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1. Einleitung

1.1. Die angeborene und erworbene Immunantwort

Das Immunsystem gleicht einer kérpereigenen Polizeieinheit. Entdeckt ein Wachmann wie die
dendritische Zelle (DC) einen Eindringling, aktiviert die DC durch Ubertragerstoffe das
Wachpersonal vor Ort, das angeborene Immunsystem: Das Komplementsystem markiert
Eindringlinge, damit diese von Makrophagen gefressen werden (Phagozytose). Nattrliche
Killerzellen (NK-Zellen) téten korperfremde Zellen und rekrutieren Gber Boten, die Interleukine,
Wachpersonal.

Gleichzeitig wirbt die DC mit Bildern des Eindringlings neue Polizisten, die T-Lymphozyten, an.
So geristet, durchkdmmt die neue Polizeieinheit, die erworbene Immunantwort, den
Organismus. Der Einsatz wird durch die Behorde fiir internes Fehlverhalten, den regulatorischen
T-Zellen (Treg) und myeloiden Suppressorzellen (MDSC), Uberwacht. In malignen und
Autoimmun-Erkrankungen ist das Gleichgewicht aus Wachpersonal, Polizei und der

regulierenden Behdrde gestort.

1.1.1. Dendritische Zellen
DC werden als Bindeglied zwischen der angeborenen und erworbenen (adaptiven)
Immunantwort bezeichnet (1). Als Wachterzelle des angeborenen Immunsystems erkennen DC
nicht kdrpereigene, ,fremde* Strukturen. Durch die Freisetzung von Ubertrégerstoffen (Metoren
wie Zytokine, Chemokine) regulieren DC Zellen des angeborenen Immunsystems und aktivieren
als professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APC) das erworbene Immunsystem, die T-
Zellen. DC-Vorlauferzellen werden im Knochenmark (primares lymphatisches Organ) aus
Knochenmarksstammzellen gebildet und wandern Uber das Blutsystem in nicht-lymphoide
Gewebe ein, aus denen sie Uber Lymphgefalle in Lymphknoten (sekundares lymphatisches
Organ) weitergetragen werden. Auf dieser Wanderung nehmen unreife DC (uDC) kontinuierlich
Feststoffe (Phagozytose) und extrazellulare Flussigkeit auf (Makropinozytose). Uber
Mustererkennungsrezeptoren (PRR, engl. pattern recognition receptors) erkennen DC
kérperfremde Strukturen, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP). Bei
PAMP handelt sich zumeist um entwicklungsgeschichtlich alte Strukturen wie z. B.
Lipopolysaccharide der Zellwand gram-negativer Bakterien und unmethylierte CpG-Dinukleotide
der Bakterien-DNS (Desoxyribonukleinsaure), die in Saugetieren gemeinhin methyliert ist, oder
auch um Strukturen abgestorbener Tumorzellen (2). PAMP binden an extrazellulare (TLR-3
(Toll-like-Rezeptor-3), TLR7-8) und nach Phagozytose an intrazelluldre PRR (TLR2, TLR4-6,
NLR (Nukleotid-bindende Oligomerisations-Domane (NOD)-&hnliche Rezeptoren) wie NLRP3).
Nach Spaltung der nicht kérpereigenen Proteine in Peptidfragmente (Antigene) werden diese an
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Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC Klasse 1) gebunden und zusammen mit ko-
stimulatorischen Molekilen CD80 bzw. CD86 (Unterscheidungsgruppen, engl. cluster of
differentiation) auf der Oberflache der reifen DC (rDC) exprimiert. Reife DC aktivieren durch
Bindung des MHC:Antigen-Komplex, CD80/86 und Zytokine naive T-Zellen und leiten die
Immunreaktion des adaptiven Immunsystems ein.

Folglich nehmen DC eine zentrale Rolle in der Immuntoleranz sowie Aktivierung des
Immunsystems ein und sind u. a. entscheidend fir die Pathogenese immunologisch vermittelter
Krankheitsbilder wie z. B. Psoriasis (Bsp. fir Autoimmunitat) und malignes Melanom (Bsp. fir

Tumorerkrankungen (2).

1.1.2. T-Lymphozyten

Wie DC entwickeln sich T-Vorlauferzellen aus Knochenmarksstammzellen (Lymphopoiese) und
wandern Uber die Blutbahn zu einem primaren lymphatischen Organ, dem Thymus. In der Rinde
(Kortex) des Thymus entwickelt sich auf doppelt negativen (DN) Thymozyten (CD4CD8") der T-
Zellrezeptor (TCR)-CD3-Komplex. Der CD3-Rezeptor ist ein Transmembranprotein aus vier
Polypeptidketten (e, 8, vy, ¢) und leitet bei Aktivierung des TCR-Rezeptors durch
Phosphorylierung und Bindung des ZAP70 Molekiils das Signal in den Zellkern weiter.
Entscheidend fUr die spéatere Funktion, die Antigen-Erkennung, ist die Diversitdt des TCR. Die
Diversitat entsteht zum einen durch somatische Rekombination der Keimbahn-DNS der 3-Kette
(VDJC, B-Selektion) des TCR-Rezeptors in DN Thymozyten und zum anderen DNS der a-Kette
(VDJ) in doppelt positiven (DP) Thymozyten. Durch einen zusatzlich ungenauen Zusammenbau
an den SpleilR-Stellen kénnen 4,5 x 10° unterschiedliche TCR zusammengesetzt werden. Auf
noch ungeklarte Weise werden DP Thymozyten zu CD4" bzw. CD8" einfach positiven
Thymozyten, die jeweils an MHC Klasse Il bzw. Klasse | binden. Im Kortex werden CD4* bzw.
CD8* Thymozyten, die nicht an ihre entsprechenden MHC-Klassel/ll:Antigen-Komplexe auf
kortikalen Thymusepithelzellen (cTECs) binden durch Apoptose aussortiert (Positivselektion &
MHC-Restriktion). SchlieRlich wandern SP Thymozyten fir 4-5 Tage in die Medulla des Thymus
und binden medullare TECs (mTECs) und DC, die MHC-Komplexe mit kdrpereigenen Antigenen
prasentieren. 95 % der SP Thymozyten binden diesen Komplex mit kérpereigenen Antigenen zu
stark und werden daher wegen der Gefahr autoreaktiver T-Zellaktivierung durch Apoptose
aussortiert (Negativselektion). Die Ubrigen 5 % der naiven T-Zellen (Th0-Zelle, T-Helferzelle Typ
0) wandern Uber Blutgefalie und Lymphbahnen bis sie schliellich z. B. in einem Lymphknoten
einen MHC:Peptid-Komplex auf einer mDC erkennen (3).

Zur Aktivierung der T-Zelle sind drei Signale nétig: (i) die Bindung des MHC:Peptid-Komplexes
an den TCR, (ii) die Bindung der Ko-Stimulatoren CD80/CD86 der APC an den Ko-Stimulator
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(Checkpoint Molekil) CD28 der T-Zelle sowie (iii) die Stimulation durch Zytokine. Die Bindung
des Ko-Stimulators CD28 verstarkt das Signal. Ein Ausbleiben der Bindung kann dagegen zur
Toleranzinduktion flihren. Durch das dritte Signal, die Zytokine, differenzieren CD4" T-Zellen via
Interleukin-12 (IL-12), Interferon-y (IFN-y) und IL-27 zu Th1-Effektorzellen bzw. via IL-4 und IL-6
zu Th2-Effektorzellen aus (4). Es folgt die Zellteilung (Proliferation) der aktivierten T-Zellen durch
klonale Expansion. Die Zytokin-vermittelte Differenzierung reguliert den JAK-STAT-Signalweg

und damit die Effektormechanismen der aktivierten T-Zellen (Abb. 1).

CD4* Naive
Thymozyten CD4* T-Helferzelle (ThO) Th1
Thymus (€ \ > IFN-y, IL-2, IL-12, IL-27 /[ T.pet IFN=y,IL-2,  Zelluldre Inmunantwort

STAT1/4, Lfo, TNF-o  Intrazelluldre Pathogene

W A Aktivierte o,
vy dendritische ™\ = Tha
p K Zelle \///N N
S l d A IL-4, IL-5, Humorale Inmunantwort
GATA-3 IL-6, IL-10, "
IFN-a/p, IFN-y Extrazelluldre Pathogene
STAT6 IL-13, IL-25, - N
IL-2, IL-12 Allergische Reaktionen
-> - — Amp
Th17
DN/DP CcD8* Naive Aktivierte
Thymozyten Thymozyten CD8* T-Zelle CD8* T-Effektorzelle RORyT ILAA7A, IL17F, Gewebegntzunc!q_ngen
& STAT3)| IL-21,1L-22 Autoimmunitat
! Knochenmark ) Granzym B, IFN-y, ’ Extrazelluldre Pathogene

iTreg

~ ¢ Perforin, TNF-a
Lymphoide R R
Vorlauferzelle Y > | Zelluldre Immunantwort
~aE -4

Intrazelluldre Pathogene
/:\ IL-10, IL-35, Immunsuppression
' TGF-8 Toleranz
S Pluripotente N
Hématopoetische fl Peripherie Zytokin-Stimulus T-Zellen Effektorzytokine Funktion
Stammzelle :

Abbildung 1 Die T-Zell-Differenzierung.

Naive T-Zellen differenzieren durch Antigen-prasentierende reife dendritische Zellen und den jeweiligen Zytokin-
Stimuli zu T-Helferzellen, welche sich in ihren Transkriptionsfaktoren, Effektorzytokinen und der Funktion
unterscheiden (5-7). Die Haupt-Transkriptionsfaktoren sind unterstrichen. Im Thymus entwickeln sich neben den
abgebildeten ap T-Zellen auch y& T-Zellen. Erstellt mit LES LABORATOIRES SERVIER, https://smart.servier.com.
Amp, Amphiregulin; DN/DP, doppelt negativ/positiv; IFN, Interferon; IL, Interleukin; Lfa, Lymphotoxin a; STAT, engl.
Signal Transducers and Activators of Transcription; TNF, Tumornekrosefaktor; TGF, Transformierender
Wachstumsfaktor.

Aktivierte Th1-Effektorzellen stimulieren via IL-2, IFN-y und Tumornekrosefaktor-a/B (TNF-a/B)
die zellular-vermittelte Immunantwort in Form von zytotoxischen CD8" T-Effektorzellen und
Makrophagen, die via GZMB/Perforin-Signalweg die Apoptose in z. B. Tumorzellen induzieren
bzw. diese phagozytieren (8). Aktivierte Th2-Effektorzellen leiten dagegen via IL-4, IL-6, IL-10
und IL-13 eine humorale Immunantwort in Form einer Antikérper-Ausschittung durch
Plasmazellen ein. Eine Th2 Immunantwort wird vor allem durch extrazellulare Bakterien,
Parasiten und Wurmer (Helminthen) hervorgerufen. In Autoimmunerkrankungen wie der
Psoriasis differenzieren CD4* T-Zellen unter TGF-f, IL-6, IL-21 und IL-23 zu Th17-Effektorzellen
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aus (9). Aufgrund ihrer regulierenden Eigenschaften werden Th17-Zellen mit regulatorischen T-
Zellen verglichen.

Zusammengefasst, sind T-Zellen ein zentrales Werkzeug der adaptiven Immunantwort. Eine
Fehlregulation kann zu einem immunologischen Ungleichgewicht und somit entweder zu

Hyperreaktivitat im Sinne von Autoimmunitat flhren oder zur Toleranzinduktion.

1.1.3. Regulatorische T-Zellen
Treg sind CD4" T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften, die die T-Zellantwort regulieren
und dadurch Toleranz vermitteln, um vor Autoimmunitat zu schitzen.
Circa 2 — 5 % der CD4" T-Zellen im peripheren Blut sind Treg (10,11) . Abhangig vom
Entstehungsort werden natlirliche (Thymus-) Treg (nTreg/tTreg), die im Thymus von TECs aus
CD4*CD25* T-Zellen mit hoher Aviditat des TCR zu MHC:Peptid-Komplexen gebildet werden,
sowie induzierte (periphere) Treg (iTreg/pTreg) unterschieden. pTreg differenzieren aus CD4" T-
Zellen bei APC:TCR-Kontakt und IL-2/TGF- (transformierender Wachstumsfaktor 3) Stimulation
in der Peripherie. Uber die Bindung von IL-2 an CD25 (IL2Ra) wird der Transkriptionsfaktor
STATS aktiviert und fordert die Expression des Treg Transkriptionsfaktors Foxp3, welcher an
den suppressiven Eigenschaften der Treg beteiligt ist (12). Treg exprimieren Foxp3 konstitutiv.
Obgleich Foxp3 im murinen System ein spezifischer Treg-Transkriptionsfaktor ist, wird Foxp3 im
humanen System auch in aktivierten T-Effektorzellen transient hochreguliert. Da die Foxp3
Expression im humanen System nicht Treg-spezifisch ist, wurden humane Treg in der
vorliegenden  Dissertation  durchflusszytometrisch  anhand der  Markerkombination
CD4*CD25*CD127"°"Foxp3* charakterisiert (11,13).
Treg vermitteln unter anderem Zellkontakt-abhangig suppressive Effekte durch das Checkpoint
Molekil CTLA-4 (zytotoxische T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4). CTLA-4* Treg binden
kompetitiv an die Ko-Stimulatoren CD80/CD86 auf APC und hemmen dadurch die T-
Zellaktivierung. Zudem wurden starke suppressive Eigenschaften fir HLA-DR (Humanes
Leukozyten Antigen-DR Isotyp)" Treg nachgewiesen (14). Treg binden weiterhin mit hoher
Affinitdt Gber CD25 (IL-2Ra) kompetitiv das Zytokin IL-2, welches normalerweise die T-
Zellproliferation unterstitzt und so nicht mehr zur Verfligung steht (15).
Die immunsuppressiven Zytokine TGF-1, IL-10 und IL-35 setzen die Aktivitdt der DC und T-
Effektorzellen herab, indem die Produktion proinflammtorischer Zytokine wie z. B. TNF-a und
IFN-y in T-Zellen gehemmt wird (16). So modulieren Treg durch IL-10 die Differenzierung der
DC durch Inhibition des T-Zell-stimulierenden Zytokins IL-12 (17). Dadurch wird die Expression
ko-stimulierender Checkpoint Molekile (wie CD80, CD86) sowie des MHC:Peptid-Komplexes
auf DC gesenkt. Die Kapazitat der APC T-Zellen zu aktivieren nimmt ab.
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Das Zytokin TGF-B1 hemmt die Expression proinflammatorischer Zytokine in T-Zellen, die T-
Zellproliferation, die zytotoxische Kapazitat CD8* T-Effektorzellen und induziert Foxp3* Treg
(18). Treg produzieren TGF-B1 in einer inaktiven, latenten Form, in welcher das TGF-3-Peptid
an ein Latenz-assoziiertes Peptid (LAP) gebunden ist. Aktivierte Treg exprimieren nicht nur
latentes TGF-B1, sondern auch dessen Rezeptor, GARP (Glykoprotein-A repetitions
predominant) (19). GARP-gebundenes latentes TGF-f1 (mLTGF-B) wird in Vesikeln zur
Zellmembran transportiert und auf der Zelloberflache exprimiert. Das inaktive mLTGF-f wird
durch z. B. Matrix-Metalloproteasen (MPP) proteolytisch in LAP und das aktive TGF-p1
gespalten (20).

Maligne Erkrankungen nutzen die suppressiven Mechanismen mit Hilfe des Tumormikromilieus
(TME, engl. tumor microenvironment) aus, indem Foxp3 T-Zellen zu Foxp3* Treg (iTreg)
konvertiert werden, um die Tumor-Antigen-spezifische T-Zellproliferation zu unterdriicken. Im
Kontrast dazu liegt in Autoimmunerkrankungen wie die Psoriasis ein Mangel funktioneller Treg

Vor.

1.1.4. Myeloide Suppressorzellen

MDSC sind eine heterogene myeloide Zellpopulation mit immunsuppressiven Eigenschaften und
hoher phanotypischer Plastizitdt, die in der Myelopoiesis unter pathophysiologischen
Bedingungen aus unreifen myeloiden Zellen (IMC) entstehen. (21).

Die Entwicklung myeloider Zellen wie z. B. Monozyten, DC und Neutrophilen beginnt im
Knochenmark. Dort entstehen aus Hamatopoetischen Vorlauferzellen (HPC, engl.
haematopoietic progenitor cell) zunachst myeloide Vorlauferzellen (CMP, engl. common myeloid
progenitor) und schliefdlich Granulozyten-Monozyten-Vorlauferzellen (GMP, engl. granulocyte-
monocyte progenitor), welche allgemein als unreife myeloide (IMC) bezeichnet werden (22).
Unter physiologischen Bedingungen differenzieren IMC mittels der Wachstumsfaktoren GM-CSF
und G-CSF Uber Monozyten-DC-Vorlauferzellen (MDP) zu Monozyten. Unter GM-CSF und M-
CSF differenzieren IMC Uber Myeloblasten (MB) zu Neutrophilen Vorlduferzellen. Monozyten
und Neutrophile Vorlauferzellen gehen in die Blutbahn Gber und differenzieren im Gewebe Uber
GMC-SF, M-CSF bzw. G-CSF zu DC und Makrophagen bzw. zu Neutrophilen aus.

Eine Infektion, ein Trauma, eine Autoimmunerkrankung oder ein Tumor filhren zu einem
Abfall/Ab der myeloiden Zellen im peripheren Blut. Wahrend der daraus resultierenden
verstarkten ,Notfall“-Myelopoiesis gehen vermehrt IMC in die Blutbahn Uber. Die oben
genannten Erkrankungen foérdern die Bildung eines chronisch-entziindlichen Milieus, in dem
Uber Wachstumsfaktoren wie G-CSF, M-CSF und insbesondere GM-CSF und VEGF sowie
inflammatorische Zytokine wie 1I-6, IL-10, IL-1B und PGE2 und Chemokine wie CCL-2 und CCL-
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5 anhaltend, schwache Aktivierungssignale an die umliegenden Immunzellen abgegeben
werden. Im Kontrast dazu erfolgt die klassische Aktivierung myeloider Zellen Uber starke,
kurzweilige Aktivierungssignale. Unter pathologischen Bedingungen differenzieren MDP bzw.
MB unter den oben genannten Faktoren zu M-MDSC und E-MDSC bzw. PMN-MDSC aus (Abb.
2). Die Namensgebung der MDSC orientierte sich an ihrer Morphologie und ihrer Funktion. So
werden mononukledre (M), den Monozyten dhnelnde M-MDSC und polymorphonukleare (PMN),
den Neutrophilen Granulozyten dhnelnde PMN-MDSC unterschieden (22)(23). Eine besonders
heterogene Population mit einem unreifen, den IMC ahnelnden Phanotyp und koloniebildende
Eigenschaften bilden die friihen (engl. early (E)) E-MDSC (24) (25).

Da MDSC morphologische und phanotypische Merkmale der namensgebenden Zellen besitzen,
sind die Oberflachenmolekiile zur Identifizierung der MDSC-Subpopulationen Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussion (24). In Anlehnung an Mandruzzato et al. wurden hier drei grof3e
MDSC-Subpopulationen durchflusszytometrisch identifiziert (26): CD15CD14*CD33"s"HLA-
DR M-MDSC, CD15*CD33* PMN-MDSC und HLA-DR"°*CD11b*CD33* E-MDSC.

Myeloide
g Vorlauferzelle

_isw r’/xﬂ Hamatopoetische l
‘ B

Stammzelle

Monozyten-DC- / /' ‘
Vorlduferzellen

Knochenmark
Peripherie ;---------2t——— ——% -3

®

Neutrgphile
Vorlduferzelle

Neutrophile
Granulozyten

Granulozyten-Monozyten-
Vorlauferzelle

| Myeloblast

PMN-MDSC

\\\\

N
Dendritische

Zelle Markophage

Abbildung 2 Die Entwicklung myeloider Suppressorzellen (MDSC).

Unter physiologischen Bedingungen entwickeln sich unreife myeloide Zellen in der Peripherie entsprechend der
gestrichelten Pfeile zu reifen DC, Makrophagen oder Neutrophilen Granunolzyten. Das chronisch entziindliche Milieu
eines Tumors verstarkt die Bildung unreifer myeloide Zellen (oranges Dreieck), induziert die Entstehung der MDSC
(durchgezogene Pfeile in der Peripherie) und hemmt die physiologische Myelopoiesis (rote Dreiecke). Die Abbildung
basiert auf Groth et al. (2019). Erstellt mit LES LABORATOIRES SERVIER, https://smart.servier.com. E-MDSC, engl.
early (frihe) MDSC; M-MDSC, mononukleare MDSC; MDSC, Myeloide Suppressorzellen; PMN-MDSC,
polymorphonukledre MDSC.
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MDSC besitzen vielfaltige immunsuppressive Mechanismen. So reduzieren sie NO-vermittelt die
Zelladhasion und Extravasation der T-Zellen ins Gewebe, rekrutieren Gber IL-10 und IFN-y bzw.
TNF-a immunsuppressive M2 Makrophagen und Treg und induzieren durch die Expression ko-
inhibitorischer Checkpoint Molekiile wie CTLA-4 und PD-L1 die T-Zell-Anergie und Apoptose.
Die T-Zell-Anergie und Apoptose wird durch reaktive Sauerstoff (ROS)- und Stickstoffspezies
(NOS) durch Nitrierung des TCR geférdert. MDSC senken die Expression des TCR auf T-Zellen
durch ROS, via Nitrierung durch NOS und (ber die Reduktion von L-Arginin und Cystin z. B.
durch das Arginase 1 (27).

MDSC wurden zum ersten Mal im TME beschrieben, in dem sie die adaptive Immunantwort
hemmen und dadurch die Tumorprogression und Metastasierung unterstiitzen (28). Seitdem
wurde ihre Rolle in physiologischen und pathologischen Umgebungen untersucht (21). In
Patienten mit z. B. Adipositas erhéhen MDSC die Insulin-Sensitivitat, induzieren via IL-10 einen
M2-Phanotyp in Makrophagen und hemmen die T-Zellproliferation mittels iNOS
(Stickstoffmonoxid-Synthase) (29). Wahrend einer Schwangerschaft férdern MDSC die
Immunha&mostase (Toleranz) zwischen Mutter und Kind und schiitzen das Neugeborene vor

Entziindungen (29).

1.2. Das maligne Melanom

1.2.1. Risikofaktoren, Pathogenese & Klassifikation

Das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs) ist die aggressivste und todlichste Form des
Hautkrebses. Die Pravalenz des malignen Melanoms ist unter anderem abhangig vom
Geschlecht und Alter. So sinkt die Inzidenzrate in Frauen ab dem 40. Lebensjahr; Manner
erkranken ab dem 75. Lebensjahr dagegen dreimal haufiger als Frauen (30). Patienten mit einer
erhéhten Zahl an Muttermalen (melanozytare Naevi), mit vorherigen Melanom-Erkrankungen
bzw. einer familiaren Pradisposition, starken Sonnenbranden, einer genetischen Mutation
(Mutation p16-Gen, CDK4), einem hellen Hauttyp (Typ 1 & 2) mit geringer Pigmentierung oder
blondem, rotem Haar besitzen ein héheres Risiko (31). Neben genetischen Risikofaktoren gibt
es auch Umweltfaktoren wie z. B. das UV-Licht, welches aufgrund der Sonneneinstrahlung
regional unterschiedlich ist. Der Effekt des UV-Lichts wird im Alltag (wie z. B. durch
Sonnenstudios, Sonnenbaden am Strand/Skiurlaub) zumeist unterschatzt und steht neben den
Vorsorgeuntersuchungen daher im Mittelpunkt der Praventionsmafnahmen, welche z. B. in der
Verwendung von Sonnencreme, dem Tragen langer, kérperbedeckender Kleidung und der
Meidung der Sonne bestehen kdnnen (32).

Eine wiederholt erhdhte UV-Einstrahlung fiihrt nicht nur zu Sonnenbranden, sondern kann durch

genotoxische Effekte in Melanozyten somatische Mutationen hervorrufen, die eine
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unkontrollierte Proliferation und so die Bildung eines Melanoms auslésen (33). Durch die
Stimulation mit UV-Licht exprimieren Keratinozyten das Melanozyten-stimulierende Hormon
(MSH). MSH bindet an den Melanokortin-Rezeptor 1 (MC1R) auf Melanozyten und stimuliert
deren Proliferation sowie die Bildung von Melanin (34).

Das Melanom besitzt mit 13,5 Mutationen pro Mega-Basenpaaren eine hohe
Tumormutationslast (35). Die Hauptmutationen betreffen Zellteilungs-regulierende Gene wie in
50 — 70 % bzw. 15 — 30 % der Melanome das B-RAF- (BRAF, v-Raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B) bzw. N-RAS-Protoonkogen (NRAS, neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog) sowie 10 — 15 % das Tumor-Suppressorgen (Anti-onkogen) Neurofibromin 1 (NF1)
(36,37). Weitere Mutationen betreffen Zellmetabolimus-regulierende Gene wie z. B. das Anti-
onkogen PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog) und das Proto-onkogen KIT (Rezeptor
Tyrosinkinase). Mutationen in TP53 (Tumorprotein p53) verhindern die Apoptose der Zellen und
fuhren zur unkontrollierten Zellteilung (CDKN2A, Cyclin-abhaniger Kinaseinhibitor-2A alias p16).
TERT-Genmutationen (Telomerase Reverse Transkriptase) erhdhen die Telomeraseaktivitat,
wodurch die Anzahl der naturlichen Zellteilungen Uberschritten werden kann (Hayflick Grenze)
(38). Die Mutationen flhren zu einer Hochregulationen des MAPK- sowie des (PI3K)/AKT-
Signalweges (39). Daher werden die Mutationen als Zielstrukturen der molekular-gerichteten
Therapien der RAS-/BRAF-/MEK-/mTOR-/PI3K- und AKT-Inhibitoren im Stadium IV genutzt.

Die Tumorklassifikation erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der S3-Leitlinien und basiert auf
Empfehlungen des AJCC (American Joint Commitee on Cancer) (32,40,41) (Abb. 3). Die
Behandlung des Melanoms orientiert sich an der Tumordicke (T), dem Lymphknotenbefall (Nodi
(N), regionare Lymphknotenmetastasen) und den Metastasen (M, Fernmetastasen) (Tab. 1). Die

T-Klassifikation des Primartumors bezieht neben dem wichtigsten Faktor, der Tumordicke nach

[ ST, S T e SO
Abbildung 3 Haut mit superfiziell spreitendem Melanom (SSM).
Anhand der ABCDE-Regel wird ein Pigmentmal entsprechend seiner unregelmafRigen Form (Asymmetrie),

Begrenzung und Farbe (Colour), seinem Durchmesser von mehr als 5 mm und seiner Erhabenheit als Melanom-
verdachtig eingestuft. Mit freundlicher Genehmigung von Andrea Tittenberg.
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Breslow (-Dicke), auch die Ulzeration und Mitoserate des Tumors ein. Die Anzahl der
metastatisch befallenen Lymphknoten sowie das Vorliegen von Intransit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatelliten-Metastasen bestimmt die N-Klassifikation. Die M-Klassifikation wird anhand des
Vorliegens, der Lokalisation der Fernmetastase und des LDH-Wertes bestimmt. Anhand der

TNM-Klassifikation wird das Melanom in klinische Stadien zur Behandlung unterteilt (32).

Tabelle 1 Klinische Einteilung der Stadien des malignen Melanoms gemaR AJCC 2016 / UICC 2016 (32).

Tumordicke des Regionare
Stadium | Primartumors (pT)- Lymphknotenmetastasen (N)-
Klassifikation Klassifikation

Fernmetastasen
(M)-Klassifikation

In-situ-Tumor (Tis) bis . I
Keine regionaren

| 1,0 —2,0 mm Tumor Keine (MO0)
ohne Ulzerationen (T2a) Lymphknotenmetastasen (NO)
1,0 — 2,0 mm Tumor mit
Ulzeration (T2b) bis Keine regionaren .

. > 4,0 mm Tumor mit Lymphknotenmetastasen (NO) Keine (MO)

Ulzeration (T4b)

Ein metastatisch befallener
Lymphknoten

oder

Intransit-, Satelliten- , + Mikro- Keine (MO0)
satelliten-Metastasen ohne
einen metastatisch befallenen
Lymphknoten (= N1)

Jede Tumordicke *

Il Ulzeration (Jedes T, Tis)

Fernmetastasen

v Jedes T Jedes N (M1)

1.2.2. Medikamentése Therapien im Tumorstadium IV
Die operative Entfernung des Tumors, der befallenen Lymphknoten und Metastasen ist das
Mittel der ersten Wahl (32). Konventionelle Chemotherapeutika (Dacarbazin, Bleomycin,
Cisplatin) und die Strahlentherapie zeigten im malignen Melanom eine geringere Effektivitat als
in anderen Tumoren. Seit 2011 sind zur Behandlung des fortgeschrittenen, nicht resektierbaren
Melanoms (Stadium [V) neue systemische Therapien wie Tyrosinkinase- und Checkpoint-
Inhibitoren auf dem Markt (42,43).

1.2.21. Signaltransduktions-Inhibitoren — BRAF- und MEK-Inhibitoren

Melanomzellen mit Mutationen im MAPK/ERK- und PI3K/Akt-Signalweg proliferieren verstarkt
(Abb. 4). Die Tyrosin-Kinasen des MAPK-Signalweges sind in 90 % der Melanome mutiert.

Signaltransduktions-Inhibitoren wie z. B. BRAF- (Vemurafenib, Dabrafenib) und MEK-Inhibitoren
(Cobimetinib, Trametinib) hemmen die Tyrosinkinasen BRAF und MEK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase) im MAPK-Signalweg. 80 — 90 % der BRAF-Mutationen sind Punktmutationen an

Codon 600, die zu einem Austausch der Aminosaure Valin durch Glutaminsaure fihren
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(BRAFVE0E Mutation). Seltener wird Valin gegen Lysin (5 — 12 %, V600K) bzw. Aspartamsaure
(=5 %, V600D) oder Arginin (< 5 %, V600R) ausgetauscht (38,44). Dabrafenib hemmt die Serin-
Threonin-(RAF)-Kinasen (wie z. B. B-RAF, C-RAF), wahrend Vemurafenib selektiv mutierte
BRAF-Kinasen, insbesondere  BRAFY6  Mutationen, hemmt. BRAFV80_mutierte
Melanomzelllinien proliferieren 50 % schwacher unter 0,016 — 1,131 uM Vemurafenib (ICsy,
mittlere inhibitorische Konzentration), wohingegen in Wildtyp-Melanomzelllinien eine 12-fach
héhere ICso von 12,06 — 14,32 uM Vemurafenib verzeichnet wird. Die Europaische
Arzneimittelagentur (EMA) lie3 Vemurafenib (Zelboraf®) 2012 zur Monotherapie und 2015 zur
Kombinationstherapie mit Cobimetinib (Cotellic®) beim nicht resektierbaren, metastasierten
BRAFV6%_mutierten Melanom zu (42)(45). Dabrafenib (Tafinlar®) wurde 2013 als Monotherapie
und Dabrafenib/Trametinib Kombinationstherapie zugelassen, welche als adjuvante Therapie
nach Entfernung eines Melanoms im Stadium Il gegeben wird.

Die MEK-Inhibitoren Trametinib und Cobimetinib werden oral eingenommen und hemmen
reversibel, selektiv und allosterisch die MEK 1 und 2. Der MEK-Inhibitor Trametinib (Mekinist®)
wurde 2014 zur Mono- und Trametinib/Dabrafenib Kombinationstherapie beim nicht

resektierbarem, metastasiertem BRAFV6%°-mutiertem Melanom zugelassen (46).

Wachstumsfaktor

—

Trametinib

Cobimetinib

: G
|_
N
" @
|
o

Proliferation
Proliferation Apoptose
Zellwachstum

Zytoplasma Aukleus WG, DNA
Abbildung 4 Der MAPK/ERK- und PI3K/AKT-Signalweg.

In Melanomen sind die Schlisselproteine der Signalwege mutiert, wodurch die Proliferation und das Zellwachstum
induziert wird. Erstellt mit LES LABORATOIRES SERVIER, https://smart.servier.com. AKT, Proteinkinase B; BRAF,
B-RAF Protookogen; ERK1/2, Extrazellular Signal-regulierte Kinasen; MEK1/2, Mitogen-aktivierte Proteinkinase 1/2;
mTOR, engl. mammalian Target of Rapamycin; NFkB, engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells; NRAS, NRAS Protoonkogen; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; PTEN, Phosphatase and Tensin homolog.
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Da Patienten in der Regel nach 6 Monaten eine Resistenz gegen die Monotherapie der Kinase-
Inhibitoren entwickeln (47—49), wahrend sie unter den Kombinationstherapien 12 Monate
Progressions-freie Uberleben und zu 70 % ansprechen (50), empfehlen die Leitlinien die

Verordnung der Kombinationstherapien.

1.2.2.2. Checkpoint-Inhibitoren

APC aktivieren T-Zellen in drei Schritten, indem sie einen MHC:TCR-Komplex und einen
Checkpoint Molekdl:Ligand-Komplexes bilden und T-Zellen durch Zytokine stimulieren (4). Ko-
stimulierende Checkpoint Molekil:Ligand-Komplexe (APC:T-Zelle z. B. CD80/86:CD28,
CD40:CD40L, OX40L:0X40) aktivieren T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung; ko-
inhibitorische  Checkpoint  Molekil:Ligand-Komplex (CD80/86:CTLA-4, PD-L1/L2:PD-1)
deaktivieren T-Zellen, regulieren die Homéostase und verhindern dadurch eine lberschielende
Immunantwort (51). T-Zellen regulieren ko-inhibitorische Checkpoint Molekiile als negative
Ruckkopplung einer T-Zellaktivierung hoch. Dagegen unterdricken Checkpoint Molekil-
exprimierende Tumorzellen die Proliferation der T-Effektorzellen.

Checkpoint-Inhibitoren sind monoklonale Antikérper und werden als Infusion verabreicht. In der
vorliegenden Dissertation wurden die gegen PD-1 (anti-programmiertes Zelltodprotein 1)
gerichteten Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab sowie der gegen CTLA-4
gerichtete Checkpoint-Inhibitor Ipilimumab untersucht. Die Checkpoint-Inhibitoren blocken die
ko-inhibitorischen Checkpoint Moleklle auf Tumorzellen und T-Zellen. Dadurch binden verstarkt
ko-stimulierende Checkpoint Molekiile der APC an Ligand-Komplexe der T-Zellen und aktivieren
die T-Effektorzellen zu einer langanhaltenden Proliferation. Zudem kdénnten anti-CTLA-4
Checkpoint-Inhibitoren via Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxitat (ADCC) oder Phagozytose
(ADCP) durch Makrophagen CTLA-4" immunsuppressive Treg depletieren (52)(53).

Mit Hilfe von rekombinanter DNA-Technologie bildet eine aus den Eierstécken des Chinesischen
Zwerghamsters (CHO-Zellen, chinese hamster ovary cells) geziichtete Zelllinie den vollstandig
humanen monoklonalen anti-CTLA-4 Antikérper Ipilimumab (Isotyp Immunglobulin G1k, IgG1k)
(43). Nivolumab ist ein humaner monoklonaler anti-PD-1 Antikérper vom 1gG4-Typ (54). 2011
bzw. 2015 lie die EMA Ipilimumab (Yervoy®) und Nivolumab (Opdivo®) als Monotherapie
sowie als Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie zur Behandlung des fortgeschrittenen
nicht resektierbaren oder metastasierten Melanoms zu.

Der Checkpoint-Inhibitor Pembrolizumab ist ein humanisierter anti-PD-1 Antikdrper (Isotyp
IgG4k), der zur Stabilisierung in der Fc-Region des Antikdrpers verdndert wurde (55).
Pembrolizumab (Keytruda®) wurde 2015 als Monotherapie eingefuhrt, um fortgeschrittene nicht

resektierbare oder metastasierte Melanome kurativ sowie Stadium Ill Melanome mit Beteiligung
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des Lymphknotens nach vollstandiger Entfernung adjuvant zu behandeln (55).

Laut den Leitlinien von 2018 ist im Stadium IV des malignen Melanoms eine Monotherapie mit
anti-PD-1 bzw. eine Kombinationstherapie aus anti-PD-1/-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitoren zu
verabreichen (32). 70 % der Patienten sprachen auf die Kinase-Inhibitor Monotherapie an,
wahrend nur 19 % (ORR, objective response rate), dafiir aber langanhaltend auf die Checkpoint-
Inhibitor Monotherapie ansprachen (56). In der CheckMate 067 Studie sprachen 58 % der
Patienten auf die Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie (57). 2017 und 2018 liel? die
EMA die ersten anti-PD-L1-Checkpoint-Inhibitoren Atezolizumab (Tecentrig®), Avelumab
(Bavencio®) und Durvalumab (Imfinzi®), welche den Checkpoint-Ligand PD-L1 auf APC und

Tumorzellen blocken, zu (58).

1.2.3. Tumorentstehung und Toleranz

Laut Thomas und Burnet Gberwacht das Immunsystem den Kérper und 16st bei der Entdeckung
von Tumor-Neoantigenen eine effektive Immunantwort aus, die Tumorzellen eliminiert, ohne
dass diese jemals diagnostiziert werden (Konzept der Immuniberwachung, 1950) (59). Das
aktuelle Konzept der Tumor-Immuneditierung beschreibt die Verdnderung des Tumors und die
daraus resultierende Tumortoleranz des Immunsystems in drei Phasen: (i) die Eliminierung
(engl. elimination), (ii) das Gleichgewicht (engl. equilibrium) und (iii) das Entkommen (engl.
escape) (60).

Die erste Phase beinhaltet das Konzept der Immuniiberwachung. Zytotoxische CD8" T-Zellen
werden durch Tumor-Neoantigen-prasentierende DC aktiviert, binden nach Eindringen in das
TME an Neoantigen-prasentierende Tumorzellen und lysieren diese gemeinsam mit NK-Zellen
durch Perforine und Granzyme.

Die zweite Phase beschreibt das Gleichgewicht zwischen der Immunantwort und der
Immuntoleranz. Durch den immunologischen Selektionsdruck Uberleben Tumorzellen, die
aufgrund epi-/genetischer Instabilitdt eine geringe TCR-Bindungskapazitdt der Neoantigene
(Antigenitat), eine geringere Immunogenitdt und mangelhafte Antigen-prozessierende
Eigenschaften aufweisen (61). So kann beta2-Mikroglobulin (B2M), ein Bestandteil des MHC-I in
Tumorzellen mutiert sein. Zytotoxische CD8* T-Zellen kénnen an den MHC-I auf B2ZM-mutierte
Tumorzellen nicht binden und diese lysieren (62,63). Mutationen der Janus Kinasen (JAK) 1 und
2 in Tumorzellen hemmen den IFN-y Signalweg und damit Neoantigenprasentation (63).
Patienten mit primaren und sekundaren Resistenzen unter Checkpoint-Inhibitor Therapie wiesen
Mutationen im IFN-Signalweg (Genkopie-, Genfunktionsverlust) auf (64). Eine aktivierende
STAT-1 Mutation in Tumorzellen aktiviert den IFN-y Signalweg anhaltend und reguliert ko-

inhibitorische Moleklle wie z. B. PD-L1 und IDO auf Tumorzellen hoch, um die Proliferation
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CD8" T-Effektorzellen zu hemmen (65).

Kippt das Gleichgewicht (Equilibrium) zu Gunsten der Tumortoleranz, wird die Tumorzelle vom
Immunsystem geduldet. Damit beginnt die dritte Phase der Tumor-Immuneditierung, das
unkontrollierte Tumorwachstum.

Mutationen in Tumorzell-intrinsischen Signalwegen sind eine ,angeborene” Tumorstrategie zur
Umgehung des Immunsystems, die zum Ausschluss der Immunzellen aus dem TME fiihrt (engl.
innate evasion). Die Aktivierung des WNT/B-Catenin-Signalweges senkt durch 3-Catenin die
CCL4-Expression und rekrutiert dadurch weniger Batf3 (CD103") DC in das TME (66). Dadurch
werden weniger T-Zellen im Tumor-drainierenden Lymphknoten aktiviert, was wiederum die
Einwanderung von T-Effektorzellen in den Tumor senkt. Funktionsverlustmutation des PTEN
Gens haben vielfaltige Effekt: Der PTEN-Funktionsverlust hemmt die Autophagie-Gene LC3I
und LC3Il und senkt dadurch die Fahigkeit der Tumorzellen Antigene zu prasentieren und APC
zu aktivieren, wodurch weniger Tumorantigen-spezifische T-Zellen gebildet und in das TME
rekrutiert werden (67). Ein PTEN-Verlust verstarkt via CCL2 die VEGF Expression, wodurch die
Angiogenese unterstutzt und der Fas-Ligand auf Tumorendothelzellen hochreguliert wird. Die
Bindung des Fas-Liganden an T-Zellen leitet die Apoptose ein. Zudem aktiviert ein PTEN-
Funktionsverlust den Zellteilung-induzierenden PI3K/Akt-Signalweg. Durch einen PTEN-
Funktionsverlust und Mutationen im MAPK/ERK-Signalweg durch NRAS/KRAS-, MEK-
Mutationen, BRAF Gen-Vervielfaltigung, BRAF Spleillvarianten erwerben Tumorzellen so
Resistenzen gegen BRAF-/MEK-Inhibitoren (68-70).

Extrinsische Mechanismen der Tumortoleranz begiinstigen durch Rekrutierung und Induktion
immunsuppressiver Immunzellen (MDSC, Treg, TAM) die Expression immunsuppressiver
Faktoren (IL-10, TGF-B, Galectin-1) durch Tumor- und Immunzellen. Die Hypoxie im TME
unterstitzt die Bildung von Th17/Treg-Zellen, senkt die NK-Zell Zytotoxizitdt und rekrutiert
MDSC, Treg und TAM. Diese produzieren durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1a (HIF-1a)
das Enzym Arginase 1. Arginase 1 baut die essentielle Aminosaure Arginin ab, reguliert so den
TCR auf T-Zellen herab und tragt dadurch zur Inaktivierung der T-Zellen bei.

Zusatzlich erschwert ein geringer Nahrstoffgehalt und pH-Wert die Funktion der Immunzellen.
Durch die starke Proliferation besitzen Tumorzellen einen hohen Grundumsatz. Um diesen zu
decken, stellen Tumorzellen dem Metabolismus von der oxidativen Phosphorylierung auf die
Glykolyse (Warburg-Effekt) um (71). Eine mangelhafte Durchblutung des Tumors flhrt zur
anaeroben Glykolyse. Durch die Spaltung von Pyruvat durch das Enzym Laktatdehydrogenase
(LDH) zu Laktat steigt die Laktat-Konzentration im TME an und senkt den pH-Wert.

In Patienten mit einer primaren Resistenz gegenlber Checkpoint-Inhibitor Therapien konnten

CD8* T-Effektorzellen nicht in das TME eindringen (72). Sekundare, erworbene Resistenzen
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werden auf Tumorzell-intrinsische adaptive Umgehungsstrategien zurickgefihrt (73). Durch
Kombinationstherapien soll die Entstehung von Toleranzmechanismen durch die Blockade

verschiedener, alternativer Signalwege verhindert bzw. herausgezdgert werden.

1.3. Die Psoriasis

1.3.1. Das Krankheitsbild der Psoriasis

Im Gegensatz zum malignen Melanom, welches die Immunantwort unterdriickt, liegt in der
Autoimmunerkrankung Psoriasis eine Uberregulation der Immunantwort vor. Die Psoriasis
(Schuppenflechte) ist eine chronisch wiederkehrende entziindliche Autoimmunerkrankung der
Haut, die schubweise verlauft (74). Als Systemerkrankung ist die Psoriasis mit einer Vielzahl von
Begleiterkrankungen wie z. B. den Herz-Kreislauf- und psychiatrischen Erkrankungen sowie
Gelenkbeteiligungen (Psoriasis arthritis, PsA) assoziiert. In Deutschland litten 2005 2 — 2,5 %
der Bevdlkerung an Psoriasis (75).

Die Psoriasis wird entsprechend ihres Krankheitsbeginns (Typ I, II) und ihres klinischen
Erscheinungsbildes klassifiziert. Eine Manifestation vor dem 40. Lebensjahr (Typ |) wird durch
eine genetische Pradisposition beglinstigt und betrifft Gene, welche unter anderem die
Antigenprasentation (HLA-Cw6, PSORS1 Gene) und Mechanismen der Entziindung kodieren.
Eine Manifestation nach dem 40. Lebensjahr wird als Typ Il bezeichnet. Im Gegensatz zum Typ
Il weildt der Typ | eine schwerere, haufig wiederkehrende Verlaufsform auf (76). Entsprechend
dem Erscheinungsbild sollen beispielhaft die Psoriasis vulgaris, pustulosa, arthritis sowie
Nagelpsoriasis beschrieben werden. Die Psoriasis vulgaris (allg. Psoriasis, Plaque-Psoriasis) ist
mit 90 % die haufigste Form der Psoriasis (Abb. 5). Sie zeichnet sich durch scharf abgegrenzte,
rétliche, erhabene, juckende Hautstellen mit weil3en, silbrigen Schuppen (Plaque) aus, die eine
unregelmafRige Form und GroRRe besitzen werden. Die Psoriasis vulgaris befallt primar den Kopf,

den Rumpf und die Extremitatenstreckseiten (wie z. B. Ellenbogen und Knie) (77).

Abbildung 5 Psoriasis-Plaque.

Mit freundlicher Genehmigung von Joanna Wegner.



15 | Einleitung

Die Psoriasis pustulosa ist eine seltene Form der Psoriasis (Pravalenz: 1 — 9 Patienten in 1
Million) und zeichnet sich durch triibe mit Eiter geflillte, nicht infektiose Blaschen (Pusteln) aus
(77). Die Pusteln kénnen einzeln oder ineinanderflieRend am Korper verstreut sowie an den
Handen und FuRen (Typ Zumbusch) oder lokal begrenzt (Typ Kdnigsbeck-Barber) auftreten.

Die Psoriasis arthritis (PsA) ist eine psoriatrische Entzindung der Gelenke und/oder Wirbel.
2012 wurde fur die PsA in Deutschland eine Pravalenz von 2,1 — 2,5 (pro 1000) ermittelt (78).
PsA tritt in bis zu 40 % der Psoriasis-Patienten auf. 80 % der PsA-Patienten und mehr als 50 %
der Psoriasis-Patienten weisen zudem einen Befall der Nagel auf (77). In nur 5 — 10 % der Falle
tritt die Nagelpsoriasis als alleinstehendes Symptom auf. Entziindungen des Nagelbettes
zeichnen sich durch gelbliche, leicht durchsichtige Flecken (Olflecken), Nagelablésung
(Onycholyse), braunliche Streifen (Splitterblutungen) und subunguale Hyperkeratose aus.
Veranderungen der Nagelmatrix treten als Stecknadel groRe Lécher (Tupfelnagel), weille
Verfarbungen (Leukonychie), Entzindungen des Nagelméndchens (Lunulaerythem) und
deformierte Nagel (Onychodystrophie) auf.

Die Pathogenese der Psoriasis ist abhangig von der Form der Psoriasis (79,80) (Abb. 6). Im
Folgenden werden die Hauptmechanismen der Psoriasis vulgaris beschrieben (77). Die
psoriatrische Haut weist eine VergroRerung der Epidermis (Stachelzellschicht) und eine
Einwanderung von Immunzellen (wie z. B. DC, Makrophagen, T-Zellen, Naturliche Killerzellen)
auf. DC werden durch Autoantigene wie z. B. LL37 und antimikrobielle Proteine (AMP) wie z. B.
B-Defensine und S100 Proteine aktiviert. Beschadigte hornbildende Zellen der Epidermis, die
Keratinozyten, setzen AMP und proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a) und
Chemokine frei und unterstiitzen die Bildung des entziindlichen Milieus der Psoriasis. Dies
begiinstigt die Differenzierung der Treg zu Th17/Treg Zellen. Yang et al. zeigten, dass IL-6 allein
bzw. in Kombination mit IL-1, IL-21 oder IL-23 die STAT3 Phosphorylierung (pSTAT3), die
Transkription von RORyt und die Th17 Differenzierung induzierten (121). Der
Transkriptionsfaktor STAT3 blockt den Treg Transkriptionsfaktor Foxp3, wodurch d Treg
und/oder die suppressive Kapazitat gesenkt werden kann (122,123). Komplexe aus LL37 und
DNA (Desoxyribonukleinsdure) bzw. RNA (Ribonukleinsdure) induzieren Uber die Toll-like
Rezeptoren (TLR)-9 und -7 in plasmazytoiden DC (pDC) die IFN Typ 1 Bildung und die
Ausreifung unreifer DC.

Reife DC modulieren durch TNF-a, IL-12 und IL-23 die Differenzierung der Th1- und Th17-
Zellen und férdern dadurch die Hyperproliferation der T-Zellen. T-Zellen aktivieren Keratinozyten

durch proinflammatorischen Zytokine wie z. B. IL-17, IL-21, IL-22 und IFN-y zur Proliferation.
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Abbildung 6 Die Pathogenese der Psoriasis.

Triggerfaktoren wie z. B. ein Trauma aktivieren dendritische Zellen, fihren zur Einwanderung von Immunzellen in die
Epidermis und Dervis und erhalten die Keratinozyten-Hyperproliferation tber die Zytokine IL-17/IL-23 aufrecht. Erstellt
mit LES LABORATOIRES SERVIER, https://smart.servier.com. AMP, anti-mikrobielle Proteine; CXCL, CXC-Motiv-
Chemokin; DNA, Desoxyribonukleinsaure; IFN, Interferon; iNOS, induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase; NK-Zelle,
Naturliche Killerzelle; pDC, plasmazytoide DC; Tc, zytotoxische T-Zelle; TNF, Tumornekrosefaktor.

Die Psoriasis kann durch Umweltfaktoren wie z. B. Stress, ein schwaches Immunsystem (AIDS,
acquired immune deficiency syndrome), hormonelle Veranderungen (wie z. B. Wechseljahre,
Menstruation), Medikamente (wie z. B. B-Blocker) sowie Reizungen der Haut durch
Verletzungen ausgeldst werden (81). Der Schweregrad der Psoriasis wird klinisch durch den
Psoriasis Area and Severity Index (PASI) mit einer Punktzahl 0 bis 72 ermittelt (82). Der PASI
berechnet sich aus der betroffenen Koérperflache (BSA, engl. body surface area) des Rumpfes,
der Arme, der Beine und des Kopfes und der Symptomstarke der Roétung, Dicke sowie
Schuppung der Plaque. Studien werten eine Reduktion des PASI um 75 % als

Therapieansprechen.

1.3.2. Systemische und topische Therapie der Psoriasis
Die Therapie der Psoriasis richtet sich nach dem Schweregrad der Erkrankung (PASI), der
Lebensqualitdt der Patienten (DLQI, Dermatologischer-Lebensqualitats-Index) und den
Begleiterkrankungen (wie z. B. PsA oder chronisch entziindliche Darmerkrankungen) (82).

Leichte und mittelschwere Formen der Psoriasis werden topisch mit Dithranol, Glukokortikoiden,
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Vitamin-D3-Derivaten und Phototherapie behandelt. Schuppen kénnen durch Salben mit einem
hohen Anteil an Harnstoff und Salicylsaure entfernt werden.

Mittelschwere bis schwere Erkrankungen werden mit einer Photo- und systemischen Therapie
behandelt. In der systemischen Therapie der Psoriasis werden kleine Molekile als
Immunsuppressiva und Biologika eingesetzt. In der vorliegenden Dissertation wurden Patienten
mit den Biologika-Primartherapien Secukinumab und Adalimumab sowie den Sekundartherapien
Ustekinumab und Etanercept behandelt. Biologika werden im Unterschied zu Immunsuppressiva
nicht oral, sondern subkutan angewendet und blocken ein spezifisches Zielprotein (z. B. ein
Zytokin). Secukinumab (Cosentyx®) und Ustekinumab (Stelara®) sind humane monoklonale
Antikbrper vom IgG1k-Typ, die an das Zytokin IL-17A (Secukinumab) bzw. an die p40
Untereinheit der Zytokine IL-12 und IL-23 (Ustekinumab) binden (74). So wird der in der
Psoriasis pathologisch aktivierte IL-23/Th17/IL-17-Signalweg gehemmt (77).

