzt. Der initiale Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe ist
in der Beschreibung der Abbildung 30 in mg/dl angebegen (entspricht einem rBGW
von 100 %).
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Abbildung 29: Versuchsschema der kombinierten Viro-Immuntherapie ohne Tag-Tn1l Zell-Gabe.
10 - 11 Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsméuse wurden tber einen Zeitraum von 4 Wochen behandelt.
Die kombinierte Viro-Immuntherapie startete in Woche 0 mit einer 2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkdrperbestrahlung gefolgt von i.p. Gabe der Immuncheckpoint inhibierenden AK anti-PD-L1 und
anti-LAG-3 (ICB, zweimal wodchentlich). Das onkolytische Virus OncoVEX wurde jeweils in der ersten
und zweiten Behandlungswoche appliziert. Zudem erfolgte zweimal wochentlich die Bestimmung der
Blutglukosewerte. Zur Evaluation der erfolgreichen OncoVEX Replikation wurde jeweils vor und nach

Virus Applikation Blut zum Nachweis viraler DNA genommen.

Bereits zwei Tage nach der primaren OncoVEX Injektion wurde ein signifikanter
Anstieg des rBGWSs in beiden mit OncoVEX behandelten Gruppen detektiert
(Abbildung 30A+B). Die Behandlungsgruppe, die sowohl mit OncoVEX und ICB
behandelt wurde, zeigte 2 Tage nach der primaren OncoVEX Injektion einen
prozentualen Anstieg von 26,00 + 4,19 % (**p = 0,0001; Abbildung 30A+B). In der
Kontrollgruppe, die ausschlie3lich mit OncoVEX und Isotyp AK (OncoVEX und Isotyp
AK) behandelt wurde, konnte zum gleichen Zeitpunkt ein Anstieg des rBGWs um 31,17
+ 5,38 % beobachtet werden (***p = 0,0001; Abbildung 30A+B). Die Versuchsgruppe,
die ausschlief3lich mit ICB behandelt wurde, zeigte im Vergleich zum Therapiebeginn
keine signifikante Erhéhung des rBGWs (103,25 + 10,48 %, Abbildung 30A+B).

Die statistische Analyse der relativen Blutglukosespiegel Uber den gesamten
Behandlungszeitraum (a.u.c. = Flache unter der Kurve) zeigte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen. Dennoch zeigte die
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Versuchsgruppe, die ausschlief3lich mit OncoVEX und Isotyp AK behandelt wurde, den
tendenziell hochsten Wert (362,3 + 20,89 a.u.) verglichen zu den ubrigen beiden
Versuchsgruppen (OncoVEX + ICB: 338,10 + 12,47 a.u.; ICB: 295,30 + 22,7 a.u.;
Abbildung 30C).
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Abbildung 30: Monitoring des Blutglukosewertes in RIP1-Tag2 Versuchsmausen unter der
bimodalen- oder Mono-Therapie mit OncoVEX und ICB. (A) Zeitlicher Verlauf der rBGW der mit
bimodalen Therapie mit OncoVEX und ICB (OncoVEX + ICB; n = 6). Eine Kontrollgruppe wurde anstatt
von OncoVEX mit PBS behandelt (ICB; n = 4) und eine Kontrollgruppe anstelle von ICB mit Isotyp AK
behandelt (OncoVEX + Isotyp AK; n = 6). Fir die Versuchsgruppe OncoVEX + ICB entsprechen 100 %
des rBGWs einem Mittelwert der Blutglukose von 90,50 + 4,84 mg/dl; fir die Versuchsgruppe ICB
entsprechen 100 % des rBGWs einem Mittelwert von 90,50 + 5,74 mg/dl; fir die Versuchsgruppe
OncoVEX + Isotyp AK entsprechen 100 % des rBGWSs einem Mittelwert von 86,40 + 3,80 mg/dl. OV =
i.p. OncoVEX Gabe. (B) Zur statistischen Analyse des Anstiegs des rBGWs wurde in allen drei
Versuchsgruppen der r BGW zum Zeitpunkt des Behandlungsstarts mit dem Zeitpunkt des Blutzucker-
Peaks (2 Tage nach der ersten OncoVEX Injektion; 0,71 Wochen) mittels ungepaartem parametrischem
T-Test verglichen. (C) Zur statistischen Auswertung wurden die Flachen unter den relativen
Blutglukosekurven (,area under the curve® (AUC)) Uber den gesamten Behandlungszeitraum mittels
einfaktoriellem ANOVA mit Bonferroni-Korektur fir Mehrfachtestungen (k = 3) miteinander verglichen

(Flacheneinheit, engl.: area unit, a.u.). ns = nicht signifikant.

4.2.2.1 Bestimmung der Anwesenheit von OncoVEX im Vollblut von RIP1-Tag2
Méausen mittels gPCR

Zu verschiedenen Zeitpunkten der vier-wdchigen Behandlung wurde den RIP1-Tag2
Versuchsmausen zum Nachweis OncoVEX DNA Blut abgenommen. Dies erfolgte
einmal vor der ersten OncoVEX Applikation sowie 4 Stunden und 72 Stunden danach.
Des Weiteren 4 Stunden, 96 Stunden und zwei Wochen nach der zweiten OncoVEX
Applikation. Das Blut wurde dann mittels quantitativer PCR auf die Anwesenheit von
HSV-1 DNA (OncoVEX) untersucht.

Bereits 4 Stunden nach der Primér- und Sekundarinjektion von OncoVEX konnte HSV-
1 DNA mittels quantitativer PCR im Blut nachgewiesen werden (Abbildung 31).
Beide OncoVEX Versuchsgruppen zeigen 72 — 96 Stunden nach der primaren und
sekundaren OncoVEX Injektionen in etwa den gleichen Trend. In diesem
Zusammenhang ist wichtig darauf hinzuweisen, dass die CT Werte (Cycle Threshold,
Schwellenwertzyklus) unserer Analysen verhaltnismafiig hoch, bei 35 — 45 lagen.
Deshalb ist von einer relativ geringen Viruskonzentration im Blut auszugehen. Im
Regelfach konnte 17 Tage nach der Sekundarinjektion von OncoVEX
(Behandlungstag 29) im Blut keine Virus-DNA nachgewiesen werden. In einer

Versuchsmaus konnte jedoch auch kurz vor Versuchsende, am Tag 3 (72 Stunden)
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nach der zweiten OncoVEX Verabreichung, virale DNA im Vollblut der Versuchsméuse

nachgewiesen werden.
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Abbildung 31: Quantitative PCR Analyse des Vollbluts der RIP1-Tag2 Mause zum Nachweis der
Virus-DNA. Vor und nach den beiden OncoVEX Injektionen (OV) wurde den 10 — 11 Wochen alten
RIP1-Tag2 Versuchsmé&usen durch retrobulbdrer Blutabnahme Blut abgenommen und mittels
guantitativer PCR zum Nachweis viraler DNA untersucht. Der CT Wert (Cycle Threshold,

Schwellenwertzyklus) gibt die Anzahl der Zyklen bis zum Nachweis der viralen DNA an. (n =2 — 6).

4.2.2.2 Histopathologische Evaluation der Inselzellkarzinome und der Milz von
RIP1-Tag2 Versuchsmausen nach vierwdchiger kombinierter Viro-
Immuntherapie ohne Verabreichung von Tag-TH1 Zellen

Analog zum Vorversuch wurden die Pankreata und die Milzen aller Versuchstiere

mittels H&E-Farbung morphologisch analysiert (3.5.3.1) und mittels CD3

Immunhistochemie untersucht (3.5.3.2 Immunhistochemische Farbung).

Pankreas

Die Inselzellkarzinome bestehen aus mittelgrol3en polymorphen Zellen mit ‘Salz und
Pfeffer' Nuklei (Abbildung 32A-F). Die Tumorzellen zeigen weniger Zytoplasma als
die gesunden Zellen. An dem hohen mitotischen und apoptotischen Muster ist die hohe

Proliferations- und Apoptose-Rate zu erkennen. In den reprasentativen
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Detailaufnahmen der drei Versuchsgruppen sind ‘Salz und Pfeffer’ Nuklei mittels
gelben Pfeil markiert (Abbildung 32B, D, F). Die groReren Tumore zeigen dilatierte
Blutgefal3e, wobei die kleinen Tumore insgesamt weniger Blutgefal3e haben. Fokal
konnte in den BlutgefaRen Tumorinvasionen nachgewiesen  werden.
Histopathologisch konnten keine Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen
detektiert werden (Abbildung 32A-F).

Die immunhistochemische Untersuchung zeigt relativ wenig CD3* T-Zellinfiltrate.
Jedoch zeigte die Versuchsgruppe, die mit OncoVEX + ICB behandelt wurde, eine
erhohte CD3* T-Zellinfiltration verglichen mit den anderen beiden Versuchsgruppen
(Abbildung 32G-L). Die meisten CD3* T-Zellen waren in der Peripherie der
Inselzellkarzinome nachweisbar und nur zu einem sehr geringfiigigen Ausmald im

Tumorzentrum anzutreffen.

Pankreas (H&E, 12,5x) Pankreas (H&E, 400x)

B

OncoVEX + Isotyp AK IC

OncoVEX + ICB
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Abbildung 32: Histopathologische (H&E) und immunhistochemische (CD3) Analyse des
Pankreasgewebes von RIP1-Tag2 Versuchsmausen nach vier-wéchiger Behandlung mit der
kombinierten Viro-Immuntherapie ohne Gabe von therapeutischen Tag-Tul Zellen. Die
reprasentative H&E Farbungen der verschiedenen Versuchsgruppen zeigen die Pankreata inklusive
den Inselzellkarzinomen (OncoVEX+ ICB; ICB; OncoVEX + Isotyp AK) in der Ubersicht (A+C+E;
VergroRerung: 12,5x) und im Detail (B+D+F; Vergroferung: 400x). Die ‘Salz und Pfeffer Nuklei sind in
der Detailaufnahme mit gelben Pfeilen markiert (B+D+F). Reprasentative CD3 Immunhistochemie der
Pankreata inklusive der Inselzellkarzinome (schwarze Umrandungen) der verschiedenen
Versuchsgruppen (OncoVEX+ ICB; ICB; OncoVEX + Isotyp AK) in der Ubersicht (G+I+K; VergréRerung:
20x) und in der Detailaufnahme (H+I+L; VergroRerung: 400x) mit Markierung des Tumorrandbereichs
(Pe = Peripherie) und des Tumorzentrums (Ze = Zentrum). Die schwarzen Pfeile deuten auf CD3

positive T-Zellen in der Peripherie des Tumors hin.n=2 -5,
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Milz

Die Milz der Versuchstiere aller drei Versuchsgruppen zeigte eine intakte Architektur
mit einer gut definierten weiRen (weiRe Umrandungen) und roten Pulpa (gelbe
Umrandungen; Abbildung 33A+C+E). Des Weiteren zeigten einige Milzen eine
Akkumulation von Granulozyten um die Sinusoide der roten Pulpa, eine erhthte
Anzahl Megakaryozyten (gelbe Pfeile) und eine milde bis moderate Erythropoese, die

durch die regelméaRigen Blutentnahmen erklart werden kann (Abbildung 33B+D+F).

Milz (H&E, 12,5x) Milz (H&E, 200x)

ICB

OncoVEX + Isotyp AK

OncoVEX + ICB

Abbildung 33: Histopathologische (H&E) Analyse der Milz der RIP1-Tag2 Versuchstiere nach
vier-wéchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-Immuntherapie ohne die Gabe von Tag-Tul
Zellen. Reprasentative H&E Farbungen der Milzen der verschiedenen Versuchsgruppen (OncoVEX +
ICB; ICB; OncoVEX + Isotyp AK) in der Ubersicht (A+C+E; VergroRerung: 12,5x) und im Detail (B+D+F;
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VergroRerung: 200x). Die Areale der roten Pulpa sind mit einer gestrichelten gelben Linie umrandet. Die
Areale der wei3en Pulpa sind mit einer gestrichelten weifl3en Linie umrandet. Megakaryozyten sind mit

gelben Pfeilen markiert. n =2 — 5.

4.2.2.3 Untersuchung der T-Zellpopulationen in der Milz unter Einfluss der
kombinierten Viro-Immuntherapie ohne Gabe der Tag-Tul Zellen
mittels Durchflusszytometrie
Um den additiven Therapieeffekt der Tag-Tul Zellen der kombinierten Viro-
Immuntherapie auf zellularer Ebene zu evaluieren, wurden die Milzen der
Versuchstiere entnommen, aufgearbeitet und mittels Durchflusszytometrie auf CD45.2
positive Immunzellpopulationen mit Fokus auf die CD4*-und CD8* T-Zellen analysiert.
Die prozentualen Angaben sind im Folgenden jeweils auf die Anzahl CD45.2 positiver
Immunzellen angegeben. Die Versuchsmause, die mit OncoVEX + ICB behandelt
wurden, zeigten trotz der fehlenden Tag-Tu1l Behandlung eine Reduktion der T-Zellen
auf 16,16 = 1,4 % verglichen zur Kontrollgruppe, die mit der OncoVEX Solotherapie
behandelt wurde (20,27 % = 0,78 %, *p = 0,0262; Abbildung 34). Die relative Anzahl
der T-Zellen der Versuchsmause, die nur mit ICB therapiert wurden, war ebenfalls mit
14,79 + 0,45 % geringer als die mit OncoVEX + Isotyp AK therapierten Versuchsméause
(*p = 0,0337; Abbildung 34). Die relative Anzahl der B-Zellen, Granulozyten und
Makrophagen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Behandlungsgruppen (Abbildung 34). Die Anzahl B-Zellen in der Milz war
Uberraschend gering, sodass vermutlich ein technischer Grund zu dieser Beobachtung
beigetragen hat. Sonanini et al. zeigte nach einer 2 Gy Niedrigdosis-

Ganzkorperbestrahlung eine deutlich h6here Anzahl an B-Zellen in der Milz [244].
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Abbildung 34: Analyse der Immunzellen der Milz von RIP1-Tag2 Versuchsméausen nach vier-
wochiger Behandlung mit der kombinierten Viro-Immuntherapie ohne die Gabe der Tag-Tul
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Prozentuale Anzahl der CD3* T-Zellen, B-Zellen (CD19),
Granulozyten (CD11b) und Makrophagen (F4/80) von CD45.2* T-Zellen. Zur statistischen Auswertung
wurde ein zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachtestungen (k = 3) verwendet.
Ein Balken prasentiert jeweils den Mittelwert £+ SEM einer Gruppe (OncoVEX + ICB: n = 6; ICB: n = 2;
OncoVEX + Isotyp AK: 5). T-Zellen: ICB vs. OncoVEX + Isotyp AK: *p = 0,0337; OncoVEX + Isotyp AK
vs. OncoVEX + ICB: *p = 0,0262.

Des Weiteren wurde die Expression des Immuncheckpoints PD-1 auf der
Membranoberflache der CD4* und CD8* T-Zellen untersucht.

Nur 2,26 + 0,14 % der CD4* T-Zellen der Milz der mit OncoVEX + Isotyp AK
behandelten Versuchstiere exprimierten PD-1. Im Gegensatz hierzu fuhrte die
Therapie mit ICB zum eindrucksvollen, 6 — 10-fachen Anstieg der PD-1 Expression der
CD4* T-Zellen. 22,57 + 4,06 % der CD4* T-Zellen der ausschlieBlich mit ICB-
behandelten Versuchsméuse und 14,59 + 1,42 % der CD4* T-Zellen der mit ICB +
OncoVEX-behandelten = Versuchsmuse  exprimierten  PD-1  auf  deren
Membranoberflache (Abbildung 35A). Ein &ahnlicher ICB-abhangiger Anstieg der
membranaren PD-1 Expression wurde bei den CD8+ T-Zellen beobachtet (Abbildung
35B). Nur 2,38 = 0,26 % der CD8* T-Zellen der Milz der mit OncoVEX + Isotyp AK
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behandelten Versuchstiere exprimierten PD-1. Im Gegensatz hierzu fuhrte die
Therapie mit ICB zum eindrucksvollen, 8 — 13-fachen Anstieg der PD-1 Expression der
CD8" T-Zellen. 30,76 + 15,17 % der CD8" T-Zellen der ausschlie3lich mit ICB-
behandelten Versuchsméuse und 19,51 + 5,48 % der CD4" T-Zellen der mit ICB +
OncoVEX-behandelten = Versuchsmause  exprimierten PD-1  auf  deren
Membranoberflache (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Analyse der membranaren PD-1 Expression von CD4*-, CD8" T-Zellen in der Milz
von RIP1-Tag2 Versuchsméusen nach vier-wdchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie ohne die Gabe der Tag-Twl Zellen mittels Durchflusszytometrie. Zur statistischen
Auswertung wurde ein einfaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Korektur fir Mehrfachtestungen (k = 3)
verwendet. Ein Balken prasentiert jeweils den Mittelwert £+ SEM einer Gruppe (OncoVEX + ICB: n = 6;
ICB: n =2; OncoVEX + Isotyp AK: n =5). (A) CD4*PD-1* T-Zellen: OncoVEX + Isotyp AK vs. ICB: ****p
<0,0001; OncoVEX + ICB vs. OncoVEX + Isotyp AK: ***p =0,0002; OncoVEX + ICB vs. ICB: *p =0,0288
(B) CD8*PD-L1* T-Zellen: OncoVEX + Isotyp AK vs. ICB: *p = 0,0471; OncoVEX + ICB vs. OncoVEX +
Isotyp AK: ns; OncoVEX + ICB vs. ICB: ns. ns = nicht signifikant.
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4.2.3 Analyse der Therapieeffizienz der kombinierten Viro-Immuntherapie
mittels Blutglukosewertmessung bei RIP1-Tag2 Versuchsmausen ohne
ICB-Gabe

Im nachsten Versuchsvorhaben wurde die Therapieeffizienz einer bimodalen Viro-
Immuntherapie bestehend aus Tag-ThHl und OncoVEX untersucht um auf den
additiven Therapieffekt der ICB rtickzuschliel3en. Der Versuchsaufbau erfolge analog
zum in Abbildung 23 dargestellten Schema. Eine RIP1-Tag2 Versuchsgruppe wurde
mit der vollstandigen kombinierten Viro-Immuntherapie therapiert (OncoVEX + Tag-
Tul + ICB) und die Kontrollgruppe wurde anstelle von ICB mit Isotyp AK behandelt
(Abbildung 36A). Der initiale Blutglukosewert der zu diesem Zeitpunkt 10-11 Wochen
alten Versuchsméuse wurde aufgrund von Schwankungen zwischen den
Versuchsgruppen, zur vereinfachten Darstellung, auf 100 % gesetzt. Der initiale
Blutglukosewert jeder Versuchsgruppe ist in der Beschreibung der Abbildung 36 in
mg/dl angebegen (entspricht einem rBGW von 100 %).

Der Blutglukosewert der beiden Versuchsgruppen lag zu Therapiebeginn
durchschnittlich bei ca. 90 — 95 mg/dl (Abbildung 36A). 5 Tage nach der OncoVEX
Primarinjektion wurde in der Therapiegruppe ein signifikanter Anstieg des rBGWs auf
128,88 £ 9,25 % beobachtet (Abbildung 36A+B). In der Kontrollgruppe hingegen blieb
der rBGW zu diesem Zeitpunkt mit 103,40 + 10,11 % konstant.

Somit war die zusatzliche Gabe der ICB fiur den signifikanten Anstieg des
Blutglukosewertes verantwortlich (Abbildung 36A+B). Zudem entwickelte eine
Versuchsmaus der vollstdndigen kombinierten Viro-Immuntherapie Diabetes mellitus
mit deutlicher Entgleisung der Blutglukosewerte. Der r BGWs lag am Versuchsende bei
376 %, das die hohe Standardabweichung (SEM) in Abbildung 36A erklart. Nach der
Organisolation stellte sich heraus, dass durch die kombinierte Viro-Immuntherapie die
Inselzellkarzinome in dieser Versuchsmaus vollstandig eradiziert wurden (Abbildung
37). Eine statistische Analyse der relativen Blutglukosespiegel Uber den
Behandlungszeitraum zeigte, dass durch die kombinierte Viro-Immuntherapie (451,80
+ 86,79 a.u.) ein hoherer r BGW im Vergleich zur Kontrolltherapie ohne ICB 305,70 a.u.
+ 20,31 a.u erzielt werden konnte (Abbildung 36C).

Zudem zeigte eine Versuchsmaus aus der Gruppe, die mit der kombinierten

Immuntherapie behandelt wurde, einen erheblichen Anstieg des rBGWs (zu
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Therapieende: 376 %), dass die hohe Standardabweichungen (SEM) in Abbildung
36A erklart. Im Rahmen der Eréffnung des Peritoneums konnten in diesem Versuchtier
visuell keine Inselzellkarzinome des Pankreas identifiziert werden (Abbildung 37A).
Die histopathologische Analyse des Pankreas dieser Versuchsmaus zeigte eine
ausgepragte Apoptose in den Langerhans-Inseln (schwarzer Pfeil, Abbildung 37B)
zusammen mit einem ausgepragten  Entzindungsinfiltrat. Die  Insulin
Immunhistochemie-Analyse zeigte eine extensive Atrophie aller B-Zellen (Abbildung
37B).
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Abbildung 36: Evaluierung des Blutglukosewertes in RIP1-Tag2 Versuchsmdausen unter der
kombinierten Viro-Immuntherapie mit und ohne ICB Gabe. (A) Zeitlicher Verlauf der rBGW der
beiden Versuchsgruppen (OncoVEX + Tag-Trl + ICB: n = 8; OncoVEX + Tag-Thl + Isotyp AK: n = 8).
Fur die Versuchsgruppe OncoVEX + Tag-Tul + ICB entsprechen 100 % des rBGWSs einem Mittelwert
der Blutglukose von 89,50 + 3,84 mg/dl; Fir die Versuchsgruppe OncoVEX + Tag-Twl + Isotyp AK
entsprechen 100 % des rBGWs einem Mittelwert von 95,50 + 7,44 mg/dl. (B) Um den Anstieg des
rBGWs statistisch zu evaluieren, wurde in jeder Versuchsgruppe der rBGW zum Zeitpunkt des
Behandlungsstarts, mit dem rBGW zum Zeitpunkt des Peaks (5 Tage nach erster OncoVEX Injektion;
Behandlungswoche: 1,14; **p = 0,0093) mittels ungepaartem parametrischem T-Test verglichen. (C)
Zur statistischen Auswertung wurden die Flachen unter den relativen Blutglukosekurven fur den
Behandlungszeitraum mittels ungepaartem parametrischem T-Test miteinander verglichen und sind mit

der Einheit (FlAcheneinheit, engl.: area unit, a.u.) angegeben.

Positive Kontrolle (C3H Maus) Hyperglykamische RIP1-Tag2 Maus

:f...':“..‘-:'.é ‘;-\J?"'li.:.f ‘,:. 1 :7_7?;-';] ""‘:_: 5

— : & G 12 <
x . B

o

0

S~

Ll

od

I
~—~

X
o
X9
e
=
S

72
=

109



Abbildung 37: (A) Fotografie des Pankreas der hyperglykédmischen RIP1-Tag2 Versuchsmaus
nach vier-wochiger kombinierter Viro-Immuntherapie (OncoVEX + Tag-Tul + ICB). (A) Ab der 3.
Behandlungswoche entwickelte dieses Versuchstier einen rBGW von 359,00 % (284 mg/dl). Die
Abbildung zeigt das Pankreas (in situ) nach Erdffnung des Peritoneums am Versuchsende. (B) Die
reprasentative H&E Farbung (oben) zeigt in der hyperglykdmischen RIP1-Tag2 Versuchsmaus
apoptotische Inselzellen (schwarzer Pfeil) mit prominentem Immunzellinfiltrat wahrend in der C3H
Kontrollmaus intakte Langerhans-Inseln detektiert wurden. Die Insulin Immunhistochemie (unten) zeigt
eine ausgepragte Atrophie der B-Zellen (braun, Insulin IHC) in allen Langerhans-Inselzellen der
hyperglykdmischen RIP1-Tag2 Versuchsmaus wahrend in der C3H Kontrollmaus intakte Insulin-

produzierende (B-Zellen nachgewiesen wurden.