Der humane monoklonale Antikérper Adalimumab (Humira®) und das Rezeptorfusionsprotein
Etanercept (Enbrel®) binden das proinflammatorische Zytokin TNF-a. Etanercept ist ein dimeres
Fusionsproteins aus der extrazelluldaren Ligandenbindungsdomame p75 des humanen
Tumornekrosefaktor-2 (TNFR2/p75) und der Fc-Domane eines humanen IgG1 Antikdrpers (74).
Die vorgestellten Biologika werden sowohl in der Psoriasis vulgaris als auch in der Psoriasis
arthritis eingesetzt.

Die untersuchten Patienten erhielten die Immunsuppressiva-Primartherapien Methotrexat
(MTX), Cyclosporin A (CsA), Fumarat (Dimethylfumarat (DMF), Monoethylfumarat (MEF)) oder
die Sekundartherapie Apremilast. Die Wirkmechanismen der Medikamente sollen im Folgenden
kurz vorgestellt werden.

Das Folsdure-Analogon MTX blockt durch die Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase die
Thymidin- und Purin-Biosynthese. MTX unterbindet dadurch die DNA-Synthese und flhrt zur
Apoptose der hyperproliferierenden T-Zellen. Der Calcineurin-Inhibitor CsA erschwert durch die
Reduktion des Zytokins IL-2 die T-Zellaktivierung (77). Fir DMF (Fumaderm®) und seinen
Metabolit MEF werden zwei Wirkmechanismen diskutiert. Zum einen wird durch
Wechselwirkungen mit intrazellularem Glutathion die Translokation des Transkriptionsfaktors
NFkB in den Zellkern verhindert, wodurch die Transkription proinflammatorischer AMPs und
Zytokine gesenkt wird. Zum anderen zeigt DMF einen Phanotyp-modulierenden Effekt:
Proinflammatorische Th1- und Th17-Zellen entwickeln einen antiinflammatorischen Th2-
Phanotyp (83). Der Phosphodiesterase-4 (PDE-4)-Hemmer Apremilast (Otezla®) erhdht
intrazellular das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP). cAMP behindert die Entwicklung
des proinflammatorischen Milieus der Psoriasis, indem es die Expression der Zytokine IL-17, IL-

23 und TNF-a senkt und die Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 férdert.
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In Studien werden unter anderem neue mAbs (alL-17/IL23), der Adenosin-A3-Rezeptor-Inhibitor
Piclidenoson®, der Neurokinin-1 Rezeptor-Antagonist Serlopitant® sowie RORyT-Inhibitoren
untersucht (77).

1.4. Zielsetzung

Dem malignen Melanom und der Autoimmunerkrankung Psoriasis ist ein chronisches,
entzindliches Milieu gemein. Das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und regulierenden
Immunzellen, die Immun-Homdostase, ist im Tumor hinsichtlich der regulierenden Immunzellen
beeinflusst, bei der Psoriasis zu Gunsten der aktivierenden Immunzellen.

Tumorzellen hemmen die Differenzierung, Proliferation und Funktion der T-Effektorzellen durch
immunsuppressive Immunzellen wie z. B. Treg, MDSC und TAM und antiinflammatorischer
Zytokine. Infolgedessen proliferieren Tumorzellen unkontrolliert.

Im Gegensatz dazu steht in der Psoriasis eine Uberschiefende autoimmun-vermittelte
Immunantwort in Form einer T-Zellhyperproliferation den funktionell beeintrachtigten
regulatorischen Treg und Th17/Treg gegeniber.

Das Therapieziel ist bei beiden Erkrankungen die Herstellung der Immun-Homdostase. Dazu
hemmen BRAF-/MEK-Inhibitoren im malignen Melanom die mutierten Signalwege, welche zur
unkontrollierten Tumorzellproliferation flhren. Checkpoint-Inhibitoren unterstiitzen die adaptive
Immunantwort der T-Zellen und depletieren immunsuppressive Treg. Bei der Psoriasis-Therapie
hemmt die T-Zellhyperproliferation durch Transkription und Produktion proinflammatorischer
Zytokine.

Therapien verursachen unerwiinschte Ereignisse (UE, engl. AE) und Arzneimittelwirkungen
(UAW, engl. ADR). So hemmen z. B. MEK-Inhibitoren nicht nur die Proliferation der
Tumorzellen, sondern auch die der schnell proliferierenden gesunden Zellen. Die Untersuchung
der Effekte der BRAF-/MEK- und Checkpoint-Inhibitoren ist von besonderem Interesse, da
schwere, immunologisch-bedingte unerwiinschte Ereignisse (IRAE) Therapieabbriiche
erforderlich machen. Zudem ist ein Therapieversagen mit reduzierter Lebensqualitat und
Gesamtuberleben verbunden und verursacht unnétige Kosten. Eine potentielle Verstarkung der
UAW bei Kombinationstherapien aus BRAF-/MEK- und Checkpoint-Inhibitoren ist umso
wichtiger geworden, da die aktuellen Leitlinien zur Therapie des malignen Melanoms diese
Kombinationstherapien empfehlen (32).

Ein starkes, funktionierendes Immunsystem sowie ein Tumor mit starker T-Zellinfiltration
beglnstigen ein Ansprechen auf eine Checkpoint-Inhibitor Therapie (84). Derzeit gibt es fir die
Checkpoint-Inhibitor Therapie jedoch keine pradiktiven bzw. prognostischen Biomarker (85). Im

Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte daher untersucht werden, welche Effekte die
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genannten Therapien im malignen Melanom sowie in der Psoriasis auf verschiedene

Immunzellen zeigen. Die Fragestellungen wurden anhand von drei Themenfeldern untersucht:

()] Zur Untersuchung von pradiktiven zelluldren Biomarkern im peripheren Blut von
Melanompatienten unter Checkpoint-Inhibitor Therapie wurden vor sowie 1 bis 3 Wochen nach
Therapiebeginn der Prozentsatz und die funktionelle Kapazitat der Immunzellen
durchflusszytometrisch ermittelt und verglichen. Molekulare Biomarker im peripheren Blut
wurden routinemaRig in der klinischen Chemie bestimmt, im Plasma via nanoUPLC (engl.
nanoflow ultra-performance liquid chromatography) und UDMSE (engl. Ultra-definition tandem
mass spectrometry (E)) identifiziert und via ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

validiert.

()} Um die Effekte von BRAF-/MEK-Inhibitoren auf Tumorantigen-prasentierende Zellen, wie
beispielsweise dendritischer Zellen (DC) zu untersuchen, wurde der Phanotyp und die Funktion

in vitro behandelter DC durchflusszytometrisch, kolorimetrisch und via RT-qPCR gemessen.

(1 Bei der Behandlung von Patienten mit Psoriasis wird ein Therapieansprechen unter
anderem durch eine Reduktion des PASI bestimmt. Um den Zusammenhang des PASI unter
topischer und systemischer Therapie mit dem Prozentsatz und der funktionellen Kapazitat der
regulatorischen Immunzellen zu untersuchen, wurden MDSC und Treg im peripheren Blut von

Psoriasis-Patienten durchflusszytometrisch gemessen.



2. Material und Methoden
2.1. Materialien

2.1.1. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien und sonstige Materialien.
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Produktname

Katalognummer

Hersteller

96-well Mikrotiter-Rundbodenplatten

650101

ThermoFisher Scientific (Greiner
Bio-One™), Waltham (MA, USA)

Ampliseal Verschlussfolie fur gPCR

676040

ThermoFisher Scientific (Greiner
Bio-One™), Waltham (MA, USA)

CELLSTAR® Zentrifugenréhrchen
15 ml, 50 ml

227261, 188261

Greiner Bio-One, Kremsmunster
(AU)

Combi-Stopper Verschlusskonen, rot 4495101 Braun, Melsungen (DE)

Costar® 6-well Kulturplatte . .

(zellkulturbehandelt, steril) 3506 Corning, Coming (NY, USA)

Corning® 96-well durchsichtige

Flachbodenplatte Polystyrene (PS) mit | 3598 Corning, Corning (NY, USA)

Deckel (zellkulturbehandelt, steril)

Corning® 100 mm Kulturschale . .

(zellkulturbehandelt) 430167 Corning, Corning (NY, USA)

Faﬂlcon® 5 mL Rundboden Polystyren 352008 Corning, Corning (NY, USA)

Réhrchen

MACS LS Zellseparations-Saule 130-042-401 Miltenyi, Bergisch Gladbach (DE)

MACS MultiStand 130-042-303 Miltenyi, Bergisch Gladbach (DE)
. ThermoFisher Scientific (Thermo

™
Nunc™ Kryorohrchen 377267 Scientific™), Waltham (MA, USA)
ThermFisher Scientific
Nunc MaxiSorp™ Flachbodenplatte 44-2404-21 (Invitrogen™), Waltham (MA,
USA)

Omn|f|x_® Einmalspritzen, Luer 20 ml, 4616200V Braun, Melsungen (DE)

exzentrisch

Parafilm M 10cm/75m 291-1212 vwr, Lutterworth (UK)

Polyesterfolie, nicht steril 391-1250 vwr, Lutterworth (UK)

QuadroMACS Zellseparator 130-090-976 Miltenyi, Bergisch Gladbach (DE)

Reagiergefald 0,5 ml SafeSeal 72.704.400 Sarstedt, Nimbrecht (DE)

Reagiergefald 1,5 ml SafeSeal 72.706 Sarstedt, Nimbrecht (DE)

S-Monovette® 7,5 ml, Lithium-Heparin | 01.1604 Sarstedt, Nimbrecht (DE)

. . ThermoFisher Scientific (Greiner
Sapphire Mikroplatten 96-well 652260 Bio-One™), Waltham (MA, USA)
Zahlkammern, Neubauer, Improved, .
hell-linig, BLAUBRAND® 717810 Brand, Wertheim (DE)

2
Zellkulturflasche 75 cm 90076 TPP, Trasadingen (CH)

(Filterschraubkappe)




2.1.2. Chemikalien, Sets, Medien & Puffer

Tabelle 3 Chemikalien.
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Produktname

Katalognummer

Hersteller

3,3,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB)

T2885

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt
(DE)

Albumin, Bovines Serum, Fraktion V,

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt

RIA und ELISA Grad (BSA) 126593 (DE)
Ampuwa® Plastipur® 1088813 osents gﬁ;ggb‘ﬁ;"{ggd
BIOCOLL Dichte 1,077 g/ml, isotonisch | L 6113 ?E')eé;“k (Biochrom), Darmstadit
Dimethylsulfoxid (DMSO) D2650 ?gegk (Sigma-Aldrich), Darmstadt
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO, X 2 H,0) T877.2 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
EDTA Lsung pH 8,0 (0,5 M) A3145 ,(A[?E;lChem GmbH, Darmstadt
Ethanol 70 % vergallt T9131 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
Ethanol 100 %, unvergallt P075.3 Carl Roth, Karlsruhe (DE)

, , ThermoFisher Scientific
Fotales Kalberserum (FBS) 10270106 (Gibco™), Waltham (MA, USA)
ROTI® Cell Glutamin-Lésung 9183.1 Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Human-Albumin 20 % Behring (HSA),
salzarm Infusionslésung (200 g/1)

00504775 (PZN)

CSL Behring GmbH, Marburg
(DE)

Isopropylalkohol DAB

7474907 (PZN)

Hedinger, Stuttgart (DE)

Natriumchlorid (NaCl) 2 99,5 %, p. a.,
ACS, ISO

3957.2

Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Natriumdihydrogenphsphat = Dihydrat

(NaH,PO, x 2 H,0) 99 %, p. a. T879.1 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
85 % ortho-Phosphorsdure (H3sPO4) 6366.1 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) | P1585-1MG Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt

(DE)

Privigen® 100 mg/ml

01711559 (PZN)

CSL Behring GmbH, Marburg
(DE)

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt

Trypanblau Lésung 0,4 % T8154 (DE)

Tween® 20 Ph.Eur. 9127.1 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
Wasserstoffperoxid 30 % Ph.Eur. 9681.4 Carl Roth, Karlsruhe (DE)
Zitronensaure = 99,5 %, Ph.Eur. 6490.3 Carl Roth, Karlsruhe (DE)

Tabelle 4 Sets.

Produktname

Katalognummer

Hersteller

BD Cytometric Bead Array (CBA)
Humane inflammatorische Zytokine

551811

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes (NJ, USA)

FLICA 660 in vitro Caspase-1
Detektionsset

9122

ImmunoChemistry Technologies,
Bloomington (MN, USA)

Human Afamin DuoSet ELISA

DY8065-05

R&D Systems, Minneapolis (MN,
USA)
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Human Serpin F1/PEDF DuoSet ELISA | DY1177-05 ng)sy“ems’ Minneapolis (MN,
. . Becton, Dickinson and Company,
PE Annexin V Apoptose Detektion Set | | 559763 Franklin Lakes (NJ, USA)
Tabelle 5 Kommerziell erworbene Medien & Puffersets.
Produktname Katalognummer | Hersteller
BD Fixierungs/ Permeabilisierungs- 554715 Becton, Dickinson and Company,
Lésungs Set mit BD GolgiStop™ Franklin Lakes (NJ, USA)
Dulbecco’s phosphatgepufferte .
Salzlésung (DPBS) D8537 Merck (Sigma), Darmstadt (DE)
eBioscience™ Foxp3 / ThermoFisher Scientific
- 3/ 00-5523-00 (Invitrogen™), Waltham (MA,
Transkriptionsfaktor Farbepuffer Set USA)
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium |, 25 Lonza, Basel (CH)
(IMDM)
. ThermoFisher Scientific
RPMI 1640 Medium 21870076 (Gibco™), Waltham (MA, USA)
RPMI 1640 Medium (ohne Glutamin, 32404014 ThermoFisher Scientific
Phenolrot) (Gibco™), Waltham (MA, USA)
X-Vivo™ 15 BE02-060F Lonza, Walkersville (MD, USA)
Tabelle 6 Selbst angesetzte Puffer.
Puffer Zusammensetzung
PBS (1x PBS) 100 ml 10 x PBS + 900 ml Ampuwa® Plastipur® (pH 7,2)
10 x PBS 409 g NaCl (1,4 M) + 78 g NaH2PO4 x 2 H20 (0,1 M) ad 5 |
Ampuwa® Plastipur® (pH 6,6 mit 50 % NaOH)
Einfriermedium 2 ml DMSO + 8 ml HSA 20 %
) 11PBS + 25 ml HSA 20 % (0,5 %) + 2 ml 0,5 M EDTA Lésung
FACS-Puffer oH 8 (1mM) + 100 pl 100 mg/ml Privigen (10 ug/mi)
MACS-Puffer 11 1x PBS+ 6 ml 0,5 M EDTA Lésung pH 8 (3 mM) + 25 ml

HSA 20 % (0,5 %)

PBS-EDTA Puffer

2ml0,5MEDTA Lésung (pH 8,0) (1 mM) + 1 11x PBS

Tabelle 7 ELISA Stammlésungen und Puffer .

Puffer

Zusammensetzung

di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat (0,2 M)

35,598 g NaHPO4 x 2 H20 ad 1 | Ampuwa® Plastipur®

Phosphat-Citrat-Puffer
(0,05 M; pH 5)

25,7 ml 0,2 M Na;HPO4 x 2 H,O + 24,3 ml 0,1 M Zitronensaure
+ 50 ml Ampuwa® Plastipur ®

TMB Substratlésung

1 ml TMB-Stammldsung (1 mg/ml) + 9 ml 0,05 M Phosphat-
Citrat-Puffer (pH 5)

TMB Stammldsung (1 mg/ml)

10 mg TMB + 10 ml DMSO

TMB Stoppldsung
(1 M HszPOs)

61, 66 ml 85 % ortho-Phosphorsaure + 938,34 ml Ampuwa®
Plastipur®

Verdinnungs-/
Blockierungspuffer

1% BSA (ELISA Qualitat) in 1 x PBS pH 7,2

Waschpuffer

0,05 %V/V Tween® 20 in PBS pH 7,2

Zitronensaure (0,1 M)

19,313 g Zitronensaure ad 1 | Ampuwa® Plastipur®




2.1.3. Arzneimittel & Zytokine

Tabelle 8 Experimentell verwendete Arzneimittel.
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Produktname

Katalognummer

Hersteller

Cobimetinib (GDC-0973)

S8041

Selleck Chemicals, Houston (TX, USA)

Dabrafenib (GSK2118436) | S2807 Selleck Chemicals, Houston (TX, USA)
gfi%?)ﬂg}'r“n%”“m'z‘r’ooo' 03029843 (PZN) Ratiopharm, Ulm (DE)

Trametinib (GSK1120212) | S2673 Selleck Chemicals, Houston (TX, USA)
Vemurafenib (PLX4032) S1267 Selleck Chemicals, Houston (TX, USA)

Tabelle 9 Zytokine.

Produktname Katalognummer Hersteller

rh IL-1 for preclinical ex 1411-010 Cellgenix, Freiburg (DE)

vivo use

rh IL-4 1134004550 ImmunoTools, Friesoythe (DE)
rh IL-6 11340064 ImmunoTools, Friesoythe (DE)
Humanes TNF-q, 130-094-022 Miltenyi, Bergisch Gladbach (DE)

Premiumgrad

Leukine® Sargramostim
(GM-CSF)

0024-5843-05 (NDC)

Sanofi, Bridgewater (NJ, USA)

PROLEUKIN® S (IL-2)

02238131 (PZN)

Novartis, Basel (CH)

Prostaglandin E; (PGE2)

14010

Cayman Chemical, Ann Arbor, (MI, USA)

2.1.4. Antikorper & MikroBeads

Sofern nicht anders angezeigt, war die Reaktivitat der verwendeten Antikérper und MikroBeads

anti-human.

Tabelle 10 Primare Antikorper zur Durchflusszytometrie oder Zellstimulation.

Spezifitit | Fluorophor | Kion }';"';t";:“ Dilution | Katalognr. | Hersteller

CD3 unkonjugiert | OKT3 :\32“22 "« | 05 ugmi | BEOOO1-2 (B,\il‘a‘,cﬁ”ép'\-)ebanon

CD80 unkonjugiert | 2D10 :\ggﬂsK 1500 | 305202 giizlégg(ecrﬁ, Sg/rl)

CD86 unkonjugiert | BUB3 :\32“13 1200 | MCA1118T (BCi‘X’RSgA';'erCU'eS

mﬂi_'&m) unkonjugiert | 30 1 Eaétzea 1:50 MA1-70113 5:5&%%iﬂfmn)t,lflc
Waltham (MA, USA)
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Tabelle 11 Sekundéare Fluorophor-markierte Antikérper zur Durchflusszytometrie.

Spezifitit | Fluorophor | Klon Y:(')';t;:rt Dilution | Katalognr. | Hersteller
Jackson
Anti-Maus R-PE Polyklon- | Esel I9G 1:100 715-116- ImmunoResearch
IgG (H+L) al (F(ab“)2) ’ 153 Laboratories, West
Grove (PA, USA)
Anti-Ratte FITC Polyklon- | Esel IgG 1:100 DkxRt-003- | Dianova, Hamburg
IgG (H+L) al (F(ab‘)2) ) LFITC (DE)
Tabelle 12 Direktkonjugierte Fluorophor-markierte Antikérper zur Durchflusszytometrie.
Spezifitit | Fluorophor | Klon :I;I(l)rtt;:rt Dilution | Katalognr. | Hersteller.
Arginase | \pc #658922 | Maus | 4.0 IC8026A ﬁi&nﬁyﬁﬁ? (SI\’/IN
1 (ARG1) IgG2b : USA) P ’
APC/Fire™ Maus ) BioLegend, San
D3 750 SK7 g1,k | 20 344840 Diego (CA, USA)
Becton, Dickinson
Maus . and Company
CD3 FITC UCHT1 IgG1, K 1:20 555332 (BD), Frankiin
Lakes (NJ, USA)
i R REA ) 130-113- Miltenyi, Bergisch
CD4 PE-Vio770 | M-T466 lgG1 1:20 097 Gladbach (DE)
CD8 PE HIT8a 1:20 560959 Becton, Dickinson
CD8 APC RPA-T8 | Maus 1:10 555369 and Company
IgG1, K ] (BD), Franklin
CD8 BV711 RPA-T8 1:20 563676 Lakes (NJ, USA)
M1/70.15 | Ratte . 130-081- Miltenyi, Bergisch
CD11b | FITC 115 IgG2b | 20 201 Gladbach (DE)
Becton, Dickinson
Maus, . and Company
CD11b PE ICRF44 IgG1, k 1:20 555388 (BD), Frankiin
Lakes (NJ, USA)
. ImmunoTools,
CD14 PerCP 18D 11 IgG1 1:10 21620145 Friesoythe (DE)
i Maus . 130-113- Miltenyi, Bergisch
CD15 PE-Vio770 | VIMCG6 IgM 1:10 486 Gladbach (DE)
Becton, Dickinson
Maus and Company
_ ™ .
CD15 PE-Cy™7 HI98 IgM 1:10 560827 (BD), Franklin
Lakes (NJ, USA)
Maus . ImmunoTools,
CD15 APC HI198 IgM 1:10 21810156 Friesoythe (DE)
CD19 APC HIB19 Maus 1:20 555415
CD19 FITC HIB19 IgG1, K 1:20 555412 Becton, Dickinson
Maus and Company
CD25 PE-Cy™5 | M-A251 | BALB/c 1:10 555433 (BD), Franklin
IgG1, K Lakes (NJ, USA)
CD33 V450 WM53 Maus 1:30 561157




25 | Material und Methoden

BALB/c
IgG1, K
CD69 PE FNsO | Maus 1409 555531
IgG1, K
CD124 Maus .
(L-4Ra) | APC GO77F6 | |gG2a, k | 120 355006 BioLegend, San
cpig7 | Pacific A0t9Ds | Maus 1444 351306 Diego (CA, USA)
Blue™ IgG1, K
CD152 ANC152. | Maus ) Ancell, Bayport
(CTLA-4) | FITC 208H5 | IgG1,k | 19 359040 | (M, UsA)
antibodies-online
CD152 4AA3- Maus . ABIN21447 Lo ’
(CTLA-4) FITC 6810 IgG2a 1:10 8 Limerick (PA,
USA)
CD152 Maus
(CTLA-4) APC BNI3 IgG2a Miltenyi, Bergisch
CD279 PE PD1.3.1. | Maus 1-20 130-096- Gladbach (DE)
(PD-1) 3 IgG2b, K ) 164
Maus . BioLegend, San
FoxP3 PE 259D IgG1, k 1:5 320208 Diego (CA, USA)
Thermo Fisher
Scientific
GARP 2"137"3 Fluor | 514pg thzea s 51-0882-42 | (eBioscience)
gb<a, Waltham (MA,
USA)
Rekombi
GARP nantes . 130-103- Miltenyi, Bergisch
(LRRC32) APC REA166 humanes 1:20 820 Gladbach (DE)
IgG1
Becton, Dickinson
Granzym Maus and Company
V450 GB11 BALB/c | 1:10 561151 .
B 19G1. K (BD), Franklin
g-1, Lakes (NJ, USA)
) APC/Cyanin Maus ) BioLegend, San
HLA-DR 07 L243 IgG2a, K 1:20 307618 Diego (CA, USA)
Maus . 130-095- Miltenyi, Bergisch
HLA-DR FITC AC122 IgG2a, k 1:20 295 Gladbach (DE)
Becton, Dickinson
Maus and Company
IFN-y FITC 4S.B3 BALB/c | 1:20 554551 BD .
IgG1, k (BD), Franklin
’ Lakes (NJ, USA)
Tabelle 13 Vitalitéts- & Proliferationsfarbstoffe.
Produkt Fluorophor | Klon Y::)';t;:rt Dilution | Katalognr. | Hersteller
7-AAD ThermoFisher
Vitalitats- 7-AAD / / 1:100 00-6993 Scientific
Farbelosung (eBioscience™),
Fixierbarer oFluor™ Waltham (MA,
Vitalitatsfarbst 506 / / 1:400 65-0866-14 | USA)
off (FVD)
Ki-67 APC REA | Rekombi | 1:20 130-100- Miltenyi, Bergisch
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183 | nanter 330 Gladbach (DE)
humaner
IgG1
ThermoFisher
Vybrant™ Scientific
CFDA SE ?CFFDSAE)SE ;| 111000 | V12883 (Invitrogen™),
Zelltracker Kit Waltham (MA,
USA)
Tabelle 14 Humane MACS MikroBeads zur magnetischen Zellisolierung.
Produktname Klon O Katalognummer | Hersteller
Isotyp
Anti-CD4 MikroBeads |/ Maus 1gG1 130-045-101
Anti-CD33 MikroBeads | AC104.3E3 | Maus IgG1 130-045-501 Miltenyi, Bergisch
Anti-HLA-DR, DP, DQ- Rekombinantes Gladbach
Biotin REA332 |} imanes Igg1 | 130-104-823 (DE)
Anti-Biotin UltraPure / Maus 1gG1 130-105-637
2.1.5. PCR-Sets & Primer

Tabelle 15 Primer zur RT-qPCR.
Primer Basensequenz Hersteller
B2M Vorwartsprimer (sense) | 5 ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA-3
(Haushaltsgen)

B2M Ruckwartsprimer (anti-
sense) (Haushaltsgen)

5'-GGCATCTTCAAACCTCCATG-3'

Eurofins Genomics,

IL-1beta sense

5'-GGACAAGCTGAGGAAGATGC-3'

Ebersberg (DE)

IL-1beta anti-sense

5-TCGTTATCCCATGTGTCGAA-3'

IL-18 sense

5'-CTCAGACCTTCCAGATCGCT-3'

IL-18 anti-sense

5'-GCCGATTTCCTTGGTCAATGA-3'

Tabelle 16 Sets zur RT-qPCR.

Produktname Katalognummer Hersteller
All-in-One cDNA Synthesis SuperMix B24408 Bimake, Houston (TX, USA)

i ™
Biotool _2x SYBR Green Fast gPCR B21802 Bimake, Houston (TX, USA)
Master Mix
Fast EvaGreen® gPCR Master Mix 31003-1 Biotium, Fremont (CA, USA)
iScript cDNA Synthese Kit 170-8891 Bio-Rad, Hercules (CA, USA)
peqGOLD Micro RNA Set (Safety Line) | 12-6836-02 vwr (peglab), Lutterworth (UK)

2.1.6. Gerite

Tabelle 17 Verwendete Gerite.
Produktname Hersteller

Applied Biosystems 7300 Real-Time

Applied Biosystems, Foster City (CA, USA)

PCR System
BD LSR I Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes
BD Accuri C6 (NJ, USA)

ELx808 Mikroplattenleser

Bio-Tek, Winooski (VT, USA)
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Eppendorf® Thermomixer compact

Merck (Sigma Aldrich, T1317-1EA), Darmstadt (DE)

Feinwaage
MC1 Analytic AC 210 S

Sartorius, Goéttingen (DE)

Heracell 240i Brutschrank

ThermoFisher Scientific, Waltham (MA, USA)

Heraeus™ Fresco™ 17
Mikrozentrifuge

ThermoFisher Scientific, Waltham (MA, USA)

Hidex Sense Beta Plus
Mikroplattenleser

Hidex, Turku (FIN)

Mikrozentrifuge, MiniStar silverline

VWR International, Darmstadt (DE)

Multifuge® 3 L-R

Heraeus, Hanau (DE)

Nanodrop™ 2000
Spectralphotometer

ThermoFisher Scientific, Waltham (MA, USA)

Sicherheitswerkbank KS18

ThermoFisher Scientific (Heraeus), Waltham (MA, USA)

SM-LUX Mikroskop

Leitz, Wetzlar (DE)

Thermocycler Uno
0,2 ml Block

VWR International, Darmstadt (DE)

TW12 Wasserbad

Julabo, Seelbach (DE)

21.7. Programme

Tabelle 18 Programme zum Betrieb der Geréte und zur Auswertung.

Produktname Verwendungszweck Hersteller

Applied Biosystems 7300 Real- PCR ThermoFisher Scientific,

Time PCR System Software Waltham (MA, USA)
Becton, Dickinson and

BD Diva software 6.0 & 8.0 LSR 1l Company (BD), Franklin
Lakes (NJ, USA)
Becton, Dickinson and

BD Accuri C6 software BD Accuri C6 Company (BD), Franklin

Lakes (NJ, USA)

Cytobank software (Cloud-basierte

Auswertung der Cytobank, Santa Clara (CA,

Plattform) Durchflusszytometrie USA)
Becton, Dickinson and
FCAP Array Version 3.0.19.2091 e | CBA Auswertung Company (BD), Franklin
Lakes (NJ, USA)
GraphPad Prism 6.07 Statistik GraphPad Software, San

Diego (CA, USA)

Hidex Sense Beta Plus software

Mikroplattenleser Hidex, Turku (FIN)

KC Junior v1.41.8 software

Mikroplattenleser Bio-Tek, Winooski (VT, USA)

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmond (WA,

Statistik, Datensammlung USA)

NanoDrop 2000 software 1.2.1

ThermoFisher Scientific,

RNA Quantifizierung Waltham (MA, USA)

Thermocycler Uno software 2.3.0.0

VWR International, Darmstadt
(DE)

PCR-Cycler
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2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign und -durchfiihrung

221A1. Studie zum malignen Melanom

Das priméare Ziel der vorliegenden explorativen, nicht verblindeten Beobachtungsstudie war die
Definition pradiktiver zellularer und molekularer Biomarker im peripheren Blut von
Melanompatienten unter Checkpoint-Inhibitor Therapie. Dazu wurden die zellulare
Zusammensetzung und das Plasmaproteom des peripheren Blutes der Melanompatienten
analysiert (siehe Kapitel 3.1).

Die Studie wurde vom Deutschen Konsortium fiir Translationale Krebsforschung (DKTK)
finanziet und an zwei DKTK Standorten, der Universitdtsmedizin Mainz und dem
Universitatsklinikum Frankfurt durchgefuhrt. Die Rekrutierung startete im April 2014 und endete
im Januar 2018. Die Patientenrekrutierung und Studienmaterial-Entnahme erfolgte in
Kooperation mit dem universitaren Zentrum fir Tumorerkrankungen (UCT), Mainz und dem UCT
Frankfurt. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Landesarztekammern
Rheinland-Pfalz und Hessen genehmigt und gemafl der Erklarung von Helsinki (Erstversion
1964, aktuelle Version 2013) unter Einhaltung der ethischen Prinzipien in der medizinischen
Forschung am Menschen durchgefiihrt (Bearbeitungsnummer 837.226.05 (4884)). Vor
Studienbeginn wurde von jedem Patienten eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt.
Die Studie schloss Patienten ein, die mindestens 18 Jahre alt waren, die Diagnose malignes
Melanom erhalten hatten und vor Beginn einer Checkpoint-Inhibitor Therapie standen. Von der
Teilnahme ausgeschlossen wurden Patienten, die virale infektidse Erkrankungen (wie z. B.
Hepatitis, AIDS) aufwiesen. Der primare klinische Endpunkt der Studie war der Tod des
Patienten, der sekundare ein Therapieabbruch aus gesundheitlichen Griinden.

Die gultige S3-Leitlinie (Februar 2013) empfahl zum Studienbeginn 2014 fir Melanompatienten
im Stadium IV mit nicht resektierbaren Metastasen eine Ipilimumab Monotherapie (86) und seit
Juli 2016 anti-PD-1 Monotherapie mit z. B. Nivolumab und Pembrolizumab oder eine
Kombinationstherapie mit Ipilimumab (87). Die Studie rekrutierte 2014 — 2016 Patienten unter
Ipilimumab (n = 28) und ab 2016 Patienten unter Nivolumab (n = 2), Pembrolizumab (n =11) und
der Kombinationstherapie Ipilimumab/Nivolumab (n = 10). Laut des Applikationsschemas
erhielten die Patienten viermal im Abstand von 3 Wochen 3 mg/kg Koérpergewicht (KG)
Ipilimumab intravends (i. v.) als Monotherapie. Die Nivolumab Monotherapie wurde im Abstand
von 2 Wochen mit 3 mg/kg KG Nivolumab i. v. verabreicht. Die Ipilimumab/Nivolumab
Kombinationstherapie wurde viermal im Abstand von 3 Wochen gegeben und bestand aus 1

mg/kg KG Nivolumab i. v., gefolgt von 3 mg/kg KG Ipilimumab intravends. Unter der
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Pembrolizumab Monotherapie wurden im Abstand von 3 Wochen 2 mg/kg KG Pembrolizumab i.
v. appliziert.

Ein Follow-up/ Stadienbestimmung erfolgte alle 3 Monate mittels bildgebender Diagnostik. Der
Therapieerfolg der Patienten wurde in der Radiologie im Rahmen der zweiten
Stadienbestimmung (nach 6 Monaten) durch Computer- und Kernspintomografie ermittelt und
durch eine Befundbesprechung der Arzte festgelegt. Die Patienten wurden in Nicht-Ansprecher
(K. A., Kein Ansprechen; progrediente Erkrankung) und Therapieansprecher (A., Ansprechen;
komplettes bzw. partielles Ansprechen oder stabile Erkrankung) unterteilt. Als Kontrollgruppe
wurden freiwillige, gesunde Spender (GS) rekrutiert.

Als Studienmaterial dienten 2 x 20 ml Vollblut in Einmalspritzen und 7,5 ml Vollblut in einer
Lithium-Heparin S-Monovette®, welches vor Therapiebeginn (Zeitpunkt A) sowie 1 bis 3
Wochen nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) den Patienten abgenommen wurde. Die
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cells)
und das Plasma wurden via Dichtegradientenzentrifugation am Tag der Entnahme isoliert und
bis zur weiteren Analyse bei —80 °C in Einfriermedium in Kryoréhrchen gelagert. Die Analyse
des Studienmaterials erfolgte am DKTK Standort Mainz. Das zelluldre Immunomonitoring der
Patientenproben erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

In einem Teil der Patienten wurden zudem molekulare Biomarker im Plasma und Serum
ermittelt. Die Analyse des Plasmaproteoms erfolgte via Hochleistungfliissigkeitschromatographie
und Massenspektrometrie durch die Arbeitsgruppe von Stefan Tenzer. In Anschluss wurde das
Ergebnis flir zwei potenzielle Biomarker via ELISA validiert. Die Konzentration von S100, LDH
und den Thrombozyten im Blut wurde routinemafig in der klinischen Chemie bestimmt.

Die Studie verglich die Daten der gesunden Spender mit Therapieansprechern und Nicht-
Ansprechern vor und nach Therapiebeginn. Ein Ausschluss von der Auswertung erfolgte, wenn
Patienten die Behandlung nicht antraten, keine Blutentnahme vor Therapiebeginn stattfand oder
keine zweite Stadienbestimmung (engl. staging) bzw. keine Nachbeobachtung (engl. follow-up)
erfolgte.

2.2.1.2. Studie zur Psoriasis

Die Studie zur Psoriasis untersuchte den Zusammenhang zwischen dem PASI, dem
prozentualen Anteil und der Funktion der regulatorischen Immunzellen wie z. B. der MDSC und
der Treg im peripheren Blut von Psoriasis Patienten unter topischer und systemischer Therapie
(siehe Kapitel 3.3). Die vorgestellten Daten waren Teil einer explorativen, nicht verblindeten
Beobachtungsstudie, die im Auftrag von Novartis durch Esther von Stebut-Borschitz und Joanna

Wegner geplant und monozentrisch an der Hautklinik der Universitdtsmedizin Mainz
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durchgefihrt wurde. Die Studie wurde von Novartis finanziert. Das Studienprotokoll wurde von
der Ethikkommission der Landesarztekammer des Landes Rheinland-Pfalz bewilligt und folgte
den Richtlinien der Deklaration von Helsinki (Bearbeitungsnummer 837.065.11 (7607)). Die
Studie startete im Mai 2012 und endete im Mai 2018. Joanna Wegner rekrutierte die Patienten.
Die teilnehmenden Patienten unterschrieben eine schriftliche Einverstandniserklarung.

Die Studie schloss volljghrige Patienten ein, die unter einer Form der Psoriasis litten und eine
topische oder systemische Therapie erhielten. Schwangere Patienten sowie Patienten mit einer
infektidsen, malignen oder anderweitigen Erkrankung, die laut des behandelnden Arztes eine
Teilnahme nicht ermoglichte, wurden von der Studie ausgeschlossen. Zudem wurden Patienten
ausgeschlossen, die unfahig waren selbststandig Uiber eine Studienteilnahme zu entscheiden.
Als systemische Therapie erhielten die rekrutierten Patienten Biologika (Adalimumab,
Etanercept, Ustekinumab, Secukinumab) und kleinmolekulare Immunsuppressiva (Fumarate,
Cyclosporin A, Methotrexat, Apremilast). Als topische Therapien wurden z. B. Glukokortikoide
verabreicht. Entsprechend ihrer Therapie wurden die Patienten der Gruppe ,systemische
Therapie® bzw. ,topische Therapie“ zugeordnet. Innerhalb dieser Gruppen wurden die Patienten
je nach Schweregrad der Erkrankung in ,PASI < 10%, ,PASI 10 — 20“ und ,PASI > 20“ eingeteilt.
Als Kontrollgruppe dienten freiwillige, gesunde Spender. Der PASI wurde zum Zeitpunkt der
Aufklarung ermittelt. Es wurde einmalig 2 x 20 ml Vollblut in Einmalspritzen und 7,5 ml Vollblut in
einer Lithium-Heparin S-Monovette® entnommen. Der prozentuale Anteil der Treg und MDSC
an den lebenden PBMC und die funktionelle Kapazitat wurden durchflusszytometrisch ermittelt.
Die Daten der gesunden Spender und Patienten unter topischer und systemischer Therapie

wurden untereinander verglichen und in Bezug zum PASI gesetzt.

2.2.2. Methoden der Zellkultur

222A1. Isolation des Plasmas und der peripheren mononuklearen Zellen

Die PBMC und das Plasma wurden durch Dichtegradientenzentrifugation des Vollblutes am Tag
der Blutentnahme gewonnen. Dazu wurden in einem 50 ml konischen Zentrifugenréhrchen 20
ml Vollblut direkt auf 15 ml einer isotonen Zellseparationsldsung mit Ficoll 400® (Polysucrose
400, Dichte 1,077 g/ml) geschichtet. Die Lithium-Heparin S-Monovette® und die
Zentrifugenrohrchen wurden fir 30 Minuten (min) bei 25 °C und einer Beschleunigung von 400 g
(ohne Bremse) zentrifugiert. Durch die Dichtegradientenzentrifugation wurde das Blut
entsprechend der Dichte in Schichten aufgetrennt. Nach der Zentrifugation wurden 4,5 ml der
obersten Schicht (geringste Dichte), das Plasma, abgenommen und zur weiteren Analyse auf
drei 1,5 ml Mikroreaktionsgefalie verteilt. Das Plasma der S-Monovette® wurde durch das

Lithium-Heparin Granulat von den anderen Blutbestandteilen getrennt und ebenso
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abgenommen. Die Plasmaproben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Die zweite Schicht (Interphase) enthielt die PBMC. Die Interphase ist zu 70 — 100 % mit
Lymphozyten angereicht. Die PBMC wurden vorsichtig mit einer 10 ml Messpipette
abgenommen, mit kaltem PBS-EDTA-Puffer resuspendiert und bei 350 g, 7 min, 4 °C (Bremse
an) zentrifugiert (,gewaschen®). Der Uberstand (iber dem Zellhaufen (Pellet) wurde vorsichtig
abgeschiittet. Zur Entfernung von Thrombozyten wurde dieser Schritt 5 — 6 Mal wiederholt bis
der Uberstand klar war. Nach der Zellzahlbestimmung wurden die PBMC bis zur weiteren
Analyse bei —-80 °C weggefroren oder zum Ansatz in syngenen Suppressionsassays mittels

magnetischer Zellisolation weiter aufgearbeitet (siehe Kapitel 2.2.2.4 — 6).

2.2.2.2. Die Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer Improved Zahlkammer bestimmt. Dazu wurde das
Zellpellet in einem Volumen von 10 ml kaltem PBS-EDTA-Puffer resuspendiert. Trypanblau-PBS
wurde aus 1 Teil Trypanblau und 9 Teilen PBS hergestellt (1:10). 10 ul Zellsuspension wurden
in einer 96-well Mikrotiter-Rundbodenplatte in 30 pl Trypanblau-PBS 1 zu 4 verdiinnt. Ca. 10 pl
wurden auf eine Neubauer Improved Zahlkammer aufgetragen. Zur Bestimmung der Zellzahl y
wurden die Zellen in einem groRen Eckquadrat gezahlt. Ein Eckquadrat enthalt aufgrund der
Flache von 1 mm? und der Hohe von 0,1 mm 0,1 mm?3 (0,1 pl) Zellsuspension. Um die Zellzahl in

1 ml zu berechnen, wurde die gezahlte Zellzahl mit einem Kammerfaktor von 10* multipliziert.
Zellzahl = Zellzahl in einem grofden Eckquadrat X Verdinnung X Volumen [ml] X Kammerfaktor

Zellzahl =y x 4 x 10 x 10*

2.2.2.3. Das Einfrieren und Auftauen humaner Zellen

Isolierte PBMC wurden bis zur weiteren Analyse bei —80 °C gelagert. Dazu wurden ca. 10 x 10°
PBMC in 300 pl Einfriermedium aufgenommen. In einem 2 ml Kryo-Reaktionsgefal wurden 300
gl Human-Albumin (HSA) 20 % vorgelegt. Die Zellsuspension wurde in das Kryo-
Reaktionsgefal pipettiert und weggefroren.

Zum Auftauen wurde das Kryo-Reaktionsgefal® kurz im Wasserbad erwarmt. 1,5 ml HSA 20 %
wurden in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen vorgelegt. Die angetaute Zellsuspension wurde
hineingeschdttet, ad 15 ml mit X-Vivo 15 verdiinnt und zentrifugiert (6 min, 350 g, 4 °C). Nach
dem Abschiitten des Uberstandes wurden die Zellen in 1,2 ml FACS-Puffer resuspendiert und
200 ul der Zellsuspension wurden in je ein well (Vertiefung) einer 96-well Mikrotiter-

Rundbodenplatte pipettiert. Die Platte wurde zentrifugiert (5 min, 400 g, 4 °C), der Uberstand
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abgenommen, die Zellen in 150 pl FACS-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert.

Anschlieflend wurden die Zellen fiir die Durchflusszytometrie gefarbt.

2224, Magnetische Isolierung spezifischer Zellpopulationen

Die magnetische Isolierung der CD4" T-Zellen und der CD4HLADRCD33* MDSC zur
Verwendung im syngenen Suppressionsassay (siehe Kapitel 2.2.2.6) erfolgte mittels MACS
(engl. Magnetic activated cell sorting) MikroBeads.

Alle Schritte erfolgten mit geklhlten (4 °C) Puffern. Die Zellsuspensionen lagerten zwischen den
Schritten auf Eis. Die Zellen und MikroBeads wurden 1 min resuspendiert und anschlieRend 15
min bei 4 °C auf einem Schittler inkubiert.

Die PBMC wurden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 2 yl anti-CD4 MikroBeads und 10 pl
MACS-Puffer je 107 Zellen inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 15 ml MACS-Puffer
resuspendiert, zentrifugiert (6 min, 350 g, 4 °C) und in MACS-Puffer auf eine Konzentration von
2 x 108 Zellen/ml eingestellt.

An einen metallischen MACS MultiStand wurde ein QuadroMACS Zellseparator magnetisch
befestigt und eine MACS LS Saule eingespannt. MACS Saulen verstarken durch die
enthaltenen superparamagnetischen Kiigelchen das magnetische Feld des Zellseparators und
halten die MikroBead-markierten Zellen magnetisch in der Saule zuriick (Positivselektion). Vor
Gebrauch wurde die LS Saule dreimal mit destilliertem Wasser, 70 % Ethanol und Isopropanol
gereinigt und bis zur Verwendung mit MACS-Puffer gespllt. Die Zellsuspension wurde auf die
LS Saule pipettiert und der Durchlauf aus CD4" Zellen in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
aufgefangen (Negativisolation). Dazu wurden schrittweise 25 ml MACS-Puffer auf die Saule
pipettiert. Durch die Entnahme der Saule aus dem Magnetfeld des QuadroMACS konnten die
CD4* MikroBead-markierten Zellen isoliert werden. Dazu wurde die Saule zweimal mit MACS-
Puffer geflllt. Der MACS-Puffer wurde mit Hilfe des Saulen-Stempels in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen gedriickt. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden die CD4* T-Zellen mit
dem Farbstoff CFSE markiert. Aus dem CD4  Durchlauf wurden die HLA-DR'CD33* Zellen
isoliert. Dafiir wurden das Zellpellet des CD4" Durchlaufs entsprechend des Herstellerprotokolls
mit 10 pl anti-HLA-DR-Biotin und 100 ul MACS-Puffer je 107 Zellen bei 4 °C fiir 10 min inkubiert.
Nach einem Waschritt mit 2 ml MACS Puffer (10 min, 300 g, 4 °C) wurden die HLA-DR-Biotin-
markierten Zellen mit 20 pl anti-Biotin MikroBeads UltraPure und 80 ul MACS-Puffer je 10’
Zellen inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Zellsuspension auf 108 Zellen je
500 pl eingestellt. Der HLA-DR- Durchlauf (Negativisolation) wurde entsprechend der
magnetischen Isolation der CD4* T-Zellen gewonnen und gezahlt. AnschlieRend wurden die
CD4'HLA-DR' Zellen des Durchlaufs mit 5 ul anti-CD33 MikroBeads und 20 ul MACS Puffer je
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107 Zellen inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 50 ml MACS-Puffer (5 min, 350 g, 4 °C)
wurden die Zellen auf 108 Zellen je 500 pl eingestellt. Die CD33* Zellen wurden aus der LS
Saule gewonnen (Positivisolation). Die CD4'HLA-DR CD33* Zellen wurden gezahlt und auf 1,6 x
107 Zellen/ml in X-Vivo 15 eingestellt.

2.2.25. CFSE-Markierung der CD4* T-Zellen

Um die Zellteilung der CD4* T-Zellen in einem syngenen Suppressionsassay zu messen,
wurden die Zellen mit dem sehr hellen Farbstoff Carboxyfluoresceindiacetat Succinimidylester
(CFSE) markiert. CFSE durchdringt die Plasmamembran und bindet kovalent an Amine in und
an der Zelle. Mit jeder Zellteilung halbiert sich die Intensitdt der Gesamtfluoreszenz der Zelle.
Diese kann durchflusszytometrisch gemessen werden. Auf diese Weise kdnnen mehr als 8
Generationen (Zellteilungen) einer Zelle verfolgt werden. Erreicht das CFSE-Signal die Starke
der Eigenfluoreszenz der Zellen, ist keine weitere Bestimmung der Zellteilung moglich.

Die Medien und Puffer wurden bei 37 °C verwendet. Vor der Markierung wurden die CD4* T-
Zellen in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen in einem Protein-freien Medium (hier PBS)
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (6 min, 350 g, 4 °C) und der
Uberstand wurde dekantiert (Waschschritt). Das Zellpellet wurde mit 2 ml 1 uM CFSE in 37 °C
warmen PBS 1 min resuspendiert und 20 min bei 37 °C im Brutschrank gelagert. Anschliel3end
wurde Uberschissiges CFSE durch die Zugabe von 13 ml Protein-haltigem X-Vivo 15 mit 10 %
HSA 20 % gebunden. Nach der Zentrifugation wurde die Zellsuspension mit X-Vivo 15
gewaschen. Nach erneuter Suspension in X-Vivo 15 wurde die Zellzahl bestimmt. Die
Zellsuspension wurde auf 2 x 108 Zellen/ml in X-Vivo 15 eingestellt und bis zur Verwendung im

syngenen Suppressionsassay bei 37 °C im Brutschrank gelagert.

2.2.2.6. Der syngene Suppressionsassay

Die suppressive Kapazitdt der CD4'HLA-DR'CD33" MDSC auf die Proliferation syngener CD4*
T-Zellen wurde anhand eines Suppressionsassays untersucht. Im TME des malignen Melanoms
kann die Proliferation der T-Zellen durch MDSC unterdriickt werden (22). Um dies zu
untersuchen, wurden T-Zellen und MDSC aus dem Vollblut eines Melanom-Patienten unter
Checkpoint-Inhibitor Therapie bzw. eines gesunden Spenders isoliert.

Der Suppressionsassay wurde in einer 96-well Flachbodenplatte (96 Vertiefungen) in einem
Gesamtvolumen von 200 pl durchgefiihrt. Die T-Zellen wurden durch die Zugabe allogener CD3-
depletierter APC und anti-CD3 Antikdrper (Klon OKT3, Endkonzentration 0,5 pg/ml im well) zur
Proliferation stimuliert. Die CD3-depletierten APC wurden auf 6 x 108 Zellen/ml in X-Vivo 15

eingestellt.
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Zunachst erfolgte die schrittweise Verdiinnung (Titration) der CD4'HLA-DR'CD33* MDSC. Dazu
wurden 100 pl CD4'HLA-DRCD33* MDSC (1,6 x 106 MDSC) in ein well und 50 ul X-Vivo 15 in
die vier folgenden wells pipettiert. 50 yl CD4'HLA-DR'CD33* MDSC wurden aus dem ersten well
abgenommen und ins folgende well pipettiert und resuspendiert. Dieser Schritt wurde bis zum 4.
well wiederholt, um die Konzentration der MDSC schrittweise zu halbieren. Die letzten 50 pl
MDSC-Zellsuspension wurden verworfen. Nach Abschluss der Titrationsreihe lag in jedem well
50 yl MDSC-Suspension vor. In jedes well wurden 100 yl CD4* T-Zellen (2 x 10°) und 50 pl
CD3-depletierte APC (1 x 10°) pipettiert. Der Assay enthielt Titrationsverhaltnisse der CD4* T-
Zellen zu MDSC von 4:1 bis 1:4 (CD4* T-Zellen: MDSC). In die Positivkontrolle ,CD4 APC
OKT3* wurden 50 pl X-Vivo, 100 pyl CD4* T-Zellen und 50 pl CD3-depletierte APC pipettiert. Als
Negativkontrollen wurden 100 yl MDSC (2 x 10%) (MDSC OKT3), 50 ul CD3-depletierte APC
(APC OKT3) und 100 pl MDSC (2 x 10°) plus 50 ul CD3-depletierte APC (APC MDSC OKT3)
pipettiert. Die wells wurden ad 200 ul X-Vivo 15 pipettiert. Nach 48 Stunden wurde die
Flachbodenplatte zentrifugiert (5 min, 400 g, 25 °C), 150 ul Uberstand abgenommen und durch
frisches X-Vivo 15 ersetzt. AnschlieRend wurden zur Stimulation der T-Zellen 5 internationale
Einheiten (I. E., engl. international units, 1. U.) IL-2 pro well pipettiert. Nach 76 Stunden wurden
die Zellen des Suppressionsassays zur durchflusszytometrisch Messung mit Fluorophor-

markierten Antikorpern gefarbt und am LSR Il gemessen.

2.2.217. Die Kultivierung und Behandlung dendritischer Zellen

Zur Kultivierung dendritischer Zellen (DC) und anschlieBenden Behandlung mit Kinase-
Inhibitoren wurden PBMC aus einem Blutprodukt (Buffy) der Transfusionszentrale der
Universitatsmedizin Mainz durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Dazu wurde das
Blut in einem 250 ml Becherglas mit 120 ml PBS verdinnt und in vier 50 ml Zentrifugenréhrchen
mit je 15 ml Biocoll Zellseparationslésung uUberschichtet. Die PBMC wurden entsprechend
3.2.2.1 isoliert. Die PBMC wurden in 50 ml PBS aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl
erfolgte 1 zu 10 in Trypanblau-PBS.

Zur Gewinnung von Hitze-inaktiviertem Plasma wurden 30 ml Plasma nach der
Dichtegradientenzentrifugation in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert. Durch Erhitzung des
Plasmas flir 30 min im Wasserbad bei 65 °C koagulierten die Proteine. Nach der Zentrifugation
(5 min, 3000 g, 4 °C) wurde der Uberstand, das Hitze-inaktivierte Plasma, bis zur weiteren
Verwendung in ein neues Zentrifugenrdéhrchen Uberfiihrt und bei 4 °C gelagert.

Zur Anreicherung von Monozyten mittels Plastikadhdrenz wurden 90 x 10° PBMC in 15 ml RPMI
+ 1,5 % Hitze-inaktiviertes Plasma auf eine Petrischale pipettiert und 45 min bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert (88). AnschlieBend wurden nicht adharente Zellen durch 37 °C warmes
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PBS abgesplilt und abgenommen. Um die adharenten CD14* Vorlauferzellen in unreife DC
auszudifferenzieren, wurden die Zellen mit 15 ml X-Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes Plasma +
100 I. U. /ml IL-4 + 400 I. U./ml GM-CSF supplementiert. Die Zellkultur wurde bei 37 °C im
Brutschrank gelagert.