4.2.3.1 Histopathologische Evaluation der Inselzellkarzinome und der Milz von
RIP1-Tag2 Versuchsmausen nach vierwdchiger kombinierter Viro-
Immuntherapie mit oder ohne ICB Gabe

Pankreas

In allen Pankreata der RIP1-Tag2 Versuchsmause der beiden Versuchsgruppen

konnten histopathologisch (H&E Farbungen) Inselzellkarzinome nachgewiesen

werden. Diese zeigten eine ahnliche Morphologie wie die Inselzellkarzinome in den

Vorversuchen (4.2.2.2).

Grollere Tumorherde zeigen mehr dilatierte BlutgefaRe als kleinere Tumore
(Abbildung 38A+C). Des Weiteren waren die Tumorzellen eng gepackt und zeigten
eine hdhere Proliferationsrate als gesunde Betazellen (Abbildung 38B+D). Die CD3*
T-Zellen sind primar in der Peripherie des Tumors verteilt (Abbildung 38E-H). Des
Weiteren konnten in der Peripherie der Inselzellkarzinome deutlich mehr CD3* T-
Zellen durch die zusatzliche Behandlung mit ICB (OncoVEX + Tag-Tul + ICB)
verglichen mit der Kontrollgruppe (OncoVEX + Tag-Tul + Isotyp AK) beobachtet
werden (Abbildung 38F+H).
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Pankreas (12.5x) Pankreas (400x)

OncoVEX +
Tag-T,1 +I1CB

OncoVEX +
Tag-Ty1 + Isotyp AK

Pankreas (CD3, 20x)

OncoVEX +
Tag-Ty1 +ICB

OncoVEX +
Tag-Ty1 + Isotyp AK

Abbildung 38: Histopathologische (H&E) und immunhistochemische (CD3) Analyse des
Pankreasgewebes von RIP1-Tag2 Versuchsméausen nach vier-wdchiger Behandlung mit der
kombinierten Viro-Immuntherapie mit und ohne die ICB Gabe. Die reprasentative H&E Farbungen
zeigen den Pankreas inklusive der Inselzellkarzinome der therapierten Versuchsmause (OncoVEX +
Tag-Twl + ICB) und die der Kontroligruppe (OncoVEX + Tag-Tul + Isotyp AK) in der Ubersicht (A+C;
VergrofRerung: 12,5x und im Detail (B+D; VergroRerung: 400x). Die ‘Salz und Pfeffer* Nuklei sind in der
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Detailaufnahme mit gelben Pfeilen markiert. Représentative CD3 Immunhistochemie der Pankreata
inklusive der Inselzellkarzinome (schwarze Umrandungen) der verschiedenen Versuchsgruppen
(ONncoVEX + Tag-Tul + ICB; OncoVEX + Tag-Twl + Isotyp AK) in der Ubersicht (E+G; VergroRerung:
20x) und in der Detailaufnahme (F+H; Vergrol3erung: 400x) mit Markierung des Tumorrandbereichs (Pe
= Peripherie) und des Tumorzentrums (Ze = Zentrum). Die schwarzen Pfeile deuten auf CD3 positive
T-Zellen in der Peripherie des Tumors hin.n=4-7.

Milz

Die Milz aller Versuchsméause zeigte eine intakte Architektur mit gut definierter weil3er
(weil3 gestrichelte Linie) und roter Pulpa (gelb gestrichelte Linie; Abbildung 39A+C).
Des Weiteren konnte eine erhdhte Anzahl an Granulozyten und an Megakaryozyten
(gelbe Pfeile) im Bereich der Sinusoide der roten Pulpa als auch eine milde bis
moderate Erythropoese beobachtet werden (Abbildung 39B+D). Zwischen den
Gruppen konnte kein histopathologischer Unterschied festgestellt werden.

Milz (H&E, 12.5x) Milz (H&E, 200x)

OncoVEX +
Tag-Ty1 +1CB

OncoVEX +
Tag-T41 + Isotyp AK

Abbildung 39: Histopathologische (H&E) Untersuchung der Milz der RIP1-Tag2 Versuchstiere
nach vier-wdchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-Immuntherapie mit und ohne die Gabe
von ICB. Reprasentative H&E Farbungen der Milzen der verschiedenen Versuchsgruppen (Tag-Twl +
ONncoVEX + ICB; Tag-Thl + OncoVEX + Isotyp AK) in der Ubersicht (A+C; VergroRerung: 12,5x) und
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im Detail (B+D; VergrolRerung: 200x). Die Areale der roten Pulpa sind mit einer gestrichelten gelben
Linie umrandet. Die Areale der weil3en Pulpa sind mit einer gestrichelten weif3en Linie umrandet.

Megakaryozyten sind mit gelben Pfeilen markiert. n=4 —7.

4.2.3.2 Untersuchung der T-Zellpopulationen in der Milz unter Einfluss der
kombinierten Viro-Immuntherapie ohne die Gabe der ICB mittels
Durchflusszytometrie
Um den additiven Therapieeffekt der ICB im Rahmen der kombinierten Viro-
Immuntherapie auf zellularer Ebene zu evaluieren, wurden die Milzen, das Blut, die
inguinalen (iLK) und die drainierenden Pankreas Lymphknoten (pLK) der
Versuchstiere entnommen, aufgearbeitet und mittels Durchflusszytometrie auf CD45.2
positive Immunzellpopulationen mit Fokus auf die CD4*- und CD8* T-Zellen analysiert.
Die prozentualen Angaben sind im Folgenden jeweils auf die relative Anzahl CD45.2
positiver Immunzellen angegeben.
Im Blut der Versuchsmause, die zusatzlich mit ICB behandelt wurden, konnte eine um
in etwa 50 % verringerte Anzahl von CD4* T-Zellen (16,49 £ 4,703 %) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tag-Tul + OncoVEX + Isotyp AK), die nicht mit ICB behandelt wurde
(31,44 £ 5,16 %; *p = 0,0406) gemessen werden (Abbildung 40B).
Zudem konnte in der Milz, im Blut und in den iLK und pLK eine tendenziell geringere
Anzahl von CD8* T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tag-Tul + OncoVEX +
Isotyp AK) detektiert werden (Abbildung 40A-D). Die geringere relative Anzahl an
CD4* und CD8* T-Zellen deutet darauf hin, dass die zusétzliche Gabe der ICB die
Migration dieser Zellen aus den sekundaren lymphatischen Organen und dem Blut
zum Tumor unterstutzt.
Des Weiteren wurden CD25 (IL-2R) und CD69 exprimierende CD4* T-Zellen zum
Nachweis der Zellaktivierung und Tag-TZR zur ldentifikation von Tag-Thl Zellen
untersucht.
In der Versuchsgruppe, die zusatzlich mit ICB behandelt wurde, konnten sowohl in der
Milz, im Blut als auch in den pLK und iLK eine (1,5 — 2-fach) erhdhte relative Anzahl
an CD25 exprimierenden CD4* T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (Abbildung 40E-H).
Zudem wurde in der Milz unter zusatzlicher ICB Behandlung eine signifikant, in etwa

zweifach, erhohte relative Anzahl an aktivierten CD69 exprimierenden CD4* T-Zellen
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(10,00 = 1,00 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (ohne ICB Gabe) nachgewiesen
(5,74 = 0,36 %; Abbildung 40E). Eine tendenziell erhdhte Aktivierung (CD69) der
CD4* T-Zellen konnte auch in den iLK und pLK unter zusétzlicher ICB Behandlung
nachgewiesen werden (Abbildung 40G+H).

Da alle Versuchstiere mit Tag-spezifischen Tul Zellen behandelt wurden (die letzte i.p.
Applikation war vor 5 Tagen) konnten in allen analysierten lymphatischen Organen die
therapeutischen Tag-spezifischen Thl Zellen nachgewiesen werden. Die zusatzliche
Behandlung mit ICB fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der relativen Anzahl von
Tag-Tul Zellen in der Milz, im Blut und den pLK, (Abbildung 40E+F+H).

Der gro3te Anstieg war in der Milz und im peripheren Blut zu verzeichnen. In der Milz
der mit der kombinierten Viro-Immuntherapie (OncoVEX + Tag-Tnl + ICB)
behandelten Versuchstiere wurden 25,48 + 5,19 % Tag-Tn1 Zellen detektiert, wahrend
9,74 + 2,68 % Tag-Tul Zellen in der Milz der Versuchstiere ohne ICB Gabe gemessen
wurden (****p = 0,0001; Abbildung 40E). Des Weiteren wurde im Blut der
Versuchstiere, die mit der vollstandigen kombinierten Viro-Immuntherapie behandelt
wurden, 17,02 + 5,97 % Tag-Tn1 Zellen analysiert. Im Blut der Versuchstiere ohne ICB
Gabe wurden hingegen nur 5,08 + 1,78 Tag-Tul Zellen detektiert (**p = 0,0064;
Abbildung 40F). Die relative Anzahl Tag-Tul Zellen stieg im pLK unter der
zusatzlichen Behandlung mit ICB (18,58 + 3,99 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe
ebenfalls signifikant an (33,77 + 2,62 %, **p = 0,0018; Abbildung 40H).

Analog an die Untersuchungen der CD4* T-Zellen wurde die membranare CD25 und
CD69 Expression der CD8* T-Zellen im Hinblick auf den Effekt einer zusatzlichen ICB
Behandlung untersucht (Abbildung 40I-K).

In der Milz, als auch in den iLK und pLK lag der prozentuale Anteil der CD25
exprimierenden CD8* T-Zellen bei unter 3 %.

In der Milz der zuséatzlich mit ICB behandelten Versuchsméause konnte eine zwar
geringe, aber dennoch signifikant beinahe vierfach erhdhte relative Anzahl an CD25
exprimierenden CD8* T-Zellen (0,40 £ 0,05 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,12
+ 0,01 %; nicht signifikant) nachgewiesen werden (Abbildung 40I). Ein identischer
Trend zeigte sich auch in den iLK und pLK (Abbildung 40J+K).
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Des Weiteren fuhrte die zusatzliche ICB-Gabe zur signifikanten Steigerung der
Aktivierung der endogenen CD8* T-Zellen in der Milz und den iLK und pLK im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 40I1-K). Die additive Gabe von ICB fiihrte in
der Milz der Versuchstiere zu einem dreifachen Anstieg der relativen Anzahl der
aktivierten CD69 exprimierenden CD8" T-Zellen (6,38 + 0,53 %) im Vergleich zur
Versuchsgruppe ohne ICB Gabe (2,41 = 0,33 %, ***p < 0,0001; Abbildung 40I).
Zudem induzierte die zusatzliche ICB Gabe in den iLK der Versuchstiere eine doppelt
so hohe relative Anzahl an CD8*CD69* T-Zellen (6,69 + 0,96 %) verglichen mit der
relativen Anzahl in den iLK (3,72 £ 0,56 %) ohne die ICB Administration (**p < 0,0043;
Abbildung 40J). In den drainierenden pLK wurden in der Versuchsgruppe mit ICB
Gabe identisch zu den iLK eine doppelt so hohe relative Anzahl an aktivierten CD8* T-
Zellen (8,98 £ 2,32 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ICB Gabe detektiert (4,29
+ 0,48 %; **p < 0,0017, Abbildung 40K).
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Abbildung 40: Analyse der Lymphozyten (CD45.2* Zellen) in den lymphatischen Organen von
RIP1-Tag2 Versuchsméausen nach vier-wdchiger Behandlung mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie mittels Durchflusszytometrie. Es wurden die Milz, das Blut, der inguinale

Lymphknoten (iLK) und der pankreatische Lymphknoten (pLK) untersucht. (A-D) Prozentuale Anzahl
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der CD4*— und CD8* T-Zellpopulationen von CD45.2* T-Zellen. (E-H) Prozentuale Anzahl der CD25
oder CD69 exprimierenden CD4* T-Zellen und Tag-Tnl Zellen. (I-K) Prozentuale Anzahl der CD25 und
CD69 exprimierenden aktivierenden CD8* T-Zellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein
zweifaktorieller ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fur Mehrfachtestungen (k = 2 — 3) verwendet. Ein
Balken prasentiert jeweils den Mittelwert + SEM einer Gruppe. (B): CD4* T-Zellen: *p = 0,0406; (E) Tag-
Tul: *p = 0,0146; (F) Tag-THl: **p = 0,0064; (H) Tag-Tx1: **p = 0,0018; (I) CD4*CD69*: ****p < 0,0001;
(J) CD4*CD69*: **p = 0,0043; (K) CD4*CD69*: **p = 0,0017.n =3 -7.

4.2.4 In vitro Replikationsvermégen von OncoVEX in RIP1-Tag2 Zellen

Zur Evaluation des Replikationsvermégens von OncoVEX wurden RIP1-Tag2
Tumorzellen, wie bereits in 3.1.2 erlautert, aus RIP1-Tag2 Mausen isoliert, und in 6-
Well Platten ausgesat. Zur Untersuchung der GM-CSF Expression wurden die RIP1-
Tag2 Zellen im Weiteren in 24-Well Platten in Kultur genommen und mit OncoVEX
infiziert. Hierbei wurden 4 verschiedene MOIs (Multiplizitat der Infektion; engl.:
multiplicity of infection, MOls: 0,001; 0,01; 0,1 und 1) gewahlt. Die MOI beschreibt das
zahlenmalRige Verhaltnis von OncoVEX Viruspartikeln zu RIP1-Tag2 Zellen. Bei einer
MOI von 1 ist die Anzahl der OncoVEX Viruspartikel identisch mit der Anzahl RIP1-
Tag2 Zellen. Zu jeweils vier Zeitpunkten nach der Infektion (4 Stunden, 8 Stunden, 24
Stunden und 48 Stunden) wurde die Viruskonzentration (PFU/ml) und die GM-CSF
Expression im Uberstand bestimmt.

Es konnte zu allen Zeitpunkten ein linearer Anstieg der Viruskonzentration in Relation
zur MOl festgestellt werden (Abbildung 41A).

Die Auswertung der GM-CSF Expression zeigte bei einer MOI von 1 nach 24
(11280,35 pg/ml £ 460,72 pg/ml) und 48 Stunden (13217,97 pg/ml + 369,84 pg/ml) die
hdchste Konzentration. Nach 4 (476,24 pg/ml £ 45,79 pg/ml) und 8 Stunden (5378,39
pg/ml £ 559,619 pg/ml) konnte ein linearer Anstieg der GM-CSF Konzentration
beobachtet werden. Die hochste GM-CSF Konzentration wurde 48 Stunden nach der

Infektion gemessen (Abbildung 41B).
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Replikation von OncoVEXin RIP1-Tag 2 Tumorzellen
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Abbildung 41: In vitro Virusreplikation und GM-CSF ELISA von OncoVEX infizierten RIP1-Tag2

Tumorzellen. RIP1-Tag2 Tumorzellen fiir die Bestimmung der Virusreplikation in 6-Well Platten und fiir

die Durchfiihrung der GM-CSF ELISA in 24-Well Platten ausgelegt. Am nachsten Tag wurden diese mit
OncoVEX mit den MOls: 0,001; 0,01; 0,1 und 1 infiziert. (A) Die Virusreplikation in den Tumorzellen
wurde 4 h, 8 h, 24 h und 48 h nach der Infektion bestimmt. Die Titration der MOIs wurde mithilfe von
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Vero Zellen durchgefuhrt. Die Wachstumskurven werden durch die jeweiligen Balken zu den MOls
reprasentiert. Die y-Achse wird als logarithmische Skala angegeben. n = 1. (B) Fur die Bestimmung der
GM-CSF Freisetzung wurde der Uberstand 4 h, 8 h, 24 h und 48 h nach Infektion mittels ELISA
analysiert. n = 3.

4.3 Theranostischer Ansatz

4.3.1 In vitro Quantifizierung von OncoVEX infizierten Tumoren mittels y-

Counter

Hierzu wurden RIP1-Tag2 Inselzellkarzinomzellen, MC38 Kolon Adenokarzinomzellen
und B16 Melanomzellen bezuglich der Infektions-Suszeptibilitat untersucht. Die RIP1-
Tag2 Tumorzellen wurden hierzu zuerst aus RIP1-Tag2 Versuchsméausen isoliert und
kultiviert (3.1.2). Daraufhin wurden die drei Tumorzelllinien mit verschiedenen
Viruskonzentrationen (MOI: niedrig: 0,1, mittel: 0,5, hoch: 2,5) der von OncoVEX 24 h
infiziert und am Folgetag fur jeweils 60 min (Abbildung 42A) und 120 min (Abbildung
42B) ¥F-FHBG inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Tumorzellen identisch zu OncoVEX
mit der leeren Virus-Hulle (Mock) inkubiert und ebenfalls am Folgetag fur jeweils 60
min (Abbildung 42A) und 120 min (Abbildung 42B) mit *®F-FHBG inkubiert.

Nach der 60-minltigen ®F-FHBG Inkubation konnte unabhangig von der
Viruskonzentration sowohl in RIP1-Tag2 Tumorzellen als auch in MC38 Tumorzellen
eine in etwa identisch ca. 9-fach-erhohte ®F-FHBG Aufnahme im Vergleich zur Mock
Kontrolle beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu konnte in B16 Tumorzellen im
Vergleich zur Mock-Kontrolle Uberhaupt keine OncoVEX-infektion assoziierte,
vermehrte 18F-FHBG Aufnahme detektiert werden (Abbildung 42A).

So konnte beispielsweise in OncoVEX-infizierten RIP1-Tag2 Tumorzellen unter einer
mittleren MOI nach 60 Minuten Inkubation mit *¥F-FHBG eine Aktivitat von 1,20 x10”/
uCi + 6,56 x108 uCi detektiert werden. Im Gegensatz hierzu war die Aktivitat in Mock-
infizierten RIP1-Tag2 Tumorzellen 11-fach niedriger und lag bei 9,02 x10® uCi+ 1,01
x10®8 uCi (Abbildung 42A).

Die 120-minutige **F-FHBG Inkubation der drei Tumorzelllinien ergab neben einer ca.
100-fach erhdhten Tracer-Aufnahme den identischen Trend. Es wurde erneut eine
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erhdhte Aufnahme von F-FHBG in OncoVEX-infizierten RIP1-Tag2 und MC38

Tumorzellen, nicht jedoch in B16 Tumorzellen gemessen (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: In vitro Untersuchung der 8F-FHBG Aufnahme von OncoVEX- oder Mock-
infizierten Tumorzellen. 10%® B16 Melanomzellen, Adenokarzinomzellen und RIP1-Tag2 Tumorzellen
wurden zuerst in einer 6-Well Platte ausgeséat und tUber Nacht bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Am
Folgetag wurden die Tumorzellen entweder mit OncoVEX oder Mock (leere Virushille) mit je
verschiedenen MOls (multiplicity of infection, MOI; niedrig: 0,1, mittel: 0,5, hoch: 2,5) fir 24h infiziert.
Daraufhin wurden die infizierten Tumorzellen fir jeweils (A) 60 min oder (B) 120 min mit 18F-FHBG
inkubiert. AnschlieBend wurden die Tumorzellen zweimal gewaschen und die 8F-FHBG-Aktivitat der

Tumorzellen mittels y-counter gemessen. n = 3.

4.3.2 In vivo Visualisierung OncoVEX-infizierter Tumorzellen mittels
kombiniertem 8F-FHBG-PET/MRT

Im folgenden Versuch wurde eruiert, ob die systemische Applikation von OncoVEX
simultan zum Nachweis von Tumoren als auch zum Monitoring einer OncoVEX-
Infektion eingesetzt werden kann.

Nach erfolgreicher in vitro Validierung einer verstarkten ¥F-FHBG Aufnahme in
OncoVEX-infizierten, TK exprimierenden, RIP1-Tag2 Tumorzellen, sollte nun im
Rahmen von weiterfiihrenden Versuchen die in vivo Praktikabilitat der Ganzkorper 18F-

FHBG-PET Bildgebung zum Monitoring einer OncoVEX-Infektion verifiziert werden.

Hierzu wurden 10 — 11 Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause drei Tage nach einer
Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung mit dem OncoVEX behandelt. 72 Stunden nach
i.p. Gabe von OncoVEX Gabe wurde den Versuchsmausen 2 MBq 8F-FHBG i.v.
injiziert. Nach einem Uptake von 3 Stunden (ohne Anasthesie) erfolgte eine 20-
minttige statische PET Untersuchung und im unmittelbaren Anschluss eine MRT
Untersuchung auf einem Bett mit spezifischen PET und MRT Markern zur
Ermdglichung der Uberlagerung der Aufnahmen (Abbildung 43). Als Negativkontrolle
wurde eine RIP1-Tag2 Versuchsmaus ohne OncoVEX Behandlung und zwei C3H
Wildtyp-Mause, ohne Tumore, mit *¥F-FHBG injiziert und mittels PET/MRT untersucht.
Die fortgeschrittenen RIP1-Tag2 Inselzellkarzinome konnten in allen RIP1-Tag2
Versuchstieren mittels MRT sehr gut detektiert werden und hatten einen Durchmesser
von 2 — 6 mm (Abbildung 44, weil3e Pfeile). Im Gastrointestinaltrakt aller
Versuchstiere zeigte sich ein relativ starkes *¥F-FHBG Signal unabhéngig von der i.p.

Administration von OncoVEX. Leider konnte in den RIP1-Tag2 Versuchsmausen, die
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mit OncoVEX (i.p.) behandelt wurden, keine intra-tumorale Akkumulation von *8F-
FHBG detektiert werden.

Nach der kombinierten *F-FHBG-PET/MRT Messung wurde von allen Versuchstieren
das Pankreas, die iLK und pLK als auch die Milz entnommen. Das Pankreas und die
Milz wurden kryofixiert, und anschlielRend auf einer Réntgenspeicherfolie fixiert und
mittels Phospoimager gemessen. Zur Detektion der ®F-FHBG-Aufnahme in den
Lymphknoten wurden die vollstandigen iLK und pLK auf der Belichtungsplatte (ohne
Schneiden) analysiert. Als Kontrollorgan zur Erméglichung der Normalisierung der
Autoradiographiedaten wurde von den Versuchsmausen der linke musculus
guadriceps femoris isoliert, kryofixiert, 20 pm Kryoschnitte angefertigt und
anschlieend auf der Belichtungsplatte zur Autoradiographie-Analyse fixiert.

Zur Auswertung der F-FHBG Aufnahme in der Pankreas, der Milz oder den iLK und
pLK wurde das Organ/Muskel Verhaltnis der jeweiligen Versuchsméause bestimmt. Die
Auswertung der verschiedenen Versuchstiere ergab keine deutliche vermehrte 18F-
FHBG Anreicherung in den Organen der OncoVEX-behandelten Versuchsmausen im

Vergleich zu den Kontrollmausen, ohne OncoVEX i.p. Administration (Abbildung 45).