An Tag 2 und 4 wurden 5 ml Medium pro Petrischale abgenommen und durch frisches Medium
aus X-Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes Plasma + 100 I. U. /ml IL-4 + 800 I. U./ml GM-CSF
ersetzt. An Tag 6 wurden die Petrischalen zur Ablésung der adharenten unreifen DC (uDC) 10
min auf Eis gestellt. Die uDC wurden durch starkes Spulen mit dem Medium von der Petrischale
geldst. Die uDC Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert, zentrifugiert (5
min, 350 g, 4 °C) und gezahlt. Die uDC Zellsuspension wurde auf 0,2 — 0,3 x 10® uDC/ml in X-
Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes Plasma + 100 I. U. /ml IL-4 + 800 I. U./ml GM-CSF eingestellit.
Zur Weiterfihrung der uDC-Zellkultur wurden ein Drittel der uDC Zellsuspension auf eine 6-well
Zellkulturplatte (3 ml/Schale) pipettiert. Zwei Drittel der uDC Zellsuspension wurden zur
Ausreifung auf 0,2 — 0,3 x 10% uDC/ml in X-Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes Plasma + 100 |. U.
/ml IL-4 + 400 I. U./ml GM-CSF eingestellt und auf eine 6-well Zellkulturplatte (3 ml/Schale)
pipettiert. Zur Ausreifung der DC wurden die Zytokine IL-13 (10 ng/ml), IL-6 (1000 I. U./ml), TNF-
a (10 ng/ml) und PGE; (1 ug/ml) dazugegeben. Die DC wurden mit 1 yM BRAF-Inhibitor (wie z.
B. Dabrafenib, Vemurafenib) bzw. MEK-Inhibitor (wie z. B. Cobimetinib, Trametinib) behandelt.
Dazu wurden die Stammldsungen der Kinase-Inhibitoren (10 mM Inhibitor, gelést in DMSO) 1 zu
1000 in X-Vivo 15 verdiinnt. Es wurden 3 ul Kinase-Inhibitor pro Schale pipettiert. An Tag 8

erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der uDC und reifen DC am LSR II.

2.2.2.8. Bestimmung der metabolischen Aktivitat der Zellen

Die metabolische Aktivitdt der uDC wurde mittels eines MTT-Assays kolorimetrisch bestimmt.
Bei nicht proliferierenden Zellen wie z. B. den DC kann anhand eines MTT Assays die
Sensitivitat der Zellen gegenuber einer Substanz bestimmt werden.

Im Assay wird das gelbe, hydrophile 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) zu violetten, hydrophoben 1,3,5-Triphenylformazan (Formazan) Kristallen reduziert (89).
Die Reaktion wird nicht nur durch das Enzym Succinat-Dehydrogenase in den Mitochondrien
katalysiert, sondern erfolgt auch durch die Reaktion von NADH (Nicotinamidadenindinukleotid)
zu NADPH (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) im endoplasmatischen Retikulum (90). Der
MTT-Assay ist ein relatives Mal} der Glykolyserate der Zelle.

Far den MTT-Assay wurden uDC entsprechend 3.2.2.7 kultiviert und an Tag 6 gezahlt. Die uDC
wurden auf 1 — 5 x 10° uDC in 50 yl RPMI ohne Phenolrot eingestellt. In eine 96-Well
Flachbodenplatte (96 Vertiefungen) wurden 50 pl Zellsuspension und 50 pl RPMI ohne
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Phenolrot je well pipettiert. Die uDC wurden mit 1 yM Dabrafenib bzw. Vemurafenib behandelt.
Als Kontrollen dienten unbehandelte uDC (Positivkontrolle) und mit 50 % DMSO behandelte
uDC (Negativkontrolle). Jede Behandlung und Kontrolle wurde in Triplikaten pipettiert.
Anschlielend wurden die uDC 24 bzw. 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank gelagert. Danach
wurden die uDC zentrifugiert (5 min, 350 g, 25 °C) und der Uberstand wurde abgenommen. Die
uDC wurden in 100 pl RPMI ohne Phenolrot resuspendiert, zentrifugiert und der Uberstand
erneut abgeschuttet. Nach Zugabe von 100 pl RPMI ohne Phenolrot und 10 yl MTT wurden die
uDC flr 4 Stunden bei 37 °C im Brutschrank gelagert, so dass die Formazan-Kristallbildung
durch Violett-Farbung deutlich angezeigt wurde. Durch Zugabe von 100 pl Stopp-Lésung (10 %
Triton-X 100 in azidem Isopropanol (0,1 N HCI)) wurde die Reaktion angehalten. Damit das
Isopropanol nicht verdampft, wurde die Platte mit Parafilm verschlossen und zur Lésung der
Formazan-Kristalle Gber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Anschliefend wurde der MTT
Assay kolorimetrisch durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 570 nm und einer

Referenzwellenldnge von 650 nm am Hidex Sense Beta Plus Mikroplattenleser gemessen.

2.2.3. Methoden der Durchflusszytometrie
In der Durchflusszytometrie werden Fluorophor-markierte Zellen in einem fokussierten
FlUssigkeitsstrom, der an einem Laser vorbeigeleitet wird und die Fluorophore zur Fluoreszenz
anregt, gemessen. Durchflusszytometer wie z. B. die BD FACS™ (fluorescence-activated cell
scanning) Gerate (BD™ LSR Il, BD Accuri™ C6) messen die Fluoreszenz Signale durch
Fotodioden und wandeln diese in elektrische Signale um. Programme wie z. B. BD FACSDiva™
bzw. BD Accuri™ C6 stellen die Signale in Kontour-, Punktediagrammen und Histogrammen
dar. Idealerweise trifft jede Zelle einzeln auf die Laser.
Das Vorwartsstreulicht (FSC, engl. Forward Scatter) misst das Licht des blauen Lasers (Argon,
488 nm), welches nicht durch die Zelle gestreut wurde und daher vom gegeniberliegenden
Detektor, der FSC Diode, aufgefangen wird. Der FSC ist folglich ein MaR der Zellgroie.
Das Seitwartsstreulicht (SSC, engl. Side Scatter) wird von der SSC Diode gemessen und gibt
das an der Zelle im 90° Winkel gebrochene Licht des Argon-Lasers wieder. Das SSC ist ein Mal}
der Granularitat der Zelle.
Anhand der Lage der Zellen im FSC/SSC-Diagramm kénnen T-Zellen als kleine, wenig
granulare Zellen und DC als groRere, starker granulare Zellen identifiziert werden. Zusatzlich
kénnen Zellen durch fluoreszierende Farbstoffe (Vitalitats-Farbstoffe) und Fluorophor-markierte
Antikorper gefarbt werden. Die Fluorophore werden durch die unterschiedlichen Laser angeregt.
Das im 90° Winkel emittierte Licht wird Uber dichromatische Spiegel durch Filter auf die
Detektoren (ugs. Kanale) der entsprechenden Wellenldnge gelenkt. Die Bandpass (BP) Filter
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lassen nur Licht innerhalb eines bestimmten Wellenlangenbereichs durch. So lasst der BP
488/10 Licht der Wellenlange 483 — 493 nm passieren. Die Longpass (LP) Filter lassen nur Licht
mit einer gleichen oder gréleren Wellenlange passieren. Der Filter 505 lasst folglich Licht mit

einer Wellenlange von 505 nm oder langer durch (= 505 nm) (91).

Tabelle 19 Laserkonfiguration des verwendeten BD LSR Il (92).

Laser Longpass | Bandpass
. Detektor Fluorophor
(Anregungswellenlange [nm]) (LP) (BP)
FSC
488E (SSC) 488/10
Blauer Laser
488D 505 530/30 CFSE, FITC
Argon
488C 550 575/26 PE
(488 nm)
488B 685 695/40 7AAD
488A 735 780/60 PE-Cy7
Pacific Blue,
405D 450/50
Violetter Laser eFluor450
Coherent Radius™ 405 405C 505 530/30 Amcyan
(405 nm) 405B 630 660/20 BV650
405A 690 710/50 BV711
633C 660/20 APC
Roter Laser
_ APC-Cy7,
Helium-Neon (HeNe)
633B 735 APC/Fire™ 750,
(633 nm)
APC-H7
2.2.3.1. Farbung der intrazelluldren, intranuklearen und Oberflaichenmolekiile

Zur durchflusszytometrischen Farbung wurden die Zellen in einer 96-Well Mikrotiter-
Rundbodenplatte gefarbt. Zunachst wurden die Zellen in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert.
Nach einer Zentrifugation (5 min, 400 g, 4 °C) wurde der Uberstand entfernt (Waschschritt). Im
Folgenden werden die unterschiedlichen Farbungen beschrieben. Im Anschluss an die Farbung
wurden die Zellen zur Messung am Durchflusszytometer in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert

und in Rundboden-Polystyrolréhrchen pipettiert.



38 | Material und Methoden

Farbung des Vitalitats-Farbstoffs: Fixable Viability Dye (FVD)

Das Zellpellet wurde in 10 pl der Vitalitats-Farbstoff-Verdinnung (FVD, 1:200 in destilliertem
Wasser) durch Klopfen der Platte resuspendiert und 20 min bei 2 — 8 °C im Dunklen gelagert.
Anschlielend wurden die Zellen wie oben beschrieben zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.

Farbung der Oberflachenmolekiile

Zur Farbung der Oberflachenmolekile wurden die Fluorophor-markierten Antikdrper in den
entsprechenden Verdinnungen in FACS-Puffer zu einem Cocktail pipettiert. Fir jedes well
wurden 10 ul berechnet. Das Zellpellet wurde in 10 pl des Ansatzes resuspendiert, 20 min bei 2

— 8 °C im Dunklen gelagert und wie oben beschrieben zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.

Farbung der intrazellularen Molekule

Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen in 100 pl BD Fixierungs-
/Permeabilisierungs-Losung (BD Set, # 554715) resuspendiert, 20 min bei 2 — 8 °C im Dunklen
gelagert und mit 100 ul BD Permeabilisierungs-/Waschpuffer (# 51-2091KZ, 1:10 Verdinnung in
destilliertem Wasser (BD Perm/Wash intrazellular (1Z) Puffer)) zweimal gewaschen. Zur
intrazellularen Farbung (wie z. B. bei IFN-y) wurde ein Cocktail bestehend aus den intrazellular
zu farbenden Fluorophor-markierten Antikérpern in den entsprechenden Verdiinnungen in BD
Perm/Wash 1Z Puffer angesetzt. Die Zellen wurden in 10 yl des Cocktails resuspendiert, 20 min
bei 2 — 8 °C im Dunklen gelagert und wie oben beschrieben zweimal mit FACS-Puffer

gewaschen.

Farbung der intranuklearen Molekule

Zur intranuklearen Farbung (wie z. B. beim Transkriptionsfaktor Foxp3) wurde zunachst der
Fixierungs- und Permeabilisierungspuffer aus 1 Teil Fixierungs-/Permeabilisierungs Konzentrat
und 3 Teilen Fixierungs-/Permeabilisierungs-Verdinnungslésung (Thermo Fisher Scientific Set,
# 00-5523-00) hergestellt. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen in 100 ul des
Fixierungs-/Permeabilisierungspuffer resuspendiert und 20 min bei 2 — 8 °C im Dunklen
gelagert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 100 yl Permeabilisierungs-/Waschpuffer (1:10
Verdlinnung in destilliertem Wasser (Perm/Wash intranuklear (IN) Puffer)) zweimal gewaschen.
Entsprechend der intrazellularen Farbung wurde der Cocktail der intranuklear zu farbenden
Fluorophor-markierten Antikérper in Perm/Wash IN Puffer angesetzt und die Farbung
durchgefihrt.
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Farbung der DC mit priméren und sekundéren Antikérpern

Im ersten Schritt wird ein priméarer, nicht Fluorophor-markierter Antikérper wie z. B. anti-CD80,
welcher aus Mausen gewonnen wird, an CD80 auf DC gebunden. Im zweiten Schritt wird dieser
mit einem sekundaren Fluorophor-markierten Antikérper markiert. Dieser sekundare Antikorper
bindet spezifisch an Antikérper, die in Mausen gebildet wurden.

Zur Doppelfarbung der DC (CD80 + HLA-DR, CD86 + HLA-DR) wurden die DC mit je 10 ul der
primaren Antikérper CD80 bzw. CD86 (gewonnen aus der Maus) und HLA-DR (gewonnen aus
der Ratte) in der entsprechenden Verdinnung in FACS-Puffer resuspendiert. Als
Negativkontrolle der Farbung wurden fiir CD80 und CD86 der Isotyp IgG2b (Maus) und fir HLA-
DR der Isotyp 1gG2a (Ratte) verwendet. Die Farbung erfolgte 15 min bei 4 °C im Dunklen. Nach
zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die DC mit jeweils 10 pl der sekundéaren
Antikérper markiert. Der sekundare Antikdrper anti-lgG (Maus) PE bindet an CD80 bzw. CD86;
anti-lgG (Ratte) FITC bindet an HLA-DR. Die Verdiinnung der sekundaren Antikoérper wurde in
FACS-Puffer angesetzt. Der FACS-Puffer enthielt den 1 zu 100 verdiinnten Vitalitats-Farbstoff 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD). Die Farbung erfolgte 15 min bei 4 °C im Dunklen. Im Anschluss
wurden die DC zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und entsprechend der intrazellularen

Farbung fixiert.

2.23.2. Quantitative Bestimmung der Zytokine anhand des Cytometric Bead
Arrays (CBA)

Die quantitative Bestimmung der Zytokine im Uberstand der DC Kulturen wurde mittels des
Cytometric Bead Arrays (CBA) durchflusszytometrisch gemessen. Die Messung wurde an einem
BD Accuri™ C6 Durchflusszytometer mit dem Programm BD Accuri C6 unter Verwendung der
BD CBA Kit Messvorlage (engl. template) durchgefiihrt. Die Analyse der Daten erfolgte durch
die Programme BD FCAP Array v3 (Ermittlung der Standardkurve), Microsoft Excel 2010
(Datenzusammenstellung) und GraphPad Prism (Statistische Auswertung).

Die Konzentration der Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a und IL-12p70 wurde anhand des
CBA Sets zur Bestimmung humaner inflammatorischer Zytokine (BD, # 551811) ermittelt. Der
CBA funktioniert nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISA. Die Zytokine werden durch Zytokin-
spezifische Antikdrper gebunden, die an Fluorophor-markierten Kiigelchen (Capture Beads)
befestigt sind. Dazu wurden die Proben und Standards mit einem Mix aus verschiedenen
Capture Beads behandelt. Abhangig von der Menge des gebundenen Zytokins bindet der
Capture-Bead-Zytokin-Komplex die PE-Detektionsreagenz (PE-markierte Zytokin-spezifische

Antikorper). Anhand der spezifischen Intensitat des Fluorophors der Capture Beads wurden die
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Zytokine unterschieden. Die Konzentration der Zytokine wurde anhand der PE-
Fluoreszenzintensitat mit Hilfe einer Standardkurve berechnet.

Der CBA wurde mit Ausnahme der folgenden Punkte entsprechend des Handbuches
durchgefiihrt. Bei der Durchfihrung wurden die Volumina der Proben, der Standards, des
Capture Bead Mix und der PE-Detektionsreagenz von 50 pl auf 25 pl halbiert. Der Uberstand
wurde unverdiunnt gemessen. Die Proben und Standards wurden zur Messung in 120 pl statt

300 pl Waschpuffer aufgenommen.

Gewinnung des DC-Kulturtiberstandes zur Bestimmung der Zytokinkonzentration

Da den DC zur Ausreifung verschiedene Zytokine zugesetzt wurden, wurden die reifen DC (rDC)
an Tag 8 in frischem Medium aufgenommen. Dadurch sollten kinstlich erhohte
Proteinkonzentrationen der Zytokine IL-13, IL-6 und TNF-a in der CBA vermieden werden
(,Zytokin-Washout").

An Tag 8 wurden die 6-well Kulturplatten zum Ablésen der rDC 10 min auf Eis gestellt. Durch
starkes Spulen mit einer Glaspipette wurden die Zellen von der Platte geldst. Jedes well wurde
in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und zentrifugiert (6 min, 350 g, 4 °C). Der Uberstand
wurde verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen in 3 ml frischem Medium (X-Vivo 15 + 1 %
Hitze-inaktiviertes Plasma) resuspendiert und auf eine neue 6-well Kulturplatte pipettiert. Die
Inhibitoren und DMSO wurden entsprechend Tag 6 pipettiert. Die uDC Kultur wurde unverandert
weitergeflhrt.

An Tag 9 wurden die Kulturplatten wiederum 10 min auf Eis gestellt, die Zellsuspensionen in je
ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt, zentrifugiert (6 min, 350 g, 4 °C) und die Uberstande in
1,5 ml ReaktionsgefaRe pipettiert. Die Uberstande wurden bis zur CBA bei —20 °C weggefroren.
Der restliche Uberstand wurde verworfen. Die DC wurden zur weiteren Verwendung mit FACS-

Puffer gewaschen.

2.2.3.3. Bestimmung der Apoptose

Die Apoptose der DC wurde unter Verwendung des PE Annexin V Apoptose Detektion Sets |
(BD, # 559763) durchflusszytometrisch gemessen. Die Apoptose wurde durch die Bindung von
Annexin V an Phosphatidylserin (PS) angezeigt, welches im friilhen Stadium der Apoptose nicht
nur an der Innenseite der Zellmembran, sondern auch an der Aulenseite exprimiert wird.
Verliert die Zellmembran im spaten Stadium der Apoptose ihre Asymmetrie, dringt Annexin V in
die Zelle ein und verstarkt die Fluoreszenz der Zellen durch Bindung von Annexin V an das PS
der Membraninnenseiten. Gleichzeitig dringt der Vitalitats-Farbstoff 7-AAD in die Zellen ein.

Daher fluoreszieren Zellen im spaten Stadium der Apoptose sowie nekrotische und tote Zellen
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doppeltpositiv (Annexin V*7-AAD™).

Zur Bestimmung der Apoptose wurden die DC an Tag 9 entsprechend 3.2.3.2 gewonnen und in
eine 96-well Mikrotiter-Rundbodenplatte Uberfiihrt. Jedes well enthielt circa 0,6 — 0,9 x 108 DC.
Die Platte wurde zentrifugiert (4 min, 350 g, 4 °C) und der Uberstand verworfen. AnschlieRend
wurden die DC in 100 yl PBS resuspendiert, zentrifugiert und der Uberstand wurde erneut
verworfen. Zum Ansetzen des Farbemix wurde der 10 x Bindungspuffer 1 zu 10 in destilliertem
Wasser verdinnt (1 x Bindungspuffer). Der Farbemix wurde durch Verdlinnung von Annexin V
und 7-AAD 1 zu 16 in 1 x Bindungspuffer angesetzt. Die Zellen wurden in 25 pl Annexin-
V/7TAAD-Farbemix resuspendiert. Die Einzelfarbungen und Kompensationskontrollen wurden
ebenfalls 1:16 verdiinnt und in 25 yl Einzelfarbung resuspendiert. Die Farbung erfolgte 15 min
bei 4 °C im Dunklen. Anschlief’end wurden 125 pl 1 x Bindungspuffer in jedes well pipettiert und
die Proben in 5 ml Rundboden-Polystyrolréhrchen Uberfiihrt. Die Messung erfolgte innerhalb

einer Stunde nach Farbung.

2234. Bestimmung der Caspase-1 Aktivitat

Die Caspase-1 Aktivitat wurde mittels des FLICA 660 in vitro Caspase-1 Detektionsset
(ImmunoChemistry, # 9122) durchflusszytometrisch ermittelt. Die aktivierte Caspase-1 wurde
durch Bindung an Zellmembrangéngige Fluoreszenz-markierte Caspase-Inhibitoren (FLICA,
Fluorescent Labeled Inhibitors of Caspases) ermittelt.

Dazu wurden uDC an Tag 6 gezahlt und 2 x 10° uDC in 1 ml X-Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes
Plasma in ein 5 ml Rundboden-Polystyrolrdhrchen aufgenommen und mit einem Deckel
verschlossen. Wahrend der Ausreifung (siehe Kapitel 3.2.2.7) wurden die DC mit 1 uM
Vemurafenib bzw. Dabrafenib (+ 1 yl 1 mM Kinase-Inhibitor in DMSO), DMSO (+ 1 yl DMSO,
Kinase-Inhibitor-L6sungsmittel-Kontrolle) behandelt. Als Positivkontrolle der Caspase-1 Aktivitat
wurden THP-1 Zellen mit 5 ng/ml PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) stimuliert. Dazu wurde
die THP-1 Kontrolle mit 0,5 pl einer 10 ug/ml PMA-L&sung versetzt. Als Negativkontrolle wurden
unstimulierte THP-1 Zellen verwendet. Als zusatzliche Kontrolle der Farbung wurden ungefarbte
DC gemessen. Nach der Stimulation wurden die DC und THP-1 Zellen fir 6 Stunden bei 37 °C
im Brutschrank gelagert. AnschlieRend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 350 g, 25 °C) und
in 295 ul X-Vivo 15 + 1 % Hitze-inaktiviertes Plasma resuspendiert.

Die Durchflhrung des FLICA 660 in vitro Caspase-1 Detektionssets erfolgte entsprechend des
Handbuches. Dazu wurde jedes Réhrchen mit 5 ul der FLICA 660 Arbeitslésung versetzt (1:60
Verdunnung V/V), 45 min im Brutschrank gelagert und alle 15 min resuspendiert. AnschlieRend
wurden die Proben mit 2 ml 1 x Waschpuffer des Sets versetzt, zentrifugiert (5 min, 350 g, 25

°C) und der Uberstand mit einer Glas-Pasteurpipette und Unterdruck vorsichtig abgesaugt. Zur
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Vitalitats-Farbung wurden die Proben mit 10 ul 7-AAD (1:10 in 1 x Waschpuffer des Sets)
resuspendiert und 20 min bei 4 °C im Dunklen gefarbt. Nach einem Waschschritt mit 1 x
Waschpuffer wurden die Zellen fixiert. Dazu wurden die Proben in 300 ul Fixierungspuffer des
Sets (1:6 Fixierungspuffer in 1 x Waschpuffer) resuspendiert und fir 15 min bei 4 °C im Dunklen
gelagert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 x Waschpuffer wurden die Proben in 100 pl
FACS-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden bis zur durchflusszytometrischen Messung am

BD Accuri C6 auf Eis gelagert.

Kultivierung der THP-1 Zelllinie

Die humane Monozyten-Zelllinie THP-1 wurde mit freundlicher Genehmigung von Ronald E.
Unger, Universitatsmedizin Mainz, verwendet. Die THP-1 Zellen sind Suspensionszellen. Die
Zellen wurden in komplettem Wachstumsmedium (RPMI 1640 + 2 mM Glutamin + 10 % Fétales
Kalberserum (FCS)) in einer 75 mm? Zellkulturflasche mit einer Zelldichte von 4 x 10° Zellen/ml
im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) kultiviert. Das Medium wurde alle 2 — 3 Tage gewechselt und

die Zellen wurden abhangig von der Zelldichte ausgedinnt (93).

2.2.4. Quantitative Analyse der Plasmamolekiile

2.2.441. Analyse des Plasmaproteoms

Die Analyse des Plasmaproteoms der Patienten, die an der Studie zur Untersuchung zellularer
und molekularer Biomarker im malignen Melanom unter Checkpoint-Inhibitor Therapie
teilnahmen, wurde durch die Arbeitsgruppe von Stefan Tenzer am Institut fir Immunologie der
Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt.

Dazu wurden in niedrigen Konzentrationen vorkommende Plasmaproteine angereichert, indem
hoch abundante Proteine aus 10 pl Plasma durch eine Pierce™ Immunoaffinitats-
Zentrifugationssaule (Thermo Fisher Scientific, Bremen, DE, #85165) depletiert wurden. Der
Durchlauf wurde in einer Vakuumzentrifuge zentrifugiert (1000 g, RT), lyophilisiert und in
Denaturierungspuffer (10 mM Dithiothreitol, 2 M Thiourea, 20 mM Tris-Puffer pH 8, 7 M Urea)
aufgenommen. Mittels FASP Technik (Filter Aided Sample Preparation) wurden Proteine mit
einem Molekulargewicht gréRer als 10 kDa im NanoSep Omega 10 kDa cutoff Filter (PALL,
Dreieich, DE, #0D010C34) zurlickgehalten, aufgereinigt und durch Trypsin in Peptide zersetzt
(94). Mittels nanoUPLC (nanoflow ultra-performance liquid chromatography) Umkehrphasen
Chromatographie an einem nanoAcquity UPLC System des Hersteller Waters wurden die
Peptide separiert (95) und via UDMSE (Ultra-definition tandem mass spectrometry (E)) an einem
angeschlossenen Waters Synapt G2-S Q-IMS-TOF Hybridmassenspektrometer mittels
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datenunabhangiger Datenerfassung (DIA) online analysiert (94).

Die Prozessierung der Rohdaten und Datenbanksuche gegen die humane UniProt Proteom-
Datenbank wurde mittels der Waters Proteomik Analyseplatiform PLGS (ProteinLynx Global
SERVER™) durchgeflhrt. Die Falscherkennungsrate (FDR) wurde auf 1 % limitiert. Die
markierungsfreie Quantifizierung erfolgte unter Verwendung der ISOQuant Software (94).

Eine Messgruppe bestand aus zwei Patienten ohne Therapieerfolg und einem Patienten mit
Therapieerfolg. Die Zusammensetzung des Proteoms wurde auf Unterschiede hinsichtlich der
Parameter Therapieerfolg (Ansprechen/Kein Ansprechen) und Zeitpunkt (vor Therapie/nach

Therapie) analysiert.

2242, Validierung potenzieller Biomarker via ELISA

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der Proteomanalyse wurden die Plasmakonzentrationen der
potenziellen Biomarker, PEDF (Pigment epithelium-derived factor) und Afamin, via ELISA
gemessen. Dazu wurden die ELISA Sets, der Humane Afamin DuoSet ELISA (R&D, #DY8065-
05) und der Humane Serpin F1/PEDF DuoSet ELISA (R&D, #DY1177-05), entsprechend des
Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Es wurde das Plasma der Patienten der Studie zum malignen
Melanom verwendet. Die Plasmaproben wurden fir den Afamin ELISA 1 zu 15.000 im
Verdlinnungspuffer angesetzt; fir den PEDF ELISA wurden die Proben 1 zu 40.000 verdinnt.
Die verwendeten Puffer wurden selbst angesetzt (siehe 2.1.2). Die ELISA wurden auf 96-Well
Nunc MaxiSorp™ Flachbodenplatten durchgeflihrt und zur Inkubation mit nicht sterilen
Polyesterfilmen abgedeckt. Die kolorimetrische Messung wurde an einem Hidex Sense Beta
Plus Mikrotiterplattenleser mit der Hidex Software 0.5.25.0 und an einem ELx808
Mikroplattenleser mit dem Programm KC Junior v1.41.8 durchgefiihrt. Die Messung der OD
erfolgte bei 450 nm und bei einer Referenzwellenlange von 570 nm. Um optische
Unvollkommenheiten der Mikrotiterplatte zu berlicksichtigen, wurde die OD (450 nm) um die OD
OD (570 nm) subtrahiert. Bei jedem ELISA wurden die Standards und eine Pufferkontrolle
(Verdinnungspuffer, ,Blank®) mitgefiihrt. Die Proben, Standards und Pufferkontrollen wurden in
Duplikaten gemessen. Die Standardkurve wurde mittels einer logistischen Regressionskurve mit
4 Parametern (4PL) berechnet und nicht extrapoliert. Die Berechnung der Standardkurve und

die Auswertung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism.



44 | Material und Methoden

2.2.5. Die quantitative Bestimmung der mRNA

2.2.51. Isolation und Quantifizierung der mRNA

Die Isolation der mRNA (messenger RNA) aus DC erfolgte unter Verwendung des peqGOLD
Micro RNA Sets (Safety Line) (vwr, peqglab, #12-6836-02). Dazu wurden uDC und rDC
entsprechend dem obigen Protokoll zur Kultivierung an Tag 6 mit 1 x 10® DC/Schale in 3 ml DC
Kulturmedium in einer 6-well Kulturplatte pipettiert. Die DC wurden mit 1 yM Vemurafenib, 1 yM
Dabrafenib bzw. der Kontrolle (DMSO, Lésungsmittel der Inhibitoren) stimuliert. Nach 6 bzw. 24
Stunden wurden die DC entsprechend dem obigen Protokoll gewonnen, zentrifugiert (6 min, 350
g, 4°C) und der Uberstand wurde weggefroren. AnschlieRend wurden die DC in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaR (iberfiihrt, zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Die DC wurden in 400 ul RNA
Lysis Puffer T (RLT-Puffer) resuspendiert. Sofern die RNA Isolation nicht sofort erfolgte, wurden
die DC in RLT-Puffer bei —20 °C weggefroren. Die Isolation der RNA wurde mit Ausnahme der
folgenden Schritte entsprechend der Arbeitsanleitung zur ,RNA Isolation aus eukaryotischen
Zellen* des Handbuches durchgefiihrt. Das Zell-lysat wurde in der Saule zur DNA Entfernung 4
min statt 2 min bei 10.000 g zentrifugiert (25 °C). Der optionale Schritt ,DNase | Verdau“ wurde
nicht durchgefihrt. Die Elution der RNA (Schritt 8) erfolgte mit 40 ul sterilem RNase-freiem
destilliertem H>0 des Kits.

Die Quantifizierung der RNA erfolgte an einem NanoDrop™ 2000 Spektralphotometer unter
Verwendung des Programmes NanoDrop 2000 1.2.1. Zunachst wurde das Programm mit der
Kontrolle, 1 ul sterilem RNase-freiem destilliertem H.O des Kits, kalibriert (Blank-Wert, das
Lésungsmittel). Die Absorption wurde bei 260 nm (Nukleinsauren) und 280 nm (Proteine)
gemessen. Anschlieend wurde jeweils 1 pl unverdinntes RNA-Eluat der Proben auf den
Messkopf pipettiert und 3 Mal gemessen. Der Mittelwert der RNA-Quantifizierung [ng/pl] wurde
notiert. Die Reinheit des RNA-Eluats wurde anhand des A260/280-Verhaltnisses Uberprift.

2.2.5.2. Reverse Transkription (RT) der mRNA zu cDNA

Die reverse Transkription des unter 3.2.5.1 gewonnenen RNA-Eluats zu cDNA (engl.
complementary DNA) wurde mit dem iScript cDNA Synthese Kit (Bio-Rad, #170-8891) bzw. dem
All-in-One cDNA Synthesis SuperMix (Bimake, #B24408) durchgeflihrt. Die Proben wurden
wahrend der Durchfiihrung entsprechend der Arbeitsanleitungen auf Eis gelagert. Je Reaktion
wurden ca. 200 — 500 ng RNA in 20 pl Reaktionsvolumen verwendet. Dazu wurden fir das
iScript Kit 4 ul 5 x iScript Reaktionsmix, 1 pl iScript reverse Transkriptase und 15 uyl RNA in
Nuklease-freiem H>O (RNA-Eluat (200 — 500 ng RNA) + Nuklease-freies H2O) in ein 0,5 ml
Reaktionsgefal pipettiert. Fir das All-in-One Kit wurden 2 pl 5 x qRT SuperMix und 18 ul RNA
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in RNase-freies H>O pipettiert. Die Reaktionsgefafie wurden in einem vwr Thermocycler Uno bei
folgenden Programmen inkubiert: iScript Kit: 5 min (25 °C), 30 min (42 °C) zur reversen
Transkription und 5 min (85 °C) zur Inaktivierung der reversen Transkriptase bzw. All-in-One Kit:
10 min (25 °C), 30 min (42 °C) und 5 min (85 °C). Nach Abschluss des Programmes wurden die
Proben auf 4 °C temperiert. Die Lagerung der cDNA Proben erfolgte bis zur Verwendung bei
-20 °C.

2.2.5.3. Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (real-time qPCR)

Zur real-time gPCR wurde der Biotool™ 2x SYBR Green Fast gPCR Master Mix (Bimake,
#B21802) bzw. Fast EvaGreen® qPCR Master Mix (Biotium, #31003-1) verwendet. Die qPCR
wurde an einem Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Zur Normalisierung des Fluoreszenz-Reportersignals wurde der hochkonzentrierte
ROX (5-Carboxy-Rhodamin-X-Referenzfarbstoff) verwendet. Pro Probe wurde ein
Reaktionsvolumen von 20 pl in eine Sapphire 96-well Mikroplatte pipettiert. Die real-time qPCR
wurde entsprechend der Arbeitsanleitungen durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen des Bimake
Sets setzte sich aus 10 uyl 2x Biotool™ SYBR Green FAST Master Mix, 2 ul cDNA (siehe
3.2.5.2), 1 pl Vorwartsprimer (1:100 in destilliertem H20), 1 pl Rickwartsprimer (1:100), 0,4 pl
ROX Referenzfarbstoff und 5,6 pl destilliertes H.O (Ampuwa®Plastipur®) zusammen.

Das Reaktionsvolumen des Biotium-Sets setzte sich aus 10 pl 2x Fast EvaGreen Master Mix,
2,2 ul cDNA, 1 ul Vorwartsprimer (1:100 in destilliertem H2O0), 1 pl Rickwartsprimer (1:100), 2 pl
10x ROX Referenzfarbstoff und 3,8 pul destilliertes H,O (Ampuwa®Plastipur®) zusammen

Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgte anhand des folgenden Programmes. Zur Aktivierung der
DNA Polymerase wurde die Platte im PCR System fiir 5 min (Bimake) bzw. 2 min (Biotium) auf
95 °C erwarmt. Die PCR lief Uber 40 (Bimake) bzw. 45 Zyklen (Biotium). Die Zyklen bestanden
aus einem Denaturierungs- (3 s (Bimake)/ 15 s (Biotium), 95 °C) und Primer-Anlagerungs
(Annealing)/-Verlangerungs (Extension)-Schritt (15 s (Bimake)/ 60 s (Biotium), 60 °C). Im letzten
Schritt wurde die Schmelzkurve erstellt (15 s (95 °C), 60 s (60 °C), 15 s (95 °C)).

Die relative Quantifizierung der Daten wurde anhand der delta delta Schwellenwert-Methode
(AACt (cycle threshold)-Methode) in Microsoft Excel durchgefiihrt. Die relative Expression der
cDNA wurde mit dem Haushaltsgen B2M berechnet und auf den 6 Stunden-Wert normiert. Die

Graphen und Signifikanzen wurden mit GraphPad Prism 6.0 erstellt und berechnet.
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2.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte unter Verwendung der
Software GraphPad Prism 6.07. Die Daten wurden in Microsoft Excel 2010 zusammengestellt.
Fir die Studien wurden unparametrische ungepaarte zweiseitige Tests wie z. B. der Mann-
Whitney und der Kruskal-Wallis Test verwendet und mit Dunn’s Mehrfachvergleichs-Test
korrigiert. Die Legenden der Abbildungen geben den verwendeten Test an. Da der D’Agostino &
Pearson omnibus Normalitatstest nur fir einige Kohorten eine Normalverteilung aufwies, wurden
unparametrische Test verwendet. Es ist bekannt, dass die interindividuellen Werte in kleinen
Gruppen stark variieren. Es wurde ein ungepaarter Test verwendet, da zu einigen Patienten nur
Daten zu einem der beiden Zeitpunkte A und B vorlagen.

Die Spezifitdt und Sensitivitdt der Parameter wie z. B. LDH wurde nach Fawcett in Microsoft
Excel 2010 berechnet (93).

Die Uberlebenszeitanalyse untersuchte den Effekt der Messdaten zum Zeitpunkt vor
Therapiebeginn auf das Gesamtliberleben der Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher. Die
Uberlebenszeitanalyse wurde mittels der Kaplan-Meier Methode (Log-rank (Mantel-Cox) Test)
durchgefiihrt. Als Gesamtliberleben der Patienten wurde der Zeitraum zwischen Studienbeginn
und dem Todestag bzw. dem Tag des letzten Kontaktes gemessen. Das Datum des letzten
Kontaktes wurde in der Kaplan-Meier Kurve als zensierter Datenpunkte dargestellt (runder Punkt
auf Kurve). Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher wurden anhand von Grenzwerten in
jeweils zwei Untergruppen geteilt. So wurde das Gesamtiiberleben von z. B. Nichtansprechern
mit Messwerten Uber bzw. unter einem Grenzwert untersucht. Als Grenzwerte der Parameter
(engl. cutoff) dienten die Mediane der gesunden Spender (wie z. B. bei Prozentsatzen der
Zellen) bzw. die Obergrenzen der Normbereiche (wie z. B. bei LDH, S100 und der
Thrombozyten-Konzentration).

In der Durchflusszytometrie wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) mit dem Mittelwert
(Mean) angegeben. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen in
Patienten individuell eingegrenzt.

Sofern nicht anders angegeben, zeigen die Graphen den Median mit Interquartilsabstand. Die
einzelnen Datenpunkte zeigen den Messwert eines Versuchs bzw. eines Patienten. Eine
horizontale gestrichelte Linie markiert den Median einer Kontrollgruppe wie z. B. den der
gesunden Spender bzw. eine Unter- oder Obergrenze eines Normbereiches.

Die statistische Signifikanz wurde durch Asteriske gekennzeichnet (p < 0,05 *, p < 0,01 **, p <
0,001 ***).
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3. Ergebnisse

3.1. Immunomonitoring von Melanompatienten unter Checkpoint-
Inhibitor Therapie

3.1.1. Statistische Auswertung der Patientencharakteristika

Anhand einer reprasentativen Stichprobe kénnen Aussagen, die Uber eine kleine Anzahl an
Checkpoint-Inhibitor Patienten gemacht werden, auf eine gro3e Zahl dieser Patienten zutreffen.
Zur Analyse der Reprasentativitdit der Studie wurden die Grundcharakteristika der 51
Studienteilnehmer erhoben (Tab. 20). Zusatzlich wurde das typische Ansprechmuster der
Checkpoint-Inhibitoren sowie die immunologisch bedingten unerwiinschten Ereignisse
untersucht (IRAE, immune-related adverse events).

Uber die Halfte der Patienten waren Uber 65 Jahre alt (Medianwert 69 Jahre). Es nahmen ein
Drittel mehr Manner als Frauen an der Studie teil. Aufgrund der geringen Teilnehmerzahl
erfolgte keine geschlechts- und altersspezifische Auswertung der Studiendaten. Die Patienten
waren kaukasischer Herkunft. 94,1 % der Patienten wiesen ein Melanom im Stadium IV mit nicht
resektierbaren Fernmetastasen auf, 5,9 % ein Melanom im Stadium [lIC mit nicht resektierbaren
lokoregiondren Metastasen und 25,5 % der Patienten Metastasen im zentralen Nervensystem
auf (87).

Laut Klassifikation der malignen Melanome wurde das oberflachlich spreitende Melanom (SSM)
mit 11,8 % am haufigsten diagnostiziert. Am zweithdufigsten traten das nodulére, amelanotische
und Schleimhautmelanom mit jeweils 8 % auf. In 5,9 % der Patienten war der Primartumor
unbekannt und in 47,1 % wurden keine Angaben zum Tumor festgehalten.

Die Mutation des BRAF Protoonkogens wurde in allen Patienten untersucht und war in 27,5 %
der Patienten mutiert. Ein Drittel der Patienten wurde auf eine NRAS Mutation getestet, die in
9,8 % der Patienten vorlag.

Die Studie schloss Patienten ohne (68,6 %) und mit systemischer Vortherapie (31,4 %) ein. 2 %
der Patienten hatten vor Studienbeginn eine Chemotherapie, 7,8 % eine (andere) Checkpoint-
Inhibitor Therapie und 21,6 % einer BRAF-/MEK-Inhibitor Therapie abgeschlossen (Tab. 21).
Wahrend der Studie wurden 54,9 % der Patienten mit dem Checkpoint-Inhibitor Ipilimumab, 21,6
% mit Pembrolizumab, 3,9 % mit Nivolumab und 19,6 % mit der Ipilimumab-/Nivolumab
Kombinationstherapie behandelt.

Entsprechend der Literatur sprach in dieser Studie ein Drittel der Patienten auf die Checkpoint-
Inhibitor Therapie an (56,96): 29, 4 % Therapieansprecher vs. 64,7 % Nicht-Ansprecher.
Therapieansprecher sprachen zu 19,6 % partiell an, zeigten zu 7,8 % einen stabilen

Krankheitsverlauf und wiesen zu 2 % eine komplette Remission des Tumors auf (97) (Tab. 22).



48 | Ergebnisse

Nicht-Ansprecher verzeichneten einen progredienten Krankheitsverlauf in Form von Metastasen

und Tumorwachstum. Fir 5,9 % der Patienten lagen keine Daten zum Therapieerfolg vor.

Tabelle 20 Grundcharakteristika der Patienten.
BRAF, B-Raf Protoonkogen; NRAS, N-Ras Protoonkogen; ZNS, zentrales Nervensystem.

|Patientencharakteristika n %
Patienten 51 100,0
Alter [Jahre]

IMedian in Jahren (Bereich) 69 (27-86)

< 65 22 43,1

> 65 29 56,9
|Geschlecht

IManner 31 60,8
Frauen 20 39,2
|[Ethnik

Kaukasier 51 100,0
|[Erkrankungsstatus

Unresektierbarer Tumor Stadium IIIC 3 59
Unresektierbarer Tumor Stadium IV 48 94 1
ZNS Metastase 13 25,5
IKlassifikation der Erkrankung

Oberflachlich Spreitendes Melanom (SSM) 6 11,8
Noduldres Melanom 4 7,8
Akrolentiginéses Melanom (ALM) 3 59
Amelanotisches Melanom 4 7,8
Schleimhautmelanom 4 7,8
IAderhautmelanom 2 3,9
Lentigo Maligna Melanoma (LMM) 1 2,0
Krebs mit unbekanntem Primartumor (CUP) 3 5,9
Keine Angaben 24 47 1
[BRAF- and NRAS-Status BRAF NRAS
[Mutationen 14 (27,5 %)| 5 (9,8 %)
Wildtyp 37 (72,5 %) |12 (23,5 %)
Unbekannt 0 34 (66,7 %)
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Tabelle 21 Therapien der Patienten.

Erhielt ein Patient vor Studienbeginn zwei verschiedene Checkpoint Inhibitor Therapien, wurden zwei berechnet. Als
systemische Vortherapien erhielten Patienten die BRAF-/MEK-Inhibitoren Vemurafenib (n = 5), Pimasertib (1),
Dabrafenib + Trametinib (4) und Vemurafenib + Cobimetinib (2) sowie die Checkpoint-Inhibitoren Pembrolizumab (1),
Ipilimumab (2) oder Nivolumab (2). Ein Patient erhielt als Vortherapie das Chemotherapeutikum Dacarbazin. Die
Patienten erhielten maximal zwei Vortherapien. BRAF, B-Raf Protoonkogen; ECT, Elektrochemotherapie; MEK,
Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MERIT, engl. Mutanome Engineered RNA Immunotherapy; n, Anzahl der Patienten;
TACE, transarterialle Chemoembolisation.

|Patientencharakteristika n %
Patienten 51 100
ICheckpoint-Inhibitor Therapien in der Studie
Ipilimumab 28 54,9
Ipilimumab + Nivolumab 10 19,6
Pembrolizumab 11 21,6
Nivolumab 2 3,9
Systemische Vortherapien
Chemotherapie 1 2,0
BRAF-/MEK-Inhibitor 11 21,6
Checkpoint-Inhibitoren 4 7.8
lAnzahl systemischer Vortherapien
0 35 68,6
1 11 21,6
2 5 9,8
>2 0 0,0
Vorherige Strahlentherapien
Radiatio cerebral 3 8,1
Radiatio peripher 5 9,8
Vorherige adjuvante Immuntherapien
Interferon-Immuntherapie 2 3,9
Individualisierte RNA-Immuntherapie (MERIT) 3 59
Vorherige TACE
Transarterielle Chemoembolisation 2 3,9

Vorherige ECT
Elektrochemotherapie 1 2,0
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Tabelle 22 Ansprechmuster der Checkpoint-Inhibitor Therapie.

Der Therapieerfolg wurde zur zweiten Durchuntersuchung (Staging) festgelegt. Dazu wurde der Ausbreitungsgrad des
Tumors durch einen Radiologen anhand von Computer (CT)- und magnetischer Resonanztomographie (MRT)
bestimmt. Das Resultat der Therapie wurde bei drei Patienten als unbekannt eingestuft. Als Griinde dafiir wurden ein
frihzeitiger Abbruch in Folge unerwiinschter Nebenwirkungen, ein Behandlungsortwechsel und Selbsttotung
verzeichnet.

Ansprechmuster n %
Patienten 51 100,0
Ansprechen 15 29,4
Komplettes Ansprechen 1 2,0
Partielles Ansprechen 10 19,6
Stabile Erkrankung 4 7.8
[Kein Ansprechen 33 64,7
lunbekannt 3 5,9

Tabelle 23 Immunologisch-bedingte unerwiinschte Ereignisse (IRAE).

Bei Patienten mit mehreren IRAE wurden die IRAE einzeln gezahlt. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die n(Total)
in der jeweiligen Zeile. IRAE, immunologisch-bedingte unerwiinschte Ereignisse (engl. immun-related adverse
events).

Immunologisch-bedingte unerwiinschte n

Ereignisseg(IRAE) ’ (Patienten) ez, 7
lAnzahl der Patienten mit IRAE 15 51 29,4
Unter Ipilimumab 7 28 25,0
Unter Ipilimumab + Nivolumab 5 10 50,0
Unter Pembrolizumab 3 11 27,3
Unter Nivolumab 0 2 0,0
Typ der IRAE n (IRAE)

lAnzahl der IRAE 18 100,0
Colitis 8 18 44 .4
Pneumonitis 2 18 11,1
Thyreoiditis 3 18 16,7
Hepatitis 1 18 5,6
Hypophysitis 2 18 11,1
Pankreatitis 1 18 5,6
Kardiomyositis 1 18 5,6
[unterbrechung der Therapie durch IRAE (Pati:nten)

lAnzahl der Unterbrechungen der Therapien 7 15 46,7
Unter Ipilimumab 5 7 71,4
Unter Ipilimumab + Nivolumab 1 7 14,3
Unter Pembrolizumab 1 7 14,3
Under Nivolumab 0 7 0,0
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Die Checkpoint-Inhibitor Therapie fiihrte in 29,4 % der Patienten zu immunologisch bedingten
unerwiinschten Ereignissen (IRAE, immune-related adverse events) (Tab. 23). Unter Ipilimumab
Monotherapie traten in 25 % der Patienten IRAE auf, wahrend unter Ipilimumab/Nivolumab
Kombinationstherapie in doppelt so vielen Patienten (50 %) IRAE auftraten. IRAE manifestierten
sich in 44,4 % der Falle als Colitis und in 16,7 % als Thyreoiditis. 46,7 % der Patienten
unterbrachen aufgrund der IRAE die Checkpoint-Inhibitor Therapie. Patienten unter Ipilimumab
Monotherapie (71,4 %) unterbrachen circa funfmal haufiger IRAE-bedingt die Therapie als
Patienten unter Nivolumab/Ipilimumab Kombinationstherapie (14,3 %). Damit traten unter der
Kombinationstherapie mehr IRAE, jedoch weniger folgenschwere IRAE (z. B. Therapieabbruch)

als unter der Ipilimumab Monotherapie auf.

A B
1-Jahres-UR 2-Jahres-UR 1-Jahres-UR 2-Jahres-UR

= 100 190 % 190 % =100 : :

53 B B = B

24 5 e = 6%

$ 80 : : 5 80 :

o o :

2 ® 2 :

% 60 H g 60

£ 401 : : g a0

< : T30 07 S

S 204 : 32% 3 20

U] : : o

0 100 200 300 400 500 600 700 800 "0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tage Tage
-=- Ansprechen (A) -e- [pilimumab (Ipi) =~ Nivolumab (Nivo)
-~ Kein Ansprechen (K. A.) -=- |pi + Nivo =+ Pembrolizumab (Pembro)

A. 1515 12 11 8 7 6 5 5 |lpi 10 7 31 1 1 1 11

K.A 332513 11 10 9 9 7 7 |Ipi+Nivo 8 3 11 0 0 0 0 O
Nivo 1 1 0 0 0O 0O O OO
Pembro 7 5 3 3 2 1 0 0 O

Abbildung 7 Uberlebenszeitanalyse anhand des Therapieerfolgs und der Checkpoint-Inhibitor Therapie.

Der Tag 0O markiert den Start der Checkpoint-Inhibitor Therapie. 3 Patienten ohne Angaben zum Therapieerfolg
wurden von der Analyse ausgeschlossen (n = 3). Fur Patienten ohne Todesdatum wurde das Datum der letzten
Verlaufskontrolle als Zensurzeitpunkt (runder Punkt) angegeben. A Uberlebenszeitanalyse anhand des
Therapieerfolgs. 33 Patienten sprachen nicht auf die Checkpoint-Therapie an (blaue Linie); 15 Patienten sprachen
auf die Therapie an (rote Linie). Die Kaplan-Meier Kurven zeigen einen signifikanten Unterschied (p = 0,0078 **).
B Uberlebenszeitanalyse anhand der Checkpoint-Inhibitor Therapie. Von 26 analysierten Patienten erhielten 10
Patienten Ipilimumab, 1 Patient Nivolumab, 7 Patienten Pembrolizumab und 8 Patienten eine Ipilimumab/Nivolumab
Kombinationstherapie. Patienten mit Therapiewechsel (n = 24) nach Studienbeginn sowie Patienten mit fehlender
Verlaufskontrolle aufgrund von Behandlungsortwechsel (n = 1) wurden von der Uberlebenszeitanalyse
ausgeschlossen. Kaplan-Meier Methode, Log rank (Mantel-Cox) Test, p < 0,05 *. A., Ansprechen; Ipi, Ipilimumab; K.
A., Kein Ansprechen; Nivo, Nivolumab; UR, Uberlebensrate; Pembro, Pembrolizumab.

Therapieansprecher lebten signifikant langer als Nicht-Ansprecher (Abb. 7). Die
Gesamtuberlebenszeit der aller Studienteilnehmer ergab einen Median von 684 Tagen. Nicht-
Ansprecher lebten im Median 336 Tagen (Hazard Ratio (Mantel-Haenszel), Ansprechen vs. Kein
Ansprechen, Ratio 3,609; 95 % ClI, 1,403 — 9,284). Der Median der Therapieansprecher blieb
undefiniert, da bei Studienende mehr als 50 % der Therapieansprecher am Leben waren. Die 2-
Jahres-Uberlebensrate (UR) der Therapieansprecher war mit 90 % circa dreimal so hoch wie die
der Nicht-Ansprecher (32 %, p = 0,0078 **).
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Der Prozentsatz der Patienten, die 1 Jahr nach Therapiebeginn noch am Leben waren (1-
Jahres-Uberlebensrate (UR)), war unter der Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie héher
als unter den untersuchten Monotherapien. Die Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie
zeigte mit 86 % eine circa 3-fach héhere 1-Jahres-UR im Vergleich zur Ipilimumab Monotherapie
(26 %). Pembrolizumab zeigte mit 48 % eine fast doppelt so hohe 1-Jahres-UR im Vergleich zur
Ipilimumab Monotherapie (26%). Da nur ein Patient ohne Therapiewechsel eine Nivolumab

Monotherapie erhielt, konnten keine ndheren Aussagen Uber Nivolumab getroffen werden.

In der vorliegenden Studie entsprach das Verhaltnis der Therapieansprecher zu Nicht-
Ansprecher (1 zu 2) der Literatur. Unter der Ipilimumab Monotherapie traten halb so viele IRAE
auf wie unter der Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie. Die IRAE unter der Ipilimumab
Monotherapie fiihrten jedoch circa flinfmal haufiger zu Therapieabbriichen. Die 1-Jahres-UR der
Patienten unter Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie war dreimal hoéher als die der
Patienten unter Ipilimumab Monotherapie.

3.1.2. Untersuchungen zu zelluldren Biomarkern im peripheren Blut ex vivo

3.1.21. Erhoéhtes Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis indiziert ein
Therapieansprechen

Die mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cells)
kénnen anhand der Durchflusszytometrie in zwei gro3e immunologisch wichtige Gruppen
unterteilt werden: Lymphozyten und Monozyten. Die Population der Lymphozyten beinhaltet z.
B. Tumorantigen-spezifische T-Effektorzellen sowie immunsuppressive regulatorische T-Zellen.
Die Population der Monozyten setzt sich unter anderem aus Vorlaufern der dendritischen Zellen,
Makrophagen und immunsuppressiven myeloiden Suppressorzellen (MDSC, engl. myeloid-
derived suppressor cells) zusammen. In der Tumordiagnostik wird das Verhaltnis der
Lymphozyten zu Monozyten zunehmend als Biomarker fur den Grad der chronischen

Entziindung (98) und als zellularer Biomarker der Tumorprognose untersucht (99,100).