Zusatzlich, um die Morphologie des Pankreas nach OncoVEX Therapie sowie die
Anzahl CD3* T-Zellen und die Anwesenheit von OncoVEX (HSV-1) zu Uberprifen,
wurde das Pankreas nach der Isolation in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
AnschlieBend wurden von den drei mit OncoVEX behandelten RIP1-Tag2
Versuchsmausen und der ausschlielich mit PBS behandelten RIP1-Tag2
Versuchsmaus histopathologische (H&E) und immunhistochemische Farbungen (CD3
und HSV-1) des Pankreas angefertigt (Abbildung 46). Die Pankreata aller
untersuchten Versuchsmause zeigten kleine bis mittelgro3e Tumore mit einer hohen
Proliferationsrate und dilatierten BlutgefaRen (Abbildung 46A+B). In keinen der
beiden Versuchsgruppen wurden vermehrt Immunzellinfiltrate beobachtet. In beiden
Versuchsgruppen zeigten sich die meisten CD3* T-Zellen in der Peripherie des
Tumors bzw. um den Tumor herum. Vereinzelt konnten CD3* T-Zellen innerhalb der
Tumore angetroffen werden (schwarze Pfeile, Abbildung 46C+D). Des Weiteren

konnten in keiner der drei mit OncoVEX behandelten RIP1-Tag2 Versuchsmause
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HSV-1 positive, Virus infizierte Zellen (OncoVEX) in den Inselzellkarzinomen oder im
TME nachgewiesen werden (Abbildung 46E+F).

gwf}

@ ﬂ l/Versuchsende
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Lo
Tage 12 34 56 7

& Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung (2 Gy)

I.p. Applikation von OncoVEX

AP ‘ 18F-FHBG-PET/MRT

Abbildung 43: Versuchsschemader in vivo *¥F-FHBG-PET/MRT Untersuchung zur Visualisierung
OncoVEX-infizierter RIP1-Tag2 Tumorzellen. Hierzu wurden 10 — 11 Wochen alte RIP1-Tag2
Versuchsmause 72 h nach einer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung mit OncoVEX behandelt
(i.p. Gabe). Nach weiteren 72 h wurde allen Versuchsméusen 2 MBq 18F-FHBG i.v. injiziert und nach
einer in vivo Anreicherungszeit (wach) von 3 h erfolgte zuerst die PET Messung und im unmittelbaren
Anschluss die MRT Untersuchung. Zur ex vivo Validierung wurden die Pankreata, die Milz und die iLK
und pLK isoliert und mittels Autoradiographie untersucht.
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RIP1-Tag2 Versuchsmaus RIP1-Tag2 Versuchsmaus C3H Versuchsmaus

5,0 Bg/ml
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Abbildung 44: In vivo ®F-FHBG-PET/MRT zur Uberpriifung der Anreicherung von ¥F-FHBG in
OncoVEX-infizierten RIP1-Tag2 Versuchsmausen. Die RIP1-Tag2 Versuchsméuse erhielten 72 h
nach einer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung i.p. OncoVEX Applikation. 3 Tage spéater erfolgte
die i.v. 18F-FHBG Applikation und nach einer 18F-FHBG Anreicherungszeit (,Uptake®) von 3 Stunden die
PET Messung. Im direkten Anschluss erfolgte die MRT Untersuchung zur anatomischen Co-
Lokalisation (T2-gewichteten 3D Turbo RARE). n =1 - 3.
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Abbildung 45: Ex vivo Autoradiographie von ®F-FHBG-injzierten RIP1-Tag2 Versuchsmaéausen
mit und ohne OncoVEX-Administration. Unmittelbar nach der ®F-FHBG-PET/MRT Untersuchung
wurden alle Versuchsmause getétet und unmittelbar im Anschluss das Pankreas, die Milz, die iLK und
die pLK isoliert. Das Pankreas und die Milz wurden kryofixiert, und anschlielend auf einer
Belichtungsplatte fixiert und mittels Phospoimager gemessen. Zur Detektion der 18F-FHBG-Aufnahme
in den Lymphknoten wurden die vollstandigen iLK und pLK auf der Belichtungsplatte (ohne Schneiden)
analysiert. Als Kontroll-Organ zur Ermdglichung der Normalisierung der Autoradiographiedaten wurde
von den Versuchsmausen der linke musculus quadriceps femoris isoliert, kryofixiert, 20 um Kryoschnitte
angefertigt und anschlieBend auf der Belichtungsplatte zur Autoradiographie-Analyse fixiert. Zur
normalisierten Darstellung wurde das Organ/Muskel Verhaltnis der 18F-FHBG Aufnahme gebildet. n=1
-3
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H&E (200x)

CD3 (200x)

HSV-1 (100x)

Abbildung 46: Histopathologische (H&E) und immunhistochemische (CD3, HSV-1) Analyse des
Pankreas von RIP1-Tag2 Mausen nach 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung und
einmaliger i.p. Verabreichung von OncoVEX oder PBS. Reprasentative H&E Féarbung der
Inselzellkarzinome einer RIP1-Tag2 Maus ca. 75,5 Stunden nach (A) OncoVEX oder (B) PBS Injektion
(VergréRRerung: 200x). (C+D) Reprasentative CD3 Immunhistochemie der Pankreata inklusive der
Inselzellkarzinome (VergroRerung: 200x). Die schwarzen Pfeile deuten auf CD3 positive T-Zellen in der
Peripherie des Tumors hin. (E+F) Zur Analyse der Anwesenheit von OncoVEX wurde eine HSV-1
immunhistochemische Analyse durchgefuhrt. Diese konnte keine HSV-1 positiven Zellen in der
OncoVEX-Versuchsgruppe nachweisen (VergrofRerung: 100x). (n = 1 — 3).
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4.3.3 Bestimmung der Viruslast im Pankreas zu verschiedenen Zeitpunkten

nach OncoVEX Administration

Da durch die additive Verabreichung mit OncoVEX innerhalb der kombinierten Viro-
Immuntherapie ein additionaler Therapieeffekt festgestellt werden konnte, wurde nun
die Viruslast bzw. die Konzentration des Virus, die im Pankreas und in dem
Inselzellkarzinomgewebe bestimmt. Hierzu wurden die Versuchsmause einmalig mit
der kombinierten Viro-Immuntherapie nach dem in Abbildung 47 abgebildeten
Versuchsschema behandelt. Die Isolation des Pankreas zur Bestimmung der Viruslast
und der GM-CSF Konzentration erfolgte jeweils 4 h, 24 h und 48 h nach der OncoVEX
Administration. Alle Versuchsméause wurden mit der im Rahmen dieser
Dissertationsschrift etablierten Viruskonzentration von 5 x10® PFU i.p. behandelt.
Diese Viruskonzentration wurde auch im Rahmen der kombinierten Viro-
Immuntherapie erfolgreich eingesetzt. Drei der vier analysierten RIP1-Tag2
Versuchsmause, zeigten 4 h nach der OncoVEX Administration in den Pankreata eine
Viruslast von ca. 77,27 PFU/ml £ 17,07 PFU/ml. Somit erreichen nur wenige der
injizierten OncoVEX Viren nach der Zeitspanne von 4 h die Inselzellkarzinomzellen im
Pankreas. Interessanterweise war 24 h und 48 h nach OncoVEX Applikation kein Virus
mehr nachweisbar (Abbildung 48A).

Die GM-CSF Konzentration im Pankreasgewebe betrug 4 h nach OncoVEX Injektion
69,22 + 23,13 pg/ml, nach 24 Stunden 37,90 + 23,37 pg/ml und nach 48 Stunden
307,58 + 194,87 pg/ml GM-CSF (Abbildung 48B). Diese Werte wurden jeweils auf 50

mg Gewebe normalisiert.
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Abbildung 47: Versuchsschema zur Bestimmung der Viruslast. Die 10 — 11 Wochen alten RIP1-
Tag2 Versuchsmause wurden mit der kombinierten Viro-Immuntherapie behandelt (2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkdrperbestrahlung + Tag-Twul Zellen (i.p.) + anti-PD-L1/anti-LAG-3 AK (ICB; i.p.) + OncoVEX (i.p.)).
Es wurden 3 Kohorten RIP1-Tag2 Versuchsmause unter kombinierter Viro-Immuntherapie behandelt
und zu verschiedenen Zeitpunkten (4 h, 24 h, 48 h) nach der OncoVEX Applikation getétet und das
Pankreas zur Bestimmung der Viruslast- und der GM-CSF-Konzentration analysiert.
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Abbildung 48: In vivo Viruslast und GM-CSF Konzentration von OncoVEX infizierten und
lysierten RIP1-Tag2 Tumorzellen. Die Versuchsméuse wurden wie in Abbildung 47 beschrieben
behandelt und die Pankreata 4 h, 24 h und 48 h nach OncoVEX Gabe (i.p.) bezuglich der (A) Viruslast
und (B) GM-CSF Konzentration analysiert. Alle Werte wurden auf 100 mg Gewebe normalisiert. OV =
OncoVEX. (n =4 - 5).

4.3.4 Analyse der Immunzellinfiltration in den Pankreata mittels kombinierter
Viro-immuntherapie behandelten RIP1-Tag2 Versuchsmausen zum
Zeitpunkt des hochsten rBGWSs

In 4.2.1 wurde festgestellt, dass die RIP1-Tag2 Versuchsmause, die mit OncoVEX +
Tag-Tnl + ICB behandelt wurden, 6 Tage nach der ersten OncoVEX Gabe, sowie 7
Tage nach der zweiten OncoVEX Injektion einen ,Peak” im rBGWs aufzeigen
(Abbildung 24A). Der Anstieg ist zum Zeitpunkt der beiden ,Peaks”im Vergleich zum
initialen rBGW signifikant erhéht. Im Rahmen dieses Versuchsansatzes sollte nun
eruiert werden, welche Zellen fir den signifikanten Anstieg des rBGWs entscheidend
sein konnten. Die kombinierte Viro-Immuntherapie wurde in 10 — 11 Wochen alten
Versuchsmausen wie in Abbildung 49 dargestellt durchgefuhrt. Funf Tage nach der
OncoVEX Gabe (Tag 8 nach Behandlungsbeginn) wurden die Pankreata der
Versuchsmause isoliert und mittels Immunfluoreszenzhistologie mit Fokus auf das
Immunzellinfiltrat im TME untersucht. Zu Behandlungsbeginn lag der rBGW bei 100 %
(103,40 % 3,91 mg/dl). Am Tag 3 der kombinierten Viro-Immuntherapie fiel der rBGW
in beiden Versuchsgruppen moderat auf ca. 90 % und stieg bis zum Tag 8 nach
Initierung der Therapie ausschlief3lich in der Viro-Immuntherapiegruppe wieder auf
97,40 = 4,77 % an. Im Vergleich zur Isotyp-AK-Kontrollgruppe (77,33 £ 1,76 %) war
der Unterschied im rBGW in der Viro-Immuntherapiegruppe (97,40 + 4,77 %) am Tag
8, signifikant erhéht (*p = 0,0213; Abbildung 49).

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopischer Analyse gelang es 5 Tage nach der
therapeutischen Infektion von OncoVEX mit HSV-1-Viren infizierte Inselzellkarzinome
in den Pankreata der RIP1-Tag M&ause mit kombinierter Viro-Immuntherapie
nachzuweisen (weil3e Pfeile, Abbildung 50A). Des Weiteren konnten im Vergleich zur

Isotyp AK Kontrollgruppe in den Inselzellkarzinomen der Versuchsmause eine deutlich
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gesteigerte Einwanderung von Makrophagen (Iba-1 — blau) und T-Zellen (CD3 — rot)
nachgewiesen werden (Abbildung 50C+D). In einer weiterfihrenden
immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse mit Fokus auf CD4* (rot) und CD8* T
Zellen (grin) und F4/80 positiven Makrophagen gelang ausschlief3lich der Nachweis
von CD4* und CD8* T Zellen. Wobei deutlich mehr CD4* als CD8* T Zellen detektiert
werden konnten (Abbildung 50E+F).
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Abbildung 49: Evaluierung des relativen Blutglukosewertes in RIP1-Tag2 Versuchsmausen unter
der Gabe von OncoVEX und ICB. (A) Zeitlicher Verlauf der rBGW, der mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie behandelten Versuchsméause (OncoVEX + Tag-Tul + ICB; n = 5). Die Kontrollgruppe
(Isotyp AK; n = 3) wurde mit Isotyp AK (anstelle von ICB) und zwei PBS Injektionen (anstelle von Tag-
Trnl und OncoVEX) behandelt. 100 % des rBGWs entsprechen einem Mittelwert der Blutglukose von
103,40 + 3,91 mg/dI fur die Versuchsgruppe OncoVEX + Tag-Twl + ICB, von 108,33 + 2,73 mg/dI fur
die Versuchsgruppe Isotyp AK. Zur statistischen Evaluation wurde der rBGW an Tag 8 zwischen den

beiden Versuchsgruppen mittels ungepaartem parametrischem T-Test verglichen. *p = 0,0213.
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Abbildung 50: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Inselzellkarzinome von 10 — 11
Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchstieren nach einmaliger kombinierter Viro-lImmuntherapie bzw.
Isotyp AK-Behandlung. (A+B) Représentative Immunfluoreszenzmikroskopie der mit OncoVEX
infizierten (HSV-1, weilRe Pfeile) und proliferierenden (Ki67) Inselzellkarzinome, (C+D) der T-Zellen
(CD3), Makrophagen (Iba-1) und B-Zellen (CD45R) im TME (E+D) sowie der Inselzell-Infiltrierenden
Makrophagen (F4/80), CD4*- und CD8* T-Zellen. DAPI stellt die Farbung der Zellkerne dar. (n = 3)
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4.4 Aufklarung der Wirkmechanismen unserer kombinierten Tnl-Zell-basierten

Immuntherapie mit Fokus auf die NFkB-Aktivierung
Zur Evaluation der Wirkungsorte von adoptiv transferierten (i.p.) Tumorantigen-
spezifischen T-Zellen (OT-Il Thl, im Folgenden: OVA-THl) im Rahmen einer
kombinierten Immuntherapie bestehend aus einer 2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkorperbestrahlung, der Gabe von OVA-Tul Zellen und der 3-maligen
Verabreichung von anti-PD-L1/anti-LAG-3 AK (ICB) in zwei verschiedenen
Tumormausmodellen mit membranarer OVA-Expression der Tumorzellen (OVA-B16
Melanom und OVA-MC38 Kolon Adenokarzinom) wurden NFKBLuc-Reporterméause
verwendet. In den NFBLuc-Reportermausen kommt es im Rahmen der Aktivierung von
NFkB zur Expression von Luciferase welche nach Verabreichung von Luciferin mittels
Biolumineszenz in der optischen Bildgebung semiquantitativ detektiert werden kann.
Den NFKBLuc-Reportermausen wurden an der rechten Flanke OVA-B16 oder OVA-
MC38 Tumorzellen inokuliert. Hierbei ist es wichtig zu betonen, dass weder die
inokulierten OVA-B16 und OVA-MC38 Tumorzellen noch unsere therapeutischen
OVA-TH1l den NFKBluc-Reporter exprimieren. Andererseits stammt das Stroma der
OVA-B16 und OVA-MC38 Tumoren von den NFBluc-Reportermausen. Folglich kann
ein Biolumineszenzsignal der Tumore ausschlie3lich auf eine NFkB-Aktivierung des
Stromas zurtickgefuihrt werden. 3 Tage nach Inokulation der Tumorzellen erfolgte eine
2 Gy Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung und nach weiteren 24 h die i.p. Applikation
der OVA-TH1l Zellen und nach weiteren 24 h und im Weiteren alle 2 Tage die i.p.
Verabreichung der ICB. Das Tumorvolumen der tumortragenden NFKBLyc-
Reporterméause wurden ab Tag 4 taglich bestimmt und zuséatzlich die NFkB Aktivitat
mittels optischer Bildgebung gemessen. Am Tag 10 wurden die Versuchsméuse
getotet und anschlieRend die Tumore sowie die primar (Knochenmark) und sekundér
lymphatischen Organe (Milz, drainierende (dLK), kontralaterale Lymphknoten (kLK))
fur weiterfiihrende Analysen entnommen. Es erfolge die histopathologische (H&E) und
immunhistochemische Analyse der OVA-B16 oder OVA-MC38 Tumore sowie eine
Durchflusszytometrie-Analyse mit Fokus auf das Immunzellinfiltrat (B-Zellen, der CD4*
und CD8* T-Zellen) und Immunzellaktivierungsmarker (Abbildung 51). Zudem
erfolgte eine Durchflusszytometrie-Analyse des Knochenmarks, der Milz als auch der
dLK und der KLK.
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Abbildung 51: Versuchsschema zur Evaluation der NFkB Aktivierungsorte in OVA-B16 und OVA-
MC38 tumortragenden NFByc-Reportermausen mit kombinierter Tyl-Zell-basierter
Immuntherapie. In diesem Versuchsansatz wurden OVA-B16 Melanom- und OVA-MC38 Kolon
Adenokarzinomzellen s.c. in NF<BLuc-Reporterméause inokuliert. Das Tumorvolumen der tumortragenden
NF<B| uc-Reporterméuse wurden ab Tag 4 téaglich bestimmt und zusétzlich die NFkB Aktivitat mittels
optischer Bildgebung gemessen. Am Tag 10 wurden die Versuchsméause getétet und anschlie3end die
Tumore sowie die primar (Knochenmark) und sekundar lymphatischen Organe (Milz, drainierende
(dLK), kontralaterale Lymphknoten (kLK)) fur weiterfihrende Analysen enthommen.
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4.41 Evaluierung des Tumorvolumens zur Evaluation des

Therapieansprechens

Das Tumorvolumen wurde ab Tag 4 nach Tumorinokulation mit einem Messchieber
(VWR International GmbH) taglich bestimmt (3.4.2.2). Das initiale Tumorvolumen der
Versuchsmause zum Zeitpunkt des Therapiestarts wurde zur vereinfachten
Darstellung auf 100 % gesetzt. Diese Darstellung gewahrleistet einen korrekten
Vergleich der Tumorvolumina trotz der zum Teil unterschiedlichen initialen
Tumorvolumina.

Die kombinierte Immuntherapie zeigte bei den OVA-B16 tumortragenden
Versuchsmausen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Isotyp AK) keinerlei Einfluss auf
das Tumorwachstum (Abbildung 52A). In den OVA-MC38 tumortragenden
Versuchsmausen konnte in der Kohorte mit kombinierter Immuntherapie im Vergleich
zur Kontrollkohorte bereits am Tag 7 nach Tumorinokulation (dies entspricht dem Tag
4 nach Behandlungsbeginn) ein erkennbar verringertes relatives Tumorvolumen
festgestellt werden. Bis zum Tag 10 nach Tumorinokulation zeigten die OVA-MC38
Tumore der mit Isotyp AK-therapierten NFYBlLuc-Reportermause einen deutlichen
Anstieg des Volumens, wéahrend die OVA-MC38 Tumore der mit OVA-TH1 Zellen +
ICB behandelten NFBLuc-Reportermause keine erkennbare Volumenzunahme
zeigten. Aufgrund der starken Standardabweichung der Volumina, der OVA-MC38
Tumore der mit Isotyp AK behandelten NF¥BLuc-Reportermause am Tag 10 (2206,40 +
991,74 %), ergab der statistische Intergruppen-Vergleich mit der behandelten
Versuchsgruppe (237,75 £ 36,45 %) einen nicht signifikanten Unterschied (p = 0,1236;
Abbildung 52B).
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Abbildung 52: Relatives OVA-B16 und OVA-MC38 Tumorvolumen von NFBLyc-Reportermausen
mit kombinierter Immuntherapie. Den NF*BLuc-Reportermausen wurden am Tag 0 OVA-B16 oder
OVA-MC38 Tumorzellen s.c. inokuliert. Nach drei Tagen erfolgte eine 2 Gy Niedrigdosis-
Ganzkorperbestrahlung. Einen Tag spéater (Tag 4) erhielten die Versuchstiere einen adoptiven Transfer
von OVA-Tul bzw. eine PBS Applikation (i.p.). An Tag 5, Tag 7 und Tag 9 erfolgte die i.p. Gabe der
Immuncheckpoint-Inhibitoren anti-PD-L1 und anti-LAG-3 (ICB). Ab Tag 5 nach Tumorinokulation wurde
das relative Tumorvolumen bis zum Versuchsende an Tag 10 taglich mittels Messchieber bestimmt. Ab
Tag 5 waren die Tumore in allen Versuchsméausen messbar, weshalb die Tumorvolumina an diesem
Tag als Referenzwert dienten. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert £ SEM einer Gruppe; OVA-MC38 Tumor
an. Zur statistischen Auswertung wurden die beiden Versuchsgruppen der OVA-MC38 Tumor
tragenden NFkBLuc-Reportermause an Tag 10 miteinander mittels ungepaartem parametrischen T-Test
verglichen. p = 0,1236. n =4 - 5.

4.4.2 lLongitudinale Auswertung des NFkB Signals mittels optischer
Bildgebung

Mittels optischer Bildgebung wurde taglich ab Tag 4, einen Tag bevor in allen N*<BLuc-
Reportermausen Tumore detektierbar waren, die nicht-invasive in vivo Biolumineszenz
optische Bildgebung zur Erfassung der NFkB Aktivitat durchgefuhrt.

Zur vereinfachten Darstellung wurde zunéchst je Versuchsgruppe der Mittelwert der
S.I. (p/slcm?/sr) an Tag 4 (Start der Messungen) gebildet und auf den Wert 1 normiert.
Fur die darauffolgenden Tage wurde der Quotient der S.I. (p/s/cm?/sr) aus dem S.I.
Wert an Tag X durch den S.I. Wert an Tag 4 gebildet. Repréasentative Aufnahmen der
tumortragenden NF<BLuc-Reportermduse der beiden Therapiegruppen sind in
Abbildung 54 dargestellt.
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Far die in vivo Untersuchungen wurden die Versuchsmause, wie in 3.6.3.2 erlautert,
vorbereitet und wie in Abbildung 51 erklart, behandelt. Die Auswertung der
Biolumineszenz-S.I. in den OVA-B16-Tumor tragenden NF<BLuc-Reportermausen
ergab einen Tag nach der Verabreichung der therapeutischen OVA-Tul Zellen (Tag
5) einen signifikanten Abfall der NFkB abhangigen S.I. im Knochenmark (Abbildung
53A) sowie in den OVA-B16 Tumoren (Abbildung 53B) verglichen zur Kontrollgruppe
(Isotyp AK). Zur Erfassung der S.I. im Knochenmark wurden die unbehaarten
Hinterlaufe als ROI eingezeichnet (Abbildung 54).

Diese Beobachtung impliziert einen therapie-induzierten Abfall der NFkB Aktivitat im
Knochenmark und im TME der OVA-B16-Tumor tragenden NF<BLuc-Reporterméause.
Die mit Isotyp AK behandelten OVA-B16-tragenden Versuchsmause zeigten an Tag 5
eine S.I. im Knochenmark von 1,02 + 0,16 %, wohingegen die mit der
Kombinationstherapie behandelten Versuchsméuse auf einen Wert von 0,49 + 0,14 %
abfielen (*p = 0,0410; Abbildung 53A). Das Biolumineszenzsignal im Knochenmark
der OVA-MC38 Versuchsmause zeigte verglichen mit dem Signal in den OVA-B16
Versuchsmausen einen sehr &hnlichen Trend (Abbildung 53C).

In den OVA-MC38 Tumoren der NFBLuc-Reportermause mit kombinierter
Immuntherapie (OVA-TH1l + ICB) wurde im zeitlichen Verlauf der Behandlung eine
tendenziell hohere S.I. detektiert. Sieben Tage nach der Tumorinokulation war die S.I.
in den OVA-MC38 Tumoren der mittels kombinierter Immuntherapie behandelten
Versuchsmause (0,75 + 0,10 %) im Vergleich zur Isotyp AK behandelten
Versuchsgruppe (0,43 + 0,14 %) signifikant erhdht (*p = 0,0159; Abbildung 53D). Dies

impliziert eine gesteigerte NFkB Aktivierung unter der kombinierten Immuntherapie.
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Abbildung 53: Monitoring der relativen S.I. in NF*BLyc-Reportermausen unter der kombinierten
Immuntherapie (OVA-T41 + ICB) oder Isotyp AK Kontrollbehandlung. Den NF*BLuc-Reporterméausen
wurden am Tag 0 OVA-B16 oder OVA-MC38 Tumorzellen s.c. inokuliert. Nach drei Tagen erfolgte eine
2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung. Einen Tag spater (Tag 4) erhielten die Versuchstiere einen
adoptiven Transfer von OVA-TH1 bzw. eine PBS Applikation (i.p.). An Tag 5, Tag 7 und Tag 9 erfolgte
die i.p. Gabe der Immuncheckpoint-Inhibitoren anti-PD-L1 und anti-LAG-3 (ICB). Ab Tag 5 nach
Tumorinokulation wurde mittels optischer Bildgebung die S.l. des Biolumineszenzsignals zur
Untersuchung der NFkB Aktivitat in beiden Versuchsgruppen bestimmt.

Dargestellt ist die relative S.l. des Biolumineszenzsignals (A) des Knochenmarks (Tag 5: *p = 0,0410)
und (B) des OVA-B16 Tumors der OVA-B16 tragenden NF<BLuc-Reportermause und die (C) des
Knochenmarks und (D) des OVA-MC38 Tumors der OVA-MC38 tragenden NFKBLuc-Reportermause

(Tag 7: *p = 0,0159). Zur vereinfachten Darstellung wurde zunéchst je Versuchsgruppe der Mittelwert
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der Signalintensitat (S.l.; p/s/cm?/sr) an Tag 4 (Start der Messungen) gebildet und auf den Wert 1
normiert. Fir die darauffolgenden Tage wurde der Quotient der S.I. (p/s/cm?/sr) aus dem S.I. Wert an
Tag X durch den S.I. Wert an Tag gebildet. Zur statistischen Auswertung wurden die beiden
Versuchsgruppen miteinander am selben Tag mittels ungepaartem parametrischen T-Test verglichen.
n=4-5.

OVA-B16 OVA-MC38

OVA-T,1 +ICB

Isotyp AK

Abbildung 54: Reprasentative Biolumineszenz-Aufnahmen von OVA-B16 und OVA-MC38
tragenden NFBLuc-Reportermausen mit kombinierter Immuntherapie oder Isotyp AK
Kontrollbehandlung. Den NF<BLuc-Reportermausen wurden am Tag 0 OVA-B16 oder OVA-MC38
Tumorzellen s.c. inokuliert. Nach drei Tagen erfolgte eine 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung.
Einen Tag spater (Tag 4) erhielten die Versuchstiere einen adoptiven Transfer von OVA-Th1 bzw. eine
PBS Applikation (i.p.). An Tag 5, erfolgte die i.p. Gabe der Immuncheckpoint-Inhibitoren anti-PD-L1 und
anti-LAG-3 (ICB). Abgebildet ist die S.I. des Biolumineszenzsignals an Tag 7 nach Tumorinokulation

zur Untersuchung der NFkB Aktivitat in beiden Versuchsgruppen. Hierzu wurde den NF<BLuc-
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Reportermausen Luciferin i.p. appliziert und nach einer Uptake-Zeit von 5 min wurden diese unter
Isofluoran-Narkose in das IVIS® platziert. Das Signal spiegelt die Aktivitat von NFkB im Knochenmark

(rote Umrandung) und im Tumor (gelbe Umrandung) wider.

4.4.3 Histologische (H&E) und immunhistochemische (CD3 und B220)
Evaluation der OVA-B16 und OVA-MC38 Tumore

Zehn Tage nach Tumorinokulation wurden die OVA-B16 und OVA-MC38
tumortragenden Versuchsmause der beiden Behandlungsgruppen unmittelbar nach
der letzten Messung mittels optischer Bildgebung euthanasiert und der Tumor fir die
histopathologische (H&E) und immunhistochemische (CD3 und B220) Evaluation, wie
in 3.5.3 erklart, isoliert und aufgearbeitet. Die histopathologische Analyse zeigte,
kleine bis mittelgroBe OVA-B16 Tumore in allen Versuchsmausen der beiden
Therapiegruppen (Abbildung 55A+B). Die Tumore besal3en grofRe Nuklei mit offenem
Chromatin (gelbe Pfeile, Abbildung 55E+F). Zudem zeigten die OVA-B16
Tumorzellen beider Gruppen eine hohe Mitose- und Apoptose-Rate. Des Weiteren war
das entzundliche Infiltrat im Randbereich der OVA-B16 Tumore beider
Therapiegruppen geringgradig bis mild ausgepragt und im Zentrum des Tumors
minimal. Die immunhistochemische Evaluation der T-Zellen-Verteilung (CD3) ergab in
beiden Therapiegruppen gleichermal3en eine verstarkte Ansammlung von T-Zellen in
dem Randbereich der Tumore (orange Pfeile, Abbildung 55I1+J) und eine geringere
T-Zell-Akkumulation im Tumorzentrum (orange Pfeile, Abbildung 55M+N). Die
immunhistochemische Analyse der B-Zellen (B220) zeigte in den mit der kombinierten
Immuntherapie-therapierten und den Isotyp AK-therapierten Versuchsmausen
ebenfalls eine erhdhte Anzahl B-Zellen im Randgebiet des OVA-B16 Tumors (griine
Pfeile, Abbildung 55Q+R) und eine geringere Anzahl im Zentrum des OVA-B16
Tumors (grine Pfeile, Abbildung 55U+V). Die Anzahl B-Zellen in den OVA-B16
Tumoren der Versuchsmause mit kombinierter Immuntherapie (OVA-Tul + ICB) war
tendenziell hoher als die Anzahl in den OVA-B16 Tumoren der mit Isotyp AK-
therapierten Tiere.

Die histopathologische Analyse der OVA-MC38 Tumore zeigte in beiden
Therapiegruppen relativ kleine OVA-M38 Tumore (Abbildung 55C+D) mit
mittelgrof3en Spindelzellen, mit einem polymorphen Zellkern mit multiplen grofRen
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Nucleoli (schwarze Pfeile, Abbildung 55G+H). Das Entziindungsinfiltrat im TME der
OVA-MC38 Tumoren beider Therapiegruppen war nur geringfligig ausgepragt und war
primar am Tumorrand lokalisiert.

Die immunhistochemische Evaluation der T-Zellen (CD3) beider Therapiegruppen
ergab eine deutlich verstarkte Ansammlung von CD3* T-Zellen im Randbereich der
OVA-MC38 Tumoren (orange Pfeil, Abbildung 55K+L) und eine nur geringfligige
Ansammlung im Tumorzentrum (orange Pfeil, Abbildung 550+P). Es konnte kein
Unterschied in der Anzahl der T-Zellen im TME der OVA-M38 Tumoren beider
Therapiegruppen (OVA-TH1 + ICB; Isotyp AK) festgestellt werden.

Des Weiteren ergab die immunhistochemische Analyse der B-Zellen (B220)
vereinzelte B-Zellen im Randgebiet der OVA-MC38 Tumoren (griiner Pfeil, Abbildung
55S+T) und nur sehr wenige B-Zellen im Tumorzentrum (griiner Pfeil, Abbildung
55W+X).
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Abbildung 55: Histopathologische (H&E) und immunhistochemische (B220 + CD3) Analyse der
OVA-B16 und OVA-MC38 Tumore der NF*Buc-Reportermause 10 Tage nach Tumorinokulation
und der Behandlung mit der kombinierten Immuntherapie (OVA-Tyl) bzw. PBS. Reprasentative
H&E Aufnahmen der OVA-B16 Tumore (links) und der OVA-MC38 Tumore (rechts) beider
Therapiegruppen in der Ubersicht (VergroRerung: 12,5x; A-D) und im Detail (VergroRerung: 400x; E-
H). (E+F) Die groRRen runden Nuclei der OVA-B16 Tumorzellen sind in der Detailaufnahme mit gelben
Pfeilen markiert. (G+H) Die polymorphen Zellkerne bestehend aus multiplen Nucleoli der OVA-MC38
Tumorzellen sind mit schwarzen Pfeilen hervorgehoben. Die reprasentative CD3 Immunhistochemie der

T-Zellen der beiden Versuchsgruppen zeigt den Randbereich des Tumors (Vergré3erung: 20x; I-L) und
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das Tumorzentrum (VergroRBerung: 20x; M-P). Die B-Zellen sind mit grinen Pfeilen markiert. H&E: n =
6. Immunhistochemie: n = 2 — 3. (Q-X) Die représentative B220 Immunhistochemie zeigt die B-Zellen
der OVA-B16 Tumore (links) und der OVA-MC38 Tumore (rechts) beider Therapiegruppen im

Tumorrandbereich (VergroRerung: 20x; Q-T) und im Tumorzentrum (VergréRerung: 20x; U-X).

4.4.4 Untersuchung der T- und B-Zellpopulationen und deren Aktivierung
mittels Durchflusszytometrie

Zum Versuchsende an Tag 10 wurden die Versuchsmause nach der letzten Messung
mittels optischer Bildgebung euthanasiert und die Tumore und als auch die
lymphatischen Organe (Tumor, Knochenmark, Milz, dLK und kLK) entnommen.
Anschlie3end erfolgte die Aufarbeitung fir die Durchflusszytometrieanalyse (3.5.5).
Zunachst wurde die relative Anzahl der CD4* T-Zellen, CD8" T-Zellen und CD19* B-
Zellen als Prozent der Anzahl viabler Zellen in den Tumoren oder lymphatischen
Organen analysiert. Zudem wurden aktivierte T und B Zellen mittels der membranéren
CD69 Expression bestimmt.

In OVA-B16 Tumoren der mittels kombinierter Immuntherapie behandelten
Versuchsmause wurden signifikant mehr CD4* T-Zellen (5,41 = 0,70 %) und
tendenziell mehr CD8" T-Zellen (1,68 £ 0,32 %) im Vergleich zu den Tumoren der
Isotyp AK behandelten Kontrollgruppe (CD4* T-Zellen: 3,25 * 0,49 %; **p = 0,0016;
CD8* T-Zellen: 1,40 = 0,17 %; nicht signifikant; Abbildung 56A) nachgewiesen.

In den OVA-B16 Tumoren der mittels kombinierter Immuntherapie oder mittels Isotyp
AK behandelten Versuchsméuse konnten am Tag 7 nach Therapiestart keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl aktivierter (CD69 exprimierender) CD4*-,
CD8* T-Zellen oder CD19* B-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 56A).

Dies impliziert einen Therapie-induzierten Anstieg der CD4* T-Zellen. Fir eine
zielgerichtete Analyse des frihen Lymphozyten-Aktivierungsmarkers CD69 ist der Tag
7 nach Start der kombinierten Immuntherapie womdglich zu spat, um Unterschiede
aufzuzeigen. Im Knochenmark (Abbildung 56B) sowie in der Milz (Abbildung 56C)
konnte zudem kein signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil der T- und B-
Zellen zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden.
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In den dLK der mittels kombinierter Immuntherapie behandelten OVA-B16 Tumor
tragenden Versuchstiere wurden tendenziell weniger CD4* T-Zellen (35,69 + 6,29 %)
und CD8* T-Zellen (8,68 £ 1,50 %) im Vergleich zu den Tumoren der Isotyp AK-
behandelten Kontrollgruppe (CD4* T-Zellen: 45,13 + 1,99 %; CD8" T-Zellen: 13,69 +
1,25 %) gemessen (Unterschiede nicht signifikant; Abbildung 56D).
Interessanterweise wurde in den kLK identisch zu dem Trend in den dLK eine
signifikante Reduktion der CD4* T-Zellen (38,58 %= 44,17 %) unter Gabe der
kombinierten Immuntherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe (44,17 = 1,15 %)
nachgewiesen (*p = 0,0411; Abbildung 56E). Des Weiteren wurde im KLK wie bereits
im dLK eine Therapie-induzierte Reduktion der CD8* T-Zellen (11,49 + 1,02 %) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (15,29 £ 0,87 %) beobachtet (nicht signifikant, Abbildung
56E). Diese Beobachtung spricht fur eine Therapie-induzierte Auswanderung der
CD4*- und CD8" T-Zellen aus den drainierenden und nicht-drainierenden
Lymphknoten. Interessanterweise wurden in den kLK der immuntherapierten
Versuchsmause signifikant weniger CD69 exprimierende CD19* B-Zellen (8,22 + 1,49
%) verglichen mit den kLK der mit Isotyp AK-behandelten Versuchsmause (12,77 +
2,37 %) detektiert (*p = 0,0363; Abbildung 56E).
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Abbildung 56: Analyse der prozentualen Anzahl von T und B Zellen in OVA-B16 Tumoren und
den primar und sekundar lymphatischen Organen von mittels kombinierter Inmuntherapie oder
mit Isotyp AK behandelten NF*BLuc-Reportermausen. 10 Tage nach der Tumorinokulation (7 Tage
nach Therapiestart) wurde die prozentuale Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen, die Expression von
CD69 und der CD19* B-Zellen in (A) dem OVA-B16 Tumor (CD4* T-Zellen: **p = 0,0016), (B) dem
Knochenmark, (C) der Milz, (D) dem dLK und (E) dem kLK (CD4* T-Zellen: *p = 0,0411; CD19*CD69*
B-Zellen: *p = 0,0363) bestimmt. Zur statistischen Auswertung wurde ein zweifaktorieller ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachtestungen (k = 2 — 3) verwendet. Ein Balken prasentiert jeweils den
Mittelwert £ SEM einer Gruppe (OVA-Tul + ICB, n = 6; Isotyp AK, n = 6).

Im OVA-MC38 Tumormodel konnte in den Tumoren der Versuchsmause mit
kombinierter Immuntherapie eine tendenziell héhere relative Anzahl an CD8* T-Zellen
(8,44 + 3,22 %), im Vergleich zu Tumoren der Isotyp AK behandelten Kontrollgruppe
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(7,57 £ 1,26 %) detektiert werden (Unterschied nicht signifikant; Abbildung 57A).
Interessanterweise konnten bei den therapierten Versuchstieren mit kombinierter
Immuntherapie verglichen mit der Kontrollgruppe fast 1,5-mal so viele CD19* B-Zellen
in den OVA-B16 Tumor detektiert werden; der Unterschied wer beiden
Versuchsgruppen war jedoch nicht signifikant (Abbildung 57A). Im Knochenmark der
mittels kombinierter Immuntherapie behandelten Versuchsméuse konnte ebenso eine
prozentuell hbhere relative Anzahl an CD19* B-Zellen (15,78 + 1,66 %) verglichen zu
mit Isotyp-AK-therapierten Versuchsméausen gemessen werden (13,68 + 2,58 %; nicht
signifikant; Abbildung 57B).

Interessanterweise konnte des Weiteren im Knochenmark eine erhghte relative Anzahl
CD69 exprimierender CD4*- (43,81 = 1,89 %) und CD8* T-Zellen (19,87 * 3,18 %) in
den mit kombinierter Immuntherapie behandelten Versuchsmausen im Vergleich zu
den Isotyp-AK-behandelten Mausen detektiert werden (CD4* T-Zellen: 39,00 + 3,95
%, CD8* T-Zellen: 14,89 = 2,53 %; Unterschiede nicht signifikant Abbildung 57B).
Zudem wurde in der Milz der Kombinationstherapiegruppe eine signifikant hdéhere
prozentuelle Anzahl an CD4*CD69* T-Zellen (21,31 £ 1,18 %) im Vergleich zur
Kontrollgruppe detektiert (17,75 £ 0,75 %, *p = 0,0124; Abbildung 57C). Die
prozentuelle Anzahl der CD8*CD69* T-Zellen (13,41 = 1,18 %) war in der Milz von
mittels  kombinierter Immuntherapie behandelten OVA-MC38 tragenden
Versuchsmausen verglichen mit der Kontrollgruppe (9,44 £ 0,31 %) signifikant erhoht
(**p = 0,0052, Abbildung 57C). Diese Tendenz wurde ebenso in der Anzahl
CD19*CD69* B-Zellen beobachtet (Abbildung 57C).

Zudem war die prozentuelle Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen in den dLK der mit
Isotyp AK-therapierten OVA-B16 tumortragenden Versuchsmause tendenziell leicht
(nicht signifikant) erhoht (Abbildung 57D). Interessanterweise fihrte die kombinierte
Immuntherapie (OVA-Til + ICB) in den dLK der OVA-MC38 tragenden
Versuchsmause zu einer doppelt so hohen prozentuellen Anzahl von CD19* B-Zellen
(32,31 + 4,46 %) verglichen zu Isotyp AK-behandelten Versuchstieren (16,46 + 3,17
%; *p = 0,0366; Abbildung 57D). Des Weiteren zeigten Versuchsmause mit
kombinierter Immuntherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe in den dLK eine
tendenziell leicht erhdhte prozentuelle Anzahl an CD69 exprimierenden CD4* und

CD8* T-Zellen (nicht signifikant; Abbildung 57D). Interessanterweise wurden in den

145



dLK der Versuchsmause mit Kombinationstherapie tendenziell weniger CD69
exprimierender CD19* B-Zellen im Vergleich zu den Isotyp-AK-behandelnden
Kontrollmausen detektiert (Abbildung 57D).

Im kLK konnte der identische im dLK beobachtete Trend bezlglich der etwas
verringerten prozentuellen Anzahl an CD69 exprimierenden CD4* und CD8* T-Zellen
detektiert werden (Abbildung 57E). Im Gegensatz zum dLK war die Anzahl CD19* B-
Zellen in den OVA-MC38 tumortragenden Mausen, welche mittels kombinierter
Immuntherapie behandelt wurden (20,68 + 3,48 %) verglichen zur Kontrollgruppe
(14,90 % 1,94 %) nur tendenziell erhdht (nicht signifikant; Abbildung 57E). Auch hier
konnte zwischen den beiden Versuchsgruppen kein Unterschied in der prozentuellen

Anzahl der CD69 exprimierender T- und B-Zellen gemessen werden (Abbildung 57E).
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Abbildung 57: Analyse der prozentualen Anzahl von T und B Zellen in OVA-MC38 Tumoren und
den primar und sekundar lymphatischen Organen von mittels kombinierter Inmuntherapie oder
mit Isotyp AK behandelten NF*BLuc-Reportermausen. 10 Tage nach der Tumorinokulation (7 Tage
nach Therapiestart) wurde die prozentuale Anzahl der CD4* und CD8* T-Zellen, die Expression von
CD69 und der CD19* B-Zellen (CD19) in (A) dem OVA-MC38 Tumor, (B) dem Knochenmark, (C) der
Milz (CD4*CD69* T-Zellen: *p = 0,0124; CD8*CD69* T-Zellen: **p = 0,0052), (D) dem dLK (CD19* B-
Zellen: *p =0,0366), und (E) dem kLK bestimmt. Zur statistischen Auswertung wurde ein zweifaktorieller
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fur Mehrfachtestungen (k = 2 — 3) verwendet. Ein Balken prasentiert
jeweils den Mittelwert + SEM einer Gruppe (OVA-Tul + ICB, n = 4; Isotyp AK, n = 5).
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5. Diskussion

5.1 Wirkmechanismus der Thl-basierten kombinierten Immuntherapie unter der
Depletion von CD8* T-Zellen im  fortgeschrittenen murinen
Inselzellkarzinommodell

Die CD8* T-Zell-vermittelte anti-tumorale Immunantwort zahlte aufgrund ihrer

adaptiven und zielorientierten Immunreaktion lange Zeit als goldener Standard der

Immuntherapie [245]. Die CD8* T-Zelle produziert Perforin, das sich in die

Zellmembran der Tumorzelle integriert und die Bildung einer transmembranaren Pore

induziert. Infolgedessen scheidet die CD8* T-Zelle Granzyme (Serinproteasen) aus,

die wiederum durch die gebildete Pore in das Zytoplasma der Tumorzelle gelangen

und intrazellulare Caspasen aktivieren, welche die Apoptose einleiten [246, 247].

Allerdings zeigen Studien mit der Behandlung von Tumorantigen-spezifischen CD8*

T-Zellen erhebliche Limitationen bezuglich der Therapieeffizienz unter der

Beobachtung von mittelgraden bis starken Nebenwirkungen [248, 249]. Zudem ist bis

heute (Stand 2023) noch keine einzige CD8* T-Zellbasierte Therapie von der FDA oder

EMA in die Liste fUr zugelassene Therapieansatze aufgenommen worden. Dies deutet

darauf hin, dass der alleinige Einsatz von Tumorantigen-spezifischen CD8* T-Zellen

nicht zu einer ausreichenden Therapieeffizienz beitragen kann. Ein Grund der

Limitation koénnte in der tumorinduzierten CD8* ,T-cell exhaustion® liegen, welche

durch eine langer andauernde Exposition mit dem Tumor initiiert wird [250]. Biatsch et

al. zeigten, dass die Tumorantigen-spezifischen CD8* T-Zellen in den Metastasen von

Patienten mit Melanomen eine groRe Bandbreite an Genen mit einem T-cell

exhaustion Profil aufweisen [250].

Naive CD4* T-Zellen verfligen Uuber eine breite Varietdt an potenziellen
Differenzierungsoptionen und spielen eine multifaktorielle Rolle in der Anti-Tumor-
Immunitat. Somit kénnen aktivierte und differenzierte IFN-y produzierende CD4* T-
Zellen (Thl) direkt an der klonalen Expansion antigenspezifischer CD8* T-Zellen
beteiligt sein. Zudem wurde gezeigt, dass diese Thl Zellen die Differenzierung der
aktivierten CD8* T-Zellen in CD8* Gedachtniszellen fordern [251-253]. Des Weiteren
sind follikulare CD4* T-Zellen (Trn) fur die Induktion der humoralen Immunantwort

gegen spezifische Tumorantigene mittels CD40 L (auf CD4* T-Zellen) und CD40 (auf
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B-Zellen) Interaktion zur Initiierung der B-Zell Differenzierung und deren Maturation zu
Plasmazellen unverzichtbar [254, 255].

Zusatzlich konnen aktivierte CD4* T-Zellen Effektor Zytokine die Fas-mediierte
Apoptose der Tumorzellen einleiten und somit direkt eine anti-tumorale Immunantwort
induzieren [256, 257]. Aul3erdem wurde dargelegt, dass CD4* T-Zellen zur Aktivierung
von Monozyten im Rahmen von intestinalen Infektionen benotigt werden [258].

Somit induzieren CD4* T-Zellen eine Bandbreite an anti-tumoralen Immunkaskaden,
und sind deshalb in das Zentrum der Forschung gerickt. Muller-Hermelink et al.
therapierten fiinf Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause mittels 107 Tag-Tnl Zellen
und initialer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung und konnten so das Uberleben
der Versuchsméause im Vergleich zur Sham-Behandlungsgruppe verdoppeln. Der
Blutglukosewert, als indirekter Marker fiir die Tumormasse, blieb hierbei in den Tag-
Trnl-behandelten Versuchsmausen bis auf einen leichten Abfall Gber den gesamten
Versuchszeitraum stabil, wahrend der Blutglukosewert der Kontrollgruppe im Laufe der
Zeit kritisch fiel [162]. Im gleichen Tumormodel konnten Braumidiller et al. spater zeigen,
dass die IFN-y und TNF sezernierenden Tag-Tul Zellen in den Inselzellkarzinomen
der RIP1-Tag2 Versuchsmause einen permanenten Wachstumsarrest induzieren
[259].

Da es sich hierbei um einen protektiven Therapieansatz handelt, also der
Startzeitpunkt der Therapie noch vor der Entwicklung von Inselzellkarzinomen
angesetzt ist, sind diese Studien nur sehr schwer auf den Menschen zu Ubertragen,
da Patienten sich zumeist erst nach dem Auftreten von Symptomen, also im weiter
fortgeschrittenen Tumorstadium, in arztliche Behandlung begeben.

Um klinisch translatierbare Ergebnisse zu erzielen, haben Brenner et al. eine
kombinierte Tag-Tnul- und ICB-basierte Immuntherapie Therapie mit initialer 2 Gy
Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung bei bereits symptomatischen 10-11 Wochen
alten RIP1-Tag2 Mausen mit bereits signifikant verringerten Blutglukosewert und
mittels MRT detektierbaren Inselzellkarzinomen durchgefihrt [242]. Im Rahmen dieses
innovativen Versuchsansatzes konnte gezeigt werden, dass die kombinierte
Immuntherapie in der Lage war, den bereits gesunkenen Blutglukosewert der RIP1-
Tag2 Versuchsmause aufgrund der induzierten Tumorregression und des

Wachstumsarrestes der Tumorzellen zu normalisieren. Bei Versuchsmausen, die nur
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mit einer Komponente der kombinierten Immuntherapie behandelt wurden oder nur
eine Sham-Behandlung erhielten, konnte keine Regression der Inselzellkarzinome
erzielt werden, weswegen der Blutglukosewert bei diesen drei Behandlungsgruppen
stetig abfiel [242].

Innerhalb dieser Dissertation sollte nun geklart werden, welchen Einfluss die CD8* T-
Zellen auf die Therapieeffizienz der kombinierten Immuntherapie in 10-11 Wochen
alten RIP1-Tag2 Mausen im fortgeschrittenen Tumorstadium haben.

Hierzu wurde zuerst die in vivo CD8" T-Zell Depletion etabliert (4.1.1). Einerseits um
eine vollstandige Depletion der CD8* T-Zellen zu uberprufen. Andererseits um
auszuschlieRen, dass diese einen pathologischen Effekt auf die Versuchsméause hat
oder gar zum Tode dieser fuhrt.