In der vorliegenden Arbeit wurden die prozentualen Anteile der Lymphozyten und der
Monozyten an den lebenden PBMC durchflusszytometrisch gemessen. Anhand der GrofRe und
Granularitdt wurden Monozyten im FSC-SSC-Diagramm als grof’e Zellen mit Granula und
Lymphozyten als kleine Zellen mit wenigen Granula identifiziert (Abb. 8A). Vor Therapiebeginn
(Zeitpunkt A) zeigten Therapieansprecher einen héheren Prozentsatz an Lymphozyten als Nicht-
Ansprecher (Abb. 8). Der Prozentsatz der Lymphozyten (69 %) und Monozyten (15 %) in
Therapieansprechern vor Therapiebeginn war vergleichbar mit dem in gesunden Spendern (63
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% bzw. 18 %). Der Prozentsatz der Lymphozyten vor (50 %) und nach Therapiebeginn
(Zeitpunkt B, 51 %) in Nicht-Ansprechern lag niedriger als in gesunden Spendern.

Der Monozyten-Prozentsatz war in Nicht-Ansprechern vor Therapiebeginn (29 %) fast doppelt
so hoch verglichen mit Therapieansprechen (15 %) sowie gesunden Spendern (18 %). In
Therapieansprechern stieg der Prozentsatz der Monozyten nach der ersten Checkpoint-Inhibitor
Gabe von 15 % auf 27 % an und war vergleichbar mit dem in Nicht-Ansprechern, unabhangig
vom Zeitpunkt (A, 29 %; B, 26 %).
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Abbildung 8 Inmunomonitoring der Lymphozyten und Monozyten im peripheren Blut.

A Durchflusszytometrische Eingrenzung der Monozyten und Lymphozyten. Die Analyse schloss Dubletten und tote
Zellen aus und identifizierte Monozyten und Lymphozyten anhand der Lage im FSC-SSC-Diagramm. Das Beispiel
zeigt einen gesunden Spender. B Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme. Aufgrund
interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fir jeden Patienten individuell eingegrenzt. Das
Konturdiagramm zeigt die Population der lebenden Zellen. C Lymphozyten und Monozyten. Der prozentuale Anteil
der Monozyten bzw. Lymphozyten an den lebenden Zellen des peripheren Blutes wurde in gesunden Spendern (GS)
sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach
Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert den Median der gesunden Spender (Kontrolle).
D Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis (LMR). Die LMR wurde durch die Division des Prozentsatzes der
Lymphozyten in den lebenden Zellen durch den Prozentsatz der Monozyten berechnet. (n(GS) = 7, n(A.) = 7 — 12,
n(K. A.) = 22 — 25). Median # Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn;
B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; FSC,
Vorwartsstreulicht; GS, gesunder Spender; LMR, Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis; PD-1, programmiertes
Zelltodprotein 1; SSC, Seitwartsstreulicht.
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Das Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis (LMR, engl. lymphocyte-to-monocyte ratio) wird in der
Klinikroutine als absolute Zellzahl/nL angegeben. In dieser Studie wurde die LMR wie folgt

berechnet:

L hozyten in viablen Zell %
LMR = ymphozyten in viablen Zellen [%]

Monozyten in viablen Zellen [%]

Therapieansprecher (4,9) und gesunde Spender (4,4) besafllen vor Therapiebeginn eine
vergleichbare LMR (Abb. 8D). Nicht-Ansprecher wiesen vor (1,6) und nach Therapiebeginn (2,0)
eine nur halb so hohe LMR auf. Nach Therapiebeginn halbierte sich die LMR der
Therapieansprecher (2,4) und war vergleichbar mit der LMR in Nicht-Ansprechern (2,0), da sich
der Prozentsatz der Monozyten in Therapieansprechern erhohte, wahrend der Prozentsatz der

Lymphozyten gleich blieb.

In dieser Studie besallen Therapieansprecher der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor
Therapiebeginn eine hohe Prozentzahl an Lymphozyten, eine niedrige Prozentzahl an
Monozyten und ein hohes Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis (LMR) im peripheren Blut im

Vergleich zu Nicht-Ansprechern und gesunden Spendern.

3.1.2.2. Erhohte CD4* und CD8* T-Zell-Prozentsatze in Therapieansprechen

Durch tumor-spezifische Antigene aktivierte T-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der adaptiven
Immunantwort (101-103). Aktivierte zytotoxische CD8* T-Zellen produzieren Effektorzytokine
wie z. B. die Serinprotease Granzym B und das Protein Perforin, welche sie in Granula
speichern und bei Bindung einer Zielzelle sezernieren (Exozytose) (104). Freigesetztes Perforin
polymerisiert in Anwesenheit von Calcium und formt Poren in der Zellmembran, durch die
Granzym B in die Zielzelle eindringen kann. Durch einen porenlosen Mechanismus werden
Perforin und Granzym B als Granula von der Zielzelle aufgenommen. Im Zytoplasma und
Nukleus angelangt, spaltet und aktiviert Granzym B unter anderem Initiator- und Effektor-
Procaspasen, leitet die Apoptose der Zielzelle ein wund initiet die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine an die Umgebung der Zelle (105) .

Via Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-
Zellen an den CD3* T-Zellen im peripheren Blut von gesunden Spendern und Melanompatienten

gemessen (Abb. 9).
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Abbildung 9 Immunomonitoring der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B*
T-Zellen im peripheren Blut.
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Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der
Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn:
(Zeitpunkt B) ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert den Median der
gesunden Spender (n(GS) = 8, n(A.) = 7 — 13, n(K. A) = 23 — 26;
Zweiseitiger One-Way Anova Test mit Tukey’'s Mehrfachvergleichstest,
CD4*, p(GS vs. K. A.(A)) = 0,0431, p(GS vs. K. A(B)) = 0,03, p(GS vs.

A.(A)) = 0,0179, p(GS vs. A.(B)) = 0,0078). !

D Uberlebenszeitanalyse anhand der CD4" T-Zellen. Die Kaplan-Meier Kurve zeigt das prozentuale
Gesamtiiberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und den CD4* T-Zellen. Als Grenzwert wurde der
Median der CD4" T-Zellen in gesunden Spendern verwendet (Log-rank (Mantel-Cox, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0361 *,
p(> A. vs. <K. A.) = 0,0009 ***, p(Vergleich aller Kurven) = 0,0304 *). Median * Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis
Test, p < 0,05 * p < 0,01 **, p < 0,001 **. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3
Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder
Spender; GZMB, Granzym B; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, anti-programmiertes Zelltodprotein 1; UR,

Uberlebensrate.



56 | Ergebnisse

In dieser Studie wiesen Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher vor und nach
Therapiebeginn signifikant héhere Prozentsatze CD4* T-Zellen (61 — 63 %) auf als gesunde
Spender (40 %) (Abb. 9B/C), wohingegen der Prozentsatz der CD8" T-Zellen vor und nach
Therapiebeginn geringer war. So war Prozentsatz der CD8" T-Zellen in Therapieansprechern
(15 %) und Nicht-Ansprecher (19 %) vor Therapiebeginn verglichen mit gesunden Spendern
(36 %) nur halb so hoch. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg der Prozentsatz der
zytotoxischen CD8" T-Zellen in Therapieansprechern auf 25 % an; in Nicht-Ansprechern blieb
der Prozentsatz unverandert (20 %). Der Prozentsatz der CD8*GZMB* T-Effektorzellen (8,5 %)
war in Therapieansprecher wie Nicht-Ansprecher vor Therapiebeginn im Vergleich zu gesunden
Spendern (1,2 %) jedoch deutlich hdher. Nach Therapiebeginn sank der prozentuale Anteil der
CD8*GZMB* T-Effektorzellen in Therapieansprechern um mehr als ein Drittel auf 2,4 %; in
Nicht-Ansprechern sank dieser auf 5,1 %.

Um den Effekt der CD4" T-Zellen auf das Gesamtlberleben zu untersuchen, wurde anhand des
Medians der gesunden Spender (Grenzwert = 40 %) eine Uberlebenszeitanalyse (Kaplan-Meier
Methode) durchgefiihrt (Abb. 9D). Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher mit = 40 % CD4*
T-Zellen im peripheren Blut vor Therapiebeginn lebten langer als Patienten mit < 40 % CD4* T-
Zellen. Therapieansprecher mit =2 40 % CD4* T-Zellen lebten signifikant langer als
Nichtansprecher mit = 40 % CD4* T-Zellen (p = 0,0361 *) und mit < 40 % CD4* T-Zellen (p =
0,0009 ***). Kein Patient mit < 40 % CD4" T-Zellen lebte nach Studienbeginn langer als zwei
Jahre. Die 2-Jahres-Uberlebensrate der Therapieansprecher war mit 89 % mehr als doppelt so
hoch wie die der Nicht-Ansprecher (38 %). Da der Prozentsatz der CD8" und CD8"'GZMB™* T-
Zellen in den Patienten mehrheitlich Gber dem Median der gesunden Spender lag, wurden keine

Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt.

In dieser Studie besalten Therapieansprecher vor Therapiebeginn einen erhéhten Prozentsatz
CD4* und CD8'GZMB* T-Zellen an den CD3" PBMC und verzeichneten — anders als Nicht-
Ansprecher — einen Anstieg des Prozentsatzes der CD8* T-Zellen nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe. Therapieansprecher mit 2 40 % CD4" T-Zellen lebten signifikant langer als Nicht-

Ansprecher.

3.1.2.3. Verstarkte CD8* und CD8*GZMB™* T-Zellproliferation indiziert ein

Therapieansprechern

Die adaptive Immunantwort wird durch die Proliferation Tumorantigen-spezifischer T-
Effektorzellen aufrechterhalten und durch drei Signale initiiert; (i) die Bildung eines Komplexes
aus MHC:Peptid und TCR, (ii) die Ko-stimulation ber CD80/CD86 und CD28 sowie (iii) die
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Stimulation mit Zytokinen. Das DC-Zytokin IL-12 und die Th1-Effektorzytokine IFN-y und IL-2
fordern autokrin die Proliferation, die Polarisierung der CD4* ThO-Zellen zu CD4* Th1-Zellen und
die Stimulation zytotoxischer CD8* T-Zellen (106). Durch das zytotoxische Zytokin Granzym B
induzieren CD8*GZMB* T-Effektorzellen die Apoptose in Tumorzellen. In dieser Studie besalien
Therapieansprecher nach Therapiebeginn hohe Prozentsatze CD4* und CD8*GZMB* T-
Effektorzellen an CD3" Zellen. Im Folgenden wurde untersucht, ob die T-Zellsubpopulationen
sich in der aktiven Phase des Zellzyklus befanden.

Der Zellzyklus wird in die Ruhephase (Go), die Interphase (G4, S, G2) und die Mitose (M)
unterteilt. Wahrend der aktiven Phasen der Zellzyklus (Interphase, Mitose) wird der
Proliferationsmarker Ki-67 im Zellkern exprimiert (107). Der Prozentsatz der Ki-67*
proliferierenden Zellen an den CD4*, CD8* und CD8'GZMB* T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch durch intranukleare Farbung des Proliferationsmarkers Ki-67 gemessen

(Abb. 10A). Die Zellen wurden vor der Messung nicht stimuliert.
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Abbildung 10 Immunomonitoring der Proliferation der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen im
peripheren Blut.

Die Proliferation wurde anhand der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 gemessen. Das Protein Ki-67 ist
wahrend der aktiven Zellteilung (Interphase, Mitose), nicht jedoch wahrend der ruhenden Phase des Zellzyklus (Go)
nachweisbar. A Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme. Die Konturdiagramme zeigen die Ki-67
Expression der CD3*CD8* T-Zellpopulation. Die T-Zellen wurden entsprechend Abb. 9A identifiziert. Der
Proliferationsmarker Ki-67 wurde intranuklear gefarbt. B Proliferation der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen.
Der Prozentsatz der Ki-67* Zellen der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen im peripheren Blut wurde in
gesunden Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor
(Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert den Median der
gesunden Spender (n(GS) = 3, n(A.) =7 - 10, n(K. A.) =7 — 10; CD8* T-Zellen, p(GS vs. A.(A)) = 0,0499 *; p(GS vs.
A.(B)) = 0,0902; CD8*GZMB*, p(GS vs. K. A.(B)) = 0,0808), p(GS vs. A.(B) = 0,0941). Median  Interquartilsabstand.
Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach
Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder Spender; GZMB,
Granzym B; Ki-67, Proliferationsmarker-Protein Ki-67; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1.
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Der Prozentsatz der proliferierenden Ki-67* CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen in
Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern war vor Therapiebeginn hoher als in gesunden
Spendern; der Prozentsatz der Ki-67° CD4* T-Zellen in Nicht-Ansprechern war niedriger
(Abb. 10).

In Therapieansprechern (1,2 %) proliferierten vor Therapiebeginn dreimal so viele CD4* T-Zellen
wie in Nicht-Ansprechern (0,4 %). Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe (Zeitpunkt B) sank
der Prozentsatz der proliferierenden Ki-67* CD4* T-Zellen in Therapieansprechern von 1,2 %
auf 0,7 % ab. In Nicht-Ansprechern stieg dieser um das 6-fache von 0,4 % auf 2,4 % an.

Die CD8" T-Zellen (28 %) proliferierten in Therapieansprechern vor Therapiebeginn starker als
in Nicht-Ansprechern (15 %) und gesunden Spendern (p = 0,0499 *). Nach der ersten
Checkpoint-Inhibitor Gabe nahm der Prozentsatz der proliferierenden Ki-67* CD8* T-Zellen in
Therapieansprechern ab (18 %); in Nicht-Ansprechern blieb dieser gleich (16 %).

Die Proliferation der CD8*GZMB* T-Zellen war in Therapieansprechern wie Nicht-Ansprechern
deutlich héher als in gesunden Spendern (3,4 %). Therapieansprecher (75 %) zeigten vor
Therapiebeginn eine 3-fach héhere Proliferation als Nicht-Ansprecher (21 %). Nach der ersten
Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg die Proliferation in Therapieansprechern (87 %) und Nicht-
Ansprechern (54 %) an. In Nicht-Ansprechern verdoppelte sich der Anteil der proliferierenden
CD8*GZMB* T-Zellen.

Die Studie zeigte, dass Therapieansprecher vor Therapiebeginn eine hdhere Proliferation der
CD4* T-Zellen und, insbesondere der CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen, aufwiesen als Nicht-
Ansprecher und gesunde Spender. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe sank in
Therapieansprechern die Proliferation der CD4* und CD8* T-Zellen; die Proliferation der
CD8*GZMB* T-Zellen stieg.

3.1.24. Erhohte IFN-y* CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zell-Prozentsitze in

Therapieansprechern

Antigen-prasentierende Zellen (APC, engl. antigen-presenting cells) stimulieren Th1-Zellen zur
Proliferation und Expression der proinflammatorischen Effektorzytokine IL-2 und Interferon-y
(IFN-y) (108). IFN-y stimuliert APC zur Expression des Histokompatibilitdtskomplexes (MHC),
der prozessierte tumorspezifische Antigene den T-Zellen prasentiert. IL-2 und IFN-y unterstiitzen
autokrin die Proliferation der Th1-Zellen. Dieser positive Rlckkopplungseffekt verstarkt die
Immunreaktion. Hier wurde die T-Zellaktivierung anhand des Prozentsatzes der IFN-y* Zellen an
den CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen intrazellular durchflusszytometrisch gemessen. Die

Zellen wurden vor der Messung nicht stimuliert.
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Abbildung 11 Imnmunomonitoring der Interferon-y (IFN- y) produzierenden CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T
Zellen im peripheren Blut.

A Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme. Die Konturdiagramme zeigen die IFN-y Produktion der
CD3*CD8* T-Zellen. Die T-Zellpopulationen wurden entsprechend Abb. 9A eingegrenzt. IFN-y wurde intrazellular
gefarbt. B IFN-y Produktion in CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen. Der Prozentsatz der proliferierenden Ki-
67* Zellen der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen im peripheren Blut wurde in gesunden Spendern (GS)
sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach
Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt. Die gestrichelte Linie markiert den Median der gesunden Spender (n(GS) = 3,
n(A.) =2 - 4, n(K. A)) =8 — 10; CD8*GZMB* T-Zellen, p(GS vs. A.(B)) = 0,1675). Median * Interquartilsabstand.
Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach
Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder Spender; GZMB,
Granzym B; IFN-y, Interferon-y; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1.

Therapieansprecher vor Therapiebeginn wiesen einen héheren Prozentsatz an IFN-y* CD4*
(6,1 %), CD8* und CD8*GZMB* T-Zellen auf als gesunde Spender (IFN-y*CD4* T-Zellen: 4,3 %)
(Abb. 11). Nicht-Ansprecher wiesen vor Therapiebeginn (3,1 %) nur halb so viele IFN-y
produzierende CD4* T-Zellen auf wie Therapieansprecher (6,1 %). Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe nahm der Prozentsatz IFN-y*CD4* T-Zellen in Therapieansprechern (1,8 %) um
ein Drittel ab; in Nicht-Ansprechern (3,2 %) blieb dieser gleich.

Im Vergleich zum Prozentsatz der IFN-y*CD4* T-Zellen (4,8 %) produzierten doppelt so viele
CD8" (8,7 %) und CD8'GZMB* T-Zellen (8,9 %) in gesunden Spendern IFN-y.
Therapieansprecher (12,3 %) besalen vor Therapiebeginn einen héheren Prozentsatz IFN-y-
produzierender CD8" T-Zellen als Nicht-Ansprecher (9,5 %). Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe sank der Prozentsatz IFN-y*CD8* T-Zellen in Therapieansprechern um ein Drittel
auf 8,1 %; in Nicht-Ansprecher stieg dieser auf 13,3 %.

Zytotoxische CD8* T-Zellen produzieren die Effektorzytokine Granzym B und IFN-y. Insgesamt
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war der Prozentsatz der IFN-y produzierenden Zellen an den CD8*GZMB™* T-Zellen in Patienten
héher als in CD4* und CD8* T-Zellen. In Therapieansprecher (20,5 %) produzierten prozentual
mehr CD8"'GZMB* T-Zellen IFN-y als in Nicht-Ansprechern (16,8 %) und gesunden Spendern
(8,9 %). Anders als in CD4* und CD8"* T-Zellen steigerte die erste Checkpoint-Inhibitor Gabe
den Prozentsatz der IFN-y produzierenden Zellen an den CD8*GZMB* T-Zellen in
Therapieansprechern (47,9 %) und in Nicht-Ansprechern (21,2 %).

In dieser Studie war der Prozentsatz der IFN-y produzierenden Zellen an CD4*, CD8" und,
insbesondere an CD8*GZMB* T-Zellen, in Therapieansprecher vor Therapiebeginn héher als in
Nicht-Ansprechern und gesunden Spendern. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe nahm
der Prozentsatz der IFN-y*"CD4" und IFN-y*CD8* T-Zellen in Therapieansprechern ab; der
Prozentsatz der IFN-y*CD8"GZMB* T-Zellen stieg.

3.1.2.5. Niedrige Prozentsatze der ko-inhibitorischen Checkpoint Molekiile
CTLA-4 und PD-1 auf T-Zellen in Therapieansprechern

Laut Bretscher und Cohn bendtigt die Aktivierung naiver T-Zellen (i) die Bindung eines APC-
MHC(Il):Peptid-Komplexes an einen T-Zellrezeptor, (ii) die Bindung eines ko-stimulierenden
Rezeptors der T-Zelle an einen ko-stimulierenden Liganden der APC und (iii) die Stimulation
durch Zytokine (109). Am besten beschrieben ist der ko-stimulierende Rezeptor/Ligand-Komplex
CD28 (T-Zelle):CD80/CD86 (APC). Durch die Bildung eines ko-inhibitorischen Rezeptor/Ligand
Komplexes wie z.B. CTLA-4:CD80/CD86 und PD-1 (T-Zelle):PD-L1/L2 (APC) wird die T-Zelle
deaktiviert (CTLA-4, zytotoxische T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; PD-1, programmiertes
Zelltodprotein 1). CTLA-4 ist nicht nur ein kompetitiver Antagonist der Liganden CD80/CD86,
sondern bindet diese auch mit héherer Affinitat als CD28 (110). Nach einer T-Zellaktivierung
regulieren T-Zellen die Expression ko-inhibitorischer Checkpoint Molekile hoch. Dieser negative
Ruckkopplungeffekt verhindert eine UberschieRende Immunantwort und spielt eine zentrale
Rolle in der Eigentoleranz. Der anti-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitor Ipilimumab und die anti-PD-1
Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab blockieren die ko-inhibitorischen
Checkpoint Molekiile CTLA-4 bzw. PD-1. Die Checkpoint-Inhibitor Therapie unterbindet den
negativen Rickkopplungeffekt, so dass aktivierte T-Zellen des Patienten den Tumor langer
bekdmpfen und durch IFN-y Produktion weitere T-Zellen aktivieren kénnen.

Durch das chronisch entziindliche Tumormikromilieu exprimieren T-Zellen verstarkt und parallel
verschiedene Checkpoint Molekiile. T-Zellen kénnen dadurch Resistenzen gegenlber
Checkpoint-Inhibitoren wie z. B. Ipilimumab entwickeln. Da T-Zellen Checkpoint-Inhibitoren
infolge einer T-Zellaktivierung hochregulieren, wird dies auch als T-Zellerschépfung bezeichnet.
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~Erschopfte” T-Zellen zeichnen sich durch (i) einen geringen Prozentsatz proliferierender Ki-67*

und (ii) Effektorzytokin produzierender IFN-y* T-Zellen sowie (iii) einen hohen Prozentsatz ko-
inhibitorischer Checkpoint Molekil exprimierender CTLA-4" und PD-1" T-Zellen aus (111).

.Erschopfte“ T-Zellen geben eine schwache adaptive Immunantwort auf den Tumor.

Um das dritte Merkmal der T-Zellerschépfung, die Expression multipler Checkpoint Molekiile, zu
untersuchen, wurde der Prozentsatz der CTLA-4" und PD-1" Zellen an den CD4*, CD8" und
CD8'GZMB™* T-Zellen im peripheren Blut durchflusszytometrisch gemessen. CTLA-4 und PD-1
wurden extrazellular gefarbt (Abb. 12, 13).
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Abbildung 12 Immunomonitoring des ko-inhibitorischen Checkpoint Molekiils CTLA-4 (zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Proteins 4) auf CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T-Zellen im peripheren Blut.

A Exemplarische durchflusszytometrische Histogramme. Die Histogramme geben den prozentualen Anteil der CTLA-
4* Zellen an den CD4* T-Zellen an. Die T-Zellpopulationen wurden entsprechend Abb. 9A eingegrenzt. CTLA-4 wurde
oberflachlich gefarbt. B CTLA-4* CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T-Zellen. Der Prozentsatz der CTLA-4* Zellen der
CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen im peripheren Blut wurde in gesunden Spendern (GS) sowie in
Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn
(Zeitpunkt B) ermittelt. Die gestrichelte Linie zeigt den Median der gesunden Spender (n(GS) = 8, n(A.) =7 — 13, n(K.
A.) = 23 — 26; CD4* T-Zellen, p(GS vs. A.(A)) = 0,5189, p(A.(A) vs. K. A.(A)) = 0,1885; CD8* T-Zellen, p(A.(A) vs. K.
A.(A)) = 0,5241; CD8*GZMB* T-Zellen, p(A.(A) vs. A.(B)) = 0,4426). C Uberlebenszeitanalyse anhand der CTLA-4* T-
Zellen. Die Kaplan-Meier Kurve zeigt das prozentuale Gesamtiiberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg
und der CTLA-4* T-Zellen vor Therapiebeginn. Als Grenzwerte wurden die Mediane der CTLA-4* T-Zellen der
gesunden Spender verwendet. Die Tabelle gibt die Anzahl der Patienten zu den markierten Zeitpunkten an (Log-rank
(Mantel-Cox) Test; CD4*, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0132 *; CD8*, p(< A. vs. <K. A.) = 0,015 *; CD8*GZMB", p(< A. vs. <
K. A.) =0,0154 *, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0017 **). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *, p <
0,01 **. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4,
zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder Spender; GZMB, Granzym B; K. A., Kein
Ansprechen; PD-1, anti-programmiertes Zelltodprotein 1; UR, Uberlebensrate.

Therapieansprecher wiesen vor Therapiebeginn geringere Prozentsatze CTLA-4* und PD-1*
CD4*, CD8" und CD8"GZMB* T-Zellen als Nicht-Ansprecher auf.

Der Prozentsatz der CTLA-4*CD4* T-Zellen in Therapieansprechern (5,8 %) vor Therapiebeginn
war halb so hoch wie in Nicht-Ansprechern (13,9 %) und gesunden Spendern (12 %)
(Abb. 12A/B). Nicht-Ansprecher und gesunde Spender wiesen vergleichbare Prozentséatze
CTLA-4"CD4* T-Zellen auf. Die erste Checkpoint-Inhibitor Gabe zeigte weder in
Therapieansprechern noch in Nicht-Ansprechern einen sichtbaren Effekt auf den Prozentsatz
der CTLA-4"CD4" T-Zellen.

Zahlenmallig wiesen CD4* T-Zellen eine deutlich héheren Prozentsatz CTLA-4* Zellen auf als
zytotoxische CD8" T-Zellen. Im Vergleich zu Therapieansprechern (0,7 %) vor Therapiebeginn
war der Prozentsatz CTLA-4'CD8" T-Zellen in gesunden Spendern (2 %) und Nicht-
Ansprechern (1,9 %) doppelt so hoch. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe verdoppelte
sich der Prozentsatz der CTLA-4*CD8* T-Zellen in Therapieansprechern (1,9 %); in Nicht-
Ansprechern (1,5 %) sank dieser geringfugig.

Therapieansprecher vor Therapiebeginn (2 %) besalten geringere Prozentsatze CTLA-
4*CD8'GZMB" T-Zellen als gesunde Spender (6,6 %) und Nicht-Ansprecher (3,9 %). Nach der
ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe verdreifachte sich der prozentuale Anteil der CTLA-4* Zellen
an CD8*GZMB* T-Zellen in Therapieansprechern (6 %).

Anhand einer Uberlebenszeitanalyse (Kaplan-Meier Methode) wurde der Effekt der CTLA-4* T-
Zellen auf das Gesamtiberleben untersucht (Abb.12C). Patienten mit niedrigeren Prozentsatzen
CTLA-4" T-Zellen tendierten dazu langer zu leben. Therapieansprecher mit Prozentsatzen <
12 % CTLA-4"CD4" und < 6,6 % CTLA-4"CD8*GZMB" T-Zellen (= Grenzwert, entspricht Median
der gesunden Spender) lebten signifikant langer als Nichtansprecher mit héheren Prozentsatzen
(CD4* T-Zellen, p = 0,0132 *; CD8* T-Zellen, p = 0,015 *). Insbesondere Nichtansprecher mit
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Prozentsatzen der CTLA-4"CD4* T-Zellen £ 12 % bzw. der CTLA-4*CD8*GZMB* T-Zellen < 6,6
% wiesen eine 3-fach héhere 2-Jahres- bzw. 1-Jahres-Uberlebensrate auf als Nichtansprecher

unter den Grenzwert-Prozentsatzen.
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Abbildung 13 Immunomonitoring des ko-inhibitorischen Checkpoint Molekiils PD-1 (Programmiertes
Zelltodprotein 1) auf CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T-Zellen im peripheren Blut.

A Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme. Die Konturdiagramme geben den Prozentsatz der PD-
1* Zellen an den gezeigten CD4* T-Zellen an. Die T-Zellpopulation wurde entsprechend Abb. 9A eingegrenzt. B PD-
1* CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T-Zellen. Der Prozentsatz der PD-1* Zellen der CD4*, CD8* und CD8*Granzym
B* T Zellen im peripheren Blut wurde in gesunden Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der
Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt (n(GS) =7, n(A.) =7
- 12, n(K. A)) = 23 — 26; CD4* T-Zellen, p(GS vs. K. A.(A)) = 0,9713; CD8*GZMB* T-Zellen, p(GS vs. K. A.(A)) =
0,8906). C Uberlebenszeitanalyse anhand der PD-1* T-Zellen. Die Kaplan-Meier Kurve zeigt das prozentuale
Gesamtiiberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und den PD-1* T-Zellen vor Therapiebeginn. Als
Grenzwerte (gestrichelte Linie) wurden die Mediane der PD-1* T-Zellen der gesunden Spender verwendet (Log-rank
(Mantel-Cox) Test; CD4*, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0446 *; CD8*, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0128 *). Die Tabelle gibt die
Anzahl der Patienten zu den markierten Zeitpunkten an. Median * Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05
*. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; GS, gesunder Spender; GZMB,
Granzym B; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, anti-programmiertes Zelltodprotein 1; UR, Uberlebensrate.

Bezlglich des ko-inhibitorischen Checkpoint Molekils PD-1 wiesen Therapieansprecher vor
(15,7 %) Therapiebeginn wie gesunde Spender (14,6 %) geringere Prozentsatze PD-1"CD4* T-
Zellen auf als Nicht-Ansprecher (21,7 %, Abb. 13A/B). Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor
Gabe stieg der Prozentsatz der PD-1"CD4" T-Zellen in Therapieansprechern (24,3 %) an und
war vergleichbar mit dem in Nicht-Ansprechern.

Therapieansprecher besalien vor Therapiebeginn einen geringen Prozentsatz PD-1"CD8*
(15,8 %) und PD-1"CD8*GZMB"* T-Zellen (14,1 %) als Nicht-Ansprecher (20,5 % bzw. 20,6 %).
Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher wiesen hdheren Prozentsatze PD-1*CD8* (10,7 %)
und PD-1*CD8*GZMB* T-Zellen (1,7 %) als gesunde Spender auf. Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe blieb der Prozentsatz der CD8" und CD8'GZMB* T-Zellen in
Therapieansprechern gleich. In Nicht-Ansprechern nahm der Prozentsatz der PD-1*CD8* T-
Zellen von 20,5 % auf 13,1 % ab.

Die Uberlebenszeitanalyse zeigte, dass Nicht-Ansprecher mit einem PD-1*CD8* T-Zell-
Prozentsatz < 10,7 % eine doppelt so hohe 2-Jahres-Uberlebensrate aufwiesen wie Nicht-
Ansprecher mit = 10,7 %. (Abb. 13C). Therapieansprecher mit einem Prozentsatz PD-1"CD4" T-
Zellen 2 14,6 % und PD-1"CD8 PD-1" T-Zellen =2 10,7 % wiesen ein signifikant hdheres
Gesamtuberleben im Vergleich zu Nicht-Ansprechern mit Prozentsatzen oberhalb der

Grenzwerte auf.

Die Ergebnisse zeigten, dass Therapieansprecher vor Therapiebeginn einen geringeren
Prozentsatz CTLA-4" und PD-1* Zellen an den CD4*, CD8* und CD8*GZMB* T-Zellen aufwiesen
als Nicht-Ansprecher. T-Zellen exprimierten zu einem gréReren Prozentsatz PD-1 als CTLA-4.
Hohe Prozentsatze CTLA-4* und PD-1* T-Zellen wirkten sich negativ auf das Gesamtiberleben

der Nicht-Ansprecher aus.
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3.1.2.6. Anstieg des Prozentsatzes aktivierter CD69*CD8* und HLA-DR*CD4*

T-Zellen nach Therapiebeginn in Therapieansprechern

Stimulierte, proliferierende T-Zellen unterscheiden sich von naiven T-Zellen nicht nur durch die
Hochregulation von ko-inhibitorischen Checkpoint Molekilen wie z. B. CTLA-4 und PD-1,
sondern auch durch die verstarkte Expression von bestimmten Glykoproteinen wie z. B. CD69,
CD25 und HLA-DR. Da diese Glykoproteine in Folge einer Aktivierung der T-Zellen in
verschiedenen Zeitabschnitten verstarkt exprimiert werden, werden diese in der Literatur als
Aktivierungsmarker der T-Zellen bezeichnet (112).

Innerhalb von 3 bis 12 Stunden nach der Aktivierung der T-Zellen Uber den TCR-Komplex und
den IL-2 Rezeptor (o-Kette) CD25 wird CD69 auf aktivierten T-Zellen bis zu 24 Stunden
hochreguliert. Ruhende, nicht aktivierte T-Zellen exprimieren CD25 schwach (113).

24 bis 48 Stunden nach der T-Zellaktivierung via TCR-Komplex wird CD25 auf aktivierten T-
Zellen hochreguliert und transient exprimiert. Nach 6-7 Tagen sinkt die CD25 Expression auf
den Normalwert ruhender T-Zellen ab. Unter den Lymphozyten weisen unter anderem
regulatorische T-Zellen eine konstitutiv hohe CD25 Expression auf (114).

Da T-Zellen den MHC Klasse Il Molekil, HLA-DR, erst 3-5 Tage nach Aktivierung
hochregulieren, wird HLA-DR als sehr spater Aktivierungsmarker bezeichnet (115). Andere
Zellpopulationen wie z. B. B-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen weisen konstitutiv eine
starke HLA-DR Expression auf.

Die Aktivierungsmarker der T-Zellen wurden als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung der T-
Zellerschopfung und damit der anti-Tumor Immunantwort erhoben. Dazu wurde der prozentuale
Anteil der T-Zellen mit dem frihen Aktivierungsmarker CD69, dem spaten CD25 und dem sehr
spaten Aktivierungsmarker HLA-DR an den CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen

durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 14). Die Zellen wurden vor der Messung nicht stimuliert.

Therapieansprecher tendierten vor Therapiebeginn zu héheren Prozentsadtzen des frihen
Aktivierungsmarkers CD69" auf CD4* (15 %), CD8* (4,7 %) und CD8*GZMB* T-Zellen (7 %) als
Nicht-Ansprecher (CD4/CD8/CD8GZMB: 13,9 %/3,7 %/ 5,2 %) und gesunde Spender.
Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher zeigten vor und nach Therapiebeginn hohere
Prozentsatze CD69* CD4", CD8* und CD8"GZMB* T-Zellen als gesunde Spender (Abb. 14A).
Gesunde Spender besalen doppelt so viele CD69'CD4* T-Zellen (6 %) verglichen mit
CD69°CD8* (1,8 %) und CD69*CD8"GZMB* T-Zellen (2,7 %).

Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe blieb der Prozentsatz der CD69*CD4* T-Zellen in
Therapieansprechern gleich; in Nicht-Ansprechern nahm der Prozentsatz der CD69*CD4* T-
Zellen von 13,9 % auf 10,6 % ab.
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Abbildung 14 Immunomonitoring der Aktivierungsmarker CD69, CD25 und HLA-DR auf CD4*, CD8* und

CD8*Granzym B* T Zellen im peripheren Blut.

Die Expression der Aktivierungsmarker CD69, CD25 und HLA-DR auf T-Zellen wurde durchflusszytometrisch
gemessen. Die exemplarischen Histogramme und Konturdiagramme zeigen die Population der CD4* T-Zellen,
welche entsprechend Abb. 9A eingegrenzt wurden. Die gestrichelten Linien zeigen die Mediane der gesunden
Spender. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fiir jeden Patienten individuell
eingegrenzt. A CD69* T-Zellen. B CD25* T-Zellen. C HLA-DR* T-Zellen. Der Prozentsatz der CD69*, CD25* und
HLA-DR* Zellen der CD4*, CD8* und CD8*Granzym B* T Zellen im peripheren Blut wurde in gesunden Spendern
(GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach
Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt (n(GS) =7 — 8, n(A.) =7 — 13, n(K. A.) = 20 — 24; CD8" T Zellen, p(GS vs.
K. A.(A)) = 0,5502, p(GS vs. K. A.(B)) = 0,0201 *, p(GS vs. A.(A)) = 0,182, p(GS vs. A.(B)) = 0,1005; CD8*GZMB* T
Zellen, p(GS vs. K. A.(B)) = 0,1792). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor
Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, anti-zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder Spender; GZMB, Granzym B; HLA-DR, humanes Leukozyten
Antigen-DR Isotyp; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, anti-programmiertes Zelltodprotein 1.

Der Prozentsatz der CD69*CD8" T-Zellen verdoppelte sich in Therapieansprechern von 4,7 %
auf 11,3 %; in Nicht-Ansprechern stieg der Prozentsatz nur leicht von 3,7 % auf 5,5 % an. Im
Gegensatz zu CD8* T-Zellen nahm der Prozentsatz der CD69*CD8*GZMB* T-Zellen in
Therapieansprechern nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe von 7 % auf 4,9 % ab; in Nicht-

Ansprechern stieg dieser von 5,2 % auf 6,7 % an.

Der spate Aktivierungsmarker CD25 wurde im Rahmen der Treg-Analyse auf CD4* T-Zellen
untersucht. Im Vergleich zu CD69 (6 %) wurde CD25 auf CD4* T-Zellen in gesunden Spendern
(18,2 %) 3-fach starker exprimiert (Abb. 14B). In Therapieansprechern (24,7 %) und Nicht-
Ansprechern (23,9 %) war der Prozentsatz CD25'CD4" T-Zellen vor Therapiebeginn
vergleichbar und hoéher als in gesunden Spendern (18,2 %). Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe halbierte sich der Prozentsatz aktivierter CD25'CD4" T-Zellen in

Therapieansprechern (12,4 %); in Nicht-Ansprechern (22,1 %) blieb dieser unverandert.

Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern besallen vor und nach Therapiebeginn héhere
Prozentsatze des sehr spaten Aktivierungsmarkers HLA-DR auf CD4*, CD8* und CD8"GZMB*
T-Zellen als gesunde Spender (Abb. 14C).

Im Gegensatz zu CD69 und CD25 war der Prozentsatz aktivierter HLA-DR*CD4* T-Zellen in
Therapieansprechern (8,2 %) vor Therapiebeginn geringer als in Nicht-Ansprechern (13,1 %).
Verglichen mit CD4* T-Zellen (3,9 %) zeigten gesunde Spender eine doppelt so starke HLA-DR
Expression auf CD8" (6,3 %) und CD8*GZMB* T-Zellen (8,2 %). Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe verdoppelte sich der Prozentsatz der HLA-DR*CD4* T-Zellen in
Therapieansprechern (19,1 %); in Nicht-Ansprechern (13,6 %) blieb dieser unverandert.
Therapieansprecher (15,7 %) wiesen vor Therapiebeginn einen hdéheren prozentualen Anteil
HLA-DR*CD8* T-Zellen auf als Nicht-Ansprecher (10,1 %) und gesunde Spender (6,3 %). Nach
Therapiebeginn stieg der Prozentsatz der HLA-DR*CD8* T-Zellen in Therapieansprechern
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(21,1 %) und Nicht-Ansprechern (17,7 %), wodurch Nicht-Ansprecher nach Therapiebeginn
signifikant mehr HLA-DR*CD8" T-Zellen aufwiesen als gesunde Spender (p = 0,0201 *).

Verglichen mit gesunden Spendern (8,2 %) wiesen Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher
vor und nach Therapiebeginn doppelt so hohe Prozentsatze HLA-DR*CD8*GZMB* T-Zellen auf.
Der Prozentsatz der HLA-DR*CD8*GZMB™ T-Zellen war in Nicht-Ansprechern vor (22,5 %) und

nach Therapiebeginn héher als in Therapieansprechern (16,9 %).

CD25" in CD4" T-Zellen HLA-DR* in CD4" T-Zellen
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Abbildung 15 Uberlebenszeitanalyse anhand der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR auf CD4+ T-Zellen
im peripheren Blut.

Die Kaplan-Meier Kurven zeigen das prozentuale Gesamtuberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und
den CD25" bzw. HLA-DR* CD4* T-Zellen vor Therapiebeginn. Als Grenzwerte (gestrichelte Linie, Abb. 14) wurden
die Mediane der gesunden Spender verwendet. Die Tabelle gibt die Anzahl der Patienten zu den markierten
Zeitpunkten an. A Uberlebenszeitanalyse anhand der CD25*CD4* T-Zellen (p(> A. vs. > K. A.) = 0,0376 *, p(> A. vs.
< K. A)) = 0,0031 **). B Uberlebenszeitanalyse anhand der HLA-DR*CD4* T-Zellen (p(> A. vs. < K. A.) = 0,0135 *).
Log-rank (Mantel-Cox) Test, p < 0,05 *. A., Ansprechen; GS, gesunder Spender; HLA-DR, humanes Leukozyten
Antigen-DR Isotyp; K. A., Kein Ansprechen; UR, Uberlebensrate.

Die Uberlebenszeitanalyse (Kaplan-Meier Methode) anhand der Prozentsitze der
Aktivierungsmarker-exprimierenden CD25* und HLA-DR* CD4* T-Zellen zeigte, dass
Therapieansprecher mit Prozentsatzen = 18,2 % CD25'CD4" T-Zellen bzw. = 3,86 % HLA-
DR*CD4* T-Zellen (= Grenzwert, entspricht Median der gesunden Spender) ein signifikant
hoheres Gesamtlberleben aufwiesen als Nicht-Ansprecher mit Prozentsatzen unterhalb der
Grenzwerte (Abb. 15, CD25 p = 0,0031 **, HLA-DR p = 0,0135 *). Nicht-Ansprecher mit
Prozentsatzen = 18,2 % CD25*CD4* T-Zellen (53 %) wiesen eine doppelt so hohe 1-Jahres-
Uberlebensrate wie Nicht-Ansprecher unterhalb des Grenzwertes auf (25 %).
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In dieser Studie war der prozentuale Anteil aktivierter CD69*, CD25" und HLA-DR* Zellen der
CD4*, CD8* und CD8'GZMB* T-Zellen in Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern
tendenziell héher als in gesunden Spendern. Im Gegensatz zu Nicht-Ansprechern wiesen
Therapieansprecher nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe eine Verdopplung des
Prozentsatzes der CD69'CD8* und HLA-DR'CD4* T-Zellen auf, der Prozentsatz der
CD25*CD4* T-Zellen halbierte sich.

3.1.2.7. Abnahme der regulatorischen T-Zellen (Treg) nach Therapiebeginn in

Therapieansprechern

Regulatorische T-Zellen (Treg) supprimieren die Proliferation und die anti-Tumor-
Effektormechanismen der CD4* und CD8* T-Zellen (116). Hohe Treg Prozentsatze werden mit
Metastasierung, verstarktem Tumorwachstum und damit einem Fortschreiten der
Tumorerkrankung verbunden (117). Das antiinflammatorische TME induziert Treg und
unterdriickt dadurch die adaptive Immunantwort (118). Im Gegensatz zu murinen Treg ist der
Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead Protein 3) nicht spezifisch fir humane Treg (119). In der

vorliegenden Studie wurden Treg anhand der Kombination der Oberflichenmolekile

CD4+CD25+CD127'°WFoxp3+ durchflusszytometrisch identifiziert (Abb. 16A) (120). Anti-CTLA-4
Checkpoint-Inhibitoren wie z. B. Ipilimumab kdnnten durch Antikdrper-abhangige zellvermittelte
Zytotoxitat (ADCC) oder zellulare Phagozytose (ADCP) Treg depletieren (52,53).

Um den Prozentsatz der Treg als zellularen Biomarker und den Effekt der Checkpoint-Inhibitor

Therapie zu untersuchen, wurde der prozentuale Anteil der CD4'CD25 CD127°"Foxp3” Treg an
CD4* T-Zellen im peripheren Blut der Studienteilnehmer vor und nach Therapiebeginn

durchflusszytometrisch bestimmt.

Therapieansprecher (3,4 %) und Nicht-Ansprecher (2,4 %) vor Therapiebeginn wiesen
niedrigere Treg Prozentsatze auf als gesunde Spender (3,9 %) (Abb. 16B/C). Nach der ersten
Checkpoint-Inhibitor Gabe sank der Prozentsatz der Treg in Therapieansprechern (2,5 %),

wahrend dieser in Nicht-Ansprechern stieg (3,9 %).

low

Die Uberlebenszeitanalyse anhand des Prozentsatzes der CD4'CD25 CD127 *“Foxp3” Treg
zeigte, dass die Kaplan-Meier Kurven der Therapieansprecher und Nichtansprecher mit einem
Treg Prozentsatz < 3,9 % (= Grenzwert, entspricht Median der gesunden Spender) einen
signifikant unterschiedlichen Verlauf aufwiesen (p = 0,0151 *). Nicht-Ansprecher (69 %) mit
einem Treg Prozentsatz = 3,9 % besalen zwar eine vierfach héhere 2-Jahres-Uberlebensrate

als Nicht-Ansprecher (17 %) mit einem Treg Prozentsatz < 3,9 % (Abb. 16D), jedoch lebten
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Nicht-Ansprecher mit einem Treg Prozentsatz < 3,9 % in dieser Studie langer. Dies kann auf
fehlende Nachversorgungsdaten dieser Patienten zurtickzuflihren sein.
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Abbildung 16 Imnmunomonitoring der regulatorischen T Zellen (Treg) im peripheren Blut.

A Durchflusszytometrische Eingrenzung der CD4*CD25*CD127'°“Foxp3* Treg. Dubletten und tote Zellen wurden von
der Analyse ausgeschlossen. Foxp3 wurde intranukledr gefarbt. Das Beispiel zeigt einen Patienten nach
Therapiebeginn ohne Therapieerfolg. B Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme. Die
Kontourdiagramme zeigen die Population der CD4*CD25* Zellen. Die Prozentzahl in blau gibt den prozentualen
Anteil der CD127"°"Foxp3* Zellen an der gezeigten Population der CD4*CD25* T-Zellen an. Die Prozentzahl in
schwarz gibt den prozentualen Anteil der CD4*CD25*CD127"°“Foxp3* Treg an den CD4* T-Zellen an. Als Kontrolle
dienten gesunde Spender. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fiir jeden Patienten
individuell eingegrenzt. C Treg. Der Prozentsatz der Treg an den CD4* T Zellen im peripheren Blut wurde in
gesunden Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor
(Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt (n(GS) = 8, n(A.) = 8 — 13, n(K. A.) = 24 — 26).
D Uberlebenszeitanalyse anhand der Treg. Die Kaplan Meier-Kurve zeigt das prozentuale Gesamtiiberleben der
Patienten abhangig vom Therapieerfolg und der Treg vor Therapiebeginn. Als Grenzwert (gestrichelte Linie) wurde
der Median der Treg der gesunden Spender verwendet. Die Tabelle gibt die Anzahl der Patienten zu den markierten
Zeitpunkten an (Log-rank (Mantel-Cox) Test, p(< A. vs. < K. A.) = 0,0151 *). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-
Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach
Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; Foxp3, Forkhead protein 3; FSC,
Vorwartsstreulicht; GS, gesunder Spender; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; SSC,
Seitwartsstreulicht; Treg, regulatorische T Zellen; UR, Uberlebensrate.
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low

In dieser Studie nahm der Prozentsatz der CD4 ' CD25'CD127 °"“Foxp3" Treg an CD4* T-Zellen
in Therapieansprechern nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe ab, wahrend dieser in Nicht-
Ansprechern zunahm. Niedrige Treg Prozentsatze zeigten unabhangig vom Therapieerfolg

einen positiven Effekt auf das Gesamtliberleben der Patienten.

3.1.2.8. Geringe Prozentsatze CTLA-4" Treg indizieren ein

Therapieansprechen unter Ipilimumab

Wie stark regulatorische T-Zellen (Treg) die adaptive Immunantwort (z. B. T-Zellen)
supprimieren, ist unter anderem den funktionellen Eigenschaften und dem Treg Prozentsatz an
den PBMC abhangig. Humane, aktivierte Treg exprimieren den spezifischen
Aktivierungsmarkers GARP (engl. Glykoprotein-A repetitions predominant) (121,122). GARP
bindet die latente Form des antiinflammatorische Treg Effektorzytokins TGF-1, welches durch
Metallophosphatasen (MPP) proteolytisch in LAP und aktives TGF-p1 gespalten wird.

HLA-DR* Treg induzieren durch einen friihen Zellkontakt-abhangigen Mechanismus die
Produktion des Treg Transkriptionsfaktors Foxp3 (14).

Anhand des Prozentsatzes CTLA-4* Treg wurde die suppressive Kapazitat der Treg indirekt
ermittelt (123). Fur Treg werden zwei CTLA-4-vermittelte immunsuppressive Mechanismen
diskutiert: (i) CTLA-4" Treg konkurrieren mit dem ko-stimulierenden Molekll CD28 auf T-Zellen
um die Bindung der APC-Liganden CD80/CD86 und (ii) CTLA-4" Treg binden an CD80/CD86
und verleiben sich den Ligand ein (Transendozytose) (124). Beide Mechanismen supprimieren
die T-Zellaktivierung durch Unterbindung des bendtigten zweiten ko-stimulierenden Signals.
Wahrend CTLA-4 in konventionellen T-Zellen (Tconv) zu 90 % intrazelluldr in Vesikeln vorliegt
(Endozytose) und nur nach Aktivierung transient exprimiert wird, prasentieren Treg das Molekdil
konstitutiv und in héherer Frequenz auf der Zelloberflache (125,126). Infolgedessen bindet der
anti-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitor Ipilimumab kompetitiv an konventionelle T-Zellen (Tcony) und
Treg.

Um den Aktivierungsstatus sowie die suppressive Kapazitat der Treg zu bestimmen, wurde der
prozentuale Anteil der GARP*, CTLA-4* und HLA-DR* Treg an allen Treg
durchflusszytometrisch gemessen.

Therapieansprechern (26 %) und Nicht-Ansprechern (25 %) wiesen vor Therapiebeginn
geringere Prozentsatze GARP* Treg auf als gesunde Spender (30 %) (Abb. 17A/B). Nach der
ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg der Prozentsatz in Therapieansprechern (47 %) sichtbar

an; in Nicht-Ansprechern (27 %) war dieser gleichbleibend.
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Abbildung 17 Immunomonitoring aktivierter GARP* und suppressiver CTLA-4* und HLA-DR* regulatorischer
T Zellen (Treg).

Der Prozentsatz der GARP*, CTLA-4* und HLA-DR* Zellen an den Treg im peripheren Blut wurde in gesunden
Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und
nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt. A Exemplarische Konturdiagramme. Die Diagramme zeigen die
Population der CD4*CD25*CD127"°“Foxp3* Treg, welche gemalR Abb. 16 eingegrenzt wurden. CTLA-4 wurde
oberflachlich gefarbt; Foxp3* wurde intranukleadr gefarbt. Als Kontrollpopulation dienten gesunde Spender. Aufgrund
interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fiir jeden Patienten individuell eingegrenzt. B GARP*
Treg. (p(A.(B) vs. K. A.(A)) = 0,1328, p(A.(B) vs. K. A.(B)) = 0,1587) C CTLA-4* Treg. Das linke Balkendiagramm
zeigt Patienten unter anti-CTLA-4 und anti-PD-1 Therapie. Das rechte Balkendiagramm zeigt Patienten unter anti-
CTLA-4 Monotherapie (anti-CTLA-4 Monotherapie, p(K. A.(A) vs. A.(A)) = 0,2962, p(GS vs. A.(A)) = 0,3033).
D Uberlebenszeitanalyse anhand CTLA-4* und GARP* Treg. Die Kaplan Meier-Kurven zeigen das prozentuale
Gesamtuberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und der CTLA-4* und GARP* Treg vor
Therapiebeginn. Als Grenzwerte (gestrichelte Linie) wurden die Mediane der gesunden Spender verwendet (Log-
rank (Mantel-Cox) Test, GARP* Treg, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0333 *; CTLA-4* Treg, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0298 *,
p(<A. vs. < K. A) = 0,0205 *). E HLA-DR* Treg (p(A.(A) vs. GS) = 0,0378 *, p(A.(B) vs. GS) = 0,0388 *,
p(K. A.(A) vs. GS) = 0,2268) (n(GS) =4 — 8, n(A.) = 5 — 13, n(K. A.) = 15 — 26). Median % Interquartilsabstand.
Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach
Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; Foxp3, Forkhead protein 3; GARP,
Glykoprotein-A repetitions predominant; GS, gesunder Spender; HLA-DR, humanes Leukozyten Antigen-DR Isotyp;
K. A., Kein Ansprechen; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; Treg, regulatorische T Zellen; UR, Uberlebensrate.
Der Prozentsatz der CTLA-4" Treg war in Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern vor und
nach Therapiebeginn sichtbar geringer als in gesunden Spendern (33,7 %) (Abb. 17C). In
Therapieansprechern (9 %) wurden vor Therapiebeginn nur halb so viele CTLA-4" Treg
gemessen wie in Nicht-Ansprechern (17,6 %). Nach Therapiebeginn stieg der Prozentsatz der
CTLA-4" Treg in Therapieansprechern (12 %) an und sank in Nicht-Ansprechern (15,9 %).