Nach der erfolgreichen Depletion der CD8* T-Zellen (Abbildung 18) wurden die 10-
11 Wochen alten RIP1-Tag2 Méause unter der Gabe der depletierenden anti-CD8 AK
mit der kombinierten Immuntherapie behandelt.

Im Rahmen der hierzu durchgefiihrten Studien konnte kein signifikanter Unterschied
im rBGW zwischen den CD8* T-Zell-depletierten und nicht-depletierten RIP1-Tag2
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie (Tag-Tul Zellen + ICB (+ 2Gy
Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung)) beobachtet werden (Abbildung 20A).

Des Weiteren hatte die CD8* T-Zell-Depletion keinen Einfluss auf das Uberleben der
Versuchsmause (Abbildung 20B). In den Versuchsmausen, die mit der kombinierten
Immuntherapie behandelt wurden, konnte 8 Tage nach Behandlungsbeginn ein
deutlicher Anstieg des rBGWs festgestellt werden. Interessanterweise blieb dieser
Anstieg in der CD8* T-Zell-Depletion-Gruppe aus. Die kombinierte Immuntherapie
fuhrte in beiden Versuchsgruppen zur Stabilisierung des rBGWs uber einen Zeitraum
von 3 Wochen (Abbildung 20C). Diese Beobachtungen implizieren, dass der Anstieg
des rBGW 8 Tage nach Behandlungsbeginn im Rahmen der kombinierten
Immuntherapie aufgrund der Anwesenheit von CD8* T-Zellen induziert wird. Somit
scheinen die CD8* T-Zellen insbesondere zu Behandlungsbeginn eine wesentliche
Rolle in der Tumoreradikation zu spielen. Im weiteren Behandlungsverlauf zeigten die
rBGW der beiden Versuchsgruppen Uber den Versuchszeitraum von 3 Wochen
ahnliche Werte. Dies impliziert wiederum, dass die CD8* T-Zellen im weiteren

Therapieverlauf fur eine effiziente Tumoreradikation nicht mehr relevant sind oder,
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dass die CD8* T-Zellen und deren Effektorfunktion in den depletierten Versuchstieren
durch andere Mechanismen kompensiert werden kénnen.

Ein Beispiel fur eine mdgliche Kompensation durch Immunzellen kann aus aktuellem
Anlass anhand von SARS-CoV-2 Patienten, die mit einer Tumorerkrankung
diagnostiziert wurden, aufgezeigt werden. Huang et al., inkludierten 45 Patienten mit
hamatologischen Tumoren, welche zuvor mit anti-CD20 AK zur Depletion der B-Zellen
behandelt wurden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Patienten, die eine
Hospitalisierung aufgrund einer COVID-19 Infektion Gberlebten, eine hohere relative
Anzahl an CD8* T-Zellen und einen geringeren viralen Titer aufwiesen. Somit scheinen
trotz der fehlenden B-Zell-basierten humoralen Ig-Immunantwort die CD8* T-Zellen in
der Lage zu sein, die von Viren infizierten Zellen effizient zu dezimieren. Somit kdnnen
die CD8" T-Zellen eine fehlende humorale Immunantwort effizient kompensieren [242].
Ein weiteres Beispiel fur eine Zell-basierte Kompensation der Immunantwort wurde
von Konishi et al gezeigt. Im Rahmen einer Studie zur Untersuchung der mikroglialen
Phagozytose an Irf8-defizitaren Mausen, die eine dysfunktionale Mikroglia aufweisen,
konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass der angesammelte Debris, der Ublicherweise
von Mikroglia phagozytiert wird, von aktivierten pro-inflammatorischen Astrozyten
beseitigt werden kann. Somit sind proentziindliche Astrozyten in der Lage, Aufgaben
der mikroglialen Phagozytose erfolgreich zu tlbernehmen und die mikrogliale Funktion
zu kompensieren [260]. Somit ist die zentrale Frage, welche Zellpopulation die CD8*
T-Zellen ersetzen.

Naheliegend ware die Induktion Tumorantigen-spezifischer zytotoxischer CD4* T-
Zellen, da diese analog zu den CD8* T-Zellen eine Tumorantigen-spezifische
Immunantwort unter Einsatz von Granzyme und Perforin Tumorzellen eradizieren
konnen [261]. Es wurde gezeigt, dass zytotoxische CD4* T-Zellen aus Thl entstehen
und durch CD11c Antigen-exprimierende Zellen induziert werden [262]. Da die in der
Dissertation angewandte kombinierte Immuntherapie u.a. aus Tumorantigen-
spezifischen Tag-Tul Zellen besteht, kdnnten sich diese in Tumorantigen-spezifische
zytotoxische CD4* T-Zellen differenzieren. Weiterfihrende in vitro und in vivo Studien
werden zeigen, ob zytotoxische CD4* T Zellen im Rahmen unserer etablierten

Immuntherapie eine Rolle spielen.
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Des Weiteren wurde in einem weiteren Versuch (4.1.3) tberprift, ob die Gabe von
Cyclophosphamid die  Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung  zur  endogenen
Immunzelldepletion ersetzen kann, da Cyclophosphamid zu diesem Zweck haufig in
der klinischen Routine verwendet wird und so das in der vorliegenden
Dissertationsschrift verwendete Versuchsdesign die Therapie beim Menschen
wiederspiegelt. Der Versuchsaufbau war identisch zu dem Vorversuch (4.1.2). Es
wurde lediglich die 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung mit  der
Cyclophosphamid Behandlung ersetzt und eine Uberlebensstudie durchgefiihrt.
Interessanterweise konnte in der Versuchsgruppe, welche mit der Cyclophosphamid-
basierten kombinierten Immuntherapie therapiert wurde (ohne CD8* T-Zell-Depletion)
zwei Wochen nach Therapiestart ein deutlicher Anstieg des Blutglukosewertes
detektiert werden. Der Anstieg des rBGW blieb in den RIP1-Tag2 Mausen mit
Cyclophosphamid-basierter kombinierter Immuntherapie und Depletion der CD8* T-
Zellen aus (Abbildung 22A).

Analog zu dem Vorversuch glich sich der Blutglukosewert beider Gruppen wieder an.
Somit wurde wie bereits im Vorversuch die initiale Tumoreradikation sehr
wahrscheinlich maf3geblich von den CD8* T-Zellen induziert. Im weiteren Verlauf der
Therapie schienen die CD8* T-Zellen gemessen am sinkenden rBGW in allen Gruppen
jedoch keinen essentiellen Einfluss auf die Tumoreradikation zu haben.

Zudem zeigten CD8* T-Zell-depletierte Versuchsmause im Vergleich zu nicht
depletierten Versuchsmausen unter kombinierter Immuntherapie keinen Unterschied
im Uberleben (Abbildung 22B). Rundqvist et al. depletierten CD8* T-Zellen in I3TC
Brusttumor-tragenden FVB Versuchsmausen. In diesem Versuchsansatz wurden den
Versuchsmausen identisch zu unserem Versuchsansatz einmal wochentlich 200 ug
anti-CD8 AK i.p. verabreicht. 60 Tage nach der I3TC-Tumorzell-Inokulation zeigten die
Versuchsmause mit Depletion der CD8* T-Zellen keinen Unterschied in den
Tumorvolumina verglichen zur nicht CD8* T-Zell-depletierten Kontrollgruppe [263].
Muller-Hermelink et al. behandelten im Rahmen einer protektiven Behandlung 5
Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause mit einer i.p. Applikation von Tag-Tul Zellen
und einer 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung. Miller-Hermelink et al. zeigten,
dass die Tag-Tul Zellen die Tumor-Angiogenese in einen Arrest versetzen. Dabei

wurde in den Inselzellkarzinomen der RIP1-Tag2 Versuchsmause die Aufnahme von
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[*?°1]Gluco-RGD, das mit hoher Affinitdt an asBs integrin (ein Biomarker fir
Angiogenese) bindet, gemessen. In den Inselzellkarzinomen von 9 Wochen alten
Sham-behandelten RIP1-Tag2 Versuchsmausen stieg die Aufnahme von ['?°1]Gluco-
RGD 4 - 5-fach an. Interessanterweise war die Aufnahme von ['?°[]Gluco-RGD in den
Inselzellkarzinomen von 9 bis 12 Wochen alten, mit Tag-Tul Zell-behandelten RIP1-
Tag2 Versuchsmausen auf dem Niveau von unbehandelten 7 Wochen alten RIP1-
Tag2 Versuchsmausen. Um auszuschlie3en, dass der Arrest der Tumor-Angiogenese
durch die CD8* T-Zellen induziert wurde, welche potenziell von den Tag-Twul Zellen
induziert wurden, wurden die CD8* T-Zellen in einem weiteren Versuchsansatz eine
Woche vor Therapiestart mittels anti-CD8 AK depletiert. Auch in der Abwesenheit von
CD8* T-Zellen blieb die Aufnahme von [*?°1]Gluco-RGD in 15 Wochen alten RIP1-Tag?2
Versuchsmausen auf einem sehr niedrigen Niveau. Somit kamen die Autoren zur
Schlussfolgerung, dass CD8* T-Zellen an der Induktion des Angiogenese-Arrests nicht
beteiligt sind [162].

In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass vor allem CD4* T-Zellen einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben haben. Laheurte et al. haben in 170 Patienten
mit Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) die Tumorantigen-spezifische Thl
Zellantwort mittels ELISpot Assay untersucht. Die Patienten wurden in Kohorten
eingeteilt, in Patienten mit einem hohen und in Patienten mit einem niedrigen
prozentuellen Anteil an Tumorantigen-spezifischen Th1l Zellen (anti-TERT Th1"9" und
anti-TERT Th1'°"). Die 2 Jahres-Uberlebensquote war in der anti-TERT Th1"9"Kohorte
um 2,5 Mal hoher als in der anti-TERT Th1'°¥ Kohorte. Darlber hinaus wurde
festgestellt, dass Patienten mit einer NSCLC Progression eine abgeschwachte
.exhausted® (PD-1 + TIM-3 Expression der CD4* T-Zellen) anti-TERT Thl
Immunantwort haben [264].

Dies impliziert, dass Tumorantigen-spezifische Thl Zellen einen signifikanten Einfluss
auf das Uberleben haben konnen. Die Thl-Zell-assoziierte Steigerung der
Uberlebensrate wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben [265, 266].
Zudem haben Oshi et al. gezeigt, dass die Anwesenheit Tumorantigen-spezifischer
Gedéachtnis-CD4* T-Zellen mit einer erhdhten relativen Anzahl an CD8* T-Zellen
assoziiert ist und dies zu einer verbesserten Uberlebensrate bei Patientinnen mit
Dreifach-negativem Brustkrebs (TNBC) einhergeht [267].
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Dieses Zusammenspiel scheint die Therapieeffizienz und das Uberleben deutlich zu
beeinflussen. Interessanterweise konnte auch das Uberleben der RIP1-Tag2
Versuchsmause, welche mit der kombinierten Immuntherapie behandelt wurden,
verglichen zur Isotyp AK-Kontrollgruppe im medianen Uberleben signifikant um knapp
eine Woche verlangert werden (Abbildung 22B). Trotz CD8* T-Zell-Depletion konnte
das Uberleben der RIP1-Tag2 Mause mit Hilfe der kombinierten Immuntherapie im
Vergleich zur Isotyp-AK-Kontrollgruppe um 1,8 Wochen verlangert werden
(Abbildung 22B). Da insgesamt kein CD8* T-Zell-abh&ngiger Unterschied im
Uberleben der beiden mittels kombinierter Immuntherapie behandelten RIP1-Tag2
Versuchsgruppen (mit/ ohne Depletion der CD8* T Zellen) festgestellt wurde, impliziert
dieses Resultat, dass CD8* T-Zellen keinen Einfluss auf das Uberleben haben. Trotz
CD8" T-Zell-Depletion lebten die RIP1-Tag2 Versuchsmause mit kombinierter
Immuntherapie im Median exakt 6,4 Behandlungswochen und somit genauso lang wie
die Versuchsmause mit CD8* T-Zellen. Interessanterweise Uberlebten die mit Isotyp-
AK behandelten RIP1-Tag2 Versuchsméause mit CD8* T-Zell-Depletion eine Woche
weniger als ihre Artgenossen mit vorhandenen CD8* T-Zellen (Unterschied nicht
signifikant; Abbildung 22B). Somit war das Tumorwachstum in den RIP1-Tag2
Versuchsmausen mit intakten CD8* T-Zellen weniger fortgeschritten. Andere Studien
konnten dies bestétigen. Jackaman et al. haben Mesotheliom-tragende C57BL/6
Versuchsmause mittels anti-CD8 AK depletiert und beobachtet, dass das
Tumorwachstum von jungen Versuchsmausen im Alter von 2 — 3 Monaten in
Abwesenheit der CD8* T-Zellen signifikant schneller voranschreitet als in den nicht
depletierten Kontrollmausen [268]. Des Weiteren haben van Braeckel-Budimir et al.
MC38-Tumor tragende C57BL/6 Versuchsmause mittels anti-PD-L1, anti-OX40 und
anti-4-1BB AK behandelt und die CD8* T-Zellen mit anti-CD8 AK depletiert. Am Tag
27 nach Tumorinokulation war das Tumorvolumen der CD8* T-Zell-depletierten
Versuchsmause signifikant héher als in der Kontrollgruppe [269].

Zudem haben Xiao et al. gezeigt, dass aktivierte CD8* T-Zellen die Expression von
CD8 herunterregulieren und die CD8* T-Zell-Antigen-Sensitivitat bei langerer
Aktivierung stark sinkt [270]. Diese Down-Regulation wurde ebenso bei CD4* T-Zellen
beobachtet [271]. Somit kdnnte der in den ersten Behandlungswochen stabile Verlauf
des rBGWSs unter der CD8* T-Zell-Depletion erklart werden. Unter der CD8* T-Zell-
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Depletion konnen kurzlebige CD8* Effektorzellen eine ausreichende Immunantwort
gegen die Inselzellkarzinome entfalten. Bei anhaltender Aktivierung kommt es jedoch
zu einer deutlichen Verringerung der membranédren CD8 Expression der CD8* T-
Zellen [270].

Des Weiteren konnte durch den Einsatz von Cyclophosphamid in der Isotyp
behandelten Versuchsgruppe ein Anstieg des medianen Uberlebens um 2,3 Wochen
verglichen zu Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlten RIP1-Tag2 Mausen beobachtet
werden (Abbildung 20B und Abbildung 22B). Dies bestatigt die Wirksamkeit des
Cyclophosphamids, das bereits in der Literatur weitlaufig beschrieben wurde und im

klinischen Alltag oftmals zum Einsatz kommt [272].

5.2 Einfluss von OncoVEX auf die Therapieeffizienz der kombinierten
Immuntherapie

Die protektive Behandlung von 5 Wochen alten RIP1-Tag2 Versuchsmausen mit der
Gabe von Tag-TH1 Zellen hat zu einer Verdopplung des Uberlebens gefiihrt [162]. Im
Gegensatz hierzu ist die Tag-Tul Zell-Therapie in 10 Wochen alten RIP1-Tag2
Versuchsmausen im fortgeschrittenem Tumorstadium nicht effizient [273]. Brenner et
al. konnten zeigen, dass die zusatzliche Verabreichung von ICB die Therapieeffizienz
signifikant steigern kann [242]. Des Weiteren konnte von Braumdller et al. gezeigt
werden, dass die von Tag-TH1 Zellen sezernierten Zytokine IFN-y und TNF in der Lage
sind, eine p16'4a vermittelte Seneszenz in den Inselzellkarzinomen der RIP1-Tag2
Mausen zu induzieren [259]. Zur Induktion der Seneszenz kommt es sowohl im
Rahmen der Solo-Tag-Tul Zell-Behandlung im protektiven Therapieansatz als auch
im Rahmen der Tag-Tul Zell- und ICB- basierten kombinierten Immuntherapie von
RIP1-Tag2 Mausen im fortgeschrittenen Tumorstadium [273]. In dieser Dissertation
sollte nun geklart werden, ob die zusatzliche Gabe des onkolytischen Virus OncoVEX
einen additiven Effekt auf die Therapieeffizienz hat. Hierzu wurden analog zu den
Vorversuchen 10-11 Wochen alte RIP1-Tag2 Versuchsmause mit der kombinierten
Viro-Immuntherapie behandelt (4.2.1).

Wie bereits von Brenner et. al. publiziert, konnte in 10 Wochen alten RIP1-Tag2

Versuchsmausen, die mit der kombinierten Immuntherapie behandelt wurden, ein
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stabiler Blutglukosewert tber einen Behandlungszeitraum von 4 Wochen gemessen
werden [242]. Auch in der im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Studie
4.2.1 war die kombinierte Immuntherapie in der Lage den rBGW in 10 Wochen alten
RIP1-Tag2 M&ausen Uber einen Zeitraum von 4 Wochen zu stabilisieren (Abbildung
24A). Interessanterweise induzierte die zusatzliche Gabe des OncoVEX sechs Tage
nach der ersten und sieben Tage nach der zweiten OncoVEX Applikation einen
statistisch signifikanten Anstieg des rBGWs im Vergleich zum Ausgangswert
(Abbildung 24B). Dies konnte fir eine verstarkte Eradikation der Inselzellkarzinome
in den RIP1-Tag2 Mausen sprechen.

Eine erst kirzlich veroffentliche Publikation von Gartrell et al. hat in einem BRAF
transgenen murinem Melanom Maus Model gezeigt, dass die i.t. Applikation von
OncoVEX unter der zusatzlichen i.p. Applikation von anti-PD-1 AK und des BRAF
Inhibitors zur signifikanten Reduktion des Tumorvolumens und Steigerung des
Uberlebens fiihrt. Versuchstiere, welche mit dieser kombinierten Immuntherapie
behandelt wurden, zeigten des Weiteren einen signifikanten Anstieg der Tumor-
infiltrierenden CD8* T-Zellen verglichen zu Sham-behandelten M&ausen.

Zudem war die relative Anzahl der Tregs Im Tumor in den mit kombinierter Viro-
Immuntherapie-behandelten Tieren signifikant geringer als bei den Kontrolltieren.
Diese Daten implizieren, dass die zusatzliche OncoVEX-Gabe die Tregs -Infiltration
stark inhibiert [274].

Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit etablierte kombinierte Viro-Immuntherapie
fuhrte vermutlich aufgrund des synergistischen Effektes der einzelnen Komponenten
(2 Gy Niedrigdosis-Ganzkérperbestrahlung, Tag-Tul Zellen, ICB und OncoVEX) zur
signifikanten Verbesserung der Therapieeffizienz.

Die 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung depletiert endogene Immunzellen,
sodass eine ,Nische” fur die anschliel3end verabreichten Tag-Tul Zellen geschaffen
wird [244]. Tag-Tnl Zellen aktivieren u.a. den Seneszenz-induzierenden Zellzyklus-
Regulator p16<“2in den RIP1-Tag2 Tumorzellen [242]. Aufgrund der darauffolgenden
Gabe der ICB potenziert sich die T-Zell-mediierte Immunantwort durch die Blockade
der inhibierenden Immun-Checkpoints [275, 276]. Die abschlieRend verabreichten
OncoVEX Viren infizieren im bereits ,inflamed“ TME die Inselzellkarzinomzellen. Dies
fuhrt zur Replikation der OncoVEX Viren, Synthese von GM-CSF und letztendlich zur
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Tumorzelllyse. Das im Rahmen der Lyse der Tumorzellen freigesetzte GM-CSF férdert

zusatzlich die Anreicherung und das Wachstum von DCs [150].

In einer in vitro Studie wurden myeloide DCs mit T-VEC infizierten Melanom-Zelllinien
624-mel und 938-mel kokultiviert. Hierbei wurden die von T-VEC Viren infizierten
Melanom-Zellen lysiert, Melanom-assoziierte Antigene freigesetzt und von den DCs
des TME aufgenommen, prozessiert und prasentiert [277].

Die im Rahme der Tumorzelllyse freigesetzten TAA und die hieraus resultierende
Verstarkung der T-Zell-basierten adaptiven Immunantwort kann den zusatzlichen
Anstieg des rBGWSs sechs Tage nach der ersten und sieben Tage nach der zweiten
OncoVEX Applikation erklaren (Abbildung 24A+B). Diese Hypothese wird durch den
Nachweis viraler DNA im Blut nach der ersten und zweiten OncoVEX Injektion bestarkt
(Abbildung 25).

Wie bereits von Bergers et al. beschrieben, wurden aufgrund der vermehrten Induktion
der Angiogenese rund um die Inselzellkarzinomherde dilatierte BlutgefalRe
nachgewiesen (Abbildung 26A+B+C) [161]. Die zusatzliche OncoVEX-Applikation
konnte das Wachstum der Inselzellkarzinome deutlich eindammen (Abbildung
26D+E).

Die OncoVEX-induzierte Reduktion des Tumorwachstums wurde bereits von Moesta
et al. in s.c. A20 B-Zell Lymphom-tragenden BALB/c Versuchsmé&usen mit i.t.
OncoVEX Therapie (3 x10* — 3 x10° PFU/Maus) beschrieben. In diesem
Versuchsansatz wurden den Versuchsmausen A20 B-Zell-Lymphomzellen in beide
Flanken inokuliert. Die dreimalige i.t. OncoVEX Injektion in die palpaplen A20 B-Zell
Lymphome erfolgte ausschliel3lich auf der rechten Seite und fuhrte zur vollstandigen
Regression der Lymphome. Zudem wurde ein abscopaler Effekt bei den
kontralateralen A20 B-Zell-Lymphomen beobachtet. Hier kam es bei 50 % der
Versuchsmause zur Verringerung des Tumorwachstums. Interessanterweise, zeigten
die A20 B-Zell-Lymphome 168 h nach der dritten OncoVEX Applikation im TME der
Tumore beider Seiten einen signifikanten Anstieg an CD8* T-Zellen. Hierbei zeigte sich
eine Dominanz der antigenspezifischen CD8* T-Zellen [278]. Die Resultate dieser

Studie implizieren, dass es im Rahmen der OncoVEX-induzierten Tumorlyse zur
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Freisetzung von TAAs kommt, welche durch die DC-mediierte Prasentation am MHC-

[I-Komplex Tumorantigen-spezifische CD4* T-Zellen aktivieren.

Im Rahmen der immunhistochemischen Analyse der RIP1-Tag2 Inselzellkarzinome
von Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie konnte eine erhohte
Anzahl an CD3* T-Zellen verglichen zu den Inselzellkarzinomen der nicht mit
OncoVEX behandelten Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abbildung 26F-K).
Des Weiteren wurden in den Milzen der OncoVEX solotherapierten RIP1-Tag2
Versuchstiere signifikant mehr CD4* und CD8" T-Zellen verglichen mit den Milzen von
Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie oder kombinierter
Immuntherapie ohne OncoVEX-Gabe detektiert (Abbildung 28A). Diese
Beobachtung impliziert, dass die T-Zellen im Rahmen der kombinierten Immuntherapie
aus der Milz die Milz verlassen und in die Inselzellkarzinomen migrieren.

Schwenck et al. beobachteten in der Milz von RIP1-Tag2 Versuchsmausen mit
kombinierter Immuntherapie eine signifikant geringere relative Anzahl an CD4*- und
CD8" T-Zellen verglichen zu Milzen der Sham-Behandlungsgruppe [279]. Zudem
zeigten Schwenck et al., dass die kombinierte Immuntherapie die Aktivierung von T-
Zellen fordert [279]. Somit kdnnte die verringerte relative Anzahl der CD3* T-Zellen in
der Milz als das Resultat einer T-Zellmigration zu den Inselzellkarzinomen gewertet
werden.

Im Rahmen der Studien der hier vorliegenden Dissertationsschrift konnte in den Milzen
der Versuchsgruppe mit kombinierter Viro-Immuntherapie verglichen zur
Versuchsgruppe mit kombinierter Immuntherapie ohne OncoVEX-Gabe eine
tendenziell vermehrte Ansammlung von Tumorantigen-spezifischen Tag-Tul Zellen
detektiert werden. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 28B).