Im Unterschied zur geblndelten Analyse der Checkpoint-Inhibitor Therapien zeigte die
Einzelanalyse der Patienten unter Ipilimumab Monotherapie, dass Therapieansprecher vor
(3,2 %) und nach Therapiebeginn (10,5 %) sichtbar geringere Prozentsatze CTLA-4* Treg
aufwiesen als Nicht-Ansprecher (Zeitpunkt A, 29,3 %; B, 26,7 %) und gesunde Spender
(33,7 %). Nicht-Ansprechern der Ipilimumab Monotherapie und gesunde Spender besalien vor
Therapiebeginn vergleichbare Prozentsatze CTLA-4" Treg. Nach der ersten Ipilimumab Gabe
verdreifachte sich der Prozentsatz der CTLA-4* Treg in Therapieansprechern.

Die Uberlebenszeitanalyse anhand der GARP* und CTLA-4* Treg ergab, dass
Therapieansprecher mit einem Prozentsatz < 30,3 % der GARP* bzw. < 33,7 % CTLA-4* Treg (=
Grenzwert, entspricht Median der gesunden Spender) ein signifikant hoheres Gesamtiiberleben
zeigten als Nichtansprecher oberhalb des Grenzwertes (Abb. 17D, GARP p = 0,0333 *, CTLA-4
p = 0,0298 *). Die 2-Jahresuberlebensrate der Nicht-Ansprecher (38 %) mit < 30,3 % der GARP*
Treg war doppelt so hoch wie die der Nicht-Ansprecher = 30,3 % (17 %). Der Prozentsatz der

CTLA-4" Treg hatte keinen Effekt auf das Gesamtiiberleben.

Therapieansprecher besallen vor (82 %, p (A. vs. GS = 0,0378 *) und nach Therapiebeginn
(74,6 %, p (A. vs. GS) = 0,0388 *) mehr HLA-DR" Treg als gesunde Spender (GS, 20,6 %) und
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Nicht-Ansprecher (53,5 %) (Abb. 17E). Nach der ersten Gabe der Checkpoint-Inhibitor Therapie

nahm der Prozentsatz HLA-DR* Treg in Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern ab.

In dieser Studie wiesen Therapieansprecher der Ipilimumab Monotherapie vor und nach
Therapiebeginn geringere Prozentsatze CTLA-4" Treg auf als Nicht-Ansprecher und gesunde
Spender. Der Prozentsatz der HLA-DR* Treg war in Therapieansprechern vor und nach
Therapiebeginn héher als in Nicht-Ansprechern. Niedrige Prozentsatze GARP* und CTLA-4*

Treg hatten einen positiven Effekt auf das Gesamtliberleben der Patienten.

3.1.2.9. Erhohte CD4*, CD8" und CD8*GZMB*-T-Zell-Treg-Verhiltnisse nach
Therapiebeginn indizieren ein Therapieansprechen

In Tumorentitaten (wie z. B. Ovarialzell-, invasives Harnblasen-, Kolorektales Karzinom) wird ein
hohes T-Zell-Treg-Verhaltnis mit einem Therapieerfolg und einem langeren Gesamtiberleben
verbunden (127,128). Ein Verhaltnis groRer als eins weist darauf hin, dass die Anzahl der T-
Zellen groRer ist als die der Treg. Um den Effekt des T-Zell-Treg-Verhaltnisses im peripheren
Blut auf den Therapieerfolg der Checkpoint-Inhibitor Therapie zu untersuchen, wurden die
Prozentsatze der T-Zellen und Treg durchflusszytometrisch gemessen. In dieser Studie wurde

das T-Zell-Treg-Verhaltnis mit der folgenden Formel berechnet:

T — Zellen in viablen Zellen [%]

T — Zell — Treg — Verhiltnis =
e reg erhattnis Treg in viablen Zellen [%]

Das CD4" T-Zell-Treg-Verhaltnis der Therapieansprecher (29,1) vor Therapiebeginn war
vergleichbar mit dem in gesunden Spendern (26,0); Nicht-Ansprecher (41,7) wiesen vor
Therapiebeginn ein héheres CD4* T-Zell-Treg-Verhaltnis auf (Abb. 18A). Nach der ersten
Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg das CD4* T-Zell-Treg-Verhaltnis in Therapieansprechern (40,6)
an, wohingegen es in Nicht-Ansprecher (25,9) nach Therapiebeginn vergleichbar mit dem in
gesunden Spender (26,0) war.

Das CD8" T-Zell-Treg-Verhaltnis der Therapieansprecher (9,5) und Nicht-Ansprecher (9,5) war
vor Therapiebeginn vergleichbar und geringer als das Verhaltnis in gesunden Spendern (14,1).
Wie das CD4* T-Zell-Treg-Verhadlinis stieg das CD8" T-Zell-Treg-Verhaltnis in
Therapieansprechern (25,7) nach Therapiebeginn an und verdreifachte sich. Dagegen zeigte
der Therapiebeginn in Nicht-Ansprechern (11,0) keinen sichtbaren Effekt auf das CD8* T-Zell-
Treg Verhaltnis.

Verglichen mit den CD4* und CD8* T-Zell-Treg-Verhaltnissen zeigte das CD8"GZMB™* T-Zell-
Treg-Verhaltnis die geringsten Werte. Therapieansprecher (5,4) wiesen vor Therapiebeginn ein
hoheres CD8'GZMB* T-Zell-Treg-Verhaltnis auf als gesunde Spender (0,4) und Nicht-
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Ansprecher (4,0). Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg das CD8*GZMB* T-Zell-
Treg-Verhaltnis in Therapieansprechern geringfligig von 5,4 auf 5,9 an; in Nicht-Ansprechern
(3,0) nahm es ab.
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Abbildung 18 Inmunomonitoring des T Zell-Treg-Verhéltnisses.

A T-Zell-Treg-Verhdltnis. Die Prozentsatze der T-Zellen und Treg wurden via Durchflusszytometrie gemessen und
entsprechend Abb. 9 (T-Zellen) und Abb. 16 (Treg) eingegrenzt. Das T-Zell-Treg-Verhaltnis wurde berechnet, indem
der prozentuale Anteil der T-Zellen in lebenden PBMC durch den der Treg dividiert wurde. Der Prozentsatz der T-
Zell-Treg-Verhaltnisse im peripheren Blut wurde in gesunden Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-
Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt
(n(GS) =8, n(A.) =8 — 13, n(K. A.) = 24 — 26; CD8*GZMB*/Treg, p(GS vs. A.(A)) = 0,7238). B Uberlebenszeitanalyse
anhand der T-Zell-Treg-Verhéltnisse. Die Kaplan Meier-Kurven zeigen das prozentuale Gesamtiiberleben der
Patienten abhangig vom Therapieerfolg und dem T-Zell-Treg-Verhaltnis. Als Grenzwerte (gestrichelte Linie) wurden
die Mediane der gesunden Spender verwendet (Log-rank (Mantel-Cox) Test; CD4*/Treg, p(> A. vs. > K. A)) =
0,0151 *; CD8*/Treg, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0045 **; CD8*GZMB*/Treg, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0254 *). Median +
Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *, p < 0,01 **. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B,
Zeitpunkt 1-3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS,
gesunder Spender; GZMB, Granzym B; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; Treg,
regulatorische T Zellen; UR, Uberlebensrate.
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Die Uberlebenszeitanalyse anhand der CD4* und CD8'GZMB* T-Zell-Treg-Verhaltnisse
veranschaulichte, dass Therapieansprecher mit einem Verhaltnis = 26 (CD4*-T-Zell-Treg-
Verhaltnis) bzw. = 0,41 (CD8'GZMB* T-Zell-Treg-Verhaltnis) ein signifikant hoheres
Gesamtuberleben aufwiesen als Nicht-Ansprecher oberhalb der Grenzwerte (Abb. 18B, CD4* p
= 0,0151 *, CD8*GZMB* p = 0,0254). Nichtansprecher mit einem CD4" und CD8" T-Zell-Treg-
Verhéltnis < 26 bzw. < 14 zeigten eine héhere 2-Jahres-Uberlebensrate als Nicht-Ansprecher

oberhalb der Grenzwerte.

In dieser Studie stiegen die CD4*, CD8" und CD8'GZMB* T-Zell-Treg-Verhaltnisse in
Therapieansprechern nach Therapiebeginn an und lagen tber dem der gesunden Spender. Im
Kontrast dazu nahmen die T-Zell-Treg-Verhaltnisse in Nicht-Ansprechern nach Therapiebeginn

ab oder blieben unverandert.

3.1.2.10. Niedrige Prozentsatze polymorphonukledrer myeloider
Suppressorzellen (PMN-MDSC) in Therapieansprechern

Die T-Zellaktivierung und -proliferation ist ein zentrales Element der Immunreaktion, das durch
regulatorische T-Zellen (Treg) und myeloide Suppressorzellen (MDSC) inhibiert werden kann. In
Studien gingen erhohte MDSC Prozentsatze in PBMC mit einem Nicht-Ansprechen und einem
fortgeschrittenen Tumorstadium einher (129). In Anlehnung an die durchflusszytometrische
Eingrenzung der MDSC von Mandruzzato et al. wurden im Folgenden drei MDSC
Subpopulationen im peripheren Blut von Checkpoint-Inhibitor Patienten untersucht (130):
CD15CD14*CD33"s"HLA-DR'"¥ mononukleare MDSC (M-MDSC), CD15'CD33*
polymorphonukleare MDSC (PMN-MDSC) und HLA-DR®CD11b*CD33* friihe (engl. early)
MDSC (E-MDSC) (Abb. 19).

In der vorliegenden Studie wurden die prozentualen Anteile der MDSC-Subpopulationen an der
Gesamtzahl der lebenden PBMC durchflusszytometrisch gemessen.

Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher wiesen vor und nach Therapiebeginn hoéhere
Prozentsatze der E-MDSC und M-MDSC auf als gesunde Spender (Abb. 20A/B). Die E- und M-
MDSC Prozentsatze in Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher waren vor Therapiebeginn
vergleichbar. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe stiegen die Prozentsatze der E- und M-
MDSC in Therapieansprechern starker als in Nicht-Ansprechern an. Der Therapiebeginn zeigte
keinen sichtbaren Effekt auf den Prozentsatz der M-MDSC in Nicht-Ansprechern.

Therapieansprecher vor Therapiebeginn (0,2 %) besalen prozentual circa ein Drittel weniger
PMN-MDSC als Nicht-Ansprecher (0,5 %) und gesunde Spender (0,6 %). Im Vergleich zum
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Prozentsatz der E-MDSC (12,4 %) und M-MDSC (11,8 %) in gesunden Spendern war der
Prozentsatz der PMN-MDSC (0,6 %) circa 20-fach niedriger. Nach der ersten Checkpoint-
Inhibitor Gabe war der Prozentsatz der PMN-MDSC In Therapieansprechern (0,2 %)
unverandert; in Nicht-Ansprechern (0,3 %) nahm der Prozentsatz der PMN-MDSC ab.

4 1% |,
al’ NI o E-MDSC
c \ =
3l | 95% al’
olb_ 1. 0O
_~7 HLADR CD33 i
PMN-MDSC
Bl el (T M-MDSC
2|4 ﬁ? N E
CD14 ” ALADR  ”
Abbildung 19 Eingrenzung der myeloiden Suppressorzellen (MDSC).
Das Immunomonitoring unterschied drei MDSC-Subpopulationen. Entsprechend der obigen

durchflusszytometrischen Eingrenzung wurden CD15CD14*CD33"9"HLA-DR"¥ monozytare MDSC (M-MDSC),
CD15*CD33* polymorphonukledre MDSC (PMN-MDSC) und HLA-DR"°*CD11b*CD33" friihe (engl. early) MDSC (E-
MDSC) analysiert. Die Kontur- und Histogramme zeigen die Eingrenzung der MDSC anhand eines Patienten unter
Ipilimumab Monotherapie ohne Therapieerfolg vor Therapiebeginn. Dubletten und tote Zellen wurden von der
Analyse ausgeschlossen. E-MDSC, friihe (engl. early) MDSC; FSC, Vorwartsstreulicht; HLA-DR, humanes
Leukozyten Antigen-DR Isotyp; MDSC, myeloide Suppressorzellen; M-MDSC, mononukledre/monozytire MDSC;
PMN-MDSC, polymorphonukledre MDSC; SSC, Seitwartsstreulicht.

Um den Effekt der MDSC auf das Gesamtiberleben zu untersuchen, wurde eine
Uberlebenszeitanalyse ~ (Kaplan-Meier ~ Methode)  durchgefiihrt ~ (Abb.  20C). In
Therapieansprechern zeigten E-, PMN- und M-MDSC Prozentsatze oberhalb des Medians der
gesunden Spender (Grenzwert) keinen negativen Effekt auf das Gesamtiberleben. Dagegen
wiesen Nicht-Ansprecher mit E-, PMN- und M-MDSC Prozentsatzen oberhalb des Grenzwertes
ein geringeres Gesamtiiberleben auf als Nicht-Ansprecher unterhalb des Grenzwertes. So war
die 2-Jahres-Uberlebensrate in Nicht-Ansprechern (18 %) mit einem Prozentsatz der E-MDSC 2
12,4 % nur halb so hoch verglichen mit Nicht-Ansprechern (48 %) < 12,4 %. Nicht-Ansprecher
(55 %) mit einem Prozentsatz der PMN-MDSC < 0,6 % zeigten sogar eine 5-fach hohere 2-
Jahresiiberlebensrate als Nicht-Ansprecher (11 %) = 0,6 %. Im Gegensatz zu den
Prozentsatzen der E- und PMN-MDSC senkte ein M-MDSC Prozentsatz = 11,8 % die 2-Jahres-
Uberlebensrate in Nicht-Ansprechern nur von 32 % auf 22 % in Nicht-Ansprechern < 11,8 %.
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Abbildung 20 Immunomonitoring myeloider Suppressorzellen (MDSC) im peripheren Blut.

Entsprechend Abb. 19 unterschied die Studie drei MDSC-Subpopulationen: CD15:CD14*CD33M"HLA-DR'"¥
monozytare MDSC (M-MDSC), CD15*CD33* polymorphonukleare MDSC (PMN-MDSC) und HLA-
DR°*CD11b*CD33* friihe (engl. early) MDSC (E-MDSC). A Exemplarische durchflusszytometrische
Konturdiagramme der MDSC Prozentsatze. Die E-MDSC Konturdiagramme zeigen die Population viabler HLA-DR'"""
Zellen. Die PMN-MDSC Konturdiagramme zeigen die Population viabler PBMC. Die M-MDSC Konturdiagramme
zeigen die Population viabler CD14*CD15" Zellen. Die Prozentzahlen beziehen sich auf den Anteil der eingegrenzten
Zellen an der gezeigten Zellpopulation. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fiir
jeden Patienten individuell eingegrenzt. Als Kontrolle dienten gesunde Spender. B E-, M-, PMN-MDSC. Der
Prozentsatz der E-, M- und PMN-MDSC an lebenden PBMC wurde in gesunden Spendern (GS) sowie in
Ansprechern und Nicht-Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn
(Zeitpunkt B) ermittelt (n(GS) = 7, n(K. A.) = 22 — 25, n(A.) = 7 — 12; PMN-MDSC, p(A.(A) vs. K. A.(A)) = 0,5848; M-
MDSC, p(GS vs. A.(B)) = 0,6054). C Uberlebenszeitanalyse anhand der MDSC-Subpopulationen. Die Kaplan-Meier-
Kurven zeigen das prozentuale Gesamtlberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und den MDSC-
Subpopulationen. Als Grenzwerte (gestrichelte Linie) wurden die Mediane der gesunden Spender verwendet (Log-
rank (Mantel-Cox) Test; E-MDSC, p(> A. vs. <K. A.) = 0,044 *, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0153 *; PMN-MDSC, p(< A. vs.
> K. A.) = 0,003 **; M-MDSC, p(> A. vs. > K. A.) = 0,0024 **). D Prozentsatze der MDSC-Subpopulationen in den
Tumorstadien IIIC und IV. Aufgrund der geringen GruppengréRe wurde das Stadium IlIC (B) von der statistischen
Analyse ausgeschlossen (n(GS) = 7, n(llIC) = 1 — 3, n(IlV) = 25 — 37; PMN-MDSC, p(GS vs. IlIC(A)) = 0,4656,
p(IIC(A) vs. IV(A)) = 0,6361). Median % Interquartilsabstand, Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *, p > 0,01 **. A, Zeitpunkt
vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; GS, gesunder Spender; HLA-DR, humanes Leukozyten Antigen-DR Isotyp; E-
MDSC, early (frihe) MDSC; K. A., Kein Ansprechen; M-MDSC, monozytare/mononukledre myeloide
Suppressorzellen; PBMC, mononukleare Zellen des peripheren Blutes; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; PMN-
MDSC, polymorphonukledre MDSC; UR, Uberlebensrate.

Um zu untersuchen, ob die Prozentsatze der MDSC im peripheren Blut mit dem Tumorstadium
der Patienten zusammenhangen, wurden die Prozentsatze der MDSC-Subpopulationen nach
Tumorstadien unterschieden und verglichen (Abb. 20D). Entsprechend der ,S3-Leitlinie zur
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms* behandelte die Studie Patienten mit weit
fortgeschrittenem Melanom, d. h. im Tumorstadium IlIC (n = 1 — 3) und IV (n = 25 — 37
Patienten), mit Checkpoint-Inhibitoren (131).

Patienten im Stadium IV besalien vor Therapiebeginn héhere Prozentsatze an E-, PMN- und M-
MDSC als Patienten im Stadium IlIC. Patienten im Stadium IV besalRen vor (17,9 %) und nach
Therapiebeginn (19,2 %) héhere E-MDSC Prozentsatze als Patienten im Stadium IIIC (13,3 %)
und gesunde Spender (12,4 %). Es lagen keine Daten zu den Prozentsatzen der E-MDSC in
Patienten im Stadium llIC nach Therapiebeginn vor. Zudem wiesen Patienten im Stadium IV (18
%) hohere M-MDSC Prozentsatze auf als Patienten im Stadium IlIC (11,1 %) und gesunde
Spender (11,8 %). Dagegen war der Prozentsatz der PMN-MDSC in Patienten im Stadium IV
(0,3 %) und im Stadium IlIC (0,2 %) vor Therapiebeginn niedriger als in gesunden Spendern (0,6
%). Zum Prozentsatz der M- und PMN-MDSC im Stadium IlIC nach Therapiebeginn lag nur ein
Messpunkt vor. Die erste Checkpoint-Inhibitor Gabe beeinflusste den Prozentsatz der E-, PMN-
und M-MDSC der Patienten im Stadium IV nicht, wahrend der Prozentsatz der M- und PMN-
MDSC in Patienten im Stadium IlIC sichtbar anstieg.
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Die Studie zeigte, dass Therapieansprecher vor Therapiebeginn einen niedrigeren Prozentsatz
der PMN-MDSC im peripheren Blut aufwiesen als Nicht-Ansprecher, wahrend die Prozentsatze
der E- und M-MDSC vergleichbar mit denen in Nicht-Ansprechern waren. Ein hoher Prozentsatz
der E-, M- und PMN-MDSC wirkte sich in Nicht-Ansprechern negativ auf das Gesamtiberleben
aus. Patienten mit Tumorstadium IV wiesen vor Therapiebeginn héhere E-, M- und PMN-MDSC

Prozentsatze auf als Patienten im Stadium IlIC.

3.1.2.11. Abnahme des Prozentsatzes der Arginase 1" E- und M-MDSC nach

Therapiebeginn indiziert ein Therapieansprechen

MDSC produzieren das L-Arginin konvertierende Enzym Arginase 1, welches die Aminosaure L-
Arginin in Ornithin und Urea spaltet. Ornithin wird mit einem verstarkten Wachstum der
Tumorzellen in Verbindung gebracht (132). Aufgrund des L-Arginin-Mangels verringern T-Zellen
die Translation, die Proteinsynthese, die CD3-zeta Expression auf der T-Zelloberflache sowie
die Glykolyse, welche ein essenzieller Regulator der T-Zellproliferation ist. Die Mitochondrien-
Funktion bleibt unbeeintrachtigt (133).

Zur Analyse der suppressiven Kapazitat wurde der prozentuale Anteil der Arginase 1* MDSC an

den MDSC im peripheren Blut der Patienten durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 21).

Der Prozentsatz der Arginase 1* E-, PMN- und M-MDSC war in den Patienten unabhangig vom
Zeitpunkt und Therapieerfolg hoher als in gesunden Spendern (Abb. 21A/B).
Therapieansprecher vor Therapiebeginn wiesen einen héheren Prozentsatz der Arginase 1* E-
und M-MDSC auf als Nicht-Ansprecher. Dagegen war der Prozentsatz der Arginase 1* PMN-
MDSC in Therapieansprechern (44,3 %) vor Therapiebeginn geringer als in Nicht-Ansprechern
(55,8 %) und 9-fach héher als in gesunden Spendern (4,5 %).

Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe nahm der Prozentsatz der Arginase 1* E- und M-
MDSC in Therapieansprechern ab, wahrend diese in Nicht-Ansprechern anstiegen. Im Kontrast
dazu stieg der Prozentsatz der Arginase 1° PMN-MDSC in Therapieansprechern nach
Therapiebeginn von 44,3 % auf 52,3 % und sank in Nicht-Ansprechern von 55,8 % auf 47,5 %.
Die Uberlebenszeitanalyse zeigte, dass Prozentsatze Arginase 1* E-MDSC 2= 36,7 % bzw.
Arginase 1" M-MDSC = 40 % (= Grenzwert, Median der gesunden Spender) einen negativen
Effekt auf das Gesamtliberleben der Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher hatten
(Abb. 21C). Die 2-Jahres-Uberlebensraten der Nicht-Ansprecher mit < 36,7 % Arginase 1* E-
MDSC bzw. < 40 % Arginase 1* M-MDSC M-MDSC (53 %) waren mit 47 % bzw. 53 % mehr als
doppelt so hoch wie 20 % bzw. 19 % der Nicht-Ansprecher oberhalb der Grenzwerte.
Therapieansprecher mit Arginase 1 E-MDSC = 36,7 % bzw. Arginase 1° M-MDSC = 40 %
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lebten signifikant langer als Nicht-Ansprecher mit diesen Prozentsatzen (E-MDSC p = 0,018 *;
M-MDSC p = 0,013 *).
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Abbildung 21 Immunomonitoring Arginase 1* myeloider Suppressorzellen (MDSC) im peripheren Blut.

Entsprechend Abb. 19 unterschied die Studie drei MDSC-Subpopulationen: CD15:CD14*CD33Ms"HLA-DR'"%
monozytdare MDSC (M-MDSC), CD15*CD33* polymorphonukledre MDSC (PMN-MDSC) und HLA-
DR°“CD11b*CD33* friihe (engl. early) MDSC (E-MDSC). A Exemplarische durchflusszytometrische
Konturdiagramme der Arginase 1* MDSC. Die Diagramme zeigen jeweils die Population HLA-DR"°*CD11b*CD33* E-
MDSC, der CD15*CD33* PMN-MDSC und der CD15:CD14*CD33M"HLA-DR"** M-MDSC. Das Enzym Arginase 1
wurde intrazellular gefarbt. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden die Zellpopulationen fiir jeden Patienten
individuell eingegrenzt. Als Kontrolle dienten gesunde Spender. B Arginase 1* MDSC. Die Prozentsatze der Arginase
1* Zellen in E-, M- und PMN-MDSC wurden in gesunden Spendern (GS) sowie in Ansprechern und Nicht-
Ansprechern der Checkpoint-Inhibitor Therapie vor (Zeitpunkt A) und nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B) ermittelt.
Die gestrichelte Linie markiert den Median der gesunden Spender (n(GS) =4 — 6, n(A.) =7 — 12, n(K. A.) = 19 — 26;
Arginase 1* PMN-MDSC, p(GS vs. K. A.(A)) = 0,1492, p(GS vs. K. A.(B)) = 0,1664, p(GS vs. A.(A)) = 0,3366).
C Uberlebenszeitanalyse anhand der Arginase 1* MDSC. Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen das prozentuale
Gesamtiberleben der Patienten abhangig vom Therapieerfolg und den Arginase 1* MDSC-Subpopulationen. Als
Grenzwerte (gestrichelte Linie) wurden die Mediane der gesunden Spender verwendet (Log-rank (Mantel-Cox) Test;
E-MDSC, p(> A. vs. > K. A)) = 0,018 *; M-MDSC, p(> A. vs. > K. A)) = 0,013 *). Median % Interquartilsabstand,
Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1-3 Wochen nach
Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; E-MDSC, frihe (engl. early) MDSC;
GS, gesunder Spender; M-MDSC, monozytare MDSC; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; PMN-MDSC,
polymorphonukleare MDSC; SSC, Seitwartsstreulicht; UR, Uberlebensrate.

In dieser Studie nahm der Prozentsatz der Arginase 1* E- und M-MDSC in Therapieansprechern
nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe ab, wahrend dieser in Nicht-Ansprechern zunahm.
Hohe Prozentsatze Arginase 1" E- und M-MDSC wirkten sich negativ auf das Gesamtuberleben

der Patienten aus.

3.1.212. MDSC supprimieren die Proliferation, die IFN-y Produktion und die
Aktivierung CD4" T-Zellen

Im chronisch entziindlichen Milieu wie z. B. dem malignen Melanom differenzieren unreife
myeloide Zellen zu myeloiden Suppressorzellen (MDSC), welche in E-, M- und PMN-MDSC
Subpopulationen unterteilt werden. Da in der Literatur den E- und M-MDSC eine suppressive
Kapazitat zugeschrieben wird, aber unterschiedliche Phanotypen der E-, M- und PMN-MDSC
Subpopulationen sowie Versuchsprotokolle verwendet werden (134), sind die Ergebnisse zur
suppressiven Kapazitadt der MDSC schwer zu vergleichen. Die vorliegende Arbeit untersuchte
CD15CD14*CD33""HLA-DR"" M-MDSC und HLA-DR°*CD11b*CD33* E-MDSC, welche beide
die Oberflachenmolekiile CD33* und HLA-DR"" exprimieren. Anders als CD33 wird CD11b nicht
nur auf MDSC, sondern auch auf NK-Zellen exprimiert.

Die suppressive Kapazitdt der CD33*HLA-DR°Y MDSC wurde in einem syngenen
Suppressionsassay untersucht. Dazu wurden CD4" T-Zellen und CD4'HLA-DR'CD33" MDSC

aus dem peripheren Blut von Melanompatienten und gesunden Spendern magnetisch isoliert.
Die CD4*" T-Zellen wurden mit dem Proliferationsmarker Carboxyfluoresceindiacetat
Succinimidylester (CFSE) markiert, mit MDSC im Verhaltnis 1:4 bis 4:1 (CD4:MDSC) titriert und
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mit allogenen CD3-depletierten APC aus gesunden Spendern sowie 0,5 pg/ml anti-CD3
Antikorper stimuliert. Als Negativkontrollen wurden APC, MDSC und APC + MDSC mit anti-CD3
stimuliert. Mit APC und anti-CD3 stimulierte CD4" T-Zellen dienten als Positivkontrolle. An Tag 4
wurde die suppressive Kapazitat der MDSC auf CD4" T-Zellen anhand (i) der Proliferation, (ii)
der IFN-y Produktion und (iii) der Expression des sehr spaten Aktivierungsmarkers HLA-DR
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 22).
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Abbildung 22 Effekt myeloider Suppressorzellen (MDSC) auf die Proliferation syngener CD4* T Zellen.

Fir das syngene Suppressionsassay wurden CD4* T-Zellen und CD4-HLA-DR'CD33* MDSC aus dem peripheren
Blut von Checkpoint-Inhibitor Patienten und gesunden Spendern magnetisch isoliert. Die CD4* T-Zellen wurden mit
dem Proliferationsmarker CFSE markiert. Die T-Zellen wurden mit MDSC im Verhéltnis 1:4 bis 4:1 titriert (CDA4:
MDSC). Aufgrund der geringen Zahl isolierter MDSC pro Patient konnten nicht alle Proben angesetzt werden. Am
Tag des Ansetzens erfolgte die Stimulation mit 0,5 pug/ml anti-CD3 Antikorper (Klon OKT3) und allogenen CD3-
depletierten APC aus gesunden Spendern im Verhaltnis 1:2 (APC:CD4* T-Zellen). An Tag 2 wurde IL-2 mit einer
Endkonzentration von 0,025 I. U./ul hinzugegeben. Die Proliferation wurde an Tag 4 durchflusszytometrisch
gemessen. A Eingrenzung proliferierender, IFN-y* und HLA-DR* CD4* T-Zellen. Das Beispiel zeigt Patient 1
(Ipilimumab/Nivolumab Kombinationstherapie mit Therapieerfolg). Dubletten und tote Zellen wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Zur Bestimmung der intrazelluldren IFN-y Produktion wurden die Zellen fir 5 Stunden mit 1 pg/ml
lonomycin und 10 ng/ml PMA stimuliert. Zur Hemmung der Exozytose wurde nach 30 Minuten 7 pl/ml BD Golgi
Stop® hinzugegeben. IFN-y wurde intrazellular gefarbt. B Exemplarische durchflusszytometrische Konturdiagramme
der Proliferation der CD4* T-Zellen. Das Beispiel zeigt die Patienten 2 (Nivolumab Monotherapie mit Therapieerfolg)
und 3 (Pembrolizumab Monotherapie ohne Therapieerfolg). Die Diagramme zeigen die Population lebender Zellen,
die im FSC/SSC-Diagramm eingegrenzt wurden. C Effekt syngener MDSC auf die Proliferation CD4* T-Zellen
(n(Patient) = 1 — 3, p(CD4 APC OKT3 vs. APC OKT3) = 0,2333, p(CD4 APC OKT3 vs. MDSC OKT3) = 0,3142;
n(GS) =1 -3, p(CD4 APC OKT3 vs. APC OKT3) = 0,1025, p(CD4 APC OKT3 vs. MDSC OKT3) = 0,4217, p(2 : 1 vs.
APC OKT3) = 0,3639). D Effekt syngener MDSC auf die IFN-y Produktion CD4* T-Zellen (GS, p (CD4 APC OKT3 vs.
APC OKT3) = 0,2694, p(CD4 APC OKT3 vs. MDSC OKT3) = 0,4221, p(CD4 APC OKT3 vs. APC MDSC OKT3) =
0,3136). E Effekt syngener MDSC auf die Expression des Aktivierungsmarkers HLA-DR auf CD4* T-Zellen
(Patienten, p(APC MDSC OKT3 vs. MDSC OKT3) = 0,2752, p(MDSC OKT3 vs. CD4:MDSC 4:1) = 0,4288, p(MDSC
OKT3 vs. CD4:MDSC 1:1) = 0,5116). Median = Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. APC, Antigen-
prasentierende Zellen; CFSE, Carboxyfluoresceindiacetat Succinimidylester; GS, gesunde Spender; HLA-DR,
humanes Leukozyten Antigen-DR Isotyp; IFN-y, Interferon-y; I. U., Internationale Einheiten (engl. Units); MDSC,
myeloide Suppressorzellen; PMA, Phorbol-12-myristat-13-acetat.

Die Positivkontrolle der CD4* T-Zellen aus Patienten unter Checkpoint-Inhibitor Therapie (59 %
CFSE*CD4* T-Zellen) proliferierte im Vergleich zu der aus gesunden Spendern (14 %) viermal
starker (Abb. 22A/B/C). Die Proliferation der CD4* T-Zellen aus Patienten und gesunden

Spendern sank mit zunehmendem Titrationsverhaltnis der CD4 HLA-DR'CD33" MDSC. Die
starkste Suppression der Proliferation wurde bei einem CD4-MDSC-Verhaltnis von 1:4
gemessen: Die Proliferation der CD4* T-Zellen aus Patienten und gesunden Spendern sank auf
19 % bzw. 3 % ab. Die hdchste Proliferation der CD4* T-Zellen aus Patienten wurde bei einem
CD4-MDSC-Verhaltnis von 4:1 (56 %) und aus gesunden Spendern bei einem CD4-MDSC-
Verhaltnis von 1:1 und 2:1 gemessen (10 %). Ein CD4-MDSC-Verhaltnis von 4:1 aus gesunden

Spendern reduzierte die Proliferation auf 6 %.

Die IFN-y Produktion der CFSE-markierten CD4" T-Zellen war in der Positivkontrolle der
gesunden Spender (8,4 %) starker als die der Patienten (0,6 %) (Abb. 22D). Die
Negativkontrollen (0,8-1,1 %) der MDSC aus Patienten wiesen eine héhere IFN-y Produktion auf
als die Positivkontrolle. Die IFN-y Produktion in CD4* (Patienten-) T-Zellen war nicht messbar.

Die IFN-y Produktion der CFSE*CD4* T-Zellen aus gesunden Spendern fiel mit steigendem
Titrationsverhaltnis der MDSC ab. Entsprechend der Proliferation wurde die starkste

Suppression der IFN-y Produktion der CFSE*CD4* T-Zellen aus gesunden Spendern bei einem
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CD4-MDSC-Verhaltnis von 1:4 gemessen (1,2 %). Die hochste IFN-y Produktion der
CFSE*CD4* T-Zellen aus gesunden Spendern wurde mit 7,2 % bei einem CD4-MDSC-

Verhaltnis von 4:1 gemessen.

Der Prozentsatz der HLA-DR* CFSE-markierten CD4* T-Zellen aus Patienten (34,4 %) war
dreimal héher als der aus gesunden Spendern (9,8 %) (Abb. 22E). Der Prozentsatz der HLA-
DR* CFSE*CD4" T-Zellen aus Patienten und gesunden Spendern nahm mit steigender MDSC
Zellzahl ab. Der geringste Prozentsatz der HLA-DR*CFSE*CD4* T-Zellen aus Patienten und
gesunden Spendern wurde bei einem CD4-MDSC-Verhaltnis von 1:4 gemessen. Ab einem
CD4-MDSC-Verhaltnis von 1:1 aus Patienten (39,3 %) bzw. von 2:1 aus gesunden Spendern
(8,2 %) erreichte der Prozentsatz der HLA-DR* CFSE*CD4* T-Zellen ein Plateau. Die
Negativkontrollen der APC zeigten hohe Prozentsatze HLA-DR* Zellen. APC exprimieren HLA-

DR mit prozessierten Antigenen, um T-Zellen zur Proliferation zu stimulieren. Aufgrund der

Isolation von HLA-DR'CD33" MDSC war der Anteil HLA-DR* Zellen (0,5 = 2,7 %) in dieser

Kontrolle gering.

Im syngenen Suppressionsassay supprimierten sowohl HLA-DRCD33" MDSC aus
Melanompatienten, in denen suppressive MDSC aufgrund des Tumormikromilieus primar
vorzufinden sind, als auch MDSC aus gesunden Spendern die Proliferation CD4* T-Zellen und
reduzierten den Prozentsatz aktivierter HLA-DR* Zellen an den CD4* T-Zellen. HLA-DR'CD33"
MDSC supprimierten die IFN-y Produktion der CD4" T-Zellen in gesunden Spendern, wahrend
CD4* T-Zellen aus Patienten — auch ohne MDSC Zusatz — kein IFN-y produzierten.
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3.1.2.13. Tabellarische Zusammenfassung des zelluliren Inmunomonitoring

Tabelle 24 Tabellarische Zusammenfassung des zellularen Immunomonitoring - Patienten vor
Therapiebeginn vs. gesunde Spender.

Der Median der gemessenen Parameter in gesunden Spendern wurden optisch mit dem Median in Melanompatienten
verglichen. War ein Parameter in Patienten im Median hoéher als in gesunden Spendern, wurde relativ zum
Unterschied ein positiver, griiner Wert vergeben. In umgekehrter Weise wurde ein negativer, roter Wert vergeben,
wenn ein Parameter in Patienten im Median niedriger als in gesunden Spendern war. Die Werte der Heatmap wurden

selbststandig nach Augenmalf} erhoben.

Parameter Therapieerfolg
Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz Lymphozyten d 2
Monozyten -1 1
Verhiltnis [LMR 05 il
+ + +
Parameter CD4" T-Zellen CD8" T-Zellen CD8 GZMB™ T-Zellen
Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz T-Zellen 2 2 -2 -1 2 2
Ki-67 0,5 -1 2 1 3 1
= IFN-y 0,5 -0,5 0,5 0 1 1
T-Zell-Erschopfung CTLAG = B = 5 =) %
PD-1 0,5 1 1 2 1 2
CD69 1 1 1 1 1 0,5
T-Zell-Aktivierung  |CD25 1 1
HLA-DR 0,5 1 1 0,5 1 2
Verhiltnis T-Zell-Treg-Verhiltnis 0,5 1 -1 -1 2 1
Treg
Parameter Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz Treg -0,5 -1
Aktivierung GARP -0,5 -0,5
. ... |HLA-DR 3 2
Suppressive Kapazitit CTLAG =) 3
Parameter E-MDSC PMN-MDSC M-MDSC
Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen
| Prozentsatz MDSC 0,5 0,5 -1 -0,5 0,5 0,5
| Funktion |Arginase 1 2 1 2 3 2 1

Heatmap Legende:

3 viel hoher als der Median in gesunden Spendern
2
1
0,5
0 entspricht dem Median der gesunden Spender
-0,5
-1
-2 viel niedriger als der Median in gesunden Spendern
nicht gemessen
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Tabelle 25 Tabellarische Zusammenfassung des zelluliren Immunomonitoring - Patienten vor
Therapiebeginn vs. nach Therapiebeginn.

Stieg der Median eines Parameters infolge des Therapiebeginns an, wurde das Kastchen griin eingefarbt und mit
einem Pfeil nach oben versehen. Ein starker Anstieg bzw. Abfall wurde durch zwei Pfeile, ein geringfiigiger durch
eine Tilde mit einem entsprechenden Pfeil gekennzeichnet. Die Bewertung erfolgte selbststandig nach Augenmalf}.

Parameter Therapieerfolg
Ansprechen | Kein Ansprechen
Lymphozyten N
Frequenz Monozyten A
Verhiltnis |LMR N
CD4" T-Zellen CD8" T-Zellen CD8 GZMB' T-Zellen
Parameter
Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz T-Zellen A N N
Ki-67 N AN N A AN
. IFN-y N N 2 AN 2
T-Zell-Erschdpfung CTLAG = E S >
PD-1 A N
CD69 N AN A N
T-Zell-Aktivierung |CD25 N
HLA-DR A A 2
Verhiltnis T-Zell-Treg-Verhiltnis A N AN A= N
Treg
Parameter Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz Treg N 2
Aktivierung GARP A
Suppressive HLA-DR N N
Kapazitat CTLA-4 A=
Parameter E-MDSC PMN-MDSC M-MDSC
Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen | Ansprechen | Kein Ansprechen
Prozentsatz MDSC A A N A
Funktion |Arginase 1 N 2 2 N N A=
Legende:
A Anstieg nach Therapiebeginn
N Abfall nach Therapiebeginn
keine Verénderung nach Therapiebeginn

3.1.3. Untersuchungen zu molekularen Biomarkern im peripheren Blut ex vivo

3.1.3.1. S$100, LDH sowie Thrombozyten im Normbereich indizieren ein

Therapieansprechen

Die S3-Leitlinien des malignen Melanoms empfehlen zur Diagnostik, Prognose und Nachsorge
unter anderem die Bestimmung der Biomarker S100B und Lactatdehydrogenase (LDH) im
Serum (87,135). Calcium-bindende S100 Proteine (wie z. B. S100A8, S100A9, S100B) kénnen
regulierend auf die Differenzierung myeloider Zellen wirken und induzieren Gber den TLR4/ERK-
Signalweg die Zellproliferation (136). Durch Stimulation des RAGE/NFkB-Signalweges kann
S100A8 Autophagie induzieren (137). Studien zum malignen Melanom belegen, dass erhdhte
S100 und LDH-Werte auf eine schlechte Prognose fur den Krankheitsverlauf und ein signifikant
kiirzeres Gesamtleben hindeuten (138)(139). S100 gilt als verlasslicherer Hinweis fliir neue

Metastasen als LDH (140,141) und als spezifischer Biomarker (S100B) des malignen Melanoms
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(142,143). Verschiedene Tumorarten weisen bestimmte S100 Profile auf (136). S100B Werte
Uber 0,1 pg/L im Serum werden als erhoht eingestuft (144); ein weiterer Grenzwert ist 0,3 ug/L
S100B (145).

Anders als S100 kommt LDH ubiquitar in den Koérperzellen vor und ist neben dem Melanom
auch in anderen Tumorarten (wie z. B. Hodenkrebs) hochreguliert (146). In dieser Studie wurde
LDH im Serum ab einer Konzentration von 245 Einheiten/L als pathologisch eingestuft. Die
physiologische LDH Konzentration im Serum liegt zwischen 120 — 245 Einheiten/L (147).

Da chronische Entziindungen wie z. B. Melanome die Thrombopoiese anregen und
Thrombozyten aktivieren (148), wurden in dieser Studie nicht nur S100 und LDH, sondern auch
die Thrombozyten-Konzentration als potenzieller molekularer Biomarker im peripheren Blut
gepruft. Die S100-, LDH- und Thrombozyten-Konzentrationen wurden im Rahmen der

Laborroutine der klinischen Chemie erhoben.

Die Studie zeigte, dass Therapieansprecher vor und nach Therapiebeginn im Median eine
geringere S100-Konzentration im Serum aufwiesen als Nicht-Ansprecher (Abb. 23A). Mit einem
Serum-S100 von 0,07 pg/L lagen Therapieansprecher vor und nach Therapiebeginn unterhalb
des Grenzwertes von 0,1 ug/L und wiesen im Median kein erhéhtes Serum-S100 auf. Dagegen
entsprach der Serum-S100 der Nicht-Ansprecher vor Therapiebeginn dem Grenzwert von 0,1
Mg/L. Nach Therapiebeginn stieg der Median des Serum-S100 in Nicht-Ansprechern auf 0,12
pg/L an und lag damit Gber dem Grenzwert. Anhand des Serum-S100 Grenzwertes von 0,1 ug/L
wurden in dieser Studie Therapieansprecher mit einer Sensitivitdt von 80 % und Nicht-
Ansprecher mit einer Spezifitdt von 52 % identifiziert. Ein Serum-S100 < 0,1 pg/L bestatigte ein
Therapieansprechen zu 44 % (PPV, positiver pradiktiver Wert). Ein Serum-S100 = 0,1 ug/L
bescheinigte zu 84 % ein Nicht-Ansprechen (NPV, negativ pradiktiver Wert).

Entsprechend dem Serum-S100 besalRen Therapieansprecher einen geringeren Serum-LDH als
Nicht-Ansprecher, welcher im Median unterhalb des oberen Grenzwertes von 245 Einheiten/L
LDH im Serum lag (Abb. 23B). Vor Therapiebeginn besallen Therapieansprecher im Median
einen Serum-LDH von 220 Einheiten/L, wahrend Nicht-Ansprecher einen Serum-LDH von 333
Einheiten/L oberhalb des Grenzwertes von 245 Einheiten/L aufwiesen. Nach Therapiebeginn
stieg der Serum-LDH in Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern auf im Median 245 bzw.
373 Einheiten/L. In Nicht-Ansprechern war der Serum-LDH nach Therapiebeginn signifikant
héher als in Therapieansprechern vor Therapiebeginn (220 Einheiten/L, p = 0,0191 *). Kein
Patient zeigte vor oder nach Therapiebeginn einen Serum-LDH unterhalb des Normbereichs
(120 — 245 Einheiten/L). Anhand des Serum-LDH Grenzwertes von 245 Einheiten/L konnten
Therapieansprecher mit einer Sensitivitdt von 67 % und Nicht-Ansprecher mit einer Spezifitat
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von 64 % erkannt werden. Ein Serum-LDH < 245 Einheiten/L prognostiziert zu 46 % ein
Therapieansprechen (PPV). Ein Serum-LDH = 245 Einheiten/L bestatigte Nicht-Ansprecher zu

84 % (NPV).
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Abbildung 23 Inmunomonitoring der I6slichen Biomarker des malignen Melanoms, S100 und LDH, sowie der
Thrombozyten-Konzentration im peripheren Blut.

S100, LDH und die Thrombozyten-Konzentration wurden routinemaRig in der klinischen Chemie im peripheren Blut
bestimmt. Die horizontalen gestrichelten Linien in den Balkendiagrammen markieren einen Durchschnittswert bzw.
schlieffen den Normbereich des untersuchten Parameters in gesunden, erwachsenen Spendern ein. A S100 (n(A.) =
13 — 15, n(K. A.) = 31 — 33; p(K. A.(B) vs. A.(B)) = 0,4921, p(K. A.(B) vs. A.(A)) = 0,0633). B LDH (p(K. A.(A) vs.
A.(A)) = 0,1337, p(K. A.(B) vs. A.(A)) = 0,0191 *, p(K. A.(B) vs. A.(B)) = 0,2124). C Thrombozyten-Konzentration (p(K.
A.(A) vs. A.(A)) = 0,06, p(K. A.(A) vs. A.(B)) = 0,2876, p(K. A.(B) vs. A.(A)) = 0,1046, p(K. A.(B) vs. A.(B)) = 0,448).
D Uberlebenszeitanalyse anhand von S100, LDH und der Thrombozyten-Konzentration. Die Kaplan Meier-Kurven
zeigen das Gesamtiiberleben der Patienten [%] abhangig vom Therapieerfolg und dem jeweiligen Parameter.
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Als Grenzwert wurde der Durchschnittswert bzw. die Obergrenze des Normbereichs verwendet (Log-rank (Mantel-
Cox) Test, S100, p(< K. A. vs. > K. A.) = 0,0096 **, p(< A. vs. > K. A.) = 0,001 **; LDH, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0027
 p(< K. A.vs. > K. A) =0,0136 *; Thrombozyten, p(< A. vs. > K. A.) = 0,0006 ***, p(< A. vs. <K. A.) = 0,026 *, p(<
K. A.vs. > K. A)) = 0,0364 *). E Korrelation des Gesamtiiberlebens und der untersuchten Parameter. Die Korrelation
schloss nur Patienten (n = 18 (16 K. A., 2 A.)) mit absolutem Gesamtiiberleben seit Therapiebeginn (Tag 0 bis
Todesdatum) ein. Diese Patienten wurden mit Tumoren im Stadium IV diagnostiziert. Die farbigen Linien zeigen die
lineare Regression der Parameter zum Gesamtlberleben (S100 rs = -0,3994; LDH rs = -0,5666; Thrombozyten r =
- 0,2777; R¥(Thrombozyten) = 0,07711). Median * Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt
vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn; CTLA-4, zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; K. A., Kein Ansprechen; LDH, Lactatdehydrogenase; PD-1, programmiertes
Zelltodprotein 1; r, Pearson Korrelationskoeffizient; rs, Spearman Rangkorrelationskoeffizient; S100, S100-Protein.

Therapieansprecher wiesen geringere Thrombozyten-Konzentrationen im Blut als Nicht-
Ansprecher auf (Abb. 23C). Die physiologische Thrombozyten-Konzentrationen im peripheren
Blut liegen in Erwachsenen zwischen 150 — 360 Thrombozyten/nl (149). Mit 241 bzw. 242
Thrombozyten/nl vor und nach Therapiebeginn wiesen Therapieansprecher im Median
Thrombozyten-Konzentrationen unterhalb der Obergrenze des Normbereichs von 360
Thrombozyten/nl auf. Im Vergleich dazu wurden in Nicht-Ansprechern vor und nach
Therapiebeginn hoéhere Thrombozyten-Konzentrationen von im Median 281 bzw. 284
Thrombozyten/nl gemessen. Anhand der Obergrenze des Normbereichs von 360
Thrombozyten/nl wurden Therapieansprecher mit einer Sensitivitdt von 93 % und Nicht-
Ansprecher mit einer Spezifitat von 27 % erkannt. Da nur 9 der 48 untersuchten Patienten vor
Therapiebeginn eine Thrombozyten-Konzentration = 360 Thrombozyten/nl mafRen, wurde der
Median der Nicht-Ansprecher vor Therapiebeginn (281 Thrombozyten/nl) als zusatzlicher
Grenzwert untersucht. Anhand der Thrombozyten-Konzentration mit einem Grenzwert von 281
Thrombozyten/nl konnte die vorliegende Studie Therapieansprecher mit einer Sensitivitat von 80
% und Nicht-Ansprecher mit einer Spezifitdit von 52 % identifizieren. Eine Thrombozyten-
Konzentration < 281 Thrombozyten/nl sagte ein Therapieansprechen zu 42 % (PPV) richtig
vorher. Eine Thrombozyten-Konzentration = 281 Thrombozyten/nl bestatigte zu 85 % ein Nicht-
Ansprechen (NPV).

Um den Effekt der gemessenen Biomarker auf das Gesamtuberleben zu untersuchen, wurde
anhand der Grenzwerte eine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt (Abb. 23D). Nicht-Ansprecher,
in denen vor Therapiebeginn eine S100-, LDH- und Thrombozyten-Konzentration oberhalb der
genannten Grenzwerte gemessen wurde, zeigten ein signifikant geringeres Gesamtiberleben
als Nicht-Ansprecher unterhalb der Grenzwerte. In Therapieansprechern beeinflusste der
Serum-S100 und —-LDH das Gesamtiiberleben nicht. Uber die Thrombozyten-Konzentration
konnte diesbeziglich keine Aussage gemacht werden, da nur ein Therapieansprecher vor

Therapiebeginn eine Konzentration = 360 Thrombozyten/nl mal}.
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Der Verlauf der Kaplan-Meier Kurven in Nicht-Ansprechern wurde anhand der Grenzwerte der
molekularen Biomarker LDH und S100 sowie der Thrombozyten-Konzentration friiher getrennt
als durch die vorher untersuchten zellularen Biomarker. In Bezug auf S100 wiesen Nicht-
Ansprecher mit Serum-S100 < 0,1 ug/L vor Therapiebeginn eine 4-fach hoéhere 1-

Jahresuberlebensrate auf als Nicht-Ansprecher = 0,1 ug/L.

Anhand von Korrelationskoeffizienten untersuchte die Studie, ob die Konzentration von S100,
LDH und den Thrombozyten im Serum vor Therapiebeginn mit dem Gesamtlberleben der
Patienten korrelierten (Abb.23E). Dazu wurden die Daten von 16 — 18 Patienten untersucht,
deren Gesamtiiberleben nach Therapiebeginn (Tag 0) durch ein Todesdatum definiert war. Der
Parameter Therapieansprechen wurde nicht in die Analyse einbezogen. Fur nicht normalverteilte
Daten wie den Serum-S100 und Serum-LDH wurde der Spearman Rangkorrelationskoeffizient
(rs) berechnet, wahrend flr normalverteilte Daten wie z. B. die Thrombozyten-Konzentration der
Pearson-Korrelationskoeffizient (r) berechnet wurde.

Die negativen Korrelationskoeffizienten implizieren, dass das Gesamtiiberleben der Patienten
mit sinkendem Serum-S100 (rs = -0,3994), Serum-LDH (rs = -0,5666) und sinkender
Thrombozyten-Konzentration (r = -0,2777) zunahm. Aufgrund der Normalverteilung der
Thrombozytenkonzentration wurde zur Beurteilung des Pearson-Korrelationskoeffizienten r
zusatzlich das Bestimmtheitsmal, r?, berechnet (r?> = 0,077). Dieser besagte, dass 7,7 % der
Varianz des Gesamtiberlebens bzw. der Thrombozyten-Konzentration mit einer Schwankung in
der Thrombozyten-Konzentration bzw. dem Gesamtiberleben zu erklaren sind. Das niedrige
Bestimmtheitsmall r?> sowie die lineare Regression demonstrierten, dass die Thrombozyten-
Konzentration vor Therapiebeginn keine Aussage Uber das Gesamtiiberleben der Patienten
ermdglichte.

Die Berechnung der p-Werte ergab, dass der Serum-LDH signifikant mit dem Gesamtiberleben
korrelierte (p = 0,0142 *, 95 % CI -0,822 bis —0,1208). Die p-Werte der Korrelation des Serum-
S100 und der Thrombozyten-Konzentrationen mit dem Gesamtiberleben waren nicht signifikant.
Jedoch schlossen die 95 % Konfidenz-Intervalle der Korrelationskoeffizienten des Serum-S100
(rs, 95 % CI -0,7542 bis 0,135) und der Thrombozyten-Konzentration (r, 95 % Cl -0659 bis
0,135) Korrelationskoeffizienten ein, die eine biologische Relevanz beider Parameter fiir das

Gesamtuberleben in einer grofReren Stichprobe nahelegen.

Die Studie ergab, dass Therapieansprecher vor Therapiebeginn im Median geringere
Serumwerte der Biomarker S100 und LDH sowie eine niedrigere Thrombozyten-Konzentration
im Blut als Nicht-Ansprecher besal’en. Nicht-Ansprechern mit S100, LDH wund der
Thrombozyten-Konzentration oberhalb des Normbereiches lebten signifikant kiirzer als Nicht-
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Ansprecher mit diesen Parametern im Normbereich. Der Serum-LDH korrelierte mit dem

Gesamtiberleben.

3.1.3.2. Analyse molekularer Biomarker im peripheren Blut von Patienten

unter Ipilimumab Monotherapie

Molekulare Biomarker wie LDH und S100 besitzen den Vorteil, dass sie schnell, routinemagig in
der klinischen Chemie und ohne Eingriffe im Blut bestimmt werden kdnnen (139). In der
Checkpoint-Inhibitor Therapie mangelt es bisher an pradiktiven, spezifischen Biomarkern, die ein
Ansprechen auf die Therapie vorhersagen. Die Identifikation potenzieller Biomarker ist umso
wichtiger, da nur ein Teil der Patienten auf die Checkpoint-Inhibitor Therapien anspricht, die
Therapien starke Nebenwirkungen induzieren kénnen und sehr kostspielig sind. Um mogliche
Kandidaten potenzieller pradiktiver Biomarker in dieser Studie zu untersuchen, wurde in einem
Trainingsset das Proteom der Plasmaproben von 12 Ipilimumab Patienten (4
Therapieansprecher (2 aus MZ, 2 aus FFM), 8 Nicht-Ansprecher (4 aus MZ, 4 aus FFM)) zum
Zeitpunkt vor Therapiebeginn und nach Therapiebeginn via nanoUPLC UDMSE analysiert und
verglichen. Die nanoUPLC UDMSE sowie die statistische Auswertung wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Stefan Tenzer durchgefiihrt. Die Validierung der Biomarker-Kandidaten
via ELISA erfolgte selbststandig.

Insgesamt wurden 634 verschiedene Proteine in der Fraktion geringfiigig vorkommender, nicht
immun-reaktiver Proteine des Plasmas gefunden (LAP, low abundant proteins). Die Analyse
identifizierte sowohl einmalig gemessene Proteine als auch Proteine mit einer Haufigkeit von 10°
je Probe. Die Haufigkeit der Proteine in den Proben wurde anhand einer Korrelationsmatrix
miteinander korreliert (Anhang 1).

Insgesamt zeigte die Zusammensetzung des Proteoms der Frankfurter Kohorte geringere
interindividuelle Unterschiede als die der Mainzer Kohorte. So wurden in der Frankfurter Kohorte
(Korrelationskoeffizient r = 0,75 — 1) geringere interindividuelle Unterschiede zwischen den
Nicht-Ansprechern ermittelt als in der Mainzer Kohorte (r = 0,34 — 1). Innerhalb der
Therapieansprecher wurden fur beide Kohorten geringere Unterschiede berechnet (r(A., FFM) =
0,77 - 1; r(A.,, MZ) = 0,87 — 1).

Die Messungen waren reproduzierbar (Anhang 2). Um die Reproduzierbarkeit der Daten zu
gewabhrleisten, wurde jede Probe dreimal aufgereinigt und jede Aufreinigung wiederum als
Triplikat analysiert. Die sich daraus ergebenden neun Messungen wurden anhand einer

Korrelationsmatrix auf ihre Reproduzierbarkeit hin untersucht. Exemplarisch ergab sich fir den



93 | Ergebnisse

Vergleich der Aufreinigungen an Zeitpunkt A eines Mainzer Patienten ein Korrelationskoeffizient
von r = 0,96 — 0,99. Die Triplikate einer Aufreinigung zeigten einr = 0,98 — 1.

Tabelle 26 Unterschiede ausgewahlter Proteine im Plasma der Therapieansprecher (A.) und Nicht-Ansprecher
(N. A.) der Mainzer und Frankfurter Studienkohorten anhand der p-Werte.

Eine Proteomanalyse via nanoUPLC UDMSE identifizierte und quantifizierte die Proteine im Plasma von 12
Ipilimumab Patienten (Trainingset). Um I6sliche pradiktive Biomarker zu identifizieren, wurde das Proteom der
Therapieansprecher (A.) und der Nicht-Ansprecher (N. A.) verglichen. Die Tabelle zahlt 13 potentielle pradiktive
Biomarker auf, deren (i) Konzentration sich in Therapieansprechern signifikant zu der Nicht-Ansprechern unterschied
oder (ii) die bereits in Zusammenhang mit Tumorerkrankungen stehen. Die Signifikanz wurde anhand eines
zweiseitigen homoskedastischer T-Test ermittelt und in der Tabelle als p-Wert der jeweiligen Proteine in der Mainzer
Kohorte (MZ), der Frankfurter Kohorte (FFM) und in der gesamten Studienpopulation angegeben. Nachtraglich via
ELISA validierte Proteine wurden in fetter Schrift hervorgehoben. A., Ansprechen; FFM, Frankfurt; HDL, Lipoprotein
mit hoher Dichte (engl. high density lipoprotein); K. A., Kein Ansprechen; LDL, Lipoprotein niederer Dichte (engl. Low
density lipoprotein); MZ, Mainz; nanoUPLC, nanoflow Ultra-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. nanoflow

ultra-performance liquid chromatography);

ns, nicht signifikant; UDMSE,

spectrometry (E); VLDL, Lipoprotein sehr niederer Dichte (engl. very low density lipoprotein).

engl. ultra-definition tandem mass

Mz FFM II\!IFZM&
Protein (engl.) Gen Funktion (A. vs. K. (A. vs. A
A) K.A) | Avs
K. A.)
Cadherin-1 CDH1 Calcium-abhangige 207878~ 1 4 00022 | 0,00022
Zelladh&sionsprotein 13
Keratin, type Il Zytoskeletales, mikrofibrillares 7,4292E-
cytoskeletal 3 KRT3 Keratin Il (neutral bis basisch) 10 n.s. n.s.
Scavenger receptor CD163 Akute Phase regulierter Rezeptor | 2°994E~ | 000244 | 0,00244
cysteine-rich type 1 08
. . Komponent von Chylomikronen,
Apolipoprotein C-II APOC2 VLDL, HDL und LDL 1,176E-07 | n.s. n.s.
Pantetheinase VNN1 Amidohydrolase, spaltet 6.8103E- 1 000194 | 0,00194
Panthothensaure 06
Secreted Knochenumbau (Endopeptidase 4,4436E-
phosphoprotein 24 SPP24 Inhibitor Aktivitat) 05 n.s. n.s.
Aminopeptidase N ANPEP Aminopeptidase zur Verdauung 000071 | n.s. n.s.
von Peptiden
CD5 antigen-like CD5L Schlisselregulator der 0,00008 | 205384 | o
Lipidsynthese (n.s.)
Pigment epithelium- SERPINF1/ Neurotrophisches Protein,
derived factor PEDF Inhibitor der Angiogenese 0,00542 0,00108 | 0,00542
Complement factor H- Regulierung des 0,09368 0,05541
. CFHR3 n.s
related protein 3 Komplementsystems (n.s.) (n.s.)
Complement.factor H- CFHRA1 Regulierung des 0,51192 0,00088 | n.s.
related protein 1 Komplementsystems (n.s.)
Serum amyloid A-2 SAA2 Apolipoprotein des HDL Komplex, 0,63232 0,06162 ns
protein akute Phase Reaktionspartner (n.s.) (n.s.) '
0,31064
Afamin AFM Vitamin E-Transporter 0,01099 (n.s.) n.s.
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Das Proteom wurde auf signifikante Differenzen zwischen den Therapieansprechern und Nicht-
Ansprechern innerhalb der Kohorten (Mainz, Frankfurt) und in der gesamten Studienpopulation
untersucht (Tabelle 26). Aufgrund eines signifikant unterschiedlichen Vorkommens in
Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern sowie ihrer Relevanz in Tumorerkrankungen,
wurden die Ergebnisse der Proteine PEDF (Pigment epithelium-derived factor) und Afamin via
Sandwich ELISA validiert (150,151,160,152—-159).
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Abbildung 24 Immunomonitoring der Proteine Afamin und PEDF im Plasma.

Die Konzentration der Proteine Afamin und PEDF wurden anhand kommerziell erhaltlicher Sandwich ELISA im
Plasma von gesunden Spendern und Melanompatienten gemessen (n(GS) = 14 — 15, n(A.)) =2 -12,n(K. A.) = 16 -
24), Afamin, p(K. A.(A) vs. GS) = 0,5771, p(K. A.(B) vs. GS) = 0,6053). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis
Test, p < 0,05 *. A, Zeitpunkt vor Therapiebeginn; A., Ansprechen; B, Zeitpunkt 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn;
CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein 4; ELISA, enzymatisches Immunadsorptionsverfahren;
GS, gesunde Spender; K. A., Kein Ansprechen; PD-1, programmiertes Zelltodprotein 1; PEDF, Pigment-Epithel-
Faktor.

Dem Protein PEDF werden anti-angiogene und anti-kanzerogene Eigenschaften zugeschrieben
(161,162). Die signifikanten Unterschiede zwischen Therapieansprechern und Nichtansprechern
konnten im PEDF ELISA nicht bestatigt werden (Abb. 24). Im ELISA war die PEDF-
Konzentration im Plasma der Therapieansprecher (18 mg/ml) im Median héher als in Nicht-
Ansprechern (15 mg/ml) und gesunden Spendern (15 mg/ml). Der Therapiebeginn hatte weder
in Therapieansprechern noch in Nicht-Ansprechern einen Effekt auf die PEDF-Konzentration.

Afamin ist ein Vitamin E-bindendes Protein aus der Familie der Albumine und wurde als
Biomarker im Ovarialzellkarzinom untersucht (163,164). Therapieansprecher (19 mg/ml) und
Nicht-Ansprecher (19 mg/ml) vor Therapiebeginn besallen vergleichbare Afamin-
Konzentrationen im Plasma, wahrend gesunde Spender (24 mg/ml) niedrigere Afamin-

Konzentrationen aufwiesen.

In dieser Studie wurden anhand einer Proteomanalyse eines Trainingssets aus 12 Ipilimumab-
Patienten 13 potenzielle pradiktive Biomarker zur Identifikation der Therapieansprecher unter
Ipilimumab Monotherapie ermittelt. Die Validierung via ELISA lehnte die Proteine Afamin und
PEDF als Biomarker ab. Die 11 weiteren Proteine sind in Folgestudien zu untersuchen.
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3.2. Untersuchungen zum Einfluss von BRAF und MEK-Inhibitoren
auf dendritische Zellen (DC) in vitro
In Melanompatienten flihren Monotherapien mit BRAF- und MEK-Inhibitoren durch Mutationen
im BRAF/MEK/ERK-Signalweg nach circa 6 Monaten zu erworbenen Resistenzen (165)(166).
Unter einer BRAF-/MEK-Inhibitor Kombinationstherapie traten Resistenzen seltener auf
(48,167).

3.2.1. BRAF-Inhibitoren induzieren die Expression von CD80 und CD86 auf reifen
DC stérker als der MEK-Inhibitor Trametinib

BRAF- und MEK-Inhibitoren hemmen den BRAF/MEK/ERK-Signalweg nicht nur in schnell
proliferierenden Zellen, sondern auch in Immunzellen wie z. B. dendritischen Zellen (DC)
(168,169). DC sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen. Reife DC aktivieren und
stimulieren T-Zellen zur Proliferation, indem reife DC (anders als unreife DC) spezifische
Tumorantigene mittels MHC-II:Peptid-Komplexen mit einer langen Halbwertszeit prasentieren.
Zudem exprimieren reife DC verstarkt CD80 und CD86, die Liganden des ko-stimulierenden
Rezeptors CD28 auf T-Zellen.

Im folgenden Experiment wurde untersucht, welchen Effekt BRAF- und MEK- Inhibitoren auf die
Ausreifung der DC in vitro besitzen. Dazu wurden humane unreife DC in vitro mit einem Cocktail
aus proinflammatorischen Zytokinen und in Anwesenheit von 1 uM Dabrafenib, Vemurafenib
oder Trametinib ausgereift und kultiviert. Gleichzeitig wurden die DC mit BRAF- bzw. MEK-
Inhibitor versetzt. Es wurden die BRAF-Inhibitoren Dabrafenib und Vemurafenib und der MEK-
Inhibitor Trametinib verwendet. Als Referenzwert diente eine &aquivalente Dosis des
Lésungsmittels der Inhibitoren, 0,1 % Dimethylsulfoxid (DMSO). Nach 48 Stunden wurden die
Zellen geerntet und durchflusszytometrisch auf die Expression der CD28-Liganden CD80 und
CD86 untersucht. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI (Mittelwert)) wurde auf den
Referenzwert DMSO normalisiert.

Unbehandelte und Vemurafenib-behandelte reife DC exprimierten CD80 signifikant starker als
mit DMSO-behandelte reife DC (Abb. 25 (170), p (o) = 0,0071 **, p (VEM) = 0,0383 *).
Dabrafenib- und Trametinib-behandelte reife DC wiesen eine vergleichbare CD80 Expression
wie DMSO-behandelte reife DC auf.

Unbehandelte sowie Vemurafenib-behandelte reife DC exprimierten CD86 starker als DMSO-
behandelte reife DC, wahrend die CD86 Expression der Dabrafenib-behandelte DC CD86
vergleichbar mit der von DMSO-behandelten reifen DC war. Gemessen am DMSO Referenzwert
halbierte der MEK-Inhibitor Trametinib die CD86 Expression auf reifen DC. Der Unterschied der
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CD86 Expression der Vemurafenib- und Trametinib-behandelten reifen DC war signifikant (p =

0,0051 **).

Die Analyse zeigte, dass der BRAF-Inhibitor Vemurafenib die Expression von CD80 und CD86
auf reifen DC erhdhte und so einen reiferen DC Phanotyp induzierte, wahrend Dabrafenib dies
nicht tat. Der MEK-Inhibitor Trametinib senkte die CD86 Expression auf reifen DC.
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Abbildung 25 Effekt der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib und des MEK-Inhibitors Trametinib
auf die Ausreifung dendritischer Zellen in vitro.

Aus dem Blut gesunder Spender wurden humane mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) gewonnen.
Die Monozyten wurden mit Hilfe von Plastikadharenz isoliert und mit IL-4 und GM-CSF inkubiert um die Bildung
dendritischer Zellen (DC) zu induzieren. Zur Ausreifung der DC wurde an Tag 6 ein Zytokincocktail aus IL-1(3, IL-4,
IL-6, GM-CSF, PGE2 und TNF-a gegeben. Zusatzlich wurde die Kultur mit 1 yM BRAF/MEK-Inhibitor (Vemurafenib,
Dabrafenib, Trametinib) supplementiert. An Tag 8 wurden die reifen DC geerntet und analysiert.
A Exemplarische durchflusszytometrische Eingrenzung reifer DC. Tote Zellen wurden von der Analyse
ausgeschlossen. B Exemplarische durchflusszytometrische Histogramme zur CD80 und CD86 Expression auf reifen
DC. Das Histogramm zeigt die Population lebender HLA-DR* Zellen. Die Zahlen geben den Mittelwert der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) der HLA-DR* Zellen an. C CD80* und CD86* Expression auf reifen DC . Der Mittelwert
der MFI wurde auf das Losungsmittel der Inhibitoren, DMSO, normalisiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte (J)
und mit DMSO behandelte reife DC. Die gestrichelte Linie markiert die DMSO Kontrolle (n(g) = 8, n(DMSOQO) = 14,
n(VEM) = 7, n(DAB) = 6, n(TRA) = 3; CD80, p = 0,0032 **, p(VEM vs. DMSO) = 0,0383 *, p(DMSO vs. &) = 0,0071
**. CD86, p = 0,0078 **, p(TRA vs. VEM) = 0,0051 **, p(TRA vs. &) = 0,1006, p(VEM vs. DMSO) = 0,1268). Median +
Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *, p < 0,01 **. @, unbehandelt; BRAF, B-Raf Protoonkogen; DAB,
Dabrafenib; DC, dendritische Zellen; DMSO, Dimethylsulfoxid; GM-CSF, Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierender Faktor; HLA-DR, humanes Leukozytenantigen DR lIsotyp; IL, Interleukin; MEK, Mitogen-aktivierte
Proteinkinase; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; PBMC, mononukleare Zellen des peripherin Blutes (engl.
peripheral blood mononuclear cells); PGE2, Prostaglandin E2; TNF-a, Tumornekrosefaktor alpha; TRA, Trametinib;
VEM, Vemurafenib.

3.2.2. Einfluss der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib auf die
Viabilitat, Apoptose und Nekrose dendritischer Zellen

Hohe Dosen der BRAF- und MEK-Inhibitoren besitzen einen zytotoxischen Effekt und induzieren
die Apoptose in Melanomzellen (171,172). In der frihen Phase der Apoptose wird das
Phospholipid Phosphatidylserin (PS), welches in gesunden Zellen auf der inneren Seite der
Plasmamembran lokalisiert ist, an die extrazellulare Seite der Plasmamembran transferiert. Die
Translokation des PS lockt Fresszellen (Makrophagen) an, welche die PS-exprimierenden
Zellen phagozytieren. Apoptotische Zellen kénnen durch Farbung mit Annexin V, welches
hochaffin an PS bindet, erkannt werden. Anders als in nekrotischen Zellen ist die
Plasmamembran in der frilhen Apoptose intakt. Spat apoptotische und nekrotische Zellen
besitzen dagegen eine permeable, nicht intakte Plasmamembran und werden durch den
Viabilitdtsfarbstoff 7-AAD gefarbt. Anhand der Farbung der Zellen mit 7-AAD und Annexin V
wurde hier durchflusszytometrisch zwischen lebenden (PS-7"AAD"), friih apoptotischen (PS*7-

AAD") und spat apoptotischen, nekrotischen (PS*7-AAD™) Zellen unterschieden.

Um den zytotoxischen Effekt der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib auf DC zu
untersuchen, wurden DC mit 1 pM BRAF-Inhibitor ausgereift bzw. inkubiert und
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 26 (170)). Als Kontrolle diente eine aquivalente Dosis
des Lésungsmittels der Inhibitoren DMSO. Unreife DC (uDC) wurden nach 48 Stunden, reife DC
(rDC) nach 72 Stunden untersucht.
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Abbildung 26 Effekt der BRAF-Inhibitoren
Vemurafenib und Dabrafenib auf die
Viabilitat dendritischer Zellen in vitro.

Die DC wurden wie in Abb. 25 beschrieben
kultiviert. An Tag 6 wurden alle DC mit 1 pM
BRAF-Inhibitor (Vemurafenib, Dabrafenib)
versetzt. An Tag 8 wurden die unreifen DC
geerntet und analysiert. Das Medium der
reifen DC wurde gewechselt (Medium ohne
Zytokine) und mit 1 pM BRAF-Inhibitor
versetzt. An Tag 9 wurden die reifen DC
geerntet. Die Analyse der Viabilitat erfolgte
durchflusszytometrisch durch die Farbung
mit dem Lebend-Tod-Farbstoff 7-AAD und
dem Apoptosemarker Annexin V. Es wurden
lebende Zellen (7-AAD"Annexin V-), Zellen in
der frhen Apoptose (7-AAD-, Annexin V%)
und Zellen in der spaten Apoptose/Nekrose
(7-AAD*Annexin  V*) unterschieden. Als
Kontrolle wurde das L&sungsmittel der
BRAF-Inhibitoren, DMSO, verwendet.
A Durchflusszytometrische  Eingrenzung
lebender, apoptotischer und nekrotischer
Zellen. Zelldebri wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Das Konturdiagramm zeigt
eine ungefarbte  Kontrolle und die
Totkontrolle. B Exemplarische
durchflusszytometrische  Konturdiagramme
zur Viabilitdt, Apoptose und Nekrose.
C Viabilitat, Apoptose und Nekrose unreifer
und reifer DC unter BRAF-Inhibitoren
(n(VEM) = 3, n(DAB) = 4; reife DC Kontrolle,
p(Lebend vs. frihe Apoptose) = 0,0005 ***,
p(Lebend vs. spate Apoptose) = 0,0007 ***).
Median % Interquartilsabstand. Zweiseitiger
ANOVA-Test, Multipler t-test (Holm-Sidak
Methode), p < 0,05 *, p < 0,0001 ****. 7-AAD,
Lebend-Tot-Farbstoff 7-Amino-Actinomycin;
Annexin V, Apoptosemarker; BRAF, B-Raf
Protoonkogen; DC, dendritische Zelle;
DMSO, Dimethylsulfoxid; FSC,
Vorwartsstreulicht; SSC, Seitwartsstreulicht.

Far Vemurafenib-behandelte uDC wurde eine geringfiigig niedrigere Viabilitdt (27 %) und ein

héherer Anteil von uDC in der frihen Apoptose (28 %) gemessen als in DMSO-behandelten

uDC (Abb. 26 (170)).

Hier ist anzumerken, dass die Messergebnisse der uDC eine hohe

Streuung abbildeten. In Vemurafenib-behandelten rDC stieg der Anteil der lebenden (74 %) und

frih apoptotischen uDC (15 %) schwach an, wahrend der Anteil spat apoptotischer/nekrotischer
uDC (12 %) sank.
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Dabrafenib-behandelte uDC wiesen einen hoheren Anteil lebender (75 %) und spéat
apoptotischer/nekrotischer uDC (16 %) sowie einen geringeren Anteil von uDC in der frihen
Apoptose (8 %) auf als DMSO-behandelten uDC. In rDC stieg aufgrund der Dabrafenib
Behandlung der Anteil der lebenden rDC (79 %) an, wahrend der Anteil der frih apoptotischen
(8 %) und spat apoptotischen/nekrotischen rDC (10 %) sank. Der Anteil lebender uDC und rDC
war unabhangig von der Behandlung (DMSO, Dabrafenib) signifikant héher als der Anteil frih
apoptotischer und nekrotischer uDC und rDC.

Das Experiment zeigte, dass die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib keinen
signifikanten Effekt auf die Viabilitat, Apoptose und Nekrose unreifer und reifer DC im Vergleich
zur DMSO Kontrolle vermittelten. Dabrafenib erhéhte tendenziell die Viabilitdt und senkte den
Anteil frih apoptotischer uDC und rDC, wahrend Vemurafenib den Anteil friih apoptotischer uDC
und rDC tendenziell erhdhte.

3.2.3. Die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib erhohen initial die
metabolische Aktivitat unreifer DC

Aufgrund der starken Proliferation besitzen Tumorzellen einen erhéhten Energiebedarf. Anders
als in gesunden Zellen wird der Energiebedarf nicht durch verstarkte oxidative Phosphorylierung
gedeckt, sondern durch eine verstarkte Glykolyse (173). Diese Umstellung des Metabolismus
der Tumorzellen, der auch in aktivierten Immunzellen beobachtet werden kann, wird nach ihrem
Entdecker ,Warburg Effekt* genannt (71). Infolge einer BRAF Mutation wird die oxidative
Phosphorylierung in Mitochondrien angeregt, so dass der Citratzyklus verstarkt mit Pyruvat
versorgt wird (174). Neben dem Citratzyklus, der die Tumorzelle in der Bildung von
Makromolekilen unterstitzt, versorgen die Mitochondrien die Zelle mit NADPH, welches zur de
novo Fettsauresynthese verwendet wird. In Tumorzellen wurde beobachtet, dass BRAF-
Inhibitoren die oxidative Phosphorylierung durch Foérderung der Bildung von Mitochondrien
wieder ankurbeln und damit zu einer erhdhten Stresstoleranz und besseren Versorgung des
Tumors fithren kénnen (175). In ruhenden DC erfolgt die Energiegewinnung durch oxidative

Phosphorylierung.

Um zu untersuchen, welchen Effekt die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib auf den
Metabolismus der unreifen DC (uDC) haben, wurde die metabolische Aktivitat der Mitochondrien
in uDC anhand der Umsetzung von NADPH mittels eines MTT Assays nach 24 und 48 Stunden
kolorimetrisch gemessen. Die Messdaten wurden auf die mit Medium supplementierte Kontrolle

normalisiert.
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Abbildung 27 Effekt der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib auf die metabolische Aktivitit
unreifer dendritischer Zellen in vitro.

Die DC wurden wie in Abb. 25 beschrieben kultiviert. Die Kultur der unreifen DC wurde an Tag 6 mit 1 uM BRAF-
Inhibitor (Vemurafenib, Dabrafenib) supplementiert. Die Kontrolle wurde mit Medium supplementiert (J). Nach 24
und 48 Stunden wurden die Zellen geerntet. Anhand der Umsetzung von MTT wurde die metabolische Aktivitat der
Zellen kolorimetrisch analysiert. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 570 nm und der
Referenzwellenlange 650 nm gemessen. Jeder Wert wurde in Triplikaten bestimmt. Als Blindwert (engl. blank) diente
Medium ohne Zellen. Der Graph zeigt die Messwerte normalisiert auf die Medium-Kontrolle (n(9) = 6, n(VEM) =4 - 6,
n(DAB) = 4 - 5; p(d vs. VEM) = 0,0051 **; p(d vs. DAB) = 0,0219 *). Die gestrichelte Linie markiert die Medium-
Kontrolle. Median + Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *, p < 0,01 **. &, Medium-Kontrolle, BRAF, B-
Raf Protoonkogen; DAB, Dabrafenib; DC, dendritische Zelle; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid; VEM, Vemurafenib.

Im Vergleich zur Medium Kontrolle stieg in Vemurafenib- und Dabrafenib-behandelten uDC die
metabolische Aktivitat der Zellen nach 24 Stunden signifikant an (Abb. 27 (170); p(VEM) =
0,0313 *, p(DAB) = 0,0219 *). Dieser Effekt war in Vemurafenib-behandelten uDC (117 %)
starker als in Dabrafenib-behandelten uDC (108 %).

Nach 48 Stunden wiesen mit Vemurafenib- (103 %) und Dabrafenib-behandelte uDC (105 %)
eine vergleichbare metabolische Aktivitat auf, die nur geringfligig héher war als die der Medium

Kontrolle.

Anhand der Umsetzung von NADPH im MTT Assay zeigte das Experiment, dass BRAF-
Inhibitoren, insbesondere Vemurafenib, nach 24 Stunden die metabolischen Aktivitat (oxidative

Phosphorylierung der Mitochondrien) in unreifen DC steigern.

3.2.4. Vemurafenib induziert die Produktion von IL-1p, IL-12p70 und TNF-¢ in
reifen DC

Proinflammatorische Zytokine nehmen eine ambivalente Rolle ein, indem sie die Immunantwort
in der akuten Entzindung unterstitzen, im Tumor jedoch eine chronische Entziindung und
dadurch ein inhibitorisches Tumormikromilieu aufrechterhalten. Unsere Daten zeigten, dass die
BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib die metabolische Aktivitat unreifer DC signifikant
steigerten. Um zu untersuchen, welchen Effekt BRAF- und MEK-Inhibitoren auf die
Zytokinexpression der DC besitzen, wurden DC 48 Stunden in Anwesenheit von BRAF/MEK-
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Inhibitoren ausgereift. Die Zytokine wurden 24 Stunden nach Zytokin-Wash out und erneuter
Zugabe von BRAF/MEK-Inhibitoren mittels Cytometric Bead Array (CBA) durchflusszytometrisch
analysiert (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70, TNF-a) (Abb.28A (170)).
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Abbildung 28 Effekt der BRAF- und MEK-Inhibitoren auf die TNF-a, IL-12p70, IL-1p und IL-18
Zytokinproduktion in dendritischen Zellen in vitro.

Die DC wurden entsprechend Abb. 25 kultiviert. An Tag 6 wurden die DC mit 1 yM BRAF-Inhibitor (Vemurafenib,
Dabrafenib) bzw. 0,001 yM MEK-Inhibitor (Cobimetinib, Trametinib) supplementiert. Zur Ausreifung erhielten die DC
zusatzlich einen Zytokincoktail. A Direkte Analyse der Zytokine TNF-a, IL-12p70 und IL-1p in reifen DC via BD
Cytometric Bead Array (CBA). An Tag 8 wurden die rDC in frisches Medium (+ Inhibitoren) auf eine neue Platte
umgesetzt, um die Zytokine des Reifungscocktails aus dem Uberstand zu entfernen. Nach 24 Stunden wurde der
Uberstand abgenommen. Die Konzentration der Zytokine im Uberstand wurde via CBA durchflusszytometrisch
bestimmt. Als Kontrolle wurde das Ldsungsmittel der Inhibitoren, DMSO, verwendet. Die IL-12p70 Expression wurde
auf die DMSO Kontrolle normalisiert. Die gestrichelte Linie gibt den Median in Anwesenheit von DMSO an (n(DMSO)
= 3 — 4, n(DAB) = 3, n(TRA) = 2 — 3, n(DAB + TRA) = 3, n(VEM) = 3, n(COB) = 3, n(VEM + COB) = 3).
B Indirekte Analyse der Zytokine IL-1B und IL-18 in DC via RT-gPCR. An Tag 6 wurden die unreifen DC und DC mit
Zytokincocktail (ausreifende DC) 6 und 12 Stunden nach Ansetzen der Kultur geerntet und in Lysepuffer bei =20 °C
bis zur Analyse weggefroren. Als Kontrolle wurde die DC Kultur mit Medium supplementiert. Die relative
Genexpression der Zytokine IL-1f und IL-18 wurde auf die Kontrolle nach 6 Stunden normalisiert. B2M wurde als
Haushaltsgen verwendet (n(Kontrolle) = 6 — 7, n(DAB) = 3, n(VEM) = 3 — 4; Unreife DC IL-1B, p(DAB 6 h vs DAB 24
h) = 0,0033 **; ausreifende DC IL-1B, p(Kontrolle 6 h vs. Kontrolle 24 h) < 0,0001 ****, p(DAB 6 h vs. DAB 24 h) =
0,0014 **, p(VEM 6 h vs. VEM 24 h) < 0,0001****). Median * Interquartilsabstand. Zweiseitiger ANOVA, Multipler t-
test (Holm-Sidak Methode), p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001 ***, p < 0,0001 ****. B2M, beta-2-Mikroglobulin; BRAF,
B-Raf Protoonkogen; CBA, Zytokin-Bead-Messverfahren (engl. Cytometric Bead Array); COB, Cobimetinib; DAB,
Dabrafenib; DC, dendritische Zelle; DMSO, Dimethylsulfoxid; IL, Interleukin; MEK, Mitogen-aktivierte Proteinkinase;

RT-gPCR, Reverse Transkription-quantitative Polymerasekettenreaktion; TNF-a, Tumornekrosefaktor-a; TRA,
Trametinib; VEM, Vemurafenib.
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Der CBA des Kulturiiberstandes der rDC ergab, dass Vemurafenib, Dabrafenib und Trametinib
keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration von IL-6, IL-8 und IL-10 austbten (Daten
nicht gezeigt).

TNF-a ist ein endogenes Pyrogen und unterstiitzt die systemische Entziindung. Im Tumor ist
TNF-a dereguliert und férdert die Bildung eines inhibitorischen Tumormikromilieus.

Die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib erhéhten TNF-o um 46 % und 82 % im
Vergleich zur DMSO Kontrolle im Kulturtiberstand behandelter rDC (Abb. 28A (170)), wahrend
die MEK-Inhibitoren Trametinib und Cobimetinib TNF-a reduzierten. Cobimetinib senkte TNF-a
um 21 % verglichen mit der DMSO Kontrolle, wahrend Trametinib-behandelte rDC kein TNF-a
mehr produzierten. Reife DC, die mit gleichzeitig mit BRAF- und MEK-Inhibitoren (VEM + COB,
DAB + TRA) behandelt wurden, produzierten ebenfalls kein TNF-a.

Das proinflammatorische Zytokin IL-12p70 initiiert und unterstitzt die T-Zellimmunantwort.
Verglichen mit der DMSO Kontrolle stieg IL-12p70 im rDC Kulturtiberstand unter Vemurafenib
um 77 % an. Unter Dabrafenib und Trametinib erhohte sich IL-12p70 dagegen nur um 12 %.

Ein wichtiger Mediator der Entziindung ist IL-1p. Als Bestandteil des Zytokincocktails zur DC
Ausreifung differenziert IL-1p uDC zu rDC aus und induziert die Produktion der DC-
Reifungszytokine IL-6 und PGE.

Die Anwesenheit von Dabrafenib (-3 %) und Trametinib (=10 %) reduzierte den IL-1B Gehalt im
Kulturiiberstand der rDC verglichen mit der DMSO Kontrolle. Die Kombination des BRAF-
Inhibitors Dabrafenib und des MEK-Inhibitors Trametinib hatte einen synergistischen Effekt und
reduzierte die IL-1B Konzentration um 14 %. Dagegen steigerte der BRAF-Inhibitor Vemurafenib
die IL-1B Produktion in rDC im Vergleich zur DMSO Kontrolle um 28 %. Unter dem MEK-Inhibitor
Cobimetinib stieg IL-1p im Median um 79 % von 89 pg/ml auf 159 pg/ml. Im Kontrast dazu
senkte die Kombination Vemurafenib + Cobimetinib IL-18 (61 pg/ml) im Kulturiberstand auf 69
% der DMSO Kontrolle (89 pg/ml).

Um den Effekt der BRAF-Inhibitoren auf Zytokine der IL-1 Superfamilie genauer zu untersuchen,
wurde die mRNA der Zytokine IL-1p und IL-18 mittels RT-gPCR in uDC und rDC analysiert
(Abb. 28B ). Daftr wurden uDC 6 und 24 Stunden mit 1 yM BRAF-Inhibitor inkubiert. DC wurden
in Anwesenheit des Reifungscocktails 6 und 24 Stunden ausgereift, geerntet und lysiert.
Dabrafenib reduzierte die relativen Genexpression von IL-1pB in ausreifenden DC nach 6
Stunden um die Halfte im Vergleich zur Medium Kontrolle (Abb. 28B (170)), wahrend Dabrafenib
die relativen IL-1p Genexpression in uDC nach 6 Stunden induzierte um ein 4-faches induzierte.
Die Reduktion der IL-13 mRNA war in der CBA nicht zu beobachten. Die relative IL-1§
Genexpression war nach 24 Stunden in der Medium Kontrolle, den Dabrafenib- und
Vemurafenib-behandelten uDC und ausreifenden DC kaum noch messbar (uDC, p (DAB 6 h vs.
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DAB 24 h) = 0,0033 **; ausreifende DC, p (DAB 6 h vs. DAB 24 h) = 0,0014 **).

Die relative Genexpression von IL-18 stieg in Anwesenheit der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib
und Dabrafenib in uDC nach 6 und 24 Stunden an. In Dabrafenib-behandelten ausreifenden DC
stieg die relative Genexpression von IL-18 nach 6 Stunden an. Nach 24 Stunden war die relative
IL-18 Genexpression in Dabrafenib- und Vemurafenib-behandelten ausreifenden DC

vergleichbar mit der Medium Kontrolle.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Vemurafenib-behandelte reife DC hoéhere
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-12p70 und IL-1B im
Kulturiiberstand aufwiesen als DMSO-behandelte reife DC, wahrend Dabrafenib-behandelte
reife DC primar TNF-a erhdéhten. Dagegen war die relative Genexpression von IL-1B in
Vemurafenib- und Dabrafenib-behandelten ausreifenden DC geringer. Jedoch induzierten
Vemurafenib und insbesondere Dabrafenib die relative Genexpression von IL-1f und IL-18 in

unreifen DC. In ausreifenden DC induzierte Dabrafenib die relative Genexpression von IL-18.

3.2.5. BRAF-Inhibitoren induzieren eine Caspase-1 Aktivitiat im Inflammasom

Freigesetzte proinflammatorische Zytokine unterstlitzen im Tumor die Aufrechterhaltung der
chronischen Entzindung. Sterbende Zellen setzen bei Verlust der Membranintegritdt den
Zellinhalt samt Zytokinen unkontrolliert frei (176). In gesunden Zellen wird die unkontrollierte
Freisetzung der Zytokine durch den antiinflammatorischen Mechanismus der Apoptose oder
Autophagie verhindert. Via RT-gPCR konnte gezeigt werden, dass die BRAF-Inhibitoren
Vemurafenib und (insbesondere) Dabrafenib nach 6 Stunden Inkubation die relative
Genexpression der Zytokine IL-1p und IL-18 in uDC induzierten. Pro-IL-1p und -IL-18 werden
durch Caspase-1 Aktivitat (Interleukin-Konvertierendes Enzym, ICE) in ihre aktive Form
umgewandelt. Caspase-1 Aktivitat ist ein indirektes Mal fiir die Aktivitat des Inflammasoms und
kann einen programmierten, lytischen Zelltod via Pyroptose einleiten, welcher Zytokine
unkontrolliert freisetzt (177).
Um zu untersuchen, ob die BRAF-Inhibitor-vermittelte Induktion von IL-1p und IL-18 in DC mit
einer Caspase-1 Induktion einhergeht, wurde die Aktivitdt der Caspase-1 nach 6 Stunden
Inkubation mit BRAF-Inhibitoren in uDC und ausreifenden DC (mit Zytokincocktail zur DC
Ausreifung) mittels eines FLICA 660 Caspase-1 Assays durchflusszytometrisch gemessen.

Entsprechend der erhdhten relativen Genexpression der Zytokine IL-1f und IL-18 nach 6
Stunden in Vemurafenib- und Dabrafenib-behandelten uDC, stieg die Caspase-1 Aktivitat in
Vemurafenib- und Dabrafenib-behandelten uDC und rDC im Vergleich zur DMSO Kontrolle an
(Abb. 29 (170)). Unreife DC exprimierten aktivierte Caspase-1 starker als ausreifende DC.
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Unreife DC zeigten in Anwesenheit von Vemurafenib eine 33 % starkere und in Anwesenheit
von Dabrafenib eine 96 % starkere Caspase-1 Aktivitat als die DMSO Kontrolle. Die Caspase-1
Aktivitat stieg in ausreifenden Vemurafenib-behandelten DC um 25 % und in Dabrafenib-
behandelten DC um 32 %. Dieses Ergebnis unterstitzt die Beobachtung, dass Dabrafenib die

relative Genexpression von IL-1p und IL-18 in uDC starker induzierte als in ausreifenden DC.

Die Daten zeigten, dass die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib die Caspase-1
Aktivitdt und indirekt die Aktivitat des Inflammasoms in unreifen DC und ausreifenden DC

induzierten.

“185% | 15 % "120454
3 =
> N
T o A r < L 2 ) ¢
7AADA Flica660
(aktivierte Caspase-1)
B C
Unreife DC Ausreifende DC Unreife DC Ausreifende DC
4 ‘ 603 “ 603 = 2001 = 2001
‘ [l ™ ™
‘ 63820 [l 63820 = £
| || p 17416 ) 15522 - 150 - 1504
] S0sa2 | 2044 g 3
M\ || 20337 e b
I s o
\ i ® 100+ - -I- & 100
| If o o
T [ e B Ungefarbt e £
H A 3 THP-1 unstimuliet & 50+ g 501
“ S THP-1 stimuliert 3 2
) \ | x X
kS ~ ‘ b = DMSO < . . . < 0-
N - B Vemurafenib DMSOVEM DAB DMSOVEM DAB
< — V- -/ Il Dabrafenib
" Triastoa” T s edoa” T
Flica 660 (aktivierte Caspase-1) v

Abbildung 29 Effekt der BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib auf die Caspase-1 Aktivitadt in
dendritischen Zellen in vitro.

Die DC wurden entsprechend Abb. 25 kultiviert. An Tag 6 wurden die DC nach 6 Stunden geerntet. Die Caspase-1
Aktivitat wurde anhand des FLICA® 660 Caspase-1 Assay Kit (ImmunoChemistry) durchflusszytometrisch
gemessen. Aktivierte Caspase-1 wurde an eine hellrote fluoreszierenden Caspase-1 Inhibitor Detektionssonde
(FLICA 660) gebunden. A Exemplarische durchflusszytometrische Eingrenzung der Caspase-1* DC.
B Exemplarische Histogramme der Caspase-1 Expression in DC. Als Negativkontrollen dienten ungefarbte DC und
unstimulierte THP-1 Zellen (humane monozytare Zelllinie). Mit 5 ng/ml PMA stimulierte THP-1 dienten als
Positivkontrolle. C Aktivierte Caspase-1 in DC. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) der aktivierten Caspase-1 in DC. Als Kontrolle wurden die DC mit dem L&sungsmittel der
Inhibitoren, DMSO, supplementiert. Die Daten wurden auf die DMSO Kontrolle normalisiert (n(DMSO/VEM/DAB) = 3;
reife DC, p(DMSO vs. DAB) = 0,2065). Median % Interquartilsabstand. Kurskal-Wallis Test. BRAF, B-Raf
Protoonkogen; DAB, Dabrafenib; DC, dendritische Zelle; DMSO, Dimethylsulfoxid; FLICA, Fluoreszenz-markierte
Inhibitoren der Caspase-1; PMA, Phorbol-12-myristat-13-acetat; THP-1, monozytare Zelllinie aus Patienten mit
akuter monozytischer Leukamie; VEM, Vemurafenib.
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3.3. Immunomonitoring in der Autoimmunitat — Psoriasis ex vivo

Psoriasis ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung der Haut, Gelenke und Nagel.
Im Kontrast zum malignen Melanom liegt in Psoriasis-Patienten eine T-Zellhyperaktivitat vor.
Wie bereits beschrieben spielen immunsuppressive Immunzellen wie Treg und MDSC eine
zentrale Rolle in der Regulation der inflammatorischen Immunantwort. Patienten mit Psoriasis
weisen im peripheren Blut einen erhéhte prozentualen Anteil der Treg an den PBMC auf, welche
mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren (178). Im Gegensatz zu gesunden Spendern
sind Treg aus Psoriasis-Patienten weniger aktiviert und zeigen eine geringere
immunsuppressive Aktivitat (179). Aktuelle Forschungen wiesen vergleichbare Ergebnisse fir
CD15CD14HLA-DR°*CD33" immunsuppressive M-MDSC auf (180). Die Rolle der
immunsuppressiven E-MDSC Subpopulation in der Psoriasis ist weniger erforscht. Um zu
untersuchen, welchen Effekt die topische und systemische Therapie der Psoriasis auf
regulatorische Immunzellen wie Treg und MDSC hat, wurde der Prozentsatz der MDSC und
Treg an lebenden PBMC sowie der funktionelle Phanotyp der Treg in Zusammenhang mit dem

Schweregrad der Psoriasis analysiert.

Tabelle 27 Patientencharakteristika der Psoriasis Studie.
Die Angaben zum Alter und Geschlecht der gesunden Studienteilnehmer waren unvollstéandig. n, Anzahl; n. a., nicht
angegeben; PASI, Psoriasis Schweregrad (engl. Psoriasis Area and Severity Index).

n n n n PASI

(Gesunde | (Patienten) (Topische | (Systemische

Patienten-

charakteristika
Spender) Therapie) Therapie)

Patienten 23 111 31 80

Alter [Median in
Jahren (Min-Max)]

32(24-52) | 51(18-82) | 48 (19-82) 52 (18-82)

Geschlecht
Manner 5 74 22 52
Frauen 10 37 9 28
Psoriasis
Psoriasis vulgaris 85 26 59 0-45,8
Psoriasis arthritis 16 3 13 0-30,2
PASI <10 76 7 69
PASI 10 -
20 14 12 2
PASI > 20 11 10 1
Psoriasis pustulosa 7 1 6 n. a.

Nagelpsoriasis 3 1 2 n. a.
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Dazu wurden 111 an Psoriasis erkrankte Patienten sowie als Kontrollgruppe 23 gesunde
Spender rekrutiert (Tabelle 27). Gesunde Spender waren im Mittel 32 Jahre (24 — 52 Jahre, Min-
Max Bereich), Patienten unter topischer Therapie 48 Jahre (19 — 82 Jahre) und unter
systemischer Therapie 52 Jahre (18 — 82 Jahre) alt. Die Angaben zum Alter und Geschlecht der
gesunden Spender waren unvollstandig. 85 Patienten litten an Psoriasis vulgaris.

In dieser Studie litten 77 % der Patienten an vulgaris, 14 % an Psoriasis-Arthritis (PsA), 6 % an
Psoriasis pustulosa und 3 % an einer Nagelpsoriasis.

69 % der Psoriasis vulgaris, 81 % der PsA Patienten, 86 % der Psoriasis pustulosa und 33 %
der Patienten mit einer Nagelpsoriasis erhielten eine systemische Therapie. Alle anderen
Patienten erhielten eine topische Therapie. Mit einem Anteil von 72 % (80/111 Patienten) wurde
die systemische Therapie im Vergleich zur topischen Therapie mehr als dreimal so haufig
verordnet. Der Schweregrad der Psoriasis wurde anhand des ,Psoriasis Area and Severity
Index“ (PASI) bestimmt und reicht von 0 bis 72 (82). In dieser Studie erreichten Patienten mit
Psoriasis vulgaris einen PASI von 0 bis 45,8. Der PASI von Patienten mit PsA reichte von 0 bis
30,2. Zum PASI unter Psoriasis pustulosa und Nagelpsoriasis lagen keine Angaben vor.

24 % der Patienten mit Psoriasis vulgaris und PsA wiesen unter topischer Therapie einen milden
Erkrankungsgrad auf (PASI < 10), 41 % einen moderaten (PASI 10 — 20) und 35 % einen
schweren Erkrankungsgrad (PASI >20). Dagegen waren Patienten unter systemischer Therapie
zu 96 % mit einem mildem Erkrankungsgrad (PASI < 10) belastet. Nur in 1 % bzw. 3 % der

Patienten unter systemischer Therapie wurde ein PASI > 20 bzw. PASI 10 — 20 ermittelt.

3.3.1. Die systemische Therapie erh6ht den Prozentsatz HLA-DR* und aktivierter
GARP* regulatorischer T-Zellen

In der Psoriasis liegt ein Ungleichgewicht zwischen immunreaktiven T-Effektorzellen (Teff) und
regulatorischen T-Zellen (Treg) zu Gunsten der Teff vor. Die Mehrzahl der Psoriasis-Therapien
behandelt die Symptome und blockiert die Freisetzung der Effektorzytokine durch Teff. Treg
supprimieren Teff unter anderem durch Treg Effektorzytokine wie z. B. TGFB1. Die latente Form
des TGFpB1 wird auf aktivierten Treg durch den Rezeptor GARP exprimiert (121,122). Zudem
weisen HLA-DR*® Treg eine hohe suppressive Kapazitat auf, da HLA-DR durch einen
Zellkontakt-abhangigen Mechanismus den Treg Transkriptionsfaktor Foxp3 hochreguliert (14).

Um den Effekt einer topischen und systemischen Therapie auf Treg im peripheren Blut von
Psoriasis-Patienten zu analysieren, wurde der Prozentsatz der CD4*CD25*CD127Foxp3* Treg
an CD4* T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 30 (181)). Die funktionellen
Eigenschaften der Treg wurden anhand der Prozentsatze der HLA-DR* und GARP* Treg

ermittelt.
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Abbildung 30 Prozentsatz und Phéanotyp der regulatorischen T Zellen (Treg) im peripheren Blut von
Psoriasis-Patienten in Abhédngigkeit vom Schweregrad der Psoriasis und der Therapie.

Die Patienten wurden innerhalb des Therapieschemas (TT/ST) in Untergruppen gemal des Schweregrades der
Psoriasis (PASI) unterteilt. Die suppressive Aktivitdt der Treg wurde anhand der HLA-DR Expression bestimmt; die
Aktivitdt der Treg wurde anhand des Treg Aktivierungsmarker GARP gemessen. A Exemplarische
durchflusszytometrische Eingrenzung der Treg. Das Beispiel zeigt einen Patienten unter topischer Therapie. Treg
wurden als CD3"CD4*CD127-CD25"Foxp3* Zellen definiert. B Exemplarische durchflusszytometrische Diagramme
der Treg, HLA-DR* und GARP* Treg. Die Konturdiagramme zeigen die Population der CD3*CD4*CD25*CD127"" zur
Eingrenzung der Treg. Die Histogramme zeigen die Treg-Population. Der Isotyp zeigt die FSC/SSC-Population
gefarbt mit dem IgG1-Isotypen fiir CD25 bzw. GARP. Als Kontrolle dienten gesunde Spender. C Prozentsatze der
Treg sowie HLA-DR* und GARP* Treg. Die gestrichelte Linie gibt den Median der gesunden Spender an. (n-Zahlen
siehe Tabelle 6; HLA-DR* Treg, p(GS vs. TT) = 0,0907, p(TT vs. ST) = 0,0012 **, p(TT vs. ST, < 10) = 0,0022 **,
p(TT, <10 vs. ST)=0,039 *, p(TT, < 10 vs. ST < 10) = 0,0461 *). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test,
p <0,05* p <0,01** Foxp3, forkhead box P3; GARP, engl. glycoprotein A repetitions predominant; GS, gesunder
Spender; HLA-DR, humanes Leukozytenantigen-DR Isotyp; PASI, engl. Psoriasis Area and Severity Index; ST,
systemische Therapie; Treg, regulatorische T Zellen; TT, topische Therapie.
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Im Vergleich zu gesunden Spendern (2,1 %) wurden fiir Psoriasis-Patienten unter topischer
Therapie (TT, 3,3 %) im Median hoéhere Treg Prozentsatze ermittelt, wahrend Psoriasis-
Patienten unter systemischer Therapie (ST, 2,1 %) Treg Prozentsatze vergleichbar mit denen in
gesunden Spendern (2,1 %) aufwiesen (Abb. 30 (181)).

Die Analyse der funktionellen Eigenschaften der Treg ergab, dass gesunde Spender (40,8 %)
und Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie (40 %) nicht nur vergleichbare
Prozentsatze an Treg, sondern auch vergleichbare Prozentsdtze HLA-DR* Treg besalen. In
Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie wurden deutlich geringere Prozentsatze HLA-DR*
Treg gemessen (22,6 %) als in gesunden Spendern (40,8 %). Die Prozentsatze der HLA-DR*
Treg in Psoriasis-Patienten unter systemischer und topischer Therapie unterschieden sich
signifikant (p = 0,0012 **).

Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie (3,2 %) wiesen im Median geringere
Prozentsatze GARP* Treg auf als gesunde Spender (4,7 %), wahrend Psoriasis-Patienten unter
topischer Therapie (6,4 %) hohere Prozentsdtze GARP* Treg verglichen mit gesunden
Spendern besalien.

Bezogen auf den PASI ergab die vorliegende Studie, dass Psoriasis-Patienten unter topischer
Therapie mit einem schweren Erkrankungsgrad (PASI > 20) im Median héhere Prozentsatze an
Treg, HLA-DR* Treg und GARP* Treg aufzeigten als solche mit einem milden (PASI < 10) und
moderaten (PASI 10 — 20) Erkrankungsgrad. In Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie mit
einem moderaten Erkrankungsgrad (PASI 10 — 20) wurden im Median geringere Prozentsatze
an Treg, HLA-DR" Treg und GARP* Treg ermittelt als in Patienten mit einem milden
Erkrankungsgrad (PASI < 10).

Derweil trat in 96 % der Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie ein milder
Erkrankungsgrad (PASI < 10) auf. Aufgrund geringer Fallzahlen konnte eine Analyse der
Prozentsatze der Treg, HLA-DR* Treg und GARP* Treg in Psoriasis-Patienten unter
systemischer Therapie in moderaten und schweren Erkrankungsgraden nicht durchgefiihrt

werden.

In dieser Studie wiesen Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie und gesunde Spender
vergleichbare Prozentsatze an Treg und HLA-DR* Treg auf, wahrend Psoriasis-Patienten unter
topischer Therapie hohere Treg Prozentsdtze und geringere Prozentsatze HLA-DR* Treg
malen als gesunde Spender. Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie wiesen
niedrigere Prozentsatze GARP* Treg auf als gesunde Spender, wahrend Psoriasis-Patienten

unter topischer Therapie hohere Prozentsatze GARP* Treg malfen. Psoriasis-Patienten unter
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topischer Therapie mit PASI > 20 zeigten hohere Prozentsatze an Treg, HLA-DR* Treg und
GARP* Treg als solche mit PASI 10 — 20 und PASI < 10.