Analog zu den Beobachtungen in Abbildung 27A-F zeigten Schwenck et al., dass die
kombinierte Immuntherapie in den Milzen der RIP1-Tag2 Versuchsméusen eine
Atrophie der weil3en Pulpa mit einer Expansion der roten Pulpa induziert [279]. Zudem
konnten sowohl von Schwenck et al. als auch im Rahmen der Studien der hier
vorliegenden Arbeit eine erhdhte Anzahl von Granulozyten detektiert werden [279]
(Abbildung 27E+F).
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Des Weiteren ergaben die histopathologischen Analysen der Milzen aller
Versuchsgruppen (auch ohne OncoVEX-Gabe), welche im Rahmen der Studien dieser
Dissertationsschrift angefertigt wurden, eine erhéhte Hamatopoese und eine erhéhte
Anzahl an Megakaryozyten. Diese Beobachtungen sind vermutlich auf die
regelmafdigen retrobulbaren Blutabnahmen zur Validierung der viralen DNA
zuruckzufihren (Abbildung 27G+H). Dieser Prozess ist bekannt als extramedullare
Hamatopoese und tritt vorwiegend auf, wenn groRere Mengen an Erythrozyten oder
Thrombozyten verbraucht werden [280]. Die vermehrte Bildung der Megakaryozyten
in der Milz ist auf den gesteigerten Verbrauch von Thrombozyten zurtckzufuhren
[281].

5.3 Einfluss der Tag-Tul Zellen und ICB-Gabe auf die Therapieeffizienz der
kombinierten Viro-Immuntherapie
Im Rahmen von weiterfihrenden Experimenten wurde die Therapieeffizienz einer
bimodalen Viro-Immuntherapie bestehend aus OncoVEX und ICB ohne Gabe von
therapeutischen Tag-Trn1 Zellen bestimmt um den additiven Effekt der Tag-Trnl Zellen
in den vorangegangenen Studien zu untersuchen (4.2.2). Unsere kombinierte Viro-
Immuntherapie zeigte ohne den Einsatz von Tag-Tnl Zellen (OncoVEX + ICB) bereits
2 Tage nach OncoVEX Applikation und 5 Tage nach Therapiestart einen signifikanten
Anstieg des rBGW (Abbildung 30A+B). Interessanterweise wurde unter OncoVEX
Solotherapie ebenfalls 2 Tage nach OncoVEX Gabe ein signifikanter Anstieg des
rBGW festgestellt. Dieser wurde in der Versuchsgruppe, die ausschlie3lich mit ICB
behandelt wurden, nicht beobachtet (Abbildung 30A+B). Brenner et al. beobachteten
ebenfalls einen fallenden Blutglukosewert in 10 Wochen alten RIP1-Tag2
Versuchsmausen, welche ausschlief3lich mit ICB behandelt wurden. Zudem stellten
Brenner et al. fest, dass die Kombination aus Tag-Tul und ICB zu einer signifikant
héheren p16'k42 Induktion in den Inselzellkarzinomen der RIP1-Tag2 Versuchsméause
fuhrt als die Solo-ICB Therapie [242]. Da die p16'“2 Induktion die Seneszenz der
Inselzellkarzinomzellen einleitet und so deren Wachstum inhibiert, kdnnte dies den
rapide sinkenden rBGW in der ICB-Solotherapie erklaren. Der rasante Abfall des
rBGWs in den OncoVEX-behandelten RIP1-Tag2 Versuchsmausen konnte damit

zusammen hangen, dass nach der zweiten Behandlungswoche keine Virusapplikation
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mehr erfolgte (Abbildung 30A). Bereits 72 Stunden nach der zweiten OncoVEX
Applikation kam es zu einem deutlichen Abfall der Viruslast im Blut. Die gPCR ergab
zu diesem Zeitpunkt einen CT-Wert von Uber 40, was fir eine geringe Viruslast spricht
(Abbildung 31).

Saha et al. haben bereits in einer in vivo Studie die Effizienz einer bimodalen Viro-
Immuntherapie auf die Tumorregression gezeigt: Das onkolytische Virus G47A-mIL12,
das dieselben Deletionen wie OncoVEX tragt, wurde einmalig i.t. in subkutane
Glioblastome (5 x10° PFU/Maus) in Kombination mit einer wiederholten i.p. Gabe von
anti-PD-1 (10 mg/kg) und anti-CTLA-4 AK (5 mg/kg) den Versuchsméausen verabreicht.
Diese Kombinationstherapie steigerte das Langzeitiiberleben der Versuchsmause um
89 % und eradizierte das Glioblastom einer Versuchsmaus vollstandig [282]. Die
Solotherapie mit G47A-mIL12 hatte nur einen moderaten Effekt auf das Uberleben der
Versuchsmause und hemmte das Tumorwachstum nur unwesentlich [282].

In den Versuchsansatzen der hier vorliegenden Dissertationsschrift konnten im
Rahmen der histopathologischen Untersuchungen der Pankreata und Milzen im
Intergruppenvergleich keine Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 32A-F +
Abbildung 33A-F). Jedoch zeigte die immunhistochemische Analyse des Pankreas
eine erhohte Anzahl Tumor-infiltrierender CD3* T-Zellen, welche auf die Kombination
von OncoVEX und ICB zurlckzufihren ist. Im Gegensatz hierzu konnte in den
Versuchsgruppen der Solotherapien keine vermehrte Ansammlung von intratumoralen
CD3* T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 32G-L). Die Analyse der
Immunzellen der Milzen mittels Durchflusszytometrie zeigte eine signifikant geringere
Anzahl CD3* T-Zellen in den mit ICB-therapierten RIP1-Tag2 Versuchstieren
(OncoVEX + ICB und ICB) verglichen mit den ausschlieBlich mit OncoVEX
therapierten Tieren (Abbildung 34). Wie bereits im Rahmen der Vorstudie (4.1.3)
beobachtet, konnten in den Milzen der mit ICB- und OncoVEX-behandelten
Versuchsmausen (ohne Tag-THl Zellen) weniger CD3* T-Zellen als in der OncoVEX-
Solotherapiegruppen nachgewiesen werden. Lau et al. haben in einer in vivo Studie
mittels Intravitalmikroskopie und Durchflusszytometrie gezeigt, dass die CD3* T-Zellen
unter einer kombinierten Immuntherapie von der Milz zum Tumor migrieren. In diesem

Versuchsansatz wurden B78ChOva-mCherry-Melanom-tragende C57BL/6
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Versuchsmause 13 Tage wie folgte behandelt: nach der Tumorinokulation mit adoptiv
(i.v.) transferierten OT-I-GFP* -Zellen (Kohorte 1) oder Sham (PBS; Kontrolle). Die
Kohorte 2 wurde zusatzlich zu den OT-I-GFP* -Zellen mit anti-PD-L1 AK und die
Kohorte 3 zusatzlich mit anti-PD-L1 und CTLA-4 AK i.v. behandelt. Am Versuchsende
(Tag 21 nach Tumorinokulation) wurden die Tumore der Versuchsméuse mittels
intravitaler Mikroskopie auf die Einwanderung von CD8* T-Zellen analysiert. Es konnte
hierbei eine signifikant héhere Anzahl an OT-I-GFP* Zellen, peri- und intratumoral der
ICB-behandelten Versuchstiere (Kohorte 2 und 3) verglichen mit den Sham-
Kontrolltieren detektiert werden. Abschlie3end wurden die Tumore isoliert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Es wurden hierbei signifikant mehr endogene und
adoptiv transferierte CD8* T-Zellen in den Tumoren der ICB-behandelten
Versuchsmause verglichen mit den Tumoren der Sham-behandelten Versuchsmause
detektiert. Zudem war die Expression von CD44, ein Migrations-, Aktivierungs- und
Effektorzell-Marker, auf den CD8* T-Zellen in den mit ICB-behandelten
Versuchskohorten signifikant hoher als in der Sham-Kontrollgruppe. Somit konnten
Lau et al. demonstrieren, dass die ICB-Gabe die Migration von endogenen und
adoptiv-transferierten CD8* T-Zellen zum Tumor foérdert [283].

Dies kann die signifikant verringerte Anzahl an CD3* T-Zellen in den Milzen der ICB-
behandelten RIP1-Tag2 Mause in den Versuchsansatzen dieser Dissertationsschrift
erklaren. Folglich ist davon auszugehen, dass die ICB-Therapie die Auswanderung der
CD3* T-Zellen aus der Milz und die Einwanderung ins TME initiiert.
Interessanterweise konnte unter der Gabe der in dem Rahmen dieser
Dissertationsschrift eingesetzten kombinierten Viro-Immuntherapie (OncoVEX + Tag-
Tul + ICB) in den Milzen der Versuchsmause verglichen zur OncoVEX + ICB
Versuchsgruppe (ohne Tag-Tul) nur in etwa die Halfte an CD4* und CD8* T Zellen
nachgewiesen werden (OncoVEX + Tag-THl + ICB: 7,25 % + 1,54 % CD4* T-Zellen
und 0,88 £ 0,24 % CD8* T-Zellen, Abbildung 28A; OncoVEX + ICB: 16,16 % + 1,40
% CD3* T-Zellen, Abbildung 34).

Somit scheint die zuséatzliche Gabe der Tag-Tu1 Zellen die Auswanderung der T-Zellen
aus der Milz deutlich zu férdern. Zu vermuten ware, dass hierbei die Antigenspezifizitat

der Tag-Tnl Zellen eine entscheidende Rolle spielt.
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Peng et al. konnten durch den Einsatz von antigenspezifischen pmel-1 TCR/Thy1.1 T-
Zellen und der spezifischen Blockade von PD-1 einen signifikanten Anstieg dieser T
Zellen im TME der B16/gpl100-Melanom-tragenden Versuchsmause beobachten.
Zudem verdreifachte sich die IFN-y Expression im TME im Rahmen der
Kombinationstherapie, was wiederum zur signifikanten Steigerung des durch IFN-y-
induzierten Chemokins CXCL10 fuhrte. CXCL10 wird primar von CD11b* myeloiden
Zellen im TME produziert, welches maf3geblich fur die Rekrutierung von CD8™* T-Zellen
ins TME verantwortlich ist [284-287]. Im Gegensatz hierzu konnten diese Effekte im
TME von IFN-y defizitdren Versuchsmausen nicht beobachtet werden [284].

Die im Rahmen der Studien dieser Dissertationsschrift nachgewiesene gesteigerte
membranare PD-1 Expression von CD4* und CD8* T-Zellen in der Milz von
Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie war ausschlief3lich auf die ICB
Behandlung zurtickzufihren und nicht auf die OncoVEX Behandlung (Abbildung
35A+B). Diese Hochregulation ist auf einen negativen Feedback-Mechanismus in der
PD-1:PD-L1-Achse zurtickzufuhren [288, 289].

Im Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss die ICB Therapie auf die
Therapieeffizienz der kombinierten Viro-Immuntherapie hat. Zudem sollte der Effekt
der kombinierten Viro-Immuntherapie auf die CD4*- und CD8* T-Zellverteilung und
deren Aktivierung untersucht werden (4.2.3). In der Versuchsgruppe, die mit der
kombinierten Viro-Immuntherapie behandelt wurde, konnte 5 Tage nach der OncoVEX
Primarinjektion ein signifikanter Anstieg des rBGWs gemessen werden (Abbildung
36A+B). Die Versuchsgruppe, die anstelle von ICB mit Isotyp AK behandelt wurde,
zeigte 5 Tage nach der ersten OncoVEX-Behandlung keinen signifikanten Anstieg des
rBGW (Abbildung 36A+B).

Der fehlende Anstieg des rBGWs der mit OncoVEX + Tag-Tul + Isotyp-AK
behandelten Versuchsgruppe kann auch auf die fehlende Auswanderung der CD8* T-
Zellen aus der Milz und infolgedessen die fehlende Einwanderung in das TME
zuruickgefuhrt werden. Dieses ICB-assoziierte Phanomen wurde bereits von Lau et al.
beobachtet [283]. Dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studien
Uber den Behandlungszeitraum von 4 Wochen nur ein tendenzieller, aber nicht
signifikanter Unterschied im rBGW zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt

werden (Abbildung 36C). Dies kann auf die hohen SEM der Versuchsgruppe mit
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kombinierter Viro-Immuntherapie zurickgefiihrt werden. Denn innerhalb dieser
Versuchsgruppe entwickelte ein Versuchstier Diabetes mellitus (Abbildung 37A+B).
Detaillierte Untersuchungen dieses diabetischen RIP1-Tag2 Versuchstiers belegten
die vollstandige Eradikation der RIP1-Tag2 Tumorzellen (Abbildung 37A+B). Analog
zu den Studien von Peng et al. [284] konnte mittels Immunhistochemie eine erhéhte
Anzahl an Tumor-infiltrierenden CD3* T-Zellen im TME der Inselzellkarzinome, der mit
der kombinierten Viro-Immuntherapie behandelten Versuchsmause verglichen zur
Kontrollgruppe detektiert werden (Abbildung 38E-H). Diese Beobachtung kdnnte an
der gesteigerten IFN-y Sekretion der aktivierten Tag-Tul Zellen und der hieraus
resultierenden erhdhten Expression der Chemokine CXCL9, CXCL10, and CXCL11
liegen [284, 290]. Die Durchflusszytometrie-Analyse des Bluts der Versuchsméause mit
kombinierter Viro-Immuntherapie ergab eine signifikant verringerte prozentuelle
Anzahl an CD4* T-Zellen verglichen zur Kontrollgruppe ohne ICB-Behandlung
(Abbildung 40B).

Ein identischer Trend wurde auch in der Milz und der iLK der entsprechenden
Versuchsmause beobachtet (Abbildung 40A+C). Zudem konnte in der Milz, dem Blut,
den iLK und den pLK der von Versuchsméusen mit kombinierter Viro-Immuntherapie
eine tendenziell geringere relative Anzahl an CD8* T-Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe  nachgewiesen  werden (Abbildung 40A-D). Die CDS3
Immunhistochemie-Analyse und die Durchflusszytometrie-Analyse implizieren, dass
die ICB-Komponente der kombinierten Viro-Immuntherapie die Auswanderung der
CD4* bzw. CD8* T-Zellen aus den sekundaren lymphatischen Organen und aus dem
Blut initiiert und die Einwanderung ins TME fordert. Weiterfihrende Analysen der
Chemokin-Rezeptoren-Expression im TME der Inselzellkarzinome konnten diese
Hypothese bestéarken.

Interessanterweise zeigte die zusatzliche Gabe der ICB einen Anstieg der relativen
Anzahl von CD25* T-Zellen in der Milz, im Blut, im iLK und im pLK (Abbildung 40E-
H).

Eine von Dodagatta-Marri et al. durchgefiihrte Studie beschreibt den moglichen Effekt
einer ICB-Gabe auf FoxP3*CD25*CD4*Tregs: Hierbei wurde die Induktion der
FoxP3*CD25"CD4'Tregs durch anti-PD-1 AK in dem orthotopen CCK168

Plattenepithelkarzinom Tumormausmodell in FVB/NJ Mausen untersucht. Die
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dreimalige anti-PD-1 AK i.p. Behandlung war nicht in der Lage eine signifikante
Reduktion des Tumorvolumens herbeizufihren. Durch die ICB-Therapie der
Versuchstiere konnten signifikant mehr FoxP3*CD25*CD4*Tregs im TME verglichen
zur Sham-behandelten Versuchsgruppe detektiert werden [291]. Die Depletion der
FoxP3*CD25*CD4*Tregs Mmittels anti-CD25 AK in Kombination mit der Gabe der
therapeutischen anti-PD-L1 AK induzierte jedoch eine signifikante Tumorregression
und fuhrte zur Verlangerung des Uberlebens der Versuchstiere im Vergleich zu der
Solo-anti-PD-L1 AK Therapie-Gruppe [291]. Diese Studie konnte aufzeigen, dass die
anti-PD-1 Blockade die Signaltransduktion von TGFB-Smad3 stimuliert und somit die
Produktion von TGFB hochreguliert. TGF, pSmad3 und Smad4 aktivieren aulierdem
den Transkriptionsfaktor FoxP3, der als klassischer Biomarker der Tregs bekannt ist
[292-295]. Zudem konnten Dodagatta-Marri et al. zeigen, dass die
Kombinationstherapie aus anti-PD-1 und anti-TGF( AK die Zahl der Tregsim Vergleich
zur anti-PD-1 AK Solotherapie signifikant verringert, das Tumorvolumen reduziert und
zudem das Uberleben der Versuchsmause steigert [291].

Weitere Studien haben gezeigt, dass die Expression von TGF das Ansprechen auf
eine anti-PD-L1 Therapie verschlechtert [296-298]. Interessanterweise konnten
Lanlois et al. zeigen, dass der TGF Signalweg wahrend des angiogenic switch in den
Makrophagen und Fibroblasten von RIP1-Tag2 Versuchsméausen hochreguliert ist
[299]. Die Gabe der ICB im Rahmen der Studien dieser Dissertationsschrift konnte
somit aufgrund einer potenziell erhéhten TGFB Produktion den prozentuellen Anstieg
der Anzahl der CD25*CD4* T-Zellen in den lymphatischen Organen induzieren. Die
zusatzliche Gabe von anti-TGFB AK zur kombinierten Viro-Immuntherapie wére eine
Option, die Induktion der CD25*CD4* T-Zellen zu supprimieren [300-302]. Es muss
hierbei jedoch auch bericksichtigt werden, dass der Anstieg der relativen
prozentuellen Anzahl an CD25*CD4* T-Zellen erst vier Wochen nach Therapiestart
detektiert wurde. Deshalb sollte im Rahmen von weiterfihrenden Studien das
Verhéltnis der induzierten CD25*CD4* T-Zellen und der aktivierten CD4* T-Zellen zu
einem friheren Zeitpunkt, z.B. zu Beginn der Therapie evaluiert werden. Zudem sollten
in diesem Zusammenhang die CD25*CD4* T-Zellen beziglich der Expression von
FoxP3* zur eindeutigen Klassifikation von FoOxP3*CD25*CD4*Tregs untersucht werden
[303, 304].
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Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Dissertationsschrift eine signifikante Zunahme
der prozentuellen Anzahl der Tag-Tul Zellen in den Milzen, dem Blut und den pLK in
mittels kombinierter Viro-Immuntherapie behandelten Versuchsmausen detektiert
(Abbildung 40E+F+H). Diese Tendenz wurde auch in den iLK beobachtet (Abbildung
40G).

Die therapeutische Blockade von PD-L1 und LAG-3 im Rahmen der kombinierten Viro-
Immuntherapie fuhrte zudem zu einer dramatischen Erhéhung der prozentuellen
Anzahl an CD4" und CD8" T-Zellen im TME.

In Synergie zu den im Rahmen dieser Dissertationsschrift prasentierten Ergebnissen
untersuchte eine Studie die Auswirkungen der Gabe von humanen anti-PD-L1/anti-
LAG-3 AK in humanisierten PD-L1/LAG-3 MC38 tumortragenden Versuchsméausen.
Ca. 7 Tage nach der ICB Applikation konnten sowohl im Tumor als auch im Blut eine
signifikant erh6hte relative Anzahl an CD3*CD4* und CD3*CD8" T-Zellen im Vergleich
zur Kontrollgruppe detektiert werden [305]. Des Weiteren konnte von Jiang et al. und
Grywalska et al. gezeigt werden, dass die ICB-Gabe die Interaktion von APCs und T-
Zellen fordern [305, 306].

Des Weiteren konnte im Rahmen der Studien dieser Dissertationsschrift eine
Verdoppelung der relativen Anzahl an Tag-Tul Zellen in Versuchsmausen mit
kombinierter Viro-Immuntherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert werden
(Abbildung 40E-H).

Dies spricht fiir eine durch die durch ICB Therapie begunstigte selektive Proliferation
der Tag-THl Zellen [307, 308]. Zudem scheint es, dass CD4* Effektorzellen (Tag-TH1
Zellen) und CD4*CD25* T-Zellen (Tregs) ein homoostatisches Gleichgewicht
aufrechterhalten [309]. Die ICB-induzierte Inhibition der PD-1:PD-L1
Signaltransduktion férdert die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen [310, 311].
Zudem scheint die ICB-Therapie die Aktivierung von CD4* T-Zellen zu beglnstigen
(Abbildung 40E-H). Dies lasst sich, wie zuvor erortert, durch die Inhibition der PD-
1:PD-L1 Blockade erklaren.

Azad et al. haben in ihrer Studie pankreatische duktale Adenokarzinomzellen s.c. in
C57BL/6 Mause injiziert und nach deren Anwachsen die Tumore mit mehreren
fraktionierten Bestrahlungen (2 Gy — 20 Gy) und der i.p. Applikation von anti-PD-L1 AK

behandelt. Die Kombinationstherapie aus fraktionierter Bestrahlung (1x 12 Gy oder 5x

165



3 Gy) und anti-PD-L1 AK fluhrte zur signifikanten Regression des Tumors verglichen
zu den Tumoren der Kontrollgruppe. Zudem war die Kombinationstherapie in der Lage,
die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf intratumoralen CD8* T-Zellen
signifikant zu erhdhen [312]. Somit ist zu folgern, dass die zuséatzliche ICB Gabe die
Aktivierung der T-Zellen katalysiert [46, 313]. Die ICB-induzierte T-Zell-Aktivierung
konnte in den Studien, welche im Rahmen dieser Dissertationsschrift durchgefthrt
wurden, bestatigt werden. Die ICB-Komponente der kombinierten Viro-Immuntherapie
induzierte in den sekundaren lymphatischen Organen (Milz, iLK, und pLK) der
Versuchsmause einen signifikanten Anstieg der relativen prozentuellen Anzahl an
CD8*CD69* T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (OncoVEX + Tag-TH1 + Isotyp
AK) (Abbildung 40I-K). Zudem zeigte sich in den sekundaren lymphatischen Organen
bedingt durch die ICB-Gabe ein leichter Anstieg der relativen prozentuellen Anzahl an
CD8*CD25* T-Zellen (Abbildung 40I-K).

Zusammenfassend belegen die umfangreichen in vivo Studien dieser
Dissertationsschrift, dass jede Komponente der kombinierten Viro-Immuntherapie
einen additiven Effekt auf die Therapieeffizienz der fortgeschrittenen
Inselzellkarzinome hat. Nichtsdestotrotz zeigen die histopathologischen, und
immunhistochemischen Untersuchungen zusammen mit den Durchflusszytometrie-
Analysen nur die Situation Uber den Verlauf der vier-wdchigen Immuntherapie (zu
verschiedenen Zeitpunkten). Die Unterschiede in der Anzahl der relevanten
Immunzellen zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten kénnen jedoch auch
auf deren zeitlich unterschiedliche Immigrationsdynamik innerhalb der verschiedenen
Versuchsgruppen zurickgefuhrt werden.

Zudem erfolgte die letzte OncoVEX-Injektion bereits zwei Wochen vor Versuchsende,
weshalb in beinahe keiner RIP1-Tag2 Versuchsmaus Virus-DNA detektiert werden
konnte.

Dementsprechend konnen die zwei OncoVEX-Gaben in der Woche 1 und 2 die
Immunzellkomposition differentiell beeinflussen. Zu Versuchsende, nach einem vier-
wochigen Behandlungszyklus, konnte im Rahmen der hier vorliegenden
Dissertationsschrift gezeigt werden, dass die ICB-Komponente der kombinierten Viro-
Immuntherapie die prozentuelle Anzahl an Tag-Tul Zellen in den sekundaren

lymphatischen Organen signifikant erhdht und die Aktivierung von CD4* und CD8* T-
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Zellen verstarkt, wobei die CD8* T-Zellen tendenziell starker aktiviert werden
(Abbildung 40).

Wie bereits im Rahmen mehrerer Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Martin R6cken
und in dieser Dissertationsschrift gezeigt, sorgen die Tag-Tul Zellen fir eine
anhaltende anti-tumorale Immunantwort. Dies spiegelt sich in den konstanten rBGWs
bzw. der daraus schlussgefolgerten Einddmmung der Tumorprogression. Die
OncoVEX Applikation fuhrt durch die selektive Tumorzelllyse zur verstarkten
Einddammung des Tumorwachstums. Die Replikation des Virus in den Tumorzellen

fuhrt zur Infektion benachbarter Tumorzellen und somit zur verstarkten Tumorzelllyse.

Das Ausmal’ der OncoVEX Replikation sollte in einer weiterfihrenden in vitro Studie
verifiziert werden (4.2.4). Die starkste OncoVEX Replikation und GM-CSF Expression
nach erfolgter in vitro Infektion der RIP1-Tag2 Tumorzellen zeigte sich bei einer MOI
von 1. Die Untersuchung der zeitlichen Dynamik der OncoVEX Replikation zu vier
Zeitpunkten (4 h, 8 h, 24 h und 48 h) zeigte die héchste Viruskonzentration 24 Stunden
nach der Infektion (1,34 x108 PFU/mI). Die Viruskonzentration sank nach weiteren 24
Stunden wieder stark ab (Abbildung 41A). Im Gengensatz hierzu zeigte sich die
starkste OncoVEX-induzierte Tumorzelllyse 48 Stunden nach der Infektion. Der
Nachweis der Tumorzelllyse erfolgte hierbei indirekt mittels Bestimmung der GM-CSF
Expression (13217,97 pg/ml £ 369,84 pg/ml, 48 Stunden; Abbildung 41B). Diese
Resultate stimmen Uberein mit der Beobachtung eines signifikanten Anstiegs des
Blutglukosewertes der RIP1-Tag2 Versuchsmause zwei Tage (48 Stunden) nach der
OncoVEX Solotherapie (Abbildung 30A+C). Interessanterweise wurde gezeigt, dass
die systemische Applikation von GM-CSF die Rekrutierung von Grl*/CD11b*
myeloiden Suppressor-Zellen (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) férdert und
diese MDSCs wiederum antigenspezifische T-Zellen inhibieren, sodass die T-Zell-
Antwort gegen Tumorzellen radikal abnimmt [314]. Die lokale Anwesenheit von GM-
CSF im TME fordert hingegen die Differenzierung von myeloiden Zellen, inhibiert die
Angiogenese und verbessert die Immunantwort von antigenspezifischen CD8* T-
Zellen [314, 315]. Die GM-CSF induzierte Immunantwort zusammen mit der Virus-
induzierten Tumorlyse fordern die Aufnahme von TAAs in den DCs als auch deren

Prozessierung und Prasentation [153, 316, 317].
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Dartber hinaus induziert das virale GM-CSF, welches ausschlielich in den

Tumorzellen produziert wird, die Maturation von Makrophagen [318].

54 In vivo Visualisierung OncoVEX-infizierter =~ Tumorzellen mittels
kombiniertem 8F-FHBG-PET/MRT
Wie in 1.5.1 bereits erlautert wurde, wird 8F-FHBG von der HSV-1-tk phosphoryliert
und akkumuliert somit nur in infizierten Tumorzellen, welche HSV-1-tk intrazellular
exprimieren [150, 319]. Gelangt nun 8F-FHBG in die infizierte HSV-1-tk-exprimierende
Tumorzelle, wird es unmittelbar von tk phosphoryliert und akkumuliert folglich im
Zytoplasma der Tumorzellen. Diese selektive radioaktive Markierung von Tumorzellen
sollte in dem folgenden Versuch zuerst in vitro (4.3.1) und anschlie3end in vivo (4.3.2)
analysiert werden. Hierzu wurden RIP1-Tag2 Inselzellkarzinomzellen, MC38
Adenokarzinomzellen und B16 Melanomzellen mittels OncoVEX infiziert und
anschlieBend mit *8F-FHBG inkubiert. Diese in vitro Analysen zeigten, dass nicht das
Verhaltnis der Virusanzahl zur Anzahl der Tumorzellen fir eine gesteigerte 8F-FHBG
verantwortlich ist, sondern die Einwirkzeit des Tracers (Abbildung 42A+B).
Eine Inkubationszeit-abhangige Steigerung der in vitro Akkumulation von ¥F-FHBG
oder anderen Nucleosid-Tracern konnte von anderen Arbeitsgruppen bestatigt werden
[320, 321].
Im Rahmen der Studien dieser Dissertationsschrift konnte eine signifikant gesteigerte
BE-FHBG Aufnahme in OncoVEX-infizierten Tumorzellen (RIP1-Tag2 und MC38)
gezeigt werden. Die in den in vitro Versuchen detektierte insuffiziente ¥F-FHBG
Aufnahme in den OncoVEX-infizierten in B16-Tumorzellen ist vermutlich auf die
fehlende Replikationsfahigkeit zurtickzufihren. Aus diesem Grund unterscheidet sich
die ®F-FHBG Aufnahme in den infizierten B16 Melanomzellen nicht von Mock-
infizierten B16 Melanomzellen. Es ist daher naheliegend, dass B16 Tumorzellen Uber
eine intakte Protein Kinase R verfigen, so dass hierdurch die virale Translation
inhibiert und somit die virale Replikation verhindert wird [322-324].
André et al. konnte im Rahmen einer in vitro Studie eine erhdhte Protein Kinase R

Proteinexpression in B16 Melanomzellen bestatigen [325].
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In einer weiteren Studie inkubierten Alauddin et al. MDA-MB-467 Brustkrebszellen
Uber 72 Stunden mit HSV-1-tk. Daraufhin wurden die erfolgreich infizierten, HSV-1-tk
positiven MDA-MB-467 Brustkrebszellen, fir 30 — 240 min mit 37 KBq ®F-FHBG
inkubiert, gewaschen und die Aktivitat in den Tumorzellen mittels y-counter bestimmt.
Direkt proportional zur Inkubationszeit steigerte sich die 8F-FHBG-Aktivitat in den
Tumorzellen. In dieser Studie wurden nach einer Virus-Inkubationszeit von 60 min ca.
12.000 counts per minute, und nach einer Inkubationszeit von 120 min ca. 22.000
counts per minute in den MDA-MB-467 Brustkrebszellen detektiert [326].

Li et al. transduzierten mit Hilfe eines lentiviralen Vektors die cDNA fur die HSV-1-tk in
T47D Brustkrebszellen und inkubierten die Zellen anschlie3end fir 0,5, 1,0 und 2,0
Stunden mit 8F-FHBG. Zu allen Zeitpunkten wurde eine erhohte Aktivitat in den mit
HSV-1-tk-cDNA transduzierten Zellen verglichen zu nicht-infizierten T47D
Brustkrebszellen gemessen [327].

Somit konnten die im Rahmen dieser Dissertationsschrift erhobenen Resultate mit
Hilfe der wissenschaftlichen Literatur bestétigt werden. Die in vitro Studie zeigt, dass
RIP1-Tag2 Tumorzellen und MC38 Tumorzellen fur weitere in vivo Studien zur
Visualisierung von OncoVEX infizierten Tumorzellen mittels ®F-FHBG PET/MRT
geeignet sind und B16 Melanomzellen ungeeignet sind.

Fur die folgende in vivo Studie zur nicht-invasiven in vivo Visualisierung von OncoVEX
infizierten Tumorzellen wurden RIP1-Tag2 Mause initial bestrahlt, mit OncoVEX
infiziert und 72 Stunden spater mit 18F-FHBG injiziert (Abbildung 42). Leider konnte
hierbei keine Akkumulation von 8F-FHBG in den OncoVEX infizierten RIP1-Tag2
Tumorzellen detektiert werden, wobei die Inselzellkarzinome mittels T2-gewichtetem
MRT sehr gut visualisiert werden konnten (Abbildung 44). Zur Cross-Korrelation
erfolgte unmittelbar nach der ¥F-FHBG-PET/MRT Untersuchung eine ex vivo
Autoradiographie-Analyse, in der ebenfalls kein erhéhtes 8F-FHBG Signal in den
OncoVEX infizierten RIP1-Tag2 Inselzellkarzinomen nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 45). Die fehlende in vivo '8F-FHBG Anreicherung kann viele Griinde
haben.

So konnten Schmid et al. in unbehandelten RIP1-Tag2 M&usen in verschiedenen

Tumorstadien (6 — 13 Wochen alte Versuchstiere) zeigen, dass sich die
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groRenprogredienten Inselzellkarzinome gut mittels MRT darstellen und monitoren
lassen. Mittels in vivo PET konnte jedoch keine Akkumulation von *¥F-FDG, 3'-
[18F]fluoro-3'-deox-ythymidine (*®F-FLT) und ©Ga-DOTA-RGD (Marker fir
Angiogenese) detektiert werden [241]. Mit Fokus auf die ex vivo Autoradiographie
konnten Muller-Hermelink et al. wie bereits zuvor beschrieben zeigen, dass die
Aufnahme von [*?°1]Gluco-RGD in Sham-behandelten RIP1-Tag2 Versuchsmausen 4
— 5-fach grofer ist als in der Tag-Tul Therapiegruppe [162].

In einer weiterfihrenden Studie konnten Michelotti et al. mittels radioaktiv markiertem
SMn-Ex4 die Akkumulation von Mangan in den B-Zellen von unbehandelten RIP1-
Tag2 Mausen im fortgeschrittenen Tumorstadium visualisieren [328]. >°Mn (54,94
g/mol, [329]) akkumuliert im Vergleich zu ®F-FHBG (254,25 g/mol, [330]) aufgrund
seines geringeren Molekulargewichts deutlich schneller in den [(-Zellen der
Inselzellkarzinome der RIP1-Tag2 Mause [331, 332].

Des Weiteren zeigten Gretz et al., dass Molekile mit kleinerem Molekulargewicht den
Kortex eines Lymphknotens durch das retikulare Netzwerk aufgrund der starken
Gewebeperfusion besserer erreichen als Molekile mit einem hohen Molekulargewicht
[333].

Dennoch konnten einige in vivo Studien eine signifikante Akkumulation von ¥F-FHBG
in tk-exprimierenden Organen oder Tumoren zeigen [334-336]. Likar et al.
transduzierten den retroviralen Vektor HSV1-R176Qsr39tk in humane US87
Gliomazellen und inokulierten die transduzierten Gliomazellen anschlie3end in
Nacktmause. Nach dem Erreichen eines Tumordurchmessers von ca. 10 mm wurde
den Versuchsmausen 7,4 MBq F-FHBG i.v. appliziert. Nach einer Tracer-
Anreicherungszeit von 2 Stunden wurde die PET Untersuchung durchgefuhrt und
hierbei eine Akkumulation von 8F-FHBG in den HSV1-R176Qsr39tk-exprimierenden
U87 Gliomen detektiert werden [337].

In einer weiteren in vivo Studie konnte eine signifikant gesteigerte 8F-FHBG
Aufnahme in HSV-1-exprimierenden Tumoren mittels PET dargestellt werden [338].
Eissenberg et al. transduzierten humane T-Zellen mit einem Retrovirus, sodass diese
das Protein CD34-tk75 exprimieren. 2 x10° transduzierte Spender T-Zellen wurden

anschlieBend i.v. in NOD-SCID Versuchsmausen injiziert. 7 Tage spater wurde den
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NOD-SCID Versuchsmausen 8F-FHBG i.v. injiziert und anschlieBend die 8F-FHBG-
Aufnahme in den Tumoren mittels PET/CT visualisiert. Die Auswertung der ®F-FHBG-
PET-Aufnahmen dieser Studie zeigten unabhéngig von der Verabreichung CD34-tk75
exprimierenden Spender T-Zellen eine hohe unspezifische Hintergrundaktivitat im
Abdomen und in den Ausscheidungsorganen der NOD-SCID Versuchsmause.

Eine Ausnahme bildeten CD34-tk* Spender T-Zellen injizierte NOD-SCID
Versuchsmause mit Graft versus Host Erkrankung, bei denen eine erhéhte ®F-FHBG-
Aufnahme im Thymus gemessen werden konnte [339]. In diesem Zusammenhang
wurde auch diskutiert, ob eine zu geringe Anzahl an CD34-tk* Spenderzellen fir die
insuffiziente Detektion mittels PET verantwortlich ist und deshalb das unspezifische

BE-FHBG-Hintergrundsignal nicht Gberschritten werden konnte [339].

Somit kann die insuffiziente ®F-FHBG Akkumulation in den in vivo Studien vermutlich
auf eine zu geringe Anzahl an OncoVEX infizierten- RIP1-Tag2
Inselzellkarzinomzellen zurtickgefuihrt werden. Trotz nachweisbarem Therapieeffekt
ist 78 Stunden nach der i.p. OncoVEX Applikation nur noch von einer unterschwelligen
Infektionsrate der Inselzellkarzinome auszugehen. Diese Hypothese sollte nun im
Rahmen von weiterfihrenden Analysen mittels Immunhistochemie (anti-HSV-1)
Uberpruft werden [340, 341]. Tatsachlich konnte in den in dieser Dissertationsschrift
durchgefiihrten in vivo Versuchen 78 Stunden nach OncoVEX Infektion keine virale
DNA in den Inselzellkarzinomen nachgewiesen werden (Abbildung 46). Um die
Infektionsdynamik (Viruslast) zu verschiedenen Zeitpunkten zu tberprifen wurden in
einem weiteren Versuchsansatz RIP1-Tag2 Versuchsmause mit OncoVEX infiziert
und die Versuchsmause zu verschiedenen Zeitpunkten (4 h, 24 h und 48 h) nach
OncoVEX Applikation euthanasiert und anschlielend die Pankreata zur Detektion der
viralen Partikeln (PFU) isoliert (4.3.3). Bei einer initialen Applikation von 5 x10% PFU
wurden 4 h nach der Administration nur 1 x10? PFU/ml im Pankreasgewebe
nachgewiesen. 24 h und 48 h nach der OncoVEX Administration konnten keine

Viruspartikel mehr nachgewiesen werden (Abbildung 48A).

Allerdings konnten sich die OncoVEX Viren, welche die Inselzellkarzinome der

Pankreas der RIP1-Tag2 Versuchsmause erfolgreich infizieren konnten, in den
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Tumorzellen replizieren und deren Lyse und somit die Freisetzung von GM-CSF
hervorrufen [278, 342]. GM-CSF konnte 4 h, 24 h und 48 h nach OncoVEX
Administration in den Pankreata der Versuchsmause nachgewiesen werden
(Abbildung 48B).

Somit ist nachvollziehbar, wieso es im Rahmen der hier vorliegenden ®F-FHBG-
PET/MRT in vivo Studien zur insuffizienten *¥F-FHBG Akkumulation in den
Inselzellkarzinomen der Versuchsmause kam.

Nichtsdestotrotz konnte in der hier vorliegenden Dissertationsschrift experimentell
belegt werden, dass eine unterschwellige OncoVEX-Infektionsrate der
Inselzellkarzinome in der Lage ist, einen signifikanten Anstieg des rBGW als Indiz fur
eine erfolgreiche Tumorzelllyse herbeizufihren.

In einer weiteren Studie sollte die Anzahl Tumor-infiltrierender Immunzellen kurz vor
dem Eintreten des rBGWSs-Peaks (6 — 7 Tage nach OncoVEX Gabe; Abbildung 24A)
in RIP1-Tag2 Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie bzw. Sham-
Behandlung mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

Bereits 5 Tage nach der OncoVEX-Gabe zeigten die mit der kombinierten Viro-
Immuntherapie-therapierten RIP1-Tag2 Versuchsmé&use einen signifikant hoheren
rBGW (97,40 £ 4,77 %) verglichen zu dem rBGW der Sham- (Isotyp AK + PBS)
behandelten Versuchstiere (77,33 £ 1,76 %; *p = 0,0213; Abbildung 49). Passend
hierzu konnten HSV-1-infizierte Inselzellkarzinome in den Pankreata der mit der
kombinierten Viro-Immuntherapie behandelten RIP1-Tag2 M&use identifiziert werden
(weil3e Pfeile, Abbildung 50A+B).

Analog zur Literatur zeigen die in dieser Dissertationsschrift durchgefihrten Studien,
dass die systemische (i.p.) Behandlung mit einem onkolytischen HSV-1 zu einer
erfolgreichen HSV-1-Tumor-Infektion fihren kann [343].

Obwohl keine viralen Partikel in den Pankreata der Versuchsméuse 24 h und 48 h
nach i.p. OncoVEX Administration detektiert werden konnten, konnte 5 Tage nach der
OncoVEX Injektion virale HSV-1 Partikel mittels immunfluoreszenzmikroskopischer
Analyse nachgewiesen werden. Dies kdnnte auf die hohe Sensitivitdt und Spezifizitat
der immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse zurtickgefiihrt werden [344-346].

Des Weiteren konnten 5 Tage nach der OncoVEX Injektion in den Inselzellkarzinomen

von RIP1-Tag2 Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie CD4* und
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CD8*" T-Zellen als auch Makrophagen detektiert werden, wahrend in den
Inselzellkarzinomen von Isotyp AK-behandelten Versuchsmausen keine
Immunzellinfiltration detektiert werden konnte (Abbildung 50AC-F).

Die Akkumulation von CD4* T Zellen, CD8* T-Zellen und Makrophagen im TME der
Inselzellkarzinome von RIP1-Tag2 Versuchsmausen mit kombinierter Viro-
Immuntherapie zusammen mit dem signifikanten Anstieg des rBGW sind ein Indiz fir
eine erfolgreiche Eindammung des Tumorwachstums (Abbildung 24A).

Die Erhohung der Anzahl Tumor-infiltrierender CD4* und CD8" T-Zellen im Rahmen
einer onkolytischen Virustherapie konnte in Versuchsm&usen und Tumorpatienten
bereits verifiziert werden [347-350].

Somit konnte im Rahmen dieser Dissertationsschrift gezeigt werden, dass die
kombinierte Viro-Immuntherapie die Einwanderung von Immunzellen ins TME initiiert

und fur die verstarkte Lyse von Inselzellkarzinomzellen verantwortlich ist.

5.5 Aufklarung der Wirkmechanismen einer kombinierten Immuntherapie in
der NFKBLuc-Reportermaus

Wie bereits eingangs erwahnt (1.5.2) wird das TAA OVA in préklinischen Studien in
verschiedenen Tumormodellen verwendet [166, 167, 351].

In dem folgenden Versuch sollte eine kombinierte Immuntherapie bestehend aus einer
initialen 2 Gy Niedrigdosis-Ganzkdrperbestrahlung, antigenspezifischen OVA-TH1 und
den Immuncheckpoint-Inhibitoren anti-PD-L1 AK und anti-LAG-3 AK in zwei
verschiedenen OVA-exprimierenden Tumormausmodellen bezlglich der NFkB
Aktivitat der endogenen Immunzellen und des Tumorstromas im TME als auch im
Knochenmark evaluiert werden. Diese nicht invasiven in vivo Studien wurden mittels
longitudinaler nicht-invasiver in vivo Biolumineszenz-basierter Bildgebung
durchgefiihrt. Die kombinierte Immuntherapie war in OVA-B16 Tumoren wirkungslos
und konnte keine signifikante Reduktion des relativen Tumorvolumens herbeifihren
(Abbildung 52A). In Einheit mit diesen Ergebnissen wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen gezeigt, dass das B16 Tumormodell nicht auf eine ICB-basierte
Immuntherapie anspricht [352, 353].

Im Gegensatz hierzu konnte im OVA-MC38 Adenokarzinom-Tumormodell im Rahmen

dieser Promotionsarbeit als auch von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden,
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dass dieses auf eine kombinierte Checkpoint-Inhibitor-Therapie anspricht und
hierdurch eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums erzielt werden kann [178]
(Abbildung 52B).

Die Checkpoint-Inhibitor-induzierte Tumorregression im MC38 Kolon Adenokarzinom-
Tumormodell konnte bereits in mehreren weiteren Studien verifiziert werden [354-356].
Die durch die NFkB Aktivierung induzierte Expression von Luciferase flhrt in den
NFKBLuc-Reportermausen zur Umsetzung von Luciferin zu Oxiluciferin und zeitgleich
zur Freisetzung von Photonen welche mit optischer Bildgebung semi-quantitativ
detektiert werden kdénnen (S.l.). Die NFkB-Aktivierungs-induzierte S.I. war im
Knochenmark der OVA-B16 Melanom tragenden NFBluc-Reportermausen einen Tag
nach der Verabreichung von OVA-TH1 Zellen im Vergleich zu nicht-therapierten Tieren
signifikant geringer (Abbildung 53A). Diese Therapie-assoziierte Verringerung der
NFkB Aktivierung zeichnete sich auch im weiteren Verlauf der Therapie (Abbildung
53A).

Die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift suggerieren, dass die konstitutive
Aktivierung des NFkB Signalwegs im Knochenmark eine wichtige Rolle in der
Ausbildung/Reifung von Neutrophilen Granulozyten spielt. Des Weiteren schiitzt die
Aktivierung des NFkB Signalwegs nach deren Migration ins periphere Blut vor
Apoptose [357].

NFkB ist ein zentraler Transkriptionsfaktor der zahlreiche Prozesse der angeborenen
und adaptiven Immunantwort reguliert indem er die Transkription von pro-
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen steuert, welche eine essentielle Rolle
in der Aktivierung und Differenzierung von Immunzellen spielen [358-362]. Es konnte
gezeigt werden, dass eine konstitutive Aktivierung des NFkB Signalwegs in der frihen
Entwicklung des Knochenmarks zu einem Verlust der B-Zellen fuhrt [363]. Au3erdem
fuhrt eine andauernde konstitutive Aktivierung des NFkB Signalwegs zu einer
kompletten Depletion des hamatopoetischen ,Stammzellpools® und infolgedessen zu
einer Fehlentwicklung des Knochenmarks mit der Folge eines pramaturen Absterbens
[364]. Somit ist die Balance zwischen der Aktivierung und der Hemmung des NFkB
Signalwegs essentiell [365]. Die abnehmende S.I. im Knochenmark der behandelten

OVA-B16-tragenden Versuchsmause impliziert eine Hemmung des NFkB Signalwegs
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durch die kombinierte Immuntherapie. Dieser Trend konnte ebenfalls in OVA-B16- und
(Abbildung 53B) OVA-MC38-tragenden Versuchstieren beobachtet werden
(Abbildung 53C).

Zudem konnte im TME der ICB-sensitiven OVA-MC38 Tumoren im Gegensatz zum
TME der ICB-resistenten OVA-B16 Tumoren infolge der kombinierten Immuntherapie
eine tendenziell erhéhte S.I. im Vergleich zu Isotyp AK-behandelten Kontrollgruppe
detektiert werden (Abbildung 53D). Dies spricht fur die Aktivierung des NFkB
Signalwegs im TME und impliziert die Induktion eines pro-inflammatorischen
Prozesses [366-369]. Da in den Tumoren ausschliel3lich die Stroma Zellen und die
eingewanderten endogenen Immunzellen den NFkB-luc Reporter exprimieren ist die
detektiere S.I. auf die NFkB Aktivierung der residenten und infiltrierenden Immunzellen
zurlckzufuhren und nicht auf eine NFkB Aktivierung der Tumorzellen oder der OVA-
Tul Zellen. Aufgrund der signifikanten Regression der OVA-MC38 Tumoren in
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie ist eine erhohte NFkB Aktivitat der
der Immunzellen und der residenten Zellen innerhalb des TME plausibel. Die
Aktivierung der Immunzellen des TME sollte im Folgenden mittels
Durchflusszytometrie bestatigt werden.

Zur Visualisierung der Verteilung von T- und B-Zellen innerhalb des TME wurde eine
CD3- und B220- Immunhistochemie von OVA-B16 und OVA-MC38 Tumoren
veranlasst (4.4.3). In den OVA-B16 Tumoren von Versuchstieren mit kombinierter
Immuntherapie oder Sham-Therapie konnten vereinzelte CD3* T-Zellen (Abbildung
551+J+M+N) und B220* B-Zellen (Abbildung 55Q+R+U+V) vorwiegend in der
Peripherie des Tumors, jedoch vereinzelt auch im Tumorzentrum gefunden werden. In
den OVA-MC38 Tumoren von Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie oder
Sham-Behandlung konnte vorwiegend im Tumorrandgebiet eine verstarkte
Ansammlung von CD3* T- Zellen detektiert werden. Im Rahmen dieser
Dissertationsschrift wurden die OVA-B16 und OVA-MC38 Tumore am Versuchsende
nach der Tétung der Versuchstiere isoliert und in zwei gleichgrof3e Halften zerteilt und
anschlieBend zur Cross-Validierung mittels CD3- und B220- Immunhistochemie
analysiert. Eine Halfte wurde wie eben diskutiert zur histopathologischen und
immunhistochemischen Analyse verwendet. Die andere Halfte zur Cross-Korrelation

der Immunhistochemie-Resultate via Durchflusszytometrie.  Aufgrund der
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Tumorheterogenitat muss jedoch beachtet werden, dass sowohl die Anzahl als auch
die Distribution von Immunzellen innerhalb des TME stark variieren konnen [370, 371].
Der signifikante Anstieg der CD4* T-Zellen im OVA-B16 Tumor deutet auf die
erfolgreiche Rekrutierung der Immunzellen in das TME hin [372] (Abbildung 56A).
Trotz der verstarkten Einwanderung von CD4* T-Zellen ins TME der OVA-B16 Tumore
konnte kein signifikanter Unterschied in der CD69 Expression zwischen
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie verglichen zu Sham-behandelten
Versuchsmausen festgestellt werden.