3.3.2. Die M- und E-MDSC Prozensatze korrelieren positiv mit dem Psoriasis Area
Severity Index (PASI)

Myeloide Suppressorzellen (MDSC) wurden nicht nur in malignen Erkrankungen, sondern auch
in chronisch entzindlichen immunologisch-vermittelten Erkrankungen wie der Psoriasis
nachgewiesen (182). In der Literatur wiesen Patienten mit Psoriasis erhdhte Prozentsatze
CD14"HLA-DR"°"-M-MDSC in PBMC und in der erkrankten Haut auf (180). Im Tumor induzieren
MDSC einen regulatorischen Phanotyp in T-Effektorzellen (183). Zudem gibt es Hinweise, dass
CD14*HLA-DR"°"- M-MDSC Treg anlocken (184). Sowohl fir M- als auch fiir E-MDSC wurden
immunsuppressive Eigenschaften beobachtet (22). MDSC kdnnten daher eine wichtige Rolle zur
Wiederherstellung des Gleichgewichtes zwischen regulatorischen und immunreaktiven T-Zellen
spielen. Anders als in malignen Erkrankungen sind die Subpopulationen der MDSC in der
Psoriasis wenig erforscht.

Um den Effekt einer topischen und systemischen Therapie auf MDSC im peripheren Blut von
Psoriasis-Patienten zu analysieren, wurden die Prozentsatze der CD14*CD124* M-MDSC,
CD14*CD15CD33"HLA-DR" M-MDSC und der Lin'HLA-DR"°*CD11b*CD33* E-MDSC in den
PBMC durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 31 (181)).

Im Vergleich zu gesunden Spendern (0,5 %) wiesen Psoriasis-Patienten unter topischer
Therapie einen 12-fach héheren Prozentsatz CD14"'CD124* M-MDSC (6 %) auf (Abb. 31 (181)),
wahrend Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie (0,1 %) deutlich niedrigere
Prozentsatze CD14*CD124* M-MDSC aufwiesen. Der Unterschied zwischen topischer und
systemischer Therapie war signifikant (p = 0,0014 **).

Entsprechend der Prozentsatze der CD14*CD124* M-MDSC wurde fiir die Subpopulation der
CD14*CD15CD33"HLA-DR"" M-MDSC in Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie (4,1 %)
ein hoherer Prozentsatz ermittelt als in gesunden Spendern (3,1 %), wahrend Psoriasis-
Patienten unter systemischer Therapie (6,7 %) einen doppelt so hohen Prozentsatz
CD14*CD15CD33"HLA-DR"" M-MDSC aufwiesen.

Im Vergleich zu gesunden Spendern (0,9 %) maflen Psoriasis-Patienten unter topischer (1,5 %)
sowie systemischer Therapie (1,6 %) hoéhere Prozentsédtze LinHLA-DR°*CD11b*CD33* E-
MDSC.
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Abbildung 31 Die Prozentsatze der myeloiden Suppressorzellen (MDSC) im peripheren Blut von Psoriasis-
Patienten in Abhdngigkeit vom Schweregrad der Erkrankung und der Therapie.

A Exemplarische durchflusszytometrische Eingrenzung der MDSC. Das Beispiel zeigt einen Patienten unter
systemischer Therapie. Es wurde der Prozentsatz der CD14*CD124* monozytare/mononukleare MDSC (M-MDSC),
CD15CD14*CD33"s"HLA-DR"°" M-MDSC und LIN'HLA-DR"°*CD11b*CD33* E-MDSC gemessen. Als spezifische
Zelltypmarker, LIN (engl. lineage), wurden CD3, CD14, CD15 und CD19 zusammengefasst. B Exemplarische
durchflusszytometrische Konturdiagramme der MDSC-Subpopulationen. Die Beschriftung der Reihen zeigt die im
Konturdiagramm definierte MDSC-Subpopulation. Das Diagramm der CD14*CD124* M-MDSC zeigt die Population
viabler Zellen. Das Diagramm der CD15CD14*CD33"s"HLA-DR®Y M-MDSC zeigt die Population viabler
CD14*CD15" Zellen. Das Diagramm der E-MDSC zeigt die Population lebender LIN-HLA-DR"®¥ Zellen. Die Ungefarbt-
und die Isotypen-Kontrolle zeigt die Singulett-Population. Die Prozentzahlen geben den prozentualen Anteil der
eingegrenzten Zellen an der dargestellten Population an. Der Isotyp zeigt IgG2a fir CD124 bzw. IgG1 fir CD11b. Als
Kontrolle dienten gesunde Spender. C MDSC-Frequenzen. Die Balkendiagramme zeigen den Prozentsatz der
MDSC-Subpopulationen an lebenden PBMC. Die gestrichelte Linie gibt den Median der gesunden Spender an. (n-
Zahlen siehe Tabelle 6; CD14*CD124* M-MDSC, p(ST vs. TT) = 0,0367 *, p(ST,< 10 vs. TT) = 0,0493 *; E-MDSC,
p(GS vs. TT, 10-20) = 0,5773, p(GS vs. ST) = 0,7834). Median % Interquartilsabstand. Kruskal-Wallis Test, p < 0,05 *.
GS, gesunder Spender; E-MDSC, early (friihe) MDSC; HLA-DR, humanes Leukozytenantigen-DR lIsotyp; LIN,
spezifische Zelltypmarker (engl. Lineage); MDSC, myeloide Suppressorzellen; M-MDSC, monozytare/mononukleére
MDSC; PASI, Psoriasis Area and Severity Index; ST, systemische Therapie; TT, topische Therapie.
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Die Analyse der MDSC Prozentsatze in Zusammenhang mit dem PASI ergab, dass Psoriasis-
Patienten unter topischer Therapie mit einem milden Erkrankungsgrad (PASI < 10; 6 %) einen
geringfigig hoheren Prozentsatz CD14'CD124* M-MDSC besallen als jene mit einem
moderaten Erkrankungsgrad (PASI 10 — 20; 4,1 %), wahrend Psoriasis-Patienten mit einem
schweren Erkrankungsgrad (PASI > 20; 11,2 %) deutlich héhere Prozentsatze malien.
Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie mit einem milden Erkrankungsgrad (4,1 %)
besalen hohere Prozentsdtze CD14*CD15CD33"HLA-DR*¥ M-MDSC als jene mit einem
moderaten Erkrankungsgrad (3,3 %). Psoriasis-Patienten mit einem schweren Erkrankungsgrad
(3,9 %) wiesen einen geringfiigig héheren Prozentsatz CD14*CD15CD33"HLA-DR™ M-MDSC
auf.

Der Prozentsatz der Lin"HLA-DR°"CD11b*CD33* E-MDSC lag in Psoriasis-Patienten unter
topischer Therapie mit einem milden Erkrankungsgrad bei 1,2 %, mit einem moderaten bei

2,7 % und mit einem schwerem Erkrankungsgrad bei 2,2 %.

Die Analyse zeigte, dass die Prozentsatze der CD14*CD15"CD33"HLA-DR"*Y M-MDSC und Lin
HLA-DR"°*CD11b*CD33* E-MDSC im peripheren Blut von Psoriasis-Patienten unabhéngig von
der Therapie héher waren als in gesunden Spendern. Psoriasis-Patienten unter topischer
Therapie wiesen signifikant hohere Prozentsatze CD14*CD124* M-MDSC auf im Vergleich zur
systemischen Therapie. Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie mit einem schweren
Erkrankungsgrad (PASI > 20) wiesen hohe Prozentsatze CD14*CD124* M-MDSC und mit
PASI = 10 hohe Prozentsétze Lin"HLA-DRYCD11b*CD33* E-MDSC auf.
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4. Diskussion

Die vorliegende Dissertation untersuchte die Modulation von Immunantworten durch
Systemtherapien in verschiedenen immunologisch vermittelten Krankheitsbildern (Tumor versus
Autoimmunitat) anhand der Checkpoint-Inhibitor Therapien zur Behandlung des malignen
Melanoms, des Effekts der BRAF- und MEK-Inhibitoren auf dendritische Zellen sowie anhand
der Gegenuberstellung der topischen und systemischen Therapien in der Autoimmunitat am

Beispiel der Psoriasis.

41. Checkpoint-Inhibitoren — Ein starkes Immunsystem fur ein
starkes Therapieansprechen

In Deutschland rangierte das maligne Melanom 2018 (1-Jahres Pravalenz) auf Platz 7 der
haufigsten Tumorentitdten (185), verzeichnete 2018 eine globale Inzidenzrate von 3,1 (per
100.000, ASR) — Tendenz steigend — und (186) eine Mortalitatsrate von 0,63 (per 100.000,
ASR) (186). 90 % der Todesfalle der Patienten mit Hauttumoren sind auf das maligne Melanom
zurlickzufiihren (32). Das Beispiel Australien verdeutlicht die Dringlichkeit der Entwicklung neuer
Therapien: Von 1982 bis 2018 stieg die Inzidenzrate von 27 auf 51 pro 100.000 Menschen
(187). Die Hauptgrinde der steigenden Inzidenzraten sind eine langere Lebensdauer und das
Altern der Gesellschaft (188). PraventionsmafRnahmen und effektive Frihdiagnosen hielten die
Mortalitdtsrate im genannten Zeitraum weitgehend konstant (32,188). Nichtsdestotrotz, im
fortgeschrittenen Stadium des malignen Melanoms besitzen Patienten eine schlechte Prognose
mit geringem Langzeitliberleben.

Zur Behandlung des malignen Melanom bewahrten sich in der CheckMate 067 Studie
monoklonale Antikérper, sogenannte Checkpoint-Inhibitoren, mit Ansprechraten (engl. ORR,
objective response rate) von 58 %, 44 % und 19 % in der Ipilimumab-/Nivolumab
Kombinationstherapie, Nivolumab- und Ipilimumab Monotherapie (57). In der Keynote-001
Studie erreichte Pembrolizumab in therapienaiven Patienten eine ORR von 52 % (189).
Checkpoint-Inhibitoren blocken die ko-inhibitorischen Checkpoint Molekiile CTLA-4 (Ipilimumab)
und PD-1 (Nivolumab, Pembrolizumab). Nach einer Aktivierung exprimieren T-Zellen verstarkt
Checkpoint Molekile. Das Ziel der Checkpoint-Inhibitor Therapie ist es, diesen negativen
Ruckkopplungseffekt zu hemmen, die Checkpoint Molekiile auf T-Zellen zu blocken, eine
kontinuierliche Aktivierung und Proliferation der T-Zellen aufrecht zu halten und damit die anti-
Tumor Immunantwort der Patienten zu starken (190).

Pradiktive Biomarker identifizieren Ansprecher und Nicht-Ansprecher einer Therapie und fehlen
derzeit fur die Checkpoint-Inhibitor Therapie. Pradiktive Biomarker erkennen Nicht-Ansprecher

bei Therapiebeginn — nicht 6 Monate spater bei der 2. Stadienbestimmung —, indizieren einen
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Therapiewechsel auf z. B. Kinase-Inhibitoren und ersparen den Patienten unnétige schwere
Nebenwirkungen der Checkpoint-Inhibitoren.

Anders als bei molekularen zielgerichteten Therapien (wie z. B. BRAF-/MEK-Inhibitoren) und
Chemotherapien (191) werden Nicht-Ansprecher der Checkpoint-Inhibitor Therapie aufgrund
des differenzierten Ansprechmusters spat erkannt: So gibt es schnelle, langsame (mit einem
stabilen Krankheitsverlauf) und spate Therapieansprecher (mit einem initialen Pseudoprogress)
und Nicht-Ansprecher.

Starke, immunologisch-bedingte, z. T. lebensbedrohliche Nebenwirkungen (IRAE) der
Checkpoint-Inhibitoren wie z. B. eine Colitis kbnnen zum Therapieabbruch fihren (192). In der
vorliegenden Studie erlitten 16 % der Patienten eine Colitis und 18 % bzw. 10 % der Ipilimumab
bzw. Ipilimumab-/Nivolumab Kombinationstherapie Patienten brachen wegen IRAE die Therapie
ab. In der CheckMate 067 Studie erkrankten nur 11 — 13 % an einer Colitis und 16 % bzw. 42 %
brachen die Studie ab (57). Die CheckMate067 Studie ist aufgrund der Teilnehmerzahl
(n(Ipilimumab/Nivolumab) = 313; n(lpilimumab) = 311) aussagekraftiger als die vorliegende
Studie (n = 51).

Die Checkpoint Molekile CTLA-4 und PD-1 wurden auf unterschiedlichen Immunzellen
nachgewiesen (51). Um ein Ansprechen auf die untersuchten Checkpoint-Inhibitor Therapien
mittels pradiktiver zellularer oder molekularer Biomarker vorherzusagen, wurden in der
vorliegenden Studie Immunzellpopulationen im peripheren Blut von Melanompatienten
(Therapieansprecher vs. Nicht-Ansprecher) vor Beginn einer Checkpoint-Inhibitor Therapie
(Zeitpunkt A) und 1 bis 3 Wochen spater (Zeitpunkt B) verglichen. Dazu wurden die
Prozentsatze und funktionellen Eigenschaften der T-Zellen, regulatorischen T-Zellen (Treg) und
myeloiden Suppressorzellen (MDSC) durchflusszytometrisch gemessen, molekulare Biomarker
der Laborroutine der klinischen Chemie enthommen und das Plasmaproteom der Patienten via
nanoUPLC UDMSE verglichen und analysiert.

In diese Studie zeichneten sich Therapieansprecher vor Therapiebeginn durch hohe
Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnisse (LMR), hohe Prozentsatze CD4* und CD8*GZMB* T-
Zellen, hohe Prozentsatze proliferierender, IFN-y* CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen und
niedrige Prozentsatze der Checkpoint Molekille CTLA-4* und PD-1* auf T-Zellen aus; Nicht-
Ansprecher besal’en hohe Prozentsatze PD-1* CD8" und CD8'GZMB* T-Zellen. Nach der
ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe sank der Prozentsatz der proliferierenden, IFN-y" in CD4" und
CD8* T-Zellen in Therapieansprechern, wahrend dieser Prozentsatz in CD8"GZMB™ T-Zellen
stieg.

Die Aktivierungsmarker CD69, CD25, und HLA-DR auf CD4*, CD8" und CD8*GZMB* T-Zellen

erwiesen sich nicht als pradiktive Biomarker.
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In Bezug auf immunsuppressive Zellen zeichneten sich Therapieansprecher vor Therapiebeginn
durch hohe CD8*GZMB* T-Zell-Treg-Verhaltnisse, niedrige Prozentsatze CTLA-4* Treg und
Arginase 1* PMN-MDSC aus. Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe nahm in
Therapieansprechern der Prozentsatz der Treg, Arginase 1* E- und M-MDSC ab.

Im Blut der Therapieansprecher wurden niedrigere S100, LDH und Thrombozyten-
Konzentrationen als in Nicht-Ansprechern gemessen.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass der Erfolg einer Checkpoint-Inhibitor Therapie unter
anderem mit (i) dem Grad der T-Zellerschépfung, (ii) dem Prozentsatz der Treg und (iii) der
Arginase 1 Produktion der M- und E-MDSC zusammenhangt.

In der Studie wiesen Therapieansprecher vor Therapiebeginn und gesunde Spender im
peripheren Blut zahlenmaflig mehr Lymphozyten als Monozyten (hohe LMR) auf, wahrend
Nicht-Ansprecher eine deutlich geringere LMR verzeichneten. Martens et al. ermittelten fir
Therapieansprecher vor Therapiebeginn vergleichbare Ergebnisse (193). Martens et al.
verglichen die LMR in Melanompatienten unter Ipilimumab Monotherapie vor Therapiebeginn
und 2 sowie 8 Wochen spater (193). Nach Therapiebeginn stieg die LMR in
Therapieansprechern an und ging mit einem langeren Gesamtiberleben einher. Im Gegensatz
dazu stellte die vorliegende Studie in Therapieansprechern eine Abnahme der LMR 1 — 3
Wochen nach Therapiebeginn fest. Die Studie von Martens et al. besitzt aufgrund der
Teilnehmerzahl (n = 209) eine héhere Aussagekraft.

Die vorliegende Studie legt nahe, dass eine hohe LMR vor Therapiebeginn ein
Therapieansprechen ankiindigt. Die oben genannten Daten von Martens et al. unterstitzen dies.
Eine hohe LMR impliziert einen hohen Prozentsatz an Lymphozyten (wie z. B. Tumorantigen
spezifischen T-Zellen) im Verhaltnis zu einem geringen Prozentsatz an monozytaren Zellen (wie
z. B. immunsuppressiven MDSC). Infolge der Checkpoint-Inhibitor Therapie kénnten diese
Tumorantigen spezifischen T-Zellen langer aktiviert bleiben und proliferieren, die anti-Tumor
Immunantwort der Patienten starken, die LMR erhéhen und ein Therapieansprechen
ermoglichen (193).

In der durchgefiihrten Studie setzten sich die Lymphozyten in Therapieansprechern und Nicht-
Ansprechern vor Therapiebeginn aus 63 % CD4*, 15 — 19 % CD8" und 9 % CD8'GZMB" T-
Zellen zusammen. Der hohe Prozentsatz der CD4" und CD8'GZMB* T-Zellen in Patienten
gegeniber gesunden Spendern, unterstreicht die Wichtigkeit der CD4" T-Zellen. Damit
unterstitzt die Studie Untersuchungen im Mausmodell, die zeigten, dass die anti-CTLA-4
Therapie (wie z. B. Ipilimumab) durch einen CD4-vermittelten Mechanismus gegen B16-BL6
Melanome schitzt (194). Aktuelle Forschungen zum CDR3 Spectratyping und zur TCR

Sequenzierung weisen darauf hin, dass eine hohe Klonalitat der CD4* T-Zellen im peripheren
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Blut mit einem langeren Gesamtiiberleben einhergeht (195). Infolge der hohen Mutationsrate
des malignen Melanom koénnten Neoantigene mittels der TCR-Diversitat zur Bildung einer
Vielzahl von Tumorantigen-spezifischen T-Zellen flhren (196). Der Aspekt genetischer
pradiktiver Biomarker wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht und sollte im Rahmen
zukunftiger Studien verfolgt werden.

In Therapieansprechern wurde nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe eine Zunahme der
CD8* T-Zellen verzeichnet, wahrend der Prozentsatz der CD4" T-Zellen unabhangig vom
Therapieerfolg unverandert blieb. Martens et al. sowie andere Studien beobachteten sowohl
einen Anstieg der CD4* als auch der CD8" T-Zellen (193,197,198). Die vorliegende Studie
impliziert, dass der beobachtete hohen Prozentsatze der CD8" T-Zellen von Martens et al. auf
eine Steigerung der Proliferation und IFN-y Expression der CD8'GZMB* T-Zellen
zurlickzufiihren ist (199).

Langanhaltende, schwache Aktivierungssignale durch Tumorantigene wie z. B. im chronisch
entziindlichen Tumormikromilieu (TME, engl. tumor microenvironment) ,erschépfen® T-Zellen
(engl. T cell exhaustion) (200). Erschopfte T-Zellen zeichnen sich durch eine (i) niedrige
Proliferation, (ii) niedrige IFN-y Expression und (iii) eine verstarkte Expression multipler
Checkpoint Molekiile aus (111,201). In der vorliegenden Studie wiesen Therapieansprecher vor
Therapiebeginn im peripheren Blut weniger ,erschopfte” T-Zellen auf als Nicht-Ansprecher:
Therapieansprecher besalRen (i) hdhere Prozentsatze proliferierender, (ii) IFN-y exprimierender
sowie (iii) geringere Prozentsatze der Checkpoint Molekile CTLA-4" und PD-1" auf CD4*, CD8*
und insbesondere CD8"'GZMB* T-Zellen als Nicht-Ansprecher. Diese Ergebnisse unterstitzen
Beobachtungen von Baitsch et al., welche einen weniger ,erschopften® Phanotyp fir
zirkulierende T-Zellen ermittelten als fir Tumor-infiltrierende Lymphozyten (202). Eine starke
pratherapeutische Immunantwort deutete auf ein Therapieansprechen hin (72,203).

Das Ziel der Checkpoint-Inhibitor Therapie ist es, die Immunantwort durch eine verstarkte
Proliferation, IFN-y Produktion und Reduktion der Expression der ko-inhibitorischen Checkpoint
Molekile zu steigern. Vor allem CD8" T-Zellen erhalten durch eine anti-PD-1 Therapie einen
Proliferations-Schub (204). In der vorliegenden Studie verstarkte die Checkpoint-Inhibitor
Therapie die Proliferation und IFN-y Produktion in Granzym B-produzierenden CD8* T-Zellen,
jedoch nicht in CD8* GZMB" T-Zellen.

In der vorliegenden Studie stieg in Therapieansprechern der Prozentsatz der ,erschépften® CD4*
und CD8" T-Zellen nach Therapiebeginn an, wahrend in Nicht-Ansprechern z. B. der
Prozentsatz der ko-inhibitorischen Checkpoint Molekiile CTLA-4 und PD-1 auf CD4* T-Zellen
gleich blieb und auf CD8" T-Zellen sogar abnahm. Beobachtungen von Kunert et al.

unterstlitzen das Ergebnis: In Therapieansprechern wurde nach anti-PD-1 Therapie keine
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Reduktion der erschopften CD4* T-Zellen festgestellt, wahrend in Nicht-Ansprechern die
Expression der Checkpoint Molekile auf CD4* T-Zellen abnahm (111). Dies impliziert, dass
Therapieansprecher infolge einer Checkpoint-Inhibitor-induzierten T-Zellaktivierung die ko-
inhibitorischen Checkpoint Molekile PD-1 und CTLA-4 auf T-Zellen hochregulierten (negativer
Ruckkopplungseffekt), wahrend Nicht-Ansprecher aufgrund einer schwachen T-Zellaktivierung
die Checkpoint Molekile gleichbleibend exprimierten. 3 Wochen nach Beginn einer Ipilimumab
Therapie beobachteten Pico de Coafa et al. einen initialen Anstieg der CD4*PD-1* T-Zellen in
Melanompatienten, welcher nach 8 Wochen wieder zurtickging (205).

In dieser Studie waren Therapieansprecher 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn anhand (i) eines
initialen Anstiegs der Checkpoint Molekile CTLA-4 und PD-1, (i) einer Reduktion der
Proliferation und (iii) einer Reduktion der IFN-y Produktion in CD4* und CD8" T-Zellen von Nicht-
Ansprechern zu unterscheiden. Zukiinftige Studien mit groferen Teilnehmerzahlen konnten

diese Ergebnisse bestatigen.

Aufgrund hoher Endozytose-Raten liegt das Checkpoint Molekil CTLA-4 in ruhenden T-Zellen
primar intrazellular vor und wird nur transient und schwach auf der Oberflache exprimiert.
Dagegen exprimieren Treg CTLA-4 konstitutiv und stark (125). Die vorliegende Studie
verdeutlichte dies: In Therapieansprechern war der Prozentsatz der CTLA-4* Treg
durchschnittlich doppelt so hoch verglichen mit dem Prozentsatz der CTLA-4*CD4" T-Zellen.

Im peripheren Blut sind CD4* T-Zellen in héheren Prozentsatzen vorzufinden als Treg (206). Die
konstitutive CTLA-4 Expression auf Treg macht diese zu kompetitiven Zielzellen der anti-CTLA-4
Therapie (207). Die Bindung eines Liganden wie z. B. CD80 an CTLA-4 auf Treg fuhrt zur Treg
Aktivierung, TGF-p1 Produktion und Suppression von T-Zellen. Wird CTLA-4 auf Treg durch
einen anti-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitor wie Ipilimumab blockiert, kdnnten CTLA-4-vermittelte
Suppressionsmechanismen der Treg gehemmt werden (208). Zwei Effektormechanismen der
anti-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitoren werden diskutiert:

(i) Aktivierung der adaptiven Immunabwehr - Durch die Blockade des Checkpoint Molekiils
CTLA-4 auf T-Zellen wird die Proliferation und Aktivierung der T-Zellen verstarkt und
(ii) Aktivierung der angeborenen Immunabwehr - Durch die Bindung an CTLA-4 auf
tumorspezifischen Treg werden diese via Antikérperabhangiger Zell-vermittelter Zytotoxizitat
(ADCC) und Antikdrperabhangiger Zell-vermittelter Phagozytose (ADCP) durch z. B.
Makrophagen depletiert (124).

Der erste Mechanismus konnte in der vorliegenden Studie anhand T-Zellaktivierung mit
anschlieBendem negativen Rulckkopplungseffekt (Hochregulation der Checkpoint Molekile
CTLA-4 und PD-1 auf CD4* T-Zellen) nach Beginn einer Checkpoint-Inhibitor Therapie
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beobachtet werden. Diese Beobachtung sowie der Anstieg der ,erschdpften“ CD4* und CD8* T-
Zellen in Therapieansprechern unterstiitzt den Checkpoint-Inhibitor Wirkmechanismus der T-
Zellaktivierung und Proliferation.

In Ubereinstimmung mit dem zweiten Wirkmechanismus, der Depletion der Treg, wurde in der
vorliegenden Studie eine Abnahme des Prozentsatzes der Treg in PBMC in
Therapieansprechern beobachtet, wahrend der Prozentsatz der Treg in Nicht-Ansprechern stieg.
Aufgrund der ADCC/ADCP ware anzunehmen, dass der Prozentsatz der CTLA-4* Treg infolge
einer Therapie mit anti-CTLA-4 Checkpoint-Inhibitoren wie Ipilimumab abnimmt. In der
vorliegenden Studie wurden in Therapieansprechern der Ipilimumab Monotherapie jedoch schon
vor Therapiebeginn deutlich geringere Prozentsatze CTLA-4* Treg verglichen mit Nicht-
Ansprechern gemessen, welche nach Therapiebeginn sogar geringfiigig anstiegen. Folglich
konnte die obige Annahme nicht bestatigt werden.

Laut Du et al. ist die Treg Depletion primar im TME zu beobachten, nicht jedoch im peripheren
Blut, wie es die vorliegende Studie untersuchte (208). Romano et al. beobachteten eine Treg
Depletion in Ipilimumab-behandelten humanen Zellen in vitro innerhalb weniger Stunden (209),
wahrend Sharma et al. nach 5 — 18 Wochen in einer Tumorbiopsie keine Treg Depletion mehr
nachweisen konnten (53). Entsprechend konnte in der vorliegenden Studie keine Depletion der
CTLA-4* Treg 1 — 3 Wochen nach der Ipilimumab Behandlung im peripheren Blut von
Melanompatienten beobachtet werden.

Die ADCC/ADCP wird durch aktivierende Antikorper Checkpoints wie z.B. den Rezeptoren
FcyRlla und FcyRIlla vermittelt, die an Antikérper des IgG-Typs wie z. B. monoklonale
Antikérper (Checkpoint-Inhibitoren) binden (210). Vargas et al. konnten zeigen, dass
Melanompatienten mit einem hochaffinen Allel des FcyRIlla (V158) unter Ipilimumab
Monotherapie ein langeres Gesamtiberleben aufwiesen (211). Eine retrospektive Studie kdnnte
den Polymorphismus der Fyc-Rezeptoren in der vorliegenden Studienpopulation ermitteltn und
mit dem Therapieerfolg abgleichen.

Die Checkpoint-Inhibitor Therapie soll die adaptive Immunantwort verstarken. Nach
Therapiebeginn nahm in der vorliegenden Studie der Prozentsatz aktivierter GARP* Treg und
suppressiven HLA-DR* Treg in Therapieansprechern zu. Demzufolge ware die Immunantwort in
Therapieansprechern nach Therapiebeginn geschwacht. Einer gréRere Studie sollte diese Daten
validieren und untersuchen, ob sich die Funktion und die Prozentzahl der Treg im peripheren

Blut und im TME unterscheiden.

Die chronische Entziindung im Tumor hemmt die Ausdifferenzierung myeloider Vorlauferzellen

zu Makrophagen und dendritischen Zellen und unterstitzt die Ansammlung unreifer myeloider
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Zellen wie z. B. die Aktivierung und Ausbreitung myeloider Suppressorzellen (MDSC) (27,212).
In der durchgefiihrten Studie konnte dies anhand eines hohen Prozentsatzes CD14°CD15
CD33"HLA-DR® M-MDSC und HLA-DR°“CD11b*CD33* E-MDSC in Melanompatienten im
Stadium IV beobachtet werden, wahrend flir gesunde Spender und Patienten im Tumorstadium
IlIC geringere Prozentsatze ermittelt wurden.

Damit unterstiitzt die Studie Jordan et al., die hdhere Prozentsatze von Lin™°%(CD3, CD19,
CD56)CD11b*HLA-DR™°*CD14*CD33* MDSC in Stadium IV verglichen mit Stadium |
ermittelten (119). Meyer et al. beobachteten, dass Melanompatienten héhere Prozentsatze Lin
(CD3, CD19, CD56)CD14"HLA-DR" M-MDSC als gesunde Spender aufwiesen (212).

Im Kontrast zu den Studien von Meyer et al. und Retseck et al. wurden in der vorliegenden
Studie in Therapieansprechern und Nicht-Ansprechern vergleichbare Prozentsatze der E- und
M-MDSC gemessen, wahrend sowohl Meyer als auch Retseck in Therapieansprechern
geringere M-MDSC Prozentsatze als in Nicht-Ansprecher malen (212,213).

Die Ergebnisse der verschiedenen Studien fihrten abhangig vom Phanotyp der untersuchten M-
MDSC Population, der Checkpoint-Inhibitor Therapie und den verglichenen Zeitpunkten zu
unterschiedlichen Aussagen. Dies soll anhand der Beobachtungen zu Therapieeffekten auf den
Prozentsatz der MDSC veranschaulicht werden.

So ergaben die kumulierten Daten der Checkpoint-Inhibitoren in der vorliegenden Studie einen
Anstieg der Prozentsatze der E- und CD14*CD15CD33'"HLA-DR** M-MDSC in
Therapieansprechern 1 — 3 Wochen nach Therapiebeginn, wogegen die E- und M-MDSC
Prozentsatze in Nicht-Ansprechern unverandert blieben. Dagegen registrierten Meyer et al. 20
Tage nach Beginn einer Ipilimumab-Therapie keine Veranderungen der Prozentsatze der Lin
CD14*HLA-DR" M-MDSC (212), wogegen Pico de Coafa et al. eine Reduktion der HLA-DR-
lowCD14* M-MDSC in Therapieansprechern ermittelten (205). Wahrenddessen machten Retseck
et al. 3 Monate nach der ersten Ipilimumab-Gabe in Therapieansprechern und Nicht-
Ansprechern einen Anstieg der HLA-DR*"**CD14* M-MDSC wie die vorliegende Studie (213). In
Hinblick auf die vielfaltigen Ergebnisse der Literatur und der vorliegenden Studie lielen die
Prozentsatze der E- und M-MDSC allein keine Aussage Uber den Therapieerfolg der Checkpoint
Inhibitor Therapie zu. Zuklinftige Studien sollten die funktionellen Unterschiede der MDSC-

Subpopulationen im peripheren Blut und im TME erarbeiten.

Polymorphonukledre (PMN) Zellen wie z. B. Neutrophile und PMN-MDSC koénnen unter
anderem durch Férderung der Angiogenese das Tumorwachstum unterstiitzen (27). So wurden
in der vorliegenden Studie vor Therapiebeginn in Nicht-Ansprechern mit Tumorprogression hohe

Prozentsatze CD15*CD33" PMN-MDSC verglichen mit Therapieansprechern gemessen. Jordan



119 | Diskussion

et al. beobachteten ebenfalls héhere Prozentsitze Lin™°%(CD3, CD19, CD56)CD11b*HLA-
DR°"CD33*CD14CD15* PMN-MDSC in therapienaiven progredienten Patienten verglichen mit
Patienten mit stabilem Melanom (119).

In der vorliegenden Studie sank der prozentuale Anteil der CD15*CD33* PMN-MDSC in PBMC
in Nicht-Ansprechern nach Therapiebeginn ab, wahrend dieser in Therapieansprechern
unverandert blieb. Dagegen beobachteten Pico de Coana et al. eine Reduktion der Lin"HLA-DR"
CD15*CD33*CD11b* PMN-MDSC in Therapieansprechern.

Im Vergleich zu gesunden Spendern wiesen Melanompatienten in der vorliegenden Studie
niedrigere Prozentsatze der PMN-MDSC auf, wahrend Jordan et al. héhere Prozentsatze der
PMN-MDSC in Melanompatienten malen. In der vorliegenden Studie lagen in
Melanompatienten im Stadium IV vor Therapiebeginn nur ein Zehntel der von Jordan et al.
gemessenen PMN-MDSC Prozentsatze vor, wahrend der PMN-MDSC Prozentsatz in gesunden
Spendern in beiden Studien vergleichbar war. Im Unterschied zu Jordan et al. waren die
Patientenproben der vorliegenden Studie aufgrund der langeren Studiendauer circa 1 — 2 Jahre
langer bei —80 °C gefroren, wahrend flr die Proben der gesunden Spender in beiden Studien
eine vergleichbare maximale Lagerungszeit von 1,5 Jahren angenommen werden kann. Infolge
der Kryokonservierung wird das Oberflachenmolekil CD15 auf CD15°CD33* PMN-MDSC
herunterreguliert (120). Demnach unterscheiden sich die Studienergebnisse aufgrund der Dauer
der Kryokonservierung der Proben sowie der unterschiedlichen gemessenen PMN-MDSC
Phanotypen. In zukilnftigen Studien sollte die Lagerzeit der Proben der Patienten und der
gesunden Spender vergleichbar sein. Zudem ist zur Metaanalyse von Studien eine
Vereinheitlichung des Phanotyps der MDSC Subpopulationen essentiell.

Die vorliegende Studie bestatigte Beobachtungen, welche einen hohen Prozentsatz HLA-
DR°*CD11b*CD33* E-MDSC bzw. HLA-DR""CD14* M-MDSC mit einem kiirzeren
Gesamtiiberleben der Patienten korrelierten (205)(214). Erganzend zeigte die vorliegende
Studie dies auch fir CD15*CD33* PMN-MDSC. Zusatzlich zu bisherigen Studien bezog die
Uberlebenszeitanalyse nicht nur den Parameter Gesamtiberleben, sondern auch den
Therapieerfolg mit ein: Hohe Prozentsatze der E-, M- und PMN-MDSC vor Therapiebeginn
beeinflussten das Gesamtlberleben der Nicht-Ansprecher negativ, wohingegen dies in
Therapieansprechern nicht der Fall war.

Infolge der Reduktion der Zellkontakt-vermittelnden Rezeptoren CD44 und CD62L auf T-Zellen
senken MDSC die T-Zellextravasation und damit die T-Zellinfiltration in das Gewebe sowie in
den Tumor (27). Obwohl eine starke T-Zellinfiltration der Tumore ausschlaggebend fur ein
Therapieansprechen der Checkpoint-Inhibitor Therapie ist (215), lieRen die Prozentsatze der
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MDSC Subpopulationen fiir sich allein betrachtet in dieser Studie keine Aussage Uber den

Therapieerfolg zu.

Abhangig vom Phanotyp, dem Messverfahren sowie der gemessenen Parameter (wie z. B.
Hemmung der Proliferation, IFN-y Zytokin Expression) werden fiir die MDSC Subpopulationen in
der Literatur unterschiedliche suppressive Mechanismen und Kapazitaten der T-Zellfunktionen
berichtet (134)(216). So depletiert das MDSC Effektorenzym Arginase 1 die Aminosaure L-
Arginin, indem es dieses in Ornithin und Urea spaltet. Der Stoffwechsel in T-Zellen unter Arginin-
Mangel verlauft vermehrt tber die Glykolyse statt (iber die oxidative Phosphorylierung, reduziert
die Synthese der TCR-{ Kette und damit die Proliferation der T-Effektorzellen sowie die anti-
Tumor Immunantwort (217).

In der vorliegenden Studie wurden erhdhte Prozentsatze Arginase 1* E-, PMN- und M-MDSC in
den PBMC der Melanompatienten verglichen mit den gesunden Spendern gemessen. Im
Gegensatz zu Nicht-Ansprechern wiesen Therapieansprecher geringere Prozentsatze Arginase
1" PMN-MDSC auf. Infolge der immunsuppressiven Kapazitat der MDSC korrelierten hohe
MDSC Prozentsatze negativ mit dem Gesamtiiberleben der Nicht-Ansprecher.

Nach Therapiebeginn sank der Prozentsatz der Arginase 1* E- und M-MDSC in
Therapieansprechern, wahrend der Prozentsatz in Nicht-Ansprechern stieg. Pico de Coana et al.
beobachteten ebenfalls eine Reduktion des Prozentsatzes der Arginase 1* MDSC nach
Therapiebeginn (205). Dieser Effekt konnte in Therapieansprechern eine starke anti-Tumor
Immunantwort, die T-Zellinfiltration des Tumors und damit ein Therapieansprechen begtinstigen.
Hohe Prozentsatze zytotoxischer CD8* T-Effektorzellen im peripheren Blut und im TME spielen
eine zentrale Rolle in der anti-Tumor Immunantwort (218). Dufait et al. zeigten, dass eine
MDSC-induzierte Immunsuppression der CD8" T-Zellen auch Uber Granzym B und Perforin
vermittelt werden kann (219). Im Maus-Modell wuchsen Tumore, die durch Injektion von MDSC
(gewonnen aus Perforin/GZMB Knock-out (KO) Mausen) und B16F10 Melanomzellen gesetzt
wurden, langsamer als solche, die durch Injektion von Wildtyp-MDSC (gewonnen aus Wildtyp-
Mausen) mit Melanomzellen gesetzt wurden. Die Beobachtung wurde dadurch erklart, dass
MDSC aus Wildtyp-Mausen tber den Perforin/GZMB Signalweg eine Apoptose in CD8" T-Zellen
induzierten, wodurch die anti-Tumor Immunantwort in dieser Maus-Kohorte geringer ausfiel und
die Tumore schneller wuchsen. Zukinftige Studien sollten daher die Prozentsatze der MDSC in
Kombination mit denen der CD8*/CD8*GZMB* T-Zellen als prognostischen Biomarker der

Immuntherapie untersuchen.

In Ubereinstimmung mit der Literatur wurden in den untersuchten Therapieansprechern

geringere Serumwerte der prognostischen Biomarker des malignen Melanoms, LDH und S100,
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gemessen als in Nicht-Ansprechern (220,221). Zudem wiesen Therapieansprecher vor und nach
Therapiebeginn geringere Thrombozyten-Konzentrationen im Blut als Nicht-Ansprecher auf.
Niedrige Konzentrationen dieser Parameter wirkten sich positiv auf das Gesamtliberleben aus.
Eine niedrige Thrombozyten-Konzentration kénnte somit auf ein Therapieansprechen hindeuten
und einen potenziellen pradiktiven Biomarker der Checkpoint-Inhibitor Therapien darstellen. Die
Thrombozyten-Konzentration ist ein interessanter pradiktiver Biomarker, da sie routinemafig in
der klinischen Chemie schnell und leicht ermittelt werden kann. Eine hohe Thrombozyten-
Konzentration wird auch in anderen Tumorentitdten (wie z. B. Magen-/ Brustkrebs, nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC)) mit einer schlechten Prognose verbunden (222-225).
Eine Thrombozyten-Konzentration unterhalb des Normbereichs, eine Thrombozytopenie, ist eine
seltene hamatologische IRAE der Checkpoint-Inhibitoren, die sich in Form einer
autoimmunhamolytischen Anamie (AIHA) oder einer idiopathischen thrombozytopenischen
Purpura (ITP) auRern kann (226,227).

In der Literatur korrelierten IRAE mit starken Schweregraden mit einem klinischen Nutzen der
Patienten unter Checkpoint-Inhibitor Therapie (221). In Therapieansprechern werden starke
IRAE durch einen hohen Prozentsatz zytotoxischer CD8" T-Effektorzellen und damit einer
starken Immunantwort beginstigt. Aufgrund der geringen Studiengrofe konnte dies in der
vorliegenden Studie nicht beobachtet und naher analysiert werden.

Die Proteomanalyse ergab, dass das Vitamin E-bindende Albumin Afamin, welches im Serum
von Patienten mit Ovarialkarzinom reduziert ist, auch in Melanompatienten erniedrigt war (228).
Nach der ersten Checkpoint-Inhibitor Gabe stieg Afamin in Therapieansprechern auf den
Median der gesunden Spender an, wahrend der Wert in Nicht-Ansprechern unverandert blieb.
Zukinftige Studien sollten Afamin als prognostischen Biomarker des malignen Melanoms

untersuchen.

Die vorliegende Studie besitzt aufgrund der niedrigen Fallzahlen eine eingeschrankte
Aussagekraft und muss durch Studien mit héheren Fallzahlen validiert und verifiziert werden.
Wie bei Meyer et al. wurden in der vorliegenden Studie hohe inter-individuelle Unterschiede
zwischen den Patienten beobachtete (212). Zur Ermittlung aussagekraftiger Ergebnisse ist
daher eine grofte Studienpopulation zu empfehlen.

Die Aussage verschiedener Studien variiert unter anderem aufgrund der Lagerungsbedingungen
(frische vs. Aufgetaute PBMC) und -dauern der Proben. Da die Kryokonservierung die
Expression bestimmter Biomarker wie z. B. CD15 auf PMN-MDSC sowie die enzymatische
Aktivitat potenzieller molekularer Biomarker senken kann (229), ist die Analyse frischer PBMC

zu empfehlen.
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Da die Fallzahl je Checkpoint-Inhibitor zu gering war, wurden die Ergebnisse der Checkpoint-
Inhibitoren zusammengefasst. Obwohl anhand der farblichen Kodierung der Therapien kaum
sichtbare Differenzen verzeichnet werden konnten, sollten die Therapien aufgrund der
unterschiedlichen Zielmolekile und Wirkmechanismen der anti-CTLA-4 und anti-PD-1
Checkpoint-Inhibitoren in zuklnftigen Studien getrennt analysiert werden. Zukinftige Studien
sollten weitere Checkpoint Molekiile, wie z.B. TIM-3 untersuchen.

Da Checkpoint Molekule wie PD-1 und ihre Liganden PD-L1/2 nicht nur auf T-Zellen, sondern
auch auf Treg, Melanomzellen (230) und, wie von Pico de Coafa et al. und anderen diskutiert,
MDSC (231,232) exprimiert werden, sollten zukilinftige Studien mdgliche Nebenwirkungen durch
z. B. Depletion (via ADCC) dieser Zellpopulationen untersuchen.

Anhand einer Kinetik der Prozentsatze der untersuchten Zellpopulationen in
Therapieansprechern mit stabiler Erkrankung und einem verspateten Ansprechen im Vergleich
zu Nicht-Ansprechern, kdonnten prognostische Biomarker identifiziert werden. So berichteten
Martens et al. von verspateten (8 — 14 Wochen nach Therapiebeginn) Zunahmen der CD4" und

CD8* T-Zellen, die auf ein Therapieansprechen hinwiesen (193).

Nicht nur Melanompatienten, sondern auch Patienten mit Nierenzellkarzinom, Dickdarm- und
Brustkrebs profitieren von potenziellen pradiktiven und prognostischen Biomarkern der
Checkpoint-Inhibitor Therapie (233-236). Durch die Sequenzierung der Protein-kodierenden
Gene des Genoms (WES, Whole exome sequencing) korrelierten Studien eine hohe
Tumormutationslast (TMB) mit einem verstarkten klinischen Nutzen der Therapie (237,238).
Anhand von Flussigbiopsien wurden hohe Mengen Zell-frei zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA)
mit einer hohen Tumorlast bzw. erworbenen Resistenz korreliert (239).

Als Biomarker der Checkpoint-Inhibitor Therapie werden Tumore mit starker T-Zellinfiltration und
PD-L1 Expression, einer hohen TMB mit immunogenen Neoantigenen, Mutationen in der
Expression immunregulierender Gene und unter anderem epigenetische Methylierungen der
Checkpoint Molekuil-Promotorregion sowie das Darmmikrobiom untersucht (240)(85). Anhand
einer blutbasierten Nukleinsaureanalytik mittels Flissigbiopsien koénnte ein Teil der oben
genannten Parameter in Patienten routinemaRig bestimmt werden.

Neben pradiktiven Biomarkern wird auch an neuen Tragersystemen fiur Checkpoint-Inhibitoren
geforscht. Eine lokalisierte und retardierte Freisetzung soll den Einsatz geringerer Dosen
ermoglichen. Um IRAE und Effekte auf nicht-anvisierte Zellen zu vermeiden, werden
Applikationen mit kontrollierter Freisetzung via Nanopartikel, Biomaterial- und transdermaler
Tragersysteme entwickelt (241). Schmid et al. entwickelten Antikdrper-funktionalisierte
Nanopartikel, mit deren Hilfe TLR7/8-Agonisten an zirkulierende PD-1"CD8* T-Zellen andockten,
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und so den Prozentsatz der Tumor-infiltrierenden CD8* T-Zellen erhohten sowie eine

nachfolgende anti-PD-1 Therapie beglinstigten (242).

Insgesamt demonstrierte die Studie, dass die Zusammensetzung der Immunzellen im
peripheren Blut vor Beginn einer Checkpoint-Inhibitor Therapie entscheidend fiur das
Therapieansprechen war. Als wichtige zelluldre pradiktive Biomarker in Therapieansprechern
wurden in dieser Studie (i) ein hohes Lymphozyten-Monozyten-Verhaltnis, insbesondere (ii) ein
hoher Prozentsatz IFN-y-produzierender, proliferierender CD8* T-Zellen und CD8*GZMB* T-
Zellen, (iii) niedrige Prozentsatze immunsuppressiver CTLA-4* Treg sowie (iv) Arginase 1* PMN-
MDSC im Vergleich zu Nicht-Ansprechern ermittelt. Nach Therapiebeginn wiesen
Therapieansprecher einen Anstieg erschopfter PD-1"CTLA-4* IFN-y'Ki-67- CD4* und CD8* T-
Zellen sowie eine Abnahme der Prozentsatze immunsuppressiver Treg, E- und M-MDSC auf.
Anhand von Uberlebenszeitanalysen veranschaulichte die Studie, dass hohe Prozentsatze
immunsuppressiver Zellen (wie z. B. E-, PMN-MDSC und Treg) vor Therapiebeginn, vor allem in
Nicht-Ansprechern, einen negativen Effekt auf das Gesamtuberleben hatten.

Die Studie bestatigte die bekannten molekularen Biomarker des malignen Melanoms, LDH und
S100, und erganzte diese um einen neuen potenziellen Biomarker, die Thrombozyten-
Konzentration.

Die Studie verdeutlichte, dass Immuntherapien wie Checkpoint-Inhibitoren ein arbeitsfahiges
Immunsystem starken. Patienten mit einem starken pra-therapeutischen Immunsystem
profitieren somit besonders von Checkpoint-Inhibitoren. Patienten mit ,schwachem
Immunsystem® kdnnte eine sequentielle Kombinationstherapie unterstiitzen: (1) Zielgerichtete
Therapien (wie z. B. BRAF-/MEK-Inhibitoren) greifen den Tumor an, versorgen APC mit
Neoantigenen und stimulieren CD4* T-Zellen zur IFN-y-Produktion und zytotoxische CD8" T-
Zellen zur Granzym B Produktion. (2) Checkpoint-Inhibitoren verstarken die Proliferation der

aktivierten T-Zellen.

4.2. BRAF- vs. MEK-Inhibitoren — BRAF-Inhibitoren unterstiutzen die
anti-Tumor Immunantwort dendritischer Zellen

In circa 50 % aller Melanome liegt eine BRAFY®%° Mutation vor (243). BRAFY®®-mutierte
Melanome im Stadium IV sind laut S3-Leitlinien mit einer BRAF/MEK-Inhibitor
Kombinationstherapie oder mit Checkpoint-Inhibitoren (anti-PD-1 Mono- oder anti-PD-1/CTLA-4
Kombinationstherapie) zu behandeln (32). Die COMBI-d Studie verzeichnete unter der
Kombinationstherapie des BRAF-Inhibitors Dabrafenib mit dem MEK-Inhibitor Trametinib im
fortgeschrittenen BRAF-mutierten Melanom eine Ansprechrate von 69 % (Median PFS
(Progressions-freies Uberleben) = 11 Monate; Median OS = 25,1 Monate) (48). Der anti-PD-1
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Checkpoint-Inhibitor Pembrolizumab wies in der KEYNOTE-001 Studie im BRAF-mutierten
Melanom nur eine Ansprechrate von 19 % auf (Median PFS = 3,5 — 5,5 Monate; Median OS =
23,8 Monate) (244). Um die Entwicklung von Resistenzen zu verringern und dadurch die PFS
und OS zu verlangern, untersuchen aktuelle Studien die Dreifachkombination aus BRAF/MEK-
und Checkpoint-Inhibitoren (Dabrafenib/Trametinib/Pembrolizumab) (189). Immuntherapien wie
z. B. Checkpoint-Inhibitoren bendtigen zur Wirkung ein funktionierendes Immunsystem. In der
BRAF/MEK-Inhibitor Therapie spielen DC als APC, die Tumorantigene prasentieren,
tumorspezifische CD8* T-Zellen primen und zur klonalen Expansion anregen, eine zentrale
Rolle (245,246). Checkpoint-Inhibitoren verstarken die T-Zellproliferation durch die Blockade ko-
inhibitorischer Checkpoint Molekiile wie z. B. PD-1 und CTLA-4 auf T-Zellen (247,248).

Um die Eignung der BRAF- und MEK-Inhibitoren fiir neue Kombinationstherapien festzustellen,
wurde der Frage nachgegangen, ob BRAF- und MEK-Inhibitoren das Potenzial besitzen den
DC-vermittelten induzierten Tumorzelltod (ICD, immunogenic cell death) zu unterstitzen. Dazu
wurde der Effekt von BRAF- und MEK-Inhibitoren auf die Expression ko-stimulierender
Checkpoint Molekile, die Zytokinproduktion, die Viabilitdt und die metabolische Aktivitat in

humanen DC in vitro kolorimetrisch und durchflusszytometrisch untersucht.

Die Untersuchungen ergaben, dass die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib anders
als der MEK-Inhibitor Trametinib die Expression der ko-stimulierenden Molekile CD80 und
CD86 auf reifen DC (rDC) verstarkten, die Viabilitat, Apoptose und Nekrose reifer und unreifer
DC nicht beeinflussten, nach 24 Stunden die metabolische Aktivitat in unreifen DC verstéarkten
und die Expression aktivierter Caspase-1 in unreifen und reifen DC verstarkten. Vemurafenib,
induzierte die Produktion der Zytokine IL-12p70, TNF-a und IL-1B in reifen DC, wahrend der
MEK-Inhibitor Trametinib die Produktion der Zytokine IL-1B und TNF-a reduzierte und die von
IL-12p70 verstarkte. Vemurafenib und Dabrafenib verstarkten die relative Genexpression von IL-
18 und IL-18 in unreifen DC. Sowohl BRAF- als auch MEK-Inhibitoren Ubten keinen Effekt auf
die Produktion der Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10 aus.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass BRAF-Inhibitoren, insbesondere Vemurafenib, DC in
vitro in der Ausbildung der Antigen-prasentierenden Eigenschaften unterstitzt. In MEK-
Inhibitoren war dieser Effekt weniger ausgepragt. Demzufolge waren BRAF-Inhibitoren den

MEK-Inhibitoren in einer Kombinationstherapie mit Immuntherapeutika vorzuziehen.

Die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib regulierten die Expression der Ko-
Stimulatoren CD80 und CD86 auf reifen DC (rDC) hoch, wahrend der MEK-Inhibitor Trametinib
diese reduzierte.

Das Ergebnis bestatigte damit Untersuchungen von Hong et al. (249) und Ott et al. (250). Ott et
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al. zeigten, dass Vemurafenib den Ko-Stimulator CD80 auf rDC hochregulierte; der MEK-
Inhibitor U0126 senkte wie hier Trametinib die CD80 Expression auf DC. Ott et al. beobachteten
keinen Effekt von Vemurafenib auf CD86, wahrend Vemurafenib in der vorliegenden Studie
CD86 hochregulierte.

Reife DC sind effektive APC, die mit Hilfe der ko-stimulatorischen Molekile T-Zellen zur
Proliferation stimulieren und so die adaptive anti-Tumor Immunantwort im Patienten induzieren
(251). Die Daten implizieren, dass BRAF-Inhibitoren, insbesondere Vemurafenib, die adaptive
Immunantwort durch Hochregulation der Ko-Stimulatoren starker férdern als MEK-Inhibitoren.
Die Studie ist bedingt aussagekraftig, da dieser Effekt nur an drei Kinase-Inhibitoren in vitro
untersucht wurde und neben DC z. B. auch Makrophagen und B-Zellen zu den APC gehdren
(252).

Um das Ergebnis zu Uberprifen sollten zukilnftige Studien den Effekt weiterer BRAF- und MEK-
Inhibitoren sowie deren klinisch angewandte Kombinationen auf den Reifungsprozess und die
Ko-Stimulatoren der DC (CD80, CD86) und Signalwege (p38, ERK1/2, JNK) untersuchen (253).
Ein translationales und daher aussagekraftigeres Ergebnis wirde der Vergleich des DC
Phanotyps im peripheren Blut von Melanompatienten vor und nach Therapie mit BRAF-, MEK-
und einer BRAF/MEK-Kombinationstherapie ergeben.

Vemurafenib und Dabrafenib wirkten sich nicht signifikant auf die Viabilitat, Apoptose und
Nekrose unreifer (uDC) und reifer DC aus.

Die Studie bekraftigt, dass BRAF-Inhibitoren keinen Effekt auf den Prozentsatz der DC (249)
und die Viabilitdt von PBMC besitzen (254). In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie
konnten Ott et al. anhand einer Annexin V Farbung durchflusszytometrisch zeigen, dass
Vemurafenib keinen Effekt auf den Prozentsatz apoptotischer DC in vitro hatte (250). Hoojikaas
et al. beobachteten im murinen Modell, dass die Tumorregression durch BRAF-Inhibitoren nicht
durch Apoptose oder Nekrose der Tumorzellen, sondern durch einen zytostatischen Effekt, der
Hemmung Tumorzellproliferation, zustande kommt (255).

Untersuchungen von Comin-Anduix et al. offenbarten, dass die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) von Vemurafenib in humanen PBMC zwischen 50 bis 150 uM liegt (254).
Vemurafenib besitzt im Patienten eine steady state Plasmakonzentration von 80 uM (47,256)
und ist zu 99 % in vivo an Serumproteine gebunden (256). Daraus ergab sich eine theoretische
Konzentration von 0,8 uyM freiem Vemurafenib im Patienten-Plasma. In dieser Studie wurde
Vemurafenib mit einer Konzentration von 1 uM in vitro eingesetzt. Comin-Anduix et al. fanden,
dass 1 uM Vemurafenib nur auf sensitive BRAFY6%E mutierte Melanomzellen zytotoxisch wirkte.

Dies impliziert, dass die in vitro verwendete Konzentration von 1 uM Vemurafenib, die einer
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Naherung der Plasmakonzentration entsprach, weit unter der zytotoxischen Konzentration von
DC lage. Da das DC Kulturmedium mit 10 % FCS versetzt war, ist anzunehmen, dass die
Konzentration an freiem Vemurafenib im Medium aufgrund von Proteinbindung noch geringer
war. In zuklnftigen Studien sollte daher die Konzentration an freiem Vemurafenib im Medium
bestimmt werden. Zudem ware die Ermittlung Immunzell-spezifischer ICso, insbesondere flir DC,
durch Viabilitats- sowie Funktionstests anhand von Proliferationstests (CD4*CD25 T-Zellen +

DC) aussagekraftiger.

Vemurafenib und Dabrafenib steigerten die metabolische Aktivitat in unreifen DC nach 24
Stunden.

Da die DC Kulturen unter Verwendung von PBMC aus gesunden Spendern angesetzt wurden,
ist davon auszugehen, dass es sich um BRAFWdw W) DC handelte. Die Ergebnisse
unterstitzen Untersuchungen von Delgado-Goni et al., die eine Aktivierung des mitochondrialen
Metabolismus und damit eine Reduktion der glykolytischen Aktivitat in BRAFV6-mutierten
humanen Melanomzelllinien, jedoch nicht in BRAFYT humanen Melanomzelllinien zeigten (257).
Die Steigerung der metabolischen Aktivitat kann anhand des Phanomens der paradoxen
Aktivierung erklart werden. Dies besagt, dass BRAF-Inhibitoren in Wildtyp-Zellen, wie den
untersuchten DC, durch RAF Dimerisierung zur paradoxen Aktivierung des MAPK Signalweges
und damit einer Verstarkung des Metabolismus fiihren (258).

Eine weitere Erklarung liefern Studien von Hardeman et al., die fur Zellen mit geringer
Glucoseverflgbarkeit eine hohe Sensitivitdt gegeniber BRAF-Inhibitoren nachweisen konnten
(259). Melanomzellen bendtigen aufgrund hoher Proliferationsraten gro3e Mengen Glucose und
reagieren daher sensitiv auf BRAF-Inhibitoren. Da durch die BRAF-Inhibitoren weder eine
reduzierte Viabilitat noch eine eingeschrankte metabolische Aktivitat in den untersuchten DC in
vitro festzustellen war, ist anzunehmen, dass die untersuchten DC Uber eine ausreichende
Glucoseversorgung verfiigten und dadurch nicht sensitiv auf die BRAF-Inhibitoren reagierten.
Die geringe Sensitivitat der DC legt nahe, dass in DC anders als in Melanomzellen die
metabolische Glykolyse durch die oxidative Phosphorylierung der mitochondrialen Atmung die
Versorgung mit Glucose sicherstellt (260). Eine erhéhte metabolische Aktivitdt der DC unter
Vemurafenib und Dabrafenib kénnte durch eine Hochregulation der Zytokinproduktion und der
Expression der ko-stimulierenden Molekile CD80/CD86 erklart werden (250).

Die Aussagekraft der Ergebnisse ist dadurch limitiert, dass im Versuch X-Vivo 15 (17,5 mM
Glucose (261)) als DC Kulturmedium verwendet wurde. Der physiologische
Nuchternblutzuckerspiegel im Menschen liegt bei 3,5 — 5,5 mM (262). Dies impliziert, dass die

untersuchten DC mdglicherweise aufgrund einer hyperphysiologischen Glucose-Konzentration
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im Kulturmedium weniger sensitiv gegenuber Vemurafenib reagierten. Um den Effekt der BRAF-
Inhibitoren auf die metabolische Aktivitat und damit auf die Glykolyse zu ermitteln, sollten
zuklnftige Studien daher Kulturmedien mit physiologischen Glucose-Konzentrationen

verwenden.

Die Experimente legten nahe, dass der BRAF-Inhibitor Vemurafenib in vitro die Produktion der
Zytokine IL-1B, IL-12p70 und TNF-a in reifen DC hochreguliert, wahrend Dabrafenib primar TNF-
a und IL-18 induziert. Der MEK-Inhibitor Trametinib senkte die Produktion der Zytokine IL-1p
und TNF-a. Weder BRAF- noch MEK-Inhibitoren beeinflussten die Produktion der Zytokine IL-6,
IL-8 und IL-10.

Damit stehen die Ergebnisse bezlglich IL12p70 und TNF-a, mit Ausnahme der Abnahme von
TNF-a unter Trametinib, im Widerspruch zur Studie von Ott et al. (250). Entsprechend der hier
beobachteten in vitro Ergebnisse, ermittelten Hong et al. im Serum von BRAF-behandelten
Melanompatienten eine zellunspezifische Erhéhung von TNF-o und indifferente IL-6, IL-8 und IL-
10 Spiegel (249). Dagegen beobachteten Hong et al. keinen Einfluss der BRAF-Inhibitoren auf
die Zytokine IL-12p70 und IL-1p, wahrend in den hier durchgeflihrten Versuchen die IL-1B und
IL-12p70 Produktion Vemurafenib-vermittelt stieg.

TNF-a fordert Gber den NFkB-Signalweg die DC Ausreifung und Uber die anti-apoptotischen
Proteine Bcl-2/BxI-xL die DC Viabilitat (263). Aktivierte DC stimulieren mittels IL-12 naive T-
Zellen zur Proliferation. Eine Vemurafenib-induzierte Hochregulation beider Zytokine wird durch
vorherige Beobachtungen wie die verstarkte Expression der ko-stimulierenden Molekiile
CD80/86 auf Vemurafenib-behandelten rDC und die erhdhte metabolische Aktivitat in
Vemurafenib-behandelten unreifen DC unterstitzt. Im Kontrast dazu reduzierte der MEK-
Inhibitor Trametinib die TNF-a Produktion und senkte die CD86 Expression auf reifen DC. Dies
impliziert, dass der BRAF-Inhibitor Vemurafenib — anders als MEK-Inhibitor Trametinib — die
APC-Funktion der rDC IL-12p70 und TNF-a-vermittelt verstarkt, die Proliferation zytotoxischer
CD8* T-Effektorzellen stimuliert und damit die anti-Tumor Immunantwort unterstitzt. (264).
Aufgrund des aktivierten MAPK Signalweges regulieren Melanomzellen das proinflammatorische
Zytokin IL-6 und das antiinflammatorische Zytokin IL-10 hoch (265). Gemeinsam mit TGF-f
hemmt IL-10 die Produktion von IL-12 in DC sowie die Proliferation zytotoxischer CD8*
Effektorzellen. Die BRAF-Inhibitoren Dabrafenib und Vemurafenib hemmen selektiv die
BRAFV6%  Mutation (266,267). Da anzunehmen ist, dass keine BRAF-Mutation in den
untersuchten DC vorlag, erfolgte keine selektive Hemmung des MAPK Signalwegs, so dass eine
BRAF-Inhibitor Behandlung keinen Einfluss auf die Produktion der Zytokine IL-6 und IL-10 in

den analysierten DC zeigte.
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Das Zytokin IL-8 kann im Tumor durch Hypoxia und Zytokinstimulation (TNF-q, IL-1B) Uber den
NFkB- und p38MAPK-Signalweg induziert werden und foérdert das Tumorwachstum und die
Metastasierung (268-270). Obwohl die Zytokine TNF-o und IL-1p unter Vemurafenib
Behandlung hochreguliert wurden und eine paradoxe Aktivierung des MAPK-Signalweg nicht
ausgeschlossen ist, Ubten weder BRAF- noch MEK-Inhibitoren einen Effekt auf die IL-8
Produktion in DC aus.

In Tumorzellen wird IL-1p durch die Hochregulation des MAPK Signalweges verstarkt und flihrt
durch COX-2 Induktion in TAF (Tumor-assoziierte Fibroblasten) zur PD-L1/L2-vermittelten T-
Zellsuppression (271). Der MEK-Inhibitor Trametinib hemmt den MAPK Signalweg und kdnnte
dadurch IL-1p8 im Kulturiiberstand behandelter reifer DC reduziert haben. Vemurafenib erhéhte
IL-1B im Kulturiiberstand reifer DC, wahrend Dabrafenib keinen Effekt zeigte. Entsprechend IL-6,
IL-8 und IL-10 ware aufgrund der selektiven Wirkung der BRAF-Inhibitoren auf BRAFV6%-
mutierte Zellen kein MAPK-Signalweg-vermittelter Effekt auf die Zytokinproduktion in Wildtyp-DC
zu erwarten. Die IL-1f Induktion kdénnte aufgrund einer Vemurafenib-vermittelten paradoxen
Aktivierung des MAPK-Signalweges verursacht worden sein. Die Vemurafenib-vermittelte
Induktion von TNF-a und der Rezeptoren CD80/86 Expression unterstitzen diese Erklarung.
Vemurafenib-behandelte ausreifende DC regulierten die relative Genexpression von IL-18 hoch.
Die aktive Form der Zytokine IL-1p und IL-18 entsteht mittels Caspase-1 durch eine Aktivierung
des Inflammasoms (272). IL-1p kann als DAMP (damage-associated molecular patterns) einen
ICD (engl. immunogenic cell death) in Tumorzellen induzieren (273). Dies impliziert, dass
Vemurafenib via IL-1p und IL-18 die anti-Tumor Immunitat durch einen DC-vermittelten
Tumorzelltod unterstitzen kénnte.

Die Ergebnisse kdénnten durch Wiederholungsversuche in ihrer Aussagekraft gesteigert und
durch zusatzliche Analysen der involvierten Signalwege (wie z. B. der Transkriptionsfaktoren
NFkB, STAT4, STAT3, HIFa) bestatigt werden. Nicht alle Zytokine wurden sowohl auf mRNA
Ebene (indirekt) als auch auf Proteinebene (direkt) nachgewiesen (wie z. B. IL-18). IL-1B und IL-
18 wurden aufgrund einer moglichen Aktivierung des Inflammasoms zusatzlich auf mRNA
Ebene untersucht. Zukiinftige Studien sollten zusatzlich den Effekt der BRAF-/MEK-Inhibitoren
auf das tolerogene Zytokin TGF- und das IL-12-deregulierende, MDSC-stimulierende Zytokin
Prostaglandin E2 (PGE2) untersuchen. Unterschiedliche Versuchsprotokolle der in vitro
Kultivierung und Ausreifung humaner DC beeinflussen den Phanotyp und die funktionellen
Eigenschaften der DC. Ein Vergleich der Daten mit Literaturangaben sollten daher auch die

Versuchsprotokolle mit einbeziehen.
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Die Studie demonstrierte, dass BRAF-Inhibitoren in unreifen und reifen DC Caspase-1 und
damit das Inflammasom aktivierten.

Dabrafenib inhibiert die Proliferation von BRAF6%®-mutierten Melanomzellen unter anderem via
Caspase-3 und-7 (267). Vemurafenib induziert die ROS-Produktion, senkt das Mitochondrien-
Potenzial und induziet PUMA- und BIM-vermittelt via Caspase-3 eine Apoptose in
Melanomzellen (172,274). ATP im Tumor passiv durch nekrotische Zellen oder aktiv durch
apoptotische Zellen freigesetzt. Ghiringhelli et al. beobachteten, dass ATP das NLRP3
Inflammasom und Caspase-1 aktiviert und die Konzentration von IL-1p erhéht (275).

Die via RT-gPCR gemessene erhdhte relative Genexpression von IL-1p und IL-18 in unreifen
DC koénnte daher durch proteolytische Spaltung via Caspase-1 induziert worden sein. Dies
impliziert, dass Vemurafenib Caspase-1-vermittelt die IL-1B Produktion in DC induziert, via IL-13
und TNF-a Induktion die DC Ausreifung unterstitzt und damit zur anti-Tumor Immunantwort
beitragt.

Im Gegensatz zu Caspase-3/7 induziert Caspase-1 keinen kontrollierten (Apoptose), sondern
einen inflammatorischen Zelltod (Pyroptosis), welcher sich durch eine unkontrollierte Zelllyse
und die Freisetzung zellularer Bestandteile sowie IL-1B und IL-23 auszeichnet (176). Es wird
diskutiert, dass dadurch IL-17-produzierende vy T-Zellen und CD8" af T-Zellen rekrutiert,
aktiviert und zur IFN-y Produktion polarisiert werden und so die anti-Tumor Immunantwort
unterstltzen (276,277). Um dies zu bestatigen, sollten zuklnftige Studien zusatzlich den Effekt
von BRAF-Inhibitoren auf IL-23 ermitteln, die Aktivitat von Caspase-3 und -7 messen sowie
deren zelluldre Substrate (DNA Leiter zum Nachweis zersetzter genomischer DNA) und
mogliche DAMPs (wie z. B. ATP, ROS), die als Induktoren des NLRP3 Inflammasoms dienen

kdénnten, bestimmen.

Aktuelle und zukinftige Therapien untersuchen die Kombinationen von BRAF-/MEK-Inhibitoren
und Immuntherapien, um durch die Verbindung zweier Therapieansatze und Mechanismen
héhere und langere Ansprechraten zu erzielen (278). Laufende Studien untersuchen derzeit
nicht nur die Kombination von BRAF-/MEK-Inhibitoren mit (i) Checkpoint-Inhibitoren (wie z. B.
anti-PD-1, anti-CTLA-4, anti-CD137, IL-1-Blocker), sondern auch mit (ii) adoptivem T-
Zelltransfer und (iii) Zytokinen (IL-2, IFNa2b) (279). Eine Herausforderung neuer Studien wird es
sein die Dosierung, die passende Kombination, den optimalen Zeitpunkt des Therapiebeginns
und die Reihenfolge/Sequenz der Therapien aufeinander abzustimmen. Zudem ist zu beachten,
dass neben dem erhofften Synergismus der Wirkeffekte, auch eine Addition der toxischen
Nebenwirkungen zu erwarten ist. Da besonders ein vorhandenes, intaktes Immunsystem von

den Immuntherapien via Aktivierung von CD8* T-Effektorzellen profitiert, sind solche Kinase-
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Inhibitoren zu bevorzugen, die keinen negativen Effekt auf T-Zellstimulierende APC wie z. B. DC

zeigen.

Die durchgefiihrten Experimente ergaben, dass BRAF-Inhibitoren, insbesondere Vemurafenib,
(i) die Expression der ko-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf DC verstarken, (ii) die
Viabilitdt, Apoptose und Nekrose nicht beeinflussen, (iii) die metabolische Aktivitat in unreifen
DC steigern und (iv) die Produktion der proinflammatorischen Zytokine 1L12p70, TNF-a, (IL-1B)
in reifen DC und IL-18 in unreifen DC anheben. Der MEK-Inhibitor Trametinib senkte dagegen
die Expression der ko-stimulatorischen Molekile und erhdhte nur die IL12p70 Produktion.
Insgesamt unterstiitzte der BRAFV8%-gpezifische Inhibitor Vemurafenib reife DC in ihrer Rolle als
T-Zell-stimulierende APC. Selektive Kinase-Inhibitoren mit hoher Spezifitat und Aviditat weisen
aufgrund geringer unspezifischer Nebeneffekte sowohl weniger toxische Nebenwirkungen als
auch ein groReres therapeutisches Fenster auf (249). Bezugnehmend auf die
Versuchsergebnisse sind daher BRAFY®-spezifische-Inhibitoren wie z. B. Vemurafenib
gegenuber MEK-Inhibitoren in einer Kombinationstherapie aus Kinase-Inhibitoren und Immun-

therapeutika zu praferieren.

4.3. Regulatorische Immunzellen in der Psoriasis — Funktionelle
Qualitat vor Quantitat
Psoriasis  (Schuppenflechte) ist eine chronische, inflammatorische, rezidivierende
Autoimmunerkrankung der Haut (280,281). Die Psoriasis steht aufgrund ihrer hohen und
steigenden Pravalenz, der folgenreichen Komorbiditat und der eingeschrankten Lebensqualitat
aktuell vermehrt im Fokus der Forschung. Die Pravalenz der Psoriasis liegt zwischen von
0,09 % in Tansania (282) und 11,43 % in Norwegen (283) (Deutschland, 2,53 % (284)). Laut
WHO litten 2016 circa 100 Millionen Menschen weltweit an Psoriasis (75). Zu den
Komorbiditdten der Psoriasis zahlen unter anderem systemische Entziindungen und
kardiovaskulare Erkrankungen (wie z. B. ischdmische Herzerkrankungen, Schlaganfall), die zur
Haupttodesursache in Deutschland gehoéren (285). Statistisch erkranken 20 — 30 % der
Psoriasis-Patienten zusatzlich an Psoriasis arthritis (PsA) (286); in der vorliegenden Studie litten
14 % an PsA. Die Lebensqualitdt der Psoriasis-Patienten wird durch Stigmatisierung und

psychische Erkrankungen wie z. B. Depressionen beeintrachtigt.

Die Pathogenese der Psoriasis basiert auf einer Autoimmunreaktion (280)(287). DC in der
Dermis prasentieren Autoantigene, aktivieren T-Zellen, induzieren eine autoantigen-spezifischen
T-Zellhyperproliferation und die Produktion inflammatorischer Zytokine in T-Zellen (288)(289). In

gesunden Patienten wird das Immunsystem durch antiinflammatorische Zytokine und
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regulatorische Immunzellen im Gleichgewicht, der Homdstase, gehalten (290). Aktuelle
Therapien blockieren direkt oder indirekt durch Eingriff in die Signalkaskade die Produktion
inflammatorischer Zytokine, um die T-Zellhyperproliferation zu regulieren (291). Die suppressive
Kapazitat regulatorischer T-Zellen ist in Psoriasis-Patienten durch Reduktion des Foxp3
Signalweges eingeschrankt (292). Yang et al. beobachteten, dass Treg aus Psoriasis-Patienten
im Gegensatz zu Treg aus gesunden Spendern eine allogene Proliferation psoriatrischer T-
Effektorzellen nicht supprimierten (293). Zudem wiesen Cao (294) und Soler et al. (180) 2016
eine reduzierte suppressive Kapazitat in mononukledren myeloiden Suppressorzellen (wie z. B.
M-MDSC) nach.

Aufgrund der hohen Pravalenz und Schwere der Folgeerkrankungen der Psoriasis ging die
vorliegende Studie den Fragen nach, (i) welchen Effekt topische und systemische Therapien auf
regulatorische Zellen des peripheren Blutes wie MDSC und Treg zeigen und, ob (ii) diese
Effekte in Abhangigkeit zum Schweregrad der Erkrankung (PASI) stehen. Dazu wurden der
Prozentsatz der Treg an CD4* T-Zellen, die suppressive Kapazitat und Aktivitat der Treg sowie
die Prozentsatze verschiedener MDSC Populationen im peripheren Blut von Psoriasis-Patienten
mit unterschiedlichen Schweregraden unter systemischer wie topischer Therapie
durchflusszytometrisch ermittelt. Als translationales Ziel untersuchte die Studie Treg und MDSC

Prozentsatze auf ihr Potenzial als prognostische Biomarker der Psoriasis.

Die Daten ergaben, dass der Prozentsatz der Treg an CD4* T-Zellen im peripheren Blut der
Psoriasis-Patienten sowohl unabhangig vom Schweregrad der Psoriasis als auch vom
Therapieregime war und dem Prozentsatz der Treg in gesunden Spendern glich. Ebenso
verhielt es sich mit dem Prozentsatz aktivierter GARP* Treg.

Die suppressive Kapazitat der Treg, gemessen als HLA-DR* Treg, war in Psoriasis-Patienten
unter systemischer Therapie vergleichbar mit der in gesunden Spendern und signifikant héher
als in Patienten unter topischer Therapie. Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie mit PASI
> 20 wiesen hohere Prozentsadtze an Treg, GARP* und HLA-DR" Treg auf als Psoriasis-
Patienten mit PASI < 10 oder PASI 10 — 20.

Die Auswertung der MDSC Subpopulationen zeigte eine Erhéhung der CD14*CD15 CD33"HLA-
DR M-MDSC und Lin'HLA-DR"°*CD11b*CD33"* phanotypisch unreifen (engl. early) E-MDSC
verglichen mit gesunden Spendern, unabhangig vom Therapieregimen. CD14*CD124* M-MDSC
waren in Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie signifikant héher als unter systemischer
Therapie. Patienten unter topischer Therapie mit einem schweren Erkrankungsgrad (PASI > 20)
wiesen hohere Prozentsatze CD14°CD124* M-MDSC und mit PASI = 10 hohere Prozentsatze
LinHLA-DR"®CD11b*CD33* E-MDSC auf.
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Die Studie ergab, dass (i) die Therapieregime (topisch vs. systemisch) einerseits keinen Effekt
auf die Prozentsatze, sondern vielmehr auf die Phanotyp-assoziierte Funktion der Treg
besalen, (ii) die Prozentsatze der CD14*CD15CD33"HLA-DR®" M-MDSC und Lin"HLA-
DRCD11b*CD33" E-MDSC in Psoriasis-Patienten erhoht waren und (iii) Psoriasis-Patienten
unter topischer Therapie mit PASI > 20 héhere Prozentsatze an CD14*CD124* M-MDSC, Treg,
GARP* und HLA-DR* Treg aufwiesen als Patienten mit PASI < 20.

Als potenzielle prognostische Biomarker taten sich die Prozentsdtze der HLA-DR* Treg,
CD14*CD124* M-MDSC und Lin'HLA-DR""CD11b*CD33* E-MDSC hervor.

Naive T-Zellen differenzieren unter dem Zytokin TGF-p und der Stimulation des T-Zellrezeptors
(TCR) zu peripheren Treg aus. Die Transkription des Transkriptionsfaktors NFAT und des
Proteins Smad3 wird erhéht, NFAT und Smad3 binden an die Promotorregion CNS1 des Treg
Transkriptionsfaktors Foxp3 und induzieren die Foxp3 Expression (295,296). Das
proinflammatorischen Zytokinmilieu (IL-6, 1L-21, IL-23, TGF-B) reguliert in Treg den
Transkriptionsfaktor RORyt hoch, durch welchen Treg in IL-17-produzierende IL-17/Treg und
schlieBlich in Th17 Zellen umgewandelt werden. Dadurch nimmt der Prozentsatz der
suppressiven Foxp3®™ Treg ab und die chronische Entziindung der Psoriasis wird durch
proinflammatorische Th17 Zellen beguinstigt (297,298).

In der vorliegenden Studie besallen gesunde Spender und Psoriasis-Patienten unter
systemischer Therapie vergleichbare Treg Prozentsatze an CD4* T-Zellen.

Die Prozentsatze der Treg in Psoriasis-Patienten variierten (299,300). Auf der einen Seite
stehen die vorliegenden Ergebnisse im Widerspruch zur Studie von Owczarczyk et al., welche
einen Anstieg der Treg Prozentsatze unter Therapie verzeichneten (292). Auf der anderen Seite
bestétigte die vorliegende Studie Ergebnisse von Saito et al. (301) und Furuhashi et al. (302).

Im Folgenden werden zwei Erklarungsansatze fur die aktuell vorgelegte Studie diskutiert: Zum
einen konnte sich der Treg Prozentsatz in gesunden Spendern und in therapienaiven Psoriasis-
Patienten nur vernachlassigbar unterscheiden, zum anderen kénnte eine Therapie-vermittelte
Normalisierung des Treg Prozentsatzes stattgefunden haben.

Die erste Erklarung impliziert, dass in Psoriasis-Patienten unter Hyperproliferation der T-Zellen
keine Gegensteuerung zur Uberschieflenden Immunreaktion z. B. in Form einer vermehrten
Einwanderung von Treg in die psoriatrischen Lasionen stattfindet. Dies wirde die Dysregulation
der Homoéostase des Immunsystems erklaren, die wiederum zum Krankheitshild der Psoriasis
fuhrt. Die zweite Erklarung veranschaulicht die erste Schwache der Studie. Durch das Fehlen
der Kontrollgruppe therapienaiver Patienten konnte kein direkter Vorher-nachher Therapieeffekt

ermittelt werden. So wurde in der Literatur unter systemischer Therapie mit Etanercept eine
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Normalisierung der Treg Aktivitat im peripheren Blut beobachtet (303). In dieser Studie erhielten
nur 10 von 111 Patienten Etanercept als systemische Therapie. Der Treg Prozentsatz von 2 %
in Etanercept-Patienten entsprach dem Prozentsatz in gesunden Spendern. Dies koénnte
implizieren, dass hier unabhéngig vom Therapieregime/Medikament eine Normalisierung der
Treg Prozentsatze erfolgte.

Die zweite Schwache der Untersuchungen betrifft die Art der Messung des Therapieeffektes
unter topischer Therapie. Lokal auftretende quantitative wie funktionelle Veranderungen der
Immunzellen der Haut spiegeln sich unter Umstanden nicht systemisch im peripheren Blut
wieder (292). Folglich konnte die durchgeflihrte Studie den Therapieeffekt unter topischer
Therapie nicht eindeutig beurteilen und ist diesbeziiglich auf die systemische Therapie limitiert.
Diese Einschrankung ware durch eine zusatzliche Analyse der topisch behandelten
Hautldsionen zu beheben.

Zur weiteren Analyse erhob die Studie die Hypothese, dass die topische Therapie nur
vernachlassigbare systemische Effekte im peripheren Blut zeigt. Demnach ware der Treg
Prozentsatz unter topischer Therapie vergleichbar mit dem in therapienaiven Patienten. Da
weder die topische (,therapienaive®), noch die systemische Therapie die Treg Prozentsatze
beeinflusste, wies dies auf die erste Erklarung hin: Die Treg Prozentsatze im peripheren Blut von
gesunden Spendern und Psoriasis-Patienten sind vergleichbar und wurden weder durch
topische noch durch systemische Therapien beeinflusst.

Das Ergebnis konnte durch zukiinftige Studien mit Hilfe einer Kontrollgruppe therapienaiver
Patienten bestatigt werden. Eine zusatzliche Erhebung der Treg Prozentsatze in Hautlasionen
und gesunden Hautarealen wirde zudem einen direkten Vergleich zu den Treg Prozentsatzen
im peripheren Blut ermdglichen. Fir gesunde Hautareale wurden sowohl hdéhere Treg
Prozentsatze als in psoriatrischen Lasionen (304) als auch geringere beschrieben (305).
Derzeitige Forschungsarbeiten fiihren als Ursache variierender Studienergebnisse die
verschiedenen Phasen (akute vs. chronische Psoriasis), Typen und Therapien der Psoriasis an
(292,306). Zur diskutierten Studie lagen keine Angaben zu den Phasen der Psoriasis-Patienten
vor. Bezuglich der Typen ist zu erwahnen, dass 77 % der Patienten am gleichen Psoriasis-Typ,
der Psoriasis vulgaris, litten. Die vorliegende Studie verglich den Gesamteffekt der topischen

und systemischen Therapien und nicht den Effekt der einzelnen Medikamente.

In Hinblick auf den Schweregrad der Erkrankung (PASI) konnte die Studie keinen
grundsatzlichen Zusammenhang mit dem Prozentsatz der Treg an CD4* T-Zellen in PBMC
nachweisen. Jedoch tendierten Patienten unter topischer Therapie mit einem hohen PASI (> 20)

zu einem héheren Treg Prozentsatz als Patienten mit niedrigem PASI (< 10).
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Die Studie bestatigt daher Ergebnisse von Zhang et al., die einen Anstieg Foxp3* Treg im
peripheren Blut mit steigendem PASI beobachteten (300). Zeitgleich stieg der Prozentsatz der
Th17-Zellen an. Interessanterweise kehrte sich diese Korrelation in den Lasionen der Haut um.
Die Umkehrung der Korrelation verdeutlicht die Wichtigkeit der Entnahme von Hautproben (300).
Im Kontrast dazu fanden Karamehic et al. ab einem PASI > 12 geringere Treg Prozentsatze
(299).

Ein Anstieg der Treg Prozentsatze mit steigendem Schweregrad der Erkrankung (PASI)
impliziert, dass das Immunsystem der Psoriasis-Patienten versucht der zunehmenden T-
Zellhyperproliferation entgegenzuwirken, indem es Treg im peripheren Blut hochreguliert. Ein
Anstieg der Treg kdonnte auch damit erklart werden, dass Treg daran gehindert werden vom
peripheren Blut in die psoriatrischen Lasionen abzuwandern.

Patienten unter systemischer Therapie wiesen lberwiegend schwachere Erkrankungsgrade
(PASI < 10) auf. Ein Therapieansprechen wiirde den niedrigen PASI erklaren. Da die Anzahl der
Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie mit starkem Erkrankungsgrad (< 20) sehr
gering war (n = 3), konnte ein Therapieeffekt auf den PASI Wert unter systemischer Therapie

nicht analysiert werden.

Die Studie ermittelte in Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie niedrige Prozentsatze stark
suppressiver HLA-DR™ Treg, wahrend die Prozentsatze unter systemischer Therapie héher und
vergleichbar mit denen in gesunden Spendern waren.

Sugiyama et al. malden im allogenen Proliferationsassay eine hdhere suppressive Kapazitat fur
CD4*CD25"e" Zellen aus gesunden Spendern als fiir solche aus therapienaiven Psoriasis-
Patienten (179). Gesunde Spender wiesen hohere Prozentsatze HLA-DR* Treg auf als
therapienaive Psoriasis-Patienten (179). Die vorliegende Studie bestatigte diese Beobachtung
fir Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie. Dies kénnte auf die lokale Wirkung der
topischen Therapie zurlickzuflihren sein.

Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie wiesen vergleichbare Prozentsatze an Treg
und suppressiven HLA-DR* Treg wie gesunde Spender auf. Tran et al. konnten zeigen, dass
TGF-p induzierte Treg die T-Zellproliferation in vitro nicht supprimierten (307,308). Eine
mogliche Normalisierung des Prozentsatzes der HLA-DR* Treg unter systemischer Therapie auf
den Prozentsatz der gesunden Spender deutete darauf hin, dass die Treg Dysfunktion behoben
wurde. Die vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 ist entscheidend fir die
Entwicklung immunsuppressiver Eigenschaften in Treg (309,310). In Psoriasis-Patienten ware
demnach nicht der Prozentsatz der Treg, sondern vielmehr deren Funktionalitat beeintrachtig.

Die vorliegende Studie impliziert folglich ein systemisches Therapieansprechen, durch dass die
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Funktionalitdt der Treg wiederhergestellt und der PASI der Psoriasis-Patienten gesenkt wurde.
Zuklnftige Studien kénnten dies durch die Messung der Prozentsatze der RORyt* Treg und der
Foxp3*® Treg in Psoriasis Patienten (therapienaive vs. systemische Therapie) und gesunden
Spendern untersuchen. Ein syngener oder allogener Suppressionsassay mit CD4*CD25 T-
Zellen und Treg, die vor und nach systemischer Therapie aus Psoriasis-Patienten gewonnen
werden, kdnnte suppressive Kapazitat der Treg validieren. Das Ergebnis ware bestatigt, wenn
die Treg nach systemischer Therapie die T-Zellproliferation starker supprimieren als die Treg vor

Therapie.

Unter topischer Therapie tendierten HLA-DR® Treg mit steigendem Schweregrad der
Erkrankung (PASI) zuzunehmen. Die Studie zeigte erstmals diesen Zusammenhang unter
Therapie. Sugiyama et al. zeigten erhdhte Prozentsdtze stark suppressiver Treg in
therapienaiven Psoriasis-Patienten (179); der PASI der Patienten wurde nicht angegeben.

Die vorliegende Studie impliziert, dass das Immunsystem mit steigendem Erkrankungsgrad nicht
den Prozentsatz der Treg generell, sondern insbesondere stark suppressive Treg systemisch
hochreguliert, um der steigenden T-Zellhyperproliferation entgegenzuwirken.

In den topisch therapierten psoriatrischen Hautlasionen sollte diese Tendenz lokal ermittelt
werden, da anzunehmen ist, dass der Therapieeffekt lokal starker ausgepragt ist als im

peripheren Blut.

Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie wiesen niedrigere Prozentsatze aktivierter
GARP* Treg verglichen mit gesunden Spendern auf, wahrend unter topischer Therapie hohere
Prozentsatze gemessen wurden. Die Prozentsatze der GARP* Treg waren unabhangig vom
Schweregrad der Erkrankung (PASI).

Dieser Zusammenhang wurde durch die Studie erstmals aufgeflihrt. Aufgrund des chronisch-
entzindlichen Milieus der Psoriasis kdnnen TGF-B-vermittelt Foxp3* Treg mit schwacher
suppressiver Kapazitat induziert werden (307). Laut Wang et al. exprimieren TGF-B-induzierte
Foxp3* Treg nicht zwangslaufig den Treg Aktivierungsmarkers GARP (311). So wiesen gesunde
Spender und Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie zwar vergleichbare Prozentsatze
Foxp3* Treg auf. Der Prozentsatz GARP* Treg war in gesunden Spendern jedoch hdher als in
Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie. Der niedrige Prozentsatz GARP* Treg und
starke interindividuelle Unterschiede zwischen den Patienten erschwerten den Vergleich.

In der Literatur wird diskutiert, dass eine niedrige GARP Expression auf Treg auf eine Instabilitat
des Treg Phanotyps hindeuten konnte (312). Demnach besaflen Psoriasis-Patienten unter
systemischer Therapie im Vergleich zu gesunden Spendern einen instabileren Treg Phanotyp.

Diese Beobachtung unterstitzt die Beobachtung, dass Treg in Psoriasis-Patienten mangelhafte
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funktionelle Eigenschaften besitzen.

GARP bindet latentes TGF-p, wodurch TGF-p durch proteolytische Spaltung oder
Konformationsanderung aktiviert wird (20,311). Als proinflammatorisches Zytokin unterstitzt
TGF-p das Krankheitsbild der Psoriasis. Vor diesem Hintergrund wirde eine niedrige GARP
Expression auf Treg in Psoriasis-Patienten unter Systemtherapie zu einer reduzierten GARP-
vermittelten Aktivierung von latentem TGF-B flihren und nicht zum chronisch entziindlichen
Mikromilieu der Psoriasis und der Entwicklung von Th17 Zellen beitragen. Die Rolle der GARP*
Treg ist in weiterfiihrenden Studien anhand der involvierten Signalwege und Effektorzytokine
(wie z. B. STATS5/Foxp3, STAT3/RORyt) zu untersuchen.

Aufgrund des chronisch entziindlichen Milieus der Psoriasis wird die Myelopoiesis verstarkt,
fordert eine pathologische Differenzierung der unreifen myeloiden Zellen, die Einwanderung und
die Aktivierung immunsuppressiver MDSC (313-317). Auf die untersuchten MDSC
Subpopulationen soll hier aufgrund unterschiedlicher bisheriger Studienlage und Funktion im
Einzelnen eingegangen werden.

Unter systemischer Therapie war der Prozentsatz der CD14*CD124* M-MDSC vergleichbar mit
dem in gesunden Spendern, wahrend Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie einen
signifikant héheren Prozentsatz der CD14"CD124* M-MDSC aufwiesen.

In der Literatur liegen bisher keine Daten zum Prozentsatz der CD14*CD124* M-MDSC in
PBMC in Psoriasis-Patienten vor. Laut Youn et al. zeigten CD124" und CD124" MDSC, die aus
tumortragenden Mausen isoliert wurden, keinen Unterschied in ihrer suppressiven Kapazitat
(318). Die Autoren schlossen daraus, dass CD124 nicht in den regulatorischen Mechanismus
der MDSC involviert ist. Demnach wirden Psoriasis-Patienten von einem Anstieg der
CD14*CD124" M-MDSC nicht profitieren, da diese keinen suppressiven Effekt auf die T-
Zellhyperproliferation austiben wirden.

Der uberwiegend niedrige PASI (PASI < 10) und die Beobachtung, dass die Prozentsatze der
HLA-DR* Treg unter systemischer Therapie vergleichbar mit denen in gesunden Spendern
waren, legen nahe, dass Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie auf die Therapie
ansprachen. Da die Prozentsatze der CD14*CD124* M-MDSC unter systemischer Therapie
vergleichbar mit denen in gesunden Spendern waren, kénnte dies einen Therapieeffekt
darstellen. Die Tendenz zu geringeren Prozentsatzen CD14°CD124* M-MDSC bei einem PASI <
10 im Vergleich zu PASI > 20 unter topischer Therapie stitzt diese Vermutung.

Aufgrund ihrer funktionellen Plastizitdt kénnen unreife myeloide Zellen wie z. B. MDSC zu
anderen Zellen differenzieren und durch Zytokin-/ Chemokinproduktion Monozyten, Neutrophile

sowie (dysregulierter) Treg rekrutieren, um dadurch das chronisch entzindliche Milieu der
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Psoriasis aufrecht zu erhalten (319-321). Sofern die CD14"CD124* M-MDSC dem Mikromilieu
der Psoriasis forderlich sind, ware eine Reduktion der CD14*CD124* MDSC in Psoriasis-
Patienten unter systemischer Therapie ein Zeichen des Therapieerfolgs.

Dieser Therapieeffekt konnte anhand funktioneller Untersuchungen bezlglich der
Zytokinproduktion (z. B. CCR5, TGF-B, IL-1B, IL-8, IL-23, IL-17) und der Transkriptionsfaktoren
in therapienaiven und Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie eingehender untersucht
werden. Ein Suppressionsassay mit CD4" T-Zellen und CD14*CD124* MDSC aus
therapienaiven Psoriasis-Patienten bzw. Psoriasis-Patienten unter systemischer Therapie

koénnte die suppressive Kapazitat der MDSC untersuchen.

CD15CD14*CD33"HLA-DR"°¥- M-MDSC waren in Psoriasis-Patienten, insbesondere unter
systemischer Therapie, verglichen mit gesunden Spendern hochreguliert.

Dieses Ergebnis bestatigt Studien, die erhohte Prozentsatze HLA-DR°“-CD14* M-MDSC in
PBMC von Psoriasis-Patienten ermittelten (180,294). Die Population der HLA-DR°*-CD14* M-
MDSC wurde in dieser Studie entsprechend den Empfehlungen zur Vereinheitlichung der
durchflusszytometrischen Eingrenzung der MDSC durch weitere Oberflachenmolekiile (CD15
CD33") genauer definiert (130). Da CD14*CD15 HLA-DR™°* M-MDSC im Tumormikromilieu
suppressive Eigenschaften aufweisen, koénnte ein Anstieg dieser MDSC die T-
Zellhyperproliferation via IL-17/Arginase 1 und iNOS/IFN-y Signalweg supprimieren, den PASI
senken und damit ein Therapieansprechen implizieren (134,321).

Entsprechend tendierten Psoriasis-Patienten in der vorliegenden Studie mit geringem PASI zu
hohen Prozentsadtzen CD14*HLA-DR"°"CD15:CD33" M-MDSC. Der Prozentsatz der HLA-DR"*"-
CD14" M-MDSC verhielt sich damit gegenlaufig zum Prozentsatz der immunsuppressiven Treg,
welche mit steigendem PASI anstiegen. Dagegen beobachteten Soler et al., dass hohe
Prozentsdtze HLA-DR"°"-CD14* M-MDSC und mit einem hohen PASI korrelierten (180). Die
Ergebnisse konnten aufgrund der Messung zweier unterschiedlicher MDSC-Subpopulationen,
CD14*HLA-DR"*¥(CD15CD33") M-MDSC vs. HLA-DR"°-CD14* M-MDSC, differieren.
Funktionelle Untersuchungen von Soler et al. demonstrierten, dass CD14"HLA-DR"**- M-MDSC
aus Psoriasis-Patienten die Proliferation autologer CD8* T-Zellen schwacher supprimierten als
M-MDSC aus gesunden Spendern (180). Folglich wirden MDSC wie Treg in der Psoriasis eine
verminderte suppressive Kapazitat besitzen, wodurch Patienten von einer Einwanderung
dysregulierter CD15CD14*CD33"HLA-DR""- M-MDSC weniger profitieren wiirden. Dies kénnte
erklaren, wieso unter systemischer Therapie nur ein leichter Anstieg der CD15
CD14*CD33"HLA-DR""-M-MDSC Prozentsatze zu beobachten war.

Im murinen Modell konnten Schlecker et al. zeigen, dass M-MDSC in CC5-abhéangiger Weise
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Treg rekrutieren (184). Psoriatrische MDSC kdénnen einen regulatorischen Phéanotyp in T-
Effektorzellen induzieren (180,183). Andere Studien demonstrierten, dass IL-23 produzierende
psoriatrische MDSC mit Hilfe der gesteigerten Treg Prozentsatze die Differenzierung zu IL-
17/Treg und Th17 Zellen beglinstigen (294,322). In der vorliegenden Studie konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Prozentsatz der CD15CD14*CD33"HLA-DR"*" M-MDSC und
dem Prozentsatz der Treg beobachtet werden.

Zukunftige Studien sollten die Zytokinproduktion und die suppressive Kapazitdt der CD15
CD14*CD33"HLA-DR°"- M-MDSC bestimmen. Dies konnte eine Therapie-induzierte
Wiederherstellung der suppressiven Kapazitdt der CD15CD14*CD33"HLA-DR®"- MDSC

bestatigen.

Psoriasis-Patienten unter systemischer und topischer Therapie besal’en héhere Prozentsatze
LinHLA-DR™CD11b*CD33* E-MDSC als gesunde Spender.

In der Literatur lagen keine Daten zu Prozentsatzen der E-MDSC Subpopulation in PBMC aus
Psoriasis-Patienten vor. Ein hoher Prozentsatz der ,frithen®, unreifen Lin"HLA-
DR°CD11b*CD33* E-MDSC bestatigt Beobachtungen, denen zufolge das chronisch
inflammatorische Milieu der Psoriasis die Myelopoiesis fordert und unreife zellulare Phanotypen
induziert (323). Sowohl fir E-MDSC als auch M-MDSC wurden im Tumormikromilieu
suppressive Eigenschaften dokumentiert (134).

Ein hoher Prozentsatze immunsuppressiver E-MDSC koénnte der Uberschiel3enden
Immunreaktion der Psoriasis entgegenwirken. So wiesen Psoriasis-Patienten unter topischer
Therapie mit PASI > 20 erhéhte E-MDSC Prozentsatze auf als Psoriasis-Patienten mit PASI <
10.

In der vorliegenden Studie fehlte Kontrollgruppe unbehandelter, therapienaiver Patienten. Durch
diese Gruppe hatte ein Vorher-nachher-Therapieeffekt besser beschrieben werden kénnen.

Da die Probenentnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgte, sind sowohl Patienten zu
Therapiebeginn als auch solche, die schon langer eine Therapie erhielten, in die Studie
eingeschlossen worden. Daher ist anzunehmen, dass die Therapieeffekte in den Psoriasis-
Patienten unterschiedlich stark ausgepragt waren.

Es war nicht bekannt, ob die Patienten sich in der akuten oder chronischen Phase der Psoriasis
befanden. Die Studie gibt den durchschnittlichen Prozentsatz der Zellpopulation in PBMC aus

Psoriasis-Patienten unter topischer und systemischer Therapie an.

Ein wichtiger Ansatzpunkt fir zuklnftige Therapien bleibt die Neutralisierung inflammatorischer

Zytokine (74). Neue monoklonale Antikdrper senken nicht nur die T-Zellhyperproliferation,
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sondern modulieren auch die Treg Dysregulation sowie das proinflammtorische Milieu der
Psoriasis. Seit 2019 ist der anti-IL23p19 humanisierte monoklonale Antikérper (IgG1 Isotyp)
Risankizumab (Skyrizi®) auf dem Markt, welcher durch IL-23 Blockade die Induktion der IL-
17/Treg hemmt (324). Bimekizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikérper zur Blockade
des Zytokins IL17A/F wird in einer Phase lll Studie (NCT03766685) zur Behandlung der
Psoriasis vulgaris untersucht. Durch die IL-17-Blockade wird die Th17 Antwort und die IL17/Treg
Induktion gesenkt. 2018 erweiterte die EMA die Zulassung von Certolizumab Pegol (Cimzia®)
auf Psoriasis vulgaris. Cimzia ist ein humanisiertes Fab‘-Fragment, das an Polyethylenglykol
(PEG) gebunden ist, und mildert durch Blockade von TNF-o das proinflammatorischen Milieu
der Psoriasis (325). Im murinen Modell mit Proteoglykan-induzierter Arthritis (PGIA) konnte
durch adoptiven Transfer von Knochenmarks-MDSC die T-Zellantwort und die Produktion
proinflammatorischer Zytokine (wie z. B. IFN-y, IL-17, TNF-a) reduziert werden (326). Da die T-
Zellaktivierung durch PD-L1* MDSC inhibiert werden konnte, wird der Einsatz von anti-PD-L1
Checkpoint-Inhibitoren in der Psoriasis diskutiert (327). Dagegen spricht, dass

Immuntherapeutika dermatologische Komplikationen als Nebenwirkung aufweisen (328).

Die durchgefiihrte Studie deutete darauf hin, dass Lin"HLA-DR"°"CD11b*CD33* E-MDSC und
CD15CD14*CD33"HLA-DR°Y- M-MDSC durch die Psoriasis-induzierte Notfall-Myelopoiesis
und aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften in Psoriasis-Patienten hochreguliert
waren. Die Studienergebnisse legen nahe, dass die suppressive Kapazitat der Treg in Psoriasis-
Patienten unter systemischer Therapie wiederhergestellt wurde.

Psoriasis-Patienten unter topischer Therapie mit PASI > 20 wiesen hohere Prozentsatze an
Treg, GARP* Treg, HLA-DR"* Treg, CD14*CD124* M-MDSC und Lin'HLA-DR*CD11b*CD33" E-
MDSC auf als Patienten mit PASI < 10 und sollten in weiterflhrenden Untersuchungen als
potenzielle prognostische Marker der Psoriasis untersucht werden.

Die vorliegenden Studienergebnisse verdeutlichen, dass zur erfolgreichen Therapie nicht nur
eine quantitative Steigerung, sondern vor allem auch eine Wiederherstellung der

immunsuppressiven Funktionen der Treg und MDSC nétig ist.
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5. Zusammenfassung

Bei immunologisch vermittelten Krankheitsbildern, wie Tumor- und Autoimmunerkrankungen
spielt das immunologische Mikromilieu eine wesentliche Rolle flir den Krankheitsverlauf, die
Therapiewahl und den Verlauf von Biomarkern. Das maligne Melanom verursacht 90 % der
Hautkrebs-Toten in Deutschland, steigt in seiner Inzidenz und wird mit Checkpoint-Inhibitoren
und Kinase-Inhibitoren behandelt(42,43,46). Um Therapieansprecher und Nicht-Ansprecher der
Checkpoint-Inhibitoren frih zu erkennen, wurden in der vorliegenden Studie pradiktive (i)
zelluldre und (ii) molekulare Biomarker im peripheren Blut von Melanompatienten untersucht:

Bei Therapieansprechern waren vor Therapiebeginn (i) die Lymphozyten, bestehend aus IFN-y*,
proliferierenden CD4" und zytotoxischen CD8*GZMB* T-Effektorzellen, erhéht und die Zahl der
immunsuppressiven Zellen, gemessen als regulatorische T-Zellen (Treg) und Arginase 1°
polymorphonukledre  myeloide  Suppressorzellen (PMN-MDSC), erniedrigt. (ii) Die
Therapieansprecher wiesen im peripheren Blut niedrige Konzentrationen an molekularen
Tumormarkern wie z. B. LDH und S100 sowie an Thrombozyten auf.

Der Kinase-Inhibitor (Vemurafenib, Dabrafenib bzw. Trametinib) hemmte in vitro BRAF- bzw.
MEK-Kinasen, bremste die unkontrollierte Zellteilung der Melanomzellen und aktivierte gesunde
dendritische Zellen (DC). So exprimierten reife DC verstarkt die ko-stimulierenden Molekile
CD80/CD86 (Durchflusszytometrie). Unreife DC regulierten im MTT-Assay den Metabolismus
und gemafl CBA, RT-gPCR die Produktion der Zytokine IL-12p70 und TNF-a hoch. Unreife und
reife DC waren unvermindert viabel, steigerten aber die Aktivitdt des proinflammatorischen
Enzyms Caspase-1 (Inflammasom) und die Transkription der Zytokine IL-1p und IL-18. Diese
Ergebnisse beflirworten eine sequenzielle Kombinationstherapie des malignen Melanoms mit
Kinase- und Checkpoint-Inhibitoren: (i) Kinase-Inhibitoren hemmen das Tumorwachstum,
steigern die Freisetzung von Neoantigenen und unterstitzen DC in der Aktivierung
Tumorantigen-spezifischer T-Zellen. (ii) Checkpoint-Inhibitoren verstarken die Zellteilung der T-
Zellen und damit die Anti-Tumor Immunantwort.

Bei Autoimmunerkrankungen, wie der Psoriasis, drosseln immunsuppressive Zellen wie Treg
und MDSC die UberschieRende Immunantwort. In der vorliegenden Studie bei Patienten mit
Psoriasis stellte die systemische Therapie (Biologika, Immunsuppressiva) die suppressive
Kapazitat der Treg (HLA-DR*, GARP™) im peripheren Blut der Patienten wieder her. Die frihen
(early) E-MDSC und CD15CD14*CD33"HLA-DR""- mononukledren MDSC (M-MDSC) blieben
unvermindert hoch. CD14*CD124* M-MDSC und E-MDSC korrelierten positiv mit dem PASI
(Psoriasis Area and Severity Index). Bei der Psoriasis spielt die regulatorische Kapazitat der

Treg und MDSC eine wichtige Rolle ein.
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Abbildung 32 Korrelationsmatrix zur Zusammensetzung der Serumproteine in Patienten des Trainingssets.
Das Trainingsset analysierte das Proteom von 4 Ipilimumab Therapieansprechern (n(MZ)/ n(FFM) = 2) und 8
Nichtansprechern (n(MZ)/ n(FFM) = 4) aus den Studienzentren Mainz und Frankfurt via nanoUPLC UDMSE. Es
wurden jeweils Serumproben vor und nach Therapiebeginn gemessen. Die Korrelationsmatrix berechnete den

Peason Korrelationskoeffizienten r, welcher die Zusammensetzung des Proteoms zweier Proben miteinander verglich.
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Abbildung 33 Korrelationsmatrix zur Reproduzierbarkeit der Zusammensetzung der Serumproteine des

Trainingssets.

Um die Reproduzierbarkeit der Daten zu untersuchen, wurde jede Probe dreimal aufgereinigt und jeweils in

Triplikaten via nanoUPLC UDMSE gemessen (9 Messungen je Zeitpunkt). Die Korrelationsmatrix vergleicht

exemplarisch die Zusammensetzung der Proteine eines Patienten des Mainzer Studienzentrums zu den Zeitpunkten

A und B. Als MaR der Korrelation wurde der Pearson Korrelationskoeffizient (r) berechnet. Der Vergleich der Triplikate

der Aufreinigungen ergab Korrelationskoeffizienten zwischen 0,96 0,99. Die Triplikate der Messung einer

aufgereinigten Probe ergaben Korrelationskoeffizienten zwischen 0,98 - 1.
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