Miller et al. konnten experimentell belegen, dass Tumor-infiltrierende CD8* T-Zellen
aus OVA-B16 Tumoren von Sham-behandelten eine uniforme PD-1 und Tox
(Transkriptionsfaktor charakteristisch fur die T cell exhaustion)-Expression und somit
klassische Marker der T-cell exhaustion aufweisen [373].

Diese Beobachtung erklart das Ausbleiben der Tumorregression in der Sham-
behandelten Versuchsgruppe in dem Ansatz der hier vorliegenden Dissertationsschrift.
Zudem konnten die Tumor-infiltrierenden CD4* T-Zellen ebenso CD4*Tregs Sein, die
eine supprimierende Wirkung auf umgebene Immunzellen ausiben [374].

Die S.I. im TME der OVA-B16 Tumoren von NFKBLuc-Reportermausen beider
Therapiegruppen (kombinierte Immuntherapie versus Sham-Behandlung) war am
Ende des Versuchs nahezu identisch und passt auch zur nahezu identischen relativen
Anzahl an CD69 exprimierenden T- und B-Zellen. Im Knochenmark deutete zwar die
S.I. initial auf eine signifikant niedrigere NFkB Aktivierung hin (Tag 5 nach
Tumorinokulation), jedoch zeigte die S.I. an Tag 10, dem Tag der Beendigung des
Versuchs, keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (Abbildung
53A). In der Durchflusszytometrie-Analyse des Knochenmarks konnte
dementsprechend kein signifikanter intergruppaler Unterschied in der relativen Anzahl
von T- und B-Zellen detektiert werden (Abbildung 56B).

Eine ahnliche Beobachtung konnte ebenfalls in der Milz gemacht werden (Abbildung
56C). In beiden Lymphknoten jedoch deutete die verringerte relative Anzahl der CD4*
und CD8* T-Zellen in der Versuchsgruppe, die mit der kombinierten Immuntherapie
behandelt wurde, auf die Migration der CD4* und CD8* T-Zellen aus dem dLK und dem
kLK (Abbildung 56D+E). Die signifikant erhdhte relative Anzahl der CD4* T-Zellen
und tendenziell erhbhte Anzahl CD8* T-Zellen im OVA-B16-Tumorgewebe von
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NFKBLuc-Reportermausen mit kombinierter Immuntherapie spricht fuir eine verstarkte
Einwanderung der CD4* und CD8* T-Zellen von den Lymphknoten ins TME, was auf
eine systemische Rekrutierung der T-Zellen hindeutet [375-377].

Hill et al. konnten mittels eines Fluoreszin-Isothiozyanat (FITC)-induzierten
Kontaktallergiemodells zeigen, dass 24 Stunden nach der FITC-Exposition an der
rechten Flanke der Versuchsmause die relative Anzahl von FITC* DCs im
drainierenden im Gegensatz zum nicht-drainierenden kLK signifikant anstieg [378]. Im
dLK wurden ca. 50 % FITC* DCs detektiert. Hingegen konnten im kLK nur 3 % FITC*
DCs detektiert werden. Trotz der geringen relativen Anzahl antigenspezifischer FITC*
DCs im kLK impliziert diese Studie, dass es zur systemischen Verteilung der FITC*
DCs im KLK kommt [378].

Diese und weitere Studien unterstreichen die Bedeutung des abscopalen Effekts, der
das Resultat einer systemischen Immunantwort ist [379-381].

So ist es auch nachvollziehbar, dass sich die OVA-Tn1 Zellen nach der i.p. Applikation
Uber das lymphatische System verteilen und antigenspezifische CD8* T-Zellen in den
dLK und kLK aktivieren [382, 383].

Die systemische Distribution von Tag-THl Zellen nach deren i.v. bzw. i.p. Applikation
haben Griesinger et al. detailliert analysiert. Hierbei wurden Vybrand DiD-markierte
Tag-Tul Zellen in RIP1-Tag2 Versuchsmause entweder i.p. oder i.v. verabreicht.
Beide Tag-THl Zell Applikationsrouten verlangerten das Uberleben der RIP1-Tag2
Versuchsmause gleichermal3en. Wobei die i.v. Applikation der Tag-Tul Zellen im
Vergleich zur i.p. Applikation die pl16"N%4-induzierte Tumorseneszenz der
Inselzellkarzinomen effizienter induzierte. Dies fuhrte zu einer signifikanten Reduktion
des Tumorvolumens in der i.v. Tag-Tnl Applikationsgruppe im Vergleich zur i.p.
Applikation [384].

Zum Zeitpunkt des Versuchsabbruchs konnten im Rahmen der Studien dieser
Dissertationsschrift im OVA-B16 Tumormodel keine Unterschiede in der CD69
Expression, als Indikator fiir die Aktivierung der CD4* und die CD8* T-Zellen in den
dLK als auch in den kLK in OVA-B16 tumortragenden M&ausen mit kombinierter
Immuntherapie oder Sham-Behandlung detektiert werden. Dies liegt vermutlich daran,

dass es sich bei CD69 um einen sehr frihen Lymphozyten-Aktivierungsmarker
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handelt, der zum spaten Zeitpunkt der Untersuchung nicht mehr membranar exprimiert
wird [385].

Im Gegensatz hierzu konnte in OVA-B16 tumortragenden Versuchsmausen mit Isotyp-
AK-Behandlung sowohl in den dLK als auch in den kLK eine tendenziell erhohte
relative Anzahl an CD69 exprimierenden CD19" B-Zellen verglichen mit
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie detektiert werden. Dies impliziert,
dass die B-Zellen am Versuchsende im KLK unter der Gabe der kombinierten

Immuntherapie weniger aktiviert waren.

Die durchflusszytometrische Analyse der Immunzellen der OVA-MC38
tumortragenden Versuchsmause zeigte im Tumor eine tendenziell erhdhte relative
Anzahl von CD8* T-Zellen nach Gabe der kombinierten Immuntherapie (Abbildung
57A). Die erhohte relative Anzahl an CD8* T-Zellen kdnnte fir die signifikante
Reduktion des Tumorvolumens in Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie
verantwortlich sein.

Des Weiteren wurde eine doppelt so hohe relative Anzahl an B-Zellen in den OVA-
MC38 Tumoren der Versuchsmause mit kombinierter Immuntherapie verglichen zu
Isotyp AK-behandelten Versuchsméausen detektiert (nicht signifikant, Abbildung 57A).
In den dLK (Abbildung 57D) konnte zudem ein signifikanter Therapie-induzierter
Anstieg der relativen Anzahl an B-Zellen in Versuchsmdusen mit kombinierter
Immuntherapie detektiert werden. Diese Tendenz konnte in der Auswertung der
relativen Anzahl an B-Zellen ebenfalls in den kLK beobachtet werden (Abbildung
57E). Somit scheinen die B-Zellen einen wichtigen Beitrag zur Therapieeffizienz im
Rahmen der kombinierten Immuntherapie zu leisten. Mehrere Studien haben bereits
gezeigt, dass eine anti-tumorale B-Zellantwort die T-Zell-immunitat zur Eradikation von
Tumoren verstarken und selbst Tumorzellen eradizieren kann [386-388].

So haben Hynes et al. MC38 Kolon Adenokarzinom-tragende Versuchsmause mit
einem anti-DR5 AK behandelt und eine signifikante Tumorregression beobachtet. DR5
ist ein Rezeptor der TNF-Familie, welcher unter Aktivierung die Apoptose in
Tumorzellen einleitet. Interessanterweise konnte in B-Zell-defizienten und zugleich
anti-DR5 AK-therapierten Versuchsmausen, keine Tumorregression in MC38

tumortragenden Versuchsmausen beobachtet werden. Somit wurde gezeigt, dass die
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DR5-mediierte tumorspezifische Apoptose, B-Zell-abhangig ist [389]. Zudem zeigen
Albanell et al., dass ein inhibierender AK gegen einen transmembranaren Tyrosin-
Kinase-Rezeptor (anti-HER2), bei Brustkrebspatienten, die eine Uberexpression von
HER-2 zeigen, anti-tumorale Mechanismen einleiten kann [390]. So reguliert das
zugelassene Arzneimittel Trastuzumab die Expression von HER-2 herunter und
inhibiert somit fir die Tumorprogression kritische Signalwege (ras-Raf-MAPK und
PI13K/Akt), wodurch der Zellzyklus blockiert wird. Dartber hinaus hemmt Trastuzumab
die Angiogenese und leitet die AK-abhangige Tumorzelllyse ein [390].

Dies zeigt, dass B-Zellen neben ihrer direkten zytotoxischen Granzym-abhangigen
Wirkungen auf die Tumorzellen durch die spezifische Produktion von AK eine weitere
starke anti-tumorale Antwort besitzen [391]. Des Weiteren kénnen B-Zellen mit
anderen Immunzellen wie z.B. den NK-Zellen mittels AK-Bindung an membranéare Fc-
Rezeptoren der NK-Zellen interagieren und somit die anti-tumorale Immunantwort und
die Tumorregression verstarken [392].

Die im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation durchgefuhrten Studien zeigten eine
tendenziell verringerte relative Anzahl an CD4* und CD8* T-Zellen in den dLK und kLK
in den Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie. Dies deutet auf eine
Immuntherapie-induzierte verstarkte Auswanderung der T-Zellen hin (Abbildung
57D+E). Obwohl kein signifikanter Unterschied in der Aktivierung der T-Zellen
zwischen den Gruppen festgestellt werden konnte, wurde in den dLK und kLK von
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie eine tendenziell erhéhte
membranare CD69 Expression der T-Zellen beobachtet (Abbildung 57D+E). Diese
Beobachtung wird durch die Erhéhung der S.I. (Biolumineszenz-Signal) in den OVA-
MC38 Tumoren der NFBLuc-Reportermause mit kombinierter Inmuntherapie bestéarkt.
Dies deutet auf eine erhdhte Aktivierung des NFkB Signalwegs in den OVA-MC38
Tumoren hin, welche auf die eingewanderten Immunzellen oder die Stromazellen, aber
nicht auf die Tumore und nicht die OVA-Tul Zellen zurtickgefihrt werden kann
(Abbildung 53D). Da die signifikanten Unterschiede in der Aktivierung des NFkB (S.I.)
der OVA-MC38 tumortragenden Versuchsméuse mit kombinierter Immuntherapie am
Tag 7 nach Tumorinokulation detektiert wurden, ware eine Durchflusszytometrie-
Analyse der Tumore mit Fokus auf die Immunzellaktivitdt (CD69 Expression) an

diesem Zeitpunkt spannend (Abbildung 53D). Denn die im Rahmen dieser
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Dissertationsschrift durchgeftihrten Durchflusszytometrie-Analysen wurden erst am
Tag 10, zum Zeitpunkt des Versuchsendes durchgefihrt.

Interessanterweise fuihrte die kombinierte Immuntherapie in den OVA-MC38
tumortragenden Versuchsmausen in der Milz zu einem signifikanten Anstieg der
relativen Anzahl an CD4*CD69* und CD8*CD69" T-Zellen verglichen zu Isotyp AK-
therapierten Versuchsmausen (Abbildung 57C). CD69 wird als friher
Aktivierungsmarker von Immunzellen wie T-, B Zellen und Makrophagen etc.
membranar exprimiert. Zudem ist die membranére CD69 Expression ein Marker fir
die Zellretention [393]. Nach der Aktivierung des IFN-y-Rezeptors auf den T-Zellen
wird die membranare Expression von CD69 hochreguliert [394]. Diese Hochregulation
fordert die Internalisation und den Abbau von Sphingosine-1-Phospat-Rezeptor-1
(S1PR1). Die aktivierten T-Zellen verlieren die Expression von CCR7 und verstarken
wiederum die Expression S1PR1. Das Verhaltnis der membranaren CD69 Expression
zur und Sphingosine-1-Phospat (S1P) Expression bestimmt das Gleichgewicht
zwischen der T-Zell-Migration und T-Zell-Retention. Der Ligand fur S1PR1, S1P, wird
u.a. von Endothelzellen und Erythrozyten in den BlutgefalRen produziert und erméglicht
den T-Zellen mit einer hohen membranaren S1PR1-Expression die Auswanderung
aus den lymphatischen Organen in die Blutgefal3e [395, 396]. So ist zum Beispiel die
CD69* Expression residenter T-Gedachtniszellen signifikant hochreguliert [397]. Ob
es sich bei den CD69* T-Zellen in Abbildung 57C um Gedachtnis-T-Zellen oder
Effektor-T-Zellen aus der Milz handelt, kann aus den erhobenen Daten nicht
geschlossen werden. Denkbar ware allerdings, dass sich im Rahmen der kombinierten

Immuntherapie spezifische Gedachtniszellen in der Milz gebildet haben [398].
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6. Zusammenfassung

Zur Evaluation des Wirkmechanismus der etablierten Thl-basierten kombinierten
Immuntherapie wurden die additiven Effekte der einzelnen Komponenten, die initiale
2 Gy Niedrigdosis-Ganzkorperbestrahlung, die i.p. Applikation von Tumor-
antigenspezifischen Tag-Tnl-Zellen und die i.p. Gabe von Checkpoint-inhibierenden
AK (anti-PD-L1/anti-LAG-3 AK) in RIP1-Tag2 Versuchsmausen im fortgeschrittenen
Tumorstadium untersucht. Zudem wurde die Effektorfunktion der beteiligten
endogenen CD8* T Zellen wahrend der kombinierten Immuntherapie mit Hilfe von in
vivo CD8* T-Zell-Depletionsexperimenten evaluiert. Eine Woche nach Start der
kombinierten Immuntherapie konnte in den Versuchsméausen ohne CD8* T-Zell-
Depletion ein Peak des rBGW beobachtet werden. Dieser rBGW Peak war bei
Versuchsmausen mit Depletion der CD8" T Zellen nicht detektierbar, was auf den
Tumorzell-lysierenden Effekt der CD8" T Zellen hindeutet. Die additiven Effekte der
einzelnen Komponenten der kombinierten Immuntherapie fihrten verglichen zur
Sham-Behandlung zur signifikanten Verlangerung des Uberlebens der
Versuchsmause. Die Abwesenheit der CD8* T-Zellen hatte hierbei keinen Einfluss auf
das Uberleben der Versuchsmause.

Zudem wurde im Rahmen dieser Dissertationsschrift die kombinierte Immuntherapie
durch eine zusatzliche Komponente, der Gabe eines bereits durch die FDA und EMA
zugelassenen onkolytischen Virus (OncoVEX; murine Version) erganzt und die
potenzielle Verbesserung der Therapieeffizienz eruiert. Im Rahmen dieser Studien
konnte gezeigt werden, dass die additive Gabe von OncoVEX zu einem signifikant
erhdhten Anstieg des rBGW, als Indiz fir eine verlangsamte Tumorprogression fihrt.
Die in vivo, ex vivo und in vitro Studien, welche im Rahmen dieser Arbeit durchgefthrt
wurden, belegten die additiven Effekte der einzelnen Komponenten der kombinierten
Viro-Immuntherapie (Tag-Tnl Zellen, ICB und OncoVEX). Mittels nicht invasiver in vivo
BE-FHBG-PET/MRT Studien, zum Nachweis von OncoVEX infizierten, HSV-1-tk
exprimierenden Inselzellkarzinomen, konnte keine vermehrte 8F-FHBG Tracer-
anreicherung in den Inselzellkarzinomen der RIP1-Tag2 Mause nachgewiesen
werden. Wobei in vitro ®F-FHBG-Anreicherungs-Studien eindeutig eine vermehrte
Aufnahme des Tracers ausschlie3lich in OncoVEX-infizierten Inselzellkarzinomen

belegten. Das Scheitern des in vivo Nachweises der F-FHBG-Anreicherung mittels
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PET/MRT konnte auf eine zu geringfigige HSV-1-tk-Virusreplikation in den
Inselzellkarzinomen der RIP1-Tag2 Mause zurlckzufihren sein. Trotz der vermeintlich
geringen HSV-1-tk-Virusreplikation konnte kurz vor Auftreten des rBGW-Peaks in
Versuchsmausen mit kombinierter Viro-Immuntherapie eine vermehrte Ansammlung
von CD4*-, CD8* T-Zellen und Makrophagen im TME der Inselzellkarzinome
nachgewiesen werden.

Der zweite Abschnitt der hier vorliegenden Dissertationsschrift hatte die Zielsetzung
die Effektorfunktion von Tumorantigen-spezifischen Thl Zellen (OVA-TH1) in
Kombination mit der therapeutischen Gabe von Immuncheckpoint-Inhibitoren (anti-
PD-L1 AK + anti-LAG-3 AK) in den primér und sekundar lymphatischen Organen als
auch im TME aufzudecken. Grundvoraussetzung fur diese Studien war die Annahme,
dass aktivierte Tumorantigen-spezifische T-Zellen mittels Sezernierung von
proentzundlichen Zytokinen, wie TNF, die Aktivierung von NFkB in den residenten und
eingewanderten endogenen Immunzellen von NF<BLuc-Reportermausen initiieren.
Hierzu wurden NF<Bluc-Reportermause mit ICB-Therapie-resistenten OVA-B16-
Melanomzellen oder ICB-Therapie-sensitiven OVA-MC38 Adenokarzinomzellen
inokuliert und fur 10 Tage mittels der kombinierten Immuntherapie behandelt und die
Effektorfunktion der aktivierten OVA-THl Zellen mittels Biolumineszenz-basierter
Bildgebung nicht invasiv in vivo gemonitort. Zudem wurde das Tumorvolumen der
Versuchsmause mit kombinierter Immuntherapie oder Sham-Behandlung t&glich
bestimmt. Die kombinierte Immuntherapie fuhrte ausschliel3lich in den
Versuchsmausen mit OVA-MC38  Adenokarzinomen  zur  signifikanten
Tumorregression und war in Versuchsmausen mit OVA-B16 Melanomen wirkungslos.
Interessanterweise konnte in den ICB-Therapie-resistenten OVA-B16 Tumoren eine
geringere Aktivierung des NFkB Signalwegs im TME von Versuchsmausen mit
kombinierter Immuntherapie verglichen zu Sham-behandelten Versuchstieren
gemessen werden. Ex vivo Analysen konnten in den OVA-B16 Tumoren von
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie eine gesteigerte relative Anzahl an
CD4* T-Zellen im TME verglichen zum TME von Sham-behandelten Versuchsméausen
detektieren, wobei es zwischen den beiden Versuchskohorten bei den CD4* T-Zellen
keine Unterschiede in der membranaren Expression von CDG69 gab. Im Gegensatz

hierzu konnte in den ICB-sensitiven, regressiven OVA-MC38 Tumoren von

182



Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie eine erhohte NFkB-Aktivierung
mittels Biolumineszenz-basierter optischer Bildgebung erfasst werden. Am
Versuchsende konnte zwischen den beiden Therapiegruppen (kombinierte
Immuntherapie versus Sham) im TME kein signifikanter Unterschied in der relativen
Anzahl an T-Zellen festgestellt werden.

Im Gegensatz hierzu konnte im TME, dLK und kLK von OVA-MC38 tumortragenden
Versuchsmausen mit kombinierter Immuntherapie verglichen zur Sham-
Therapiegruppe eine teils signifikant erhohte relative Anzahl an B-Zellen
nachgewiesen werden. Zudem zeigten die T-Zellen in der Milz der Versuchsmause mit
kombinierter Immuntherapie eine signifikant erhéhte membrandre Expression des
Aktivierungsmarkers CD69, als Hinweis fir eine erhdhte T-Zellaktivitat und T-
Zellretention.

Die Studien dieser Dissertationsschrift ermdglichen tiefere Einblicke in die
differentiellen Effekte der einzelnen Komponenten der kombinierten (Viro)-
Immuntherapie. Die Ergebnisse sind Grundvoraussetzung fir ein besseres
Verstandnis der zugrundeliegenden zellularen und molekularen Prozesse und die

Translation in die Klinik.
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7. Deklaration

Die eingereichte Dissertation betitelt: ,Evaluation des Therapieeffekts einer
kombinierten  Viro-Immuntherapie auf die Tumormikroumgebung und das
lymphatische System mittels multimodaler in vivo PET/MRT- und Biolumineszenz-
basierter Bildgebung“ habe ich eigenstandig verfasst und nur die angegebenen
Quellen und Hilfsmittel benutzt. Wortlich bzw. inhaltlich Ubernommene Textstellen
sowie verwendete Graphiken oder Tabellen habe ich als solche deutlich vermerkt. Ich
erklare, dass die Richtlinien zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis der
Universitat Tabingen (Beschluss des Senats vom 25.05.2000) beachtet wurden. Ich
versichere an Eides statt, dass diese Angaben wahr sind und dass ich nichts
verschwiegen habe. Mir ist bekannt, dass die falsche Abgabe einer Versicherung an

Eides mit einer Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft wird.

Dimitri Stowbur

TlUbingen, den

7.1 Deklaration zum Eigenanteil

Die in dieser Dissertationsschrift dargelegte Studien wurden unter der Leitung von PD
Dr. Manfred Kneilling im Institut fur Praklinische Bildgebung und Radiopharmazie
durchgefuihrt. Ich, Dimitri Stowbur, erklare hiermit, dass die vorgelegte
Dissertationsschrift auf meiner eigenen Arbeit beruht. Ausnahmen sind durch einen

Hinweis als auf die jeweilige Referenz gekennzeichnet und zitiert.

Im Folgenden werden die Arbeiten, die mit freundlicher Unterstitzung durch Dritte
durchgefuhrt worden sind aufgelistet:

Das experimentelle Design der in vivo Studien zur kombinierten Immuntherapie in
RIP1-Tag2 Versuchstieren wurde mit enger Zusammenarbeit mit Dr. Barbara Schérg

und Dr. Dominik Sonanini unter der Leitung von PD Dr. Manfred Kneilling durchgefthrt.
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Das experimentelle Design der in vivo Studien zur kombinierten Viro-Immuntherapie
mit dem zusatzlichen Einsatz von OncoVEXin RIP1-Tag2 Versuchsmausen wurde mit
Dr. Barbara Schorg und enger Zusammenarbeit mit unserem Kollaborationspartner
der AG Lauer bestehend aus Apl. Prof. Dr. Ulrich Lauer, sowie Dr. Susanne Berchtold,
Dr. Julia Beil und Irina Smirnow unter der Leitung von PD Dr. Manfred Kneilling
durchgefuhrt.

Alle Paraffinschnitte, H&E- und (immun-)histochemische Farbungen sowie
mikroskopischen Analysen wurden von Dr. Irene Gonzalez Menendez unter der
Leitung von Prof. Dr. Leticia Quintanilla de Fend am Institut fir Allgemeine und
Molekulare Pathologie des Universitatsklinikums Tulbingen durchgefiihrt. Die
anschlieende Interpretation der Daten erfolgte unter enger Zusammenarbeit mit der
AG Quintanilla de Fend.

Alle Immunfluoreszenzfarbungen wurden von Birgit Fehrenbacher unter der Leitung
von Prof. Dr. Martin R6cken an der Universitats-Hautklinik Ttubingen durchgefihrt.
Die PCR zur Bestimmung viraler DNA, die Bestimmung der Viruslast im Pankreas und
die GM-CSF Konzentration im Pankreas, die Aufbereitung aller mit OncoVEX befillten
Kanulen zur Injektion in die RIP1-Tag2 Versuchsmause sowie die in vitro Analysen (in
vitro Replikation und GM-CSF Expression in RIP1-Tag2 Tumorzellen nach OncoVEX

Infektion) erfolgte in Zusammenarbeit mit der AG Lauer.
